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1. INTRODUCAO
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O grande interesse que a abelha Apis mellifera vem despertando,
principalmente apdés o processo de africanizacdo ocorrido nas Ameéricas, tem
levado ao desenvolvimento de inimeros trabalhos sobre a biologia dessa espécie,
porém, muitos aspectos ainda necessitam de um estudo mais aprofundado.
Apesar de o ferrdo e de uma de suas glandulas anexas, a glandula de veneno,
estarem relacionados a defesa e os hibridos se mostrarem mais agressivos do
gue as subespécies européias, trabalhos jA& demonstraram que estas duas
caracteristicas sdo geneticamente independentes. A outra glandula anexa ao
aparelho de ferrdo, denominada glandula de Dufour, parece envolvida com a
reproducdo, caracteristica em que os hibridos, também, se destacam. As
glandulas de veneno e de Dufour formam-se durante a metamorfose, tanto em
operarias quanto em rainhas de Apis mellifera. Estudos sobre o processo de
morfogénese dessas glandulas em abelhas sao antigos, escassos e contraditorios
em alguns pontos.

A metamorfose dos insetos sociais é desencadeada por niveis apropriados
de hormdnio juvenil e ecdisona, com reducdo do nivel do primeiro e aumento do
segundo, na hemolinfa de larvas no final do 5° estadgio, em Apis mellifera
(NIJHOUT & WHEELER, 1982). Nessa espécie, o hormdnio juvenil, conforme
mostram inimeros trabalhos, atua no polimorfismo de castas (RACHINSKY et al.,
1990) e no polietismo etario dos adultos (ROBINSON, 1987), o qual resulta, pelo
menos em parte, da agdo hormonal sobre o desenvolvimento e atividade de
algumas glandulas exdcrinas.

Embora ja se conheca a sensibilidade das glandulas de Dufour ao
horménio juvenil exdégeno, aplicado topicamente em operarias de Apis mellifera,
registrando-se, neste caso, aumento do tamanho glandular (ABDALLA et al.,
2001), o efeito deste horménio sobre o desenvolvimento pos-embrionario das
glandulas de veneno e sua influéncia sobre o seu ciclo secretor ndo estédo, ainda,
avaliados. O que se conhece € que, em colbnias de Apis mellifera, quando as
operéarias ainda sdo jovens e desempenham atividades dentro da colbnia, elas
apresentam niveis de hormonio juvenil circulantes mais baixos do que as
operarias mais velhas, que estdo forrageando (ROBINSON, 1992). Esse aumento
de horménio juvenil na hemolinfa coincide com o final do ciclo secretor da

glandula de veneno e inicio da degeneracdo da porcao glandular, que ocorre por
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volta do 16° dia de vida adulta. Nesta época, portanto, em que a operaria passa a
desempenhar tarefas fora da coloénia, todo o veneno que ela possa,
eventualmente necessitar, como parte de seu sistema de defesa, ja foi produzido
e estd armazenado no reservatorio da glandula, pronto para ser utilizado.
Portanto, a degeneracao da glandula de veneno coincide com niveis mais altos de
hormonio juvenil na hemolinfa. A comprovacdo da relagéo entre os dois eventos
pode ser obtida pela analise do efeito de aplicacdes topicas de horménio juvenil,
como tem sido realizado no caso do estudo do controle hormonal de outras

glandulas exdcrinas.

OBJETIVOS

O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de contribuir para o
melhor conhecimento do processo de morfogénese das glandulas de veneno e de
Dufour no hibrido africanizado de Apis mellifera, bem como entender o papel do
hormonio juvenil sobre o desenvolvimento e ciclo secretor das glandulas de
veneno de trés subespécies de Apis mellifera (Apis mellifera ligustica, Apis
mellifera carnica e Apis mellifera caucasica) em relacdo ao hibrido africanizado.

Para atingir os objetivos propostos foram realizadas:

1 — Andlises histologicas do desenvolvimento pds-embrionario das glandulas de
veneno e de Dufour de operarias e rainhas da abelha africanizada,;

2 — Analises histologicas dos efeitos da aplicacéo topica de horménio juvenil, em
larvas de 5° estagio e na operaria recém-emergida, sobre o desenvolvimento da
glandula de veneno e seu ciclo secretor, comparando-as com a glandula de
rainhas virgens e fecundadas;

3 — Andlises morfométricas comparativas das glandulas de veneno e de Dufour de
trés subespécies de Apis mellifera com a abelha africanizada;

4 - Andlises bioquimicas (dosagem de proteinas e eletroforese) comparativas das
glandulas de veneno das trés subespécies de Apis mellifera com a abelha

africanizada.
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| 2. REVISAO DA LITERATURA
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O género Apis apresenta apenas quatro espécies: Apis mellifera (Linnaeus,
1758), Apis florea (Fabricius, 1787), Apis dorsata (Fabricius, 1793) e Apis cerana
(Fabricius, 1793). Dentre as quatro, Apis mellifera sempre despertou interesse,
devido a sua grande importancia econémica (CAMARGO & STORT, 1973) e,
sobretudo, pelas novas possibilidades de uso de seus produtos na area médica.

Como espécie, Apis mellifera apresenta uma grande complexidade,
incluindo, segundo RUTTNER (1988), 24 subespécies diferentes, que podem ser
identificadas por analises morfométricas, por sua biogeografia e comportamento,
tendo sido 14 delas confirmadas, através de estudos de DNA mitocondrial (ARIAS
and SHEPPARD, 1996). Possui ampla distribuicdo, podendo ser encontrada
desde locais de clima temperado frio a zonas tropicais. No entanto, apesar disso e
de sua adaptacdo nas Américas, Apis mellifera € uma espécie exotica no Brasil,
sendo Apis mellifera mellifera (Linnaeus, 1758) a primeira subespécie a ser
introduzida pelos imigrantes alemaes, por volta de 1830. Esta foi seguida por
outras subespécies de origem européia, como Apis mellifera carnica (Pollmann,
1879), Apis mellifera ligustica (Spinola, 1806), Apis mellifera caucasica
(Gorbachev, 1916) entre outras, todas originarias de regides de clima temperado
a frio, o que levou a uma produtividade, nas condi¢cdes climaticas brasileiras,
abaixo do esperado.

Com o intuito de melhorar a producao brasileira de mel, desenvolveu-se um
projeto (KERR, 1967) que visava o melhoramento genético das subespécies
européias, através do cruzamento com uma subespécie africana, inicialmente
classificada como Apis mellifera adansonii e, posteriormente, constatado que se
tratava de Apis mellifera scutellata, boas produtoras de mel e adaptadas ao clima
tropical. Em 1956, foram importadas algumas rainhas desta subespécie, que,
acidentalmente, iniciaram uma miscigenacdo descontrolada com as subespécies
européias, que ja se encontravam aqui, promovendo o processo de africanizagao.
Este, embora tnha sido inicialmente problematico em termos de produtividade,
foi um sucesso em termos adaptativos. O hibrido resultante superou todos os
seus parentais, mostrando-se melhor adaptado e mais eficiente. Distribuiu-se

rapidamente, da Argentina ao sul dos Estados Unidos, a uma velocidade de 100-
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300 Km por ano (RUTTNER, 1988), a ponto de ser a Unica subespécie
encontrada, vivendo de modo selvagem no continente americano.

Ainda é incerta a carga genética que os hibridos carregam, apesar de
apresentarem um comportamento muito mais condizente com a subespécie
africana (RUTTNER, 1988) e de estarem, de acordo com estudos realizados com
DNA mitocondrial, dentro do mesmo braco filogenético que as subespécies
africanas (ARIAS and SHEPPARD, 1996). Tal incerteza deve-se ao cruzamento
ocorrido com varias subespécies européias e, posteriormente, entre 0s proprios
hibridos, ndo constituindo assim uma nova subespécie, sendo designada apenas
como abelha africanizada. Entre as caracteristicas apresentadas pelas abelhas
africanizadas em relacéo as européias, sao encontrados maior produtividade de
mel (COSENZA, 1972), comportamento de forrageamento mais longo durante o
dia (KERR et al., 1970), maior agressividade (STORT, 1971), maior capacidade
de recrutamento para defesa (NUNEZ, 1974), maior eficiéncia na transmissao de
informacdes (KERR, 1975), maior eficiéncia na coleta de alimentos (MALASPINA
& STORT, 1987), além de maior resisténcia as infestacbes pelo acaro Varroa
jacobsoni, como tem demonstrado os estudos de DE JONG et al. (1984) e
MORETTO (1993).

Embora apresente grande niumero de subespécies, a espécie Apis mellifera
exibe um ciclo biolégico comum a todas elas, bastante interessante. Esta abelha
tem uma organizacdo social onde existem os machos, chamados de zangdes,
individuos hapldides originados de oOvulos ndo fecundados e que tem papel
apenas reprodutivo, e as fémeas, que se dividem em duas castas: a rainha e as
operarias, ambas originadas de évulos fertilizados sendo, portanto, dipléides. A
diferenciacéo entre as duas castas se da por meio de alimentacao diferencial que
é oferecida as larvas, a partir do 3° dia de vida. Existe uma Unica rainha em cada
colénia, responsavel pela producdo de ovos e, consequentemente, pela
manutencdo de um grande numero de operarias dentro da colbnia, que
desempenham todas as outras tarefas necessarias a manutencéo da mesma.

De modo geral, em abelhas sociais, a diferenciacdo de castas e a divisao
de trabalho entre as operarias sdo fundamentais para o perfeito funcionamento da
colénia. A divisdo de trabalho baseia-se, segundo ROBINSON (1992), em duas

caracteristicas principais: 1 - todas as diferentes tarefas necessarias sao
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desempenhadas ao mesmo tempo, por operarias especializadas em cada uma
delas, exceto a postura de ovos, que é realizada exclusivamente pela rainha, 2 -
estas especializa¢des sao fisiolégicas e mudam, no caso das operérias, conforme
a idade da abelha. Em Apis mellifera, as diferencas fisiol6gicas entre operarias e
rainhas sdo trofogénicas, ou seja, originadas por meio de uma alimentacéo
diferenciada, o que altera o balanco hormonal dos individuos. No entanto,
segundo PAGE & PENG (2001), os componentes do alimento responsaveis pelo
processo de diferenciacao, ainda nao foram identificados.

O periodo de desenvolvimento difere entre os sexos e entre as castas. Os
zangdes adultos emergem no 24° dia, ap0s a postura do ovo, as operarias no 21°
e as rainhas no 16°. A larva € apoda, aptera e ndo apresenta muitas das
estruturas presentes no adulto, tais como antenas, olhos compostos e genitalia
externa. As estruturas do adulto surgem, durante a metamorfose, a partir de
discos imaginais.

Os discos imaginais foram descritos, anatomicamente, pela primeira vez,
por LYONET (1762 apud OBERLANDER, 1985) e seu significado no
desenvolvimento foi abordado por WEISMANN (1864 apud OBERLANDER,
1985). Os discos imaginais sdo grupamentos de células embrionarias
indiferenciadas, derivadas de uma pequena populacdo de células fundadoras no
embrido, que funcionam, segundo GEHRING & NOTHIGER (1973), como grupos
especiais de células que foram determinadas geneticamente durante o periodo
embrionario, mas que foram reservadas para desempenhar seu papel, no
desenvolvimento, apenas numa fase posterior. SVACHA (1992), no entanto,
guestiona a postulada caracteristica de células indiferenciadas para os discos
imaginais, uma vez que, trabalhando com os discos imaginais antenais de
Bombyx mori, verificou que os mesmos sao parte integrante do corpo da larva, e
ndo um grupo indiferenciado de células, esperando o inicio da metamorfose para
se manifestarem, tendo, inclusive, atividade secretora, produzindo cuticula. Além
das células imaginais agrupadas nos discos, também sdo encontrados ninhos de
células imaginais pouco organizados, chamados de histoblastos (GEHRING &
NOTHIGER 1973; OBERLANDER, 1985).

Externamente, os discos imaginais sao vistos como pequenos pontos

translicidos com localizacdo fixa, sob a cuticula larval (MYSER, 1954).
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Histologicamente, sdo formados, no inicio do desenvolvimento embrionario, por
uma camada de células epidérmicas cilindricas, justapostas, de maneira a
constituir uma massa compacta, com dificil visualizacdo de seus limites celulares
(NEVES, 1984). O disco é circundado por uma membrana basal, continua com a
lamina basal da epiderme larval e bem suprida de traquéias. Divisdes celulares
promovem o crescimento dos discos durante a fase larval. Com exceg¢ao dos
discos dos olhos compostos, todos os outros, genitais, halteres, asas, 1°, 2° e 3°
par de pernas, antenas, protoracico dorsal e clipeo-labial (tendo como base os
dipteros), desenvolvem-se invaginados em uma cavidade chamada bolsa
peripodial, resultante de uma invaginacdo da epiderme (NEVES, 1984,
OBERLANDER, 1985).

Durante a metamorfose, os érgaos externos que foram formados no interior
das bolsas peripodiais, a partir dos discos imaginais, sdo evertidos, atraves,
principalmente, de movimentos celulares (FRISTROM & FRISTROM, 1993; USUI
& SIMPSON, 2000) e de mudangas na forma das células (OBERLANDER, 1985).
O crescimento e eversao dos discos imaginais € controlado, da mesma forma que
a metamorfose, por hormoénios.

Os discos imaginais da genitélia de Apis mellifera aparecem externamente,
na larva, como tés pares, havendo divergéncia entre os autores quanto a sua
distribuicdo. Segundo D'ROZARIO (1942) existe um par em cada um dos
segmentos 7, 8 e 9°, mas MYSER (1954) indica um par no 8 e dois no &
segmento, todos visiveis a partir do 2° estagio larval. Histologicamente, esses
discos seguem o mesmo padrdo dos demais, conforme descrito anteriormente.

Na maioria dos insetos, os discos imaginais da genitalia sdo responsaveis
pela formag&o do ovipositor (CARLET, 1884; 1890 apud ABDALLA, 1999), dutos
genitais e anexos de origem ectodérmica (D"Rozério, 1942). Alem das descri¢cdes
anatdmicas do desenvolvimento dos discos imaginais genitais de Apis mellifera,
com énfase nas partes do ferrdo, realizadas por D'ROZARIO (1942) e MYSER
(1954) e que sao contraditérias, ndo existem outros dados na literatura sobre o
desenvolvimento pés-embrionario das glandulas de veneno e de Dufour.

As glandulas de veneno e de Dufour, como todas as outras glandulas
exocrinas das abelhas, sdo de origem ectodérmica. Segundo SNODGRASS

(1956), evolutivamente, a glandula de veneno originou-se a partir das glandulas
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anexas ao ovipositor dos himendpteros ndo aculeados, enquanto a glandula de
Dufour € uma glandula homéloga as glandulas colateriais dos outros insetos.
Anatomicamente, ambas estéao ligadas ao ferrdo, sendo descritas, rotineiramente,
como glandulas anexas ao ferrdo. Isoladamente, a glandula de veneno é
designada como glandula acida e a glandula de Dufour como glandula basica,
apesar de LELLO (1968) ter comprovado que o pH de suas secre¢des ndo condiz
com a denominacdo. A autora, através da afericdo do pH, utilizando papel de
Tournasol e, posteriormente, um potencidbmetro, constatou que a secre¢do da
glandula de veneno possui pH em torno de 7 e 8, 0 que caracteriza uma secrecao
bésica. Ao analisar a secre¢do da glandula de Dufour, obteve pH ao redor de 6, o
gue caracteriza uma secrecdo acida. Segundo os trabalhos de ABREU (2000), a
secrecao da glandula de veneno, eliminada na ferroada, apresenta carater acido,
mas quando presente na Iluz do reservatdorio glandular, ou mesmo
intracelularmente, ela é basica. Essa modificacdo no carater da secrecao pode
ser devido, conforme sugerido por ABREU (2000), a provavel acdo de uma
estrutura encontrada na parede dorsal do reservatorio, sob a forma de bolsa, que
agiria sobre os componentes da secrecao.

O primeiro estudo da glandula de Dufour de que se tem registro, segundo
SNODGRASS (1956), foi realizado por DUFOUR em 1841, que a descreveu com
uma localizacdo relacionada ao aparelho reprodutor feminino e com a provavel
funcdo de secretar uma substancia viscosa, com a qual as fémeas cobririam seus
ovos. As primeiras descricbes de Dufour, sobre abertura e funcéo glandular foram
contestadas por CARLET (1884 apud ABDALLA, 1999), e este nao foi o ultimo.

A morfologia da glandula de Dufour encontra-se bem estabelecida na
maioria dos Hymenoptera (KERR & LELLO, 1962; FERREIRA & CAMARGO,
1965; LELLO, 1968; PATRICIO, 1995; ABDALLA, 1999; ABDALLA & CRUZ-
LANDIM, 2001 a, b e ¢). Frequentemente, a glandula de Dufour é descrita como
tendo a forma de um bastdo alongado com coloracdo branco-leitosa, revestida,
externamente, por uma capa muscular e uma rede de traqueiolas, apresentando
diferencas entre as castas, nos insetos sociais (LELLO, 1968; ABDALLA, 1999;
ABDALLA & CRUZ-LANDIM, 2001 a, b, c). Histologicamente, apresenta um
epitélio sem estratificacdo, revestido por uma fina camada cuticular, secretada

pelas células glandulares, fazendo parte das glandulas de classe |, de acordo com
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a classificacdo de NOIROT & QUENNEDEY (1974, 1991). Apresentam, porém,
segundo ABDALLA (2003), caracteristicas peculiares, tais como invaginacdes da
membrana basal, associadas com material eletrondenso, o que sugere uma
capacidade de captacao de substancias diretamente da hemolinfa, principalmente
porque o numero de invaginacdes varia com a atividade da glandula. Além disso,
segundo ABDALLA (1999), a morfologia dessas células, também, varia bastante
durante a vida da abelha, de acordo com o seu estado fisiologico e tarefa
desempenhada dentro da colénia. O epitélio simples dobra-se iniUmeras vezes e
essas dobras acomodam-se, intercalando-se, de forma que, quando vazia, sua
luz parece colabada. Quando a secrecéo € liberada a glandula pode se distender
para armazena-la, aumentando muitas vezes seu tamanho (ABDALLA, 1999).

Em Apis mellifera, existem diferencas no tamanho da glandula de Dufour
entre as operarias que estdo desempenhando diferentes tarefas dentro da
colénia, entre operarias e rainhas e entre rainhas virgens e em postura
(ABDALLA, 1999; ABDALLA & CRUZ-LANDIM, 2001 a, b). Existem, também,
diferencas na composicao da secrecdo de operarias e rainhas. Nas operarias, ela
€ constituida somente por hidrocarbonetos, enquanto nas rainhas pode-se
encontrar, além dos hidrocarbonetos, ésteres de cadeia longa, semelhantes aos
encontrados na cera (KATZAV-GOZANSKY et al.,1997). Nessa espécie,
ABDALLA (1999) sugere que a secrecdo glandular possa ser usada para
comunicacao entre as abelhas, reconhecimento e atragdo sexual. O mesmo autor
encontrou, além das diferencas no desenvolvimento e fisiologia da glandula de
Dufour, alteracbes devido a fatores externos, como o confinamento de rainhas, o
declinio da atividade de postura e os niveis de horménio juvenil circulante.

A secrecao da glandula de Dufour em outras abelhas constitui-se de uma
mistura complexa de hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, acetatos, cetonas,
ésteres e outros derivados, que podem variar quanto a presenca e concentracao
conforme a espécie analisada (PATRICIO, 1995). Esta complexidade na
composicdo de sua secrecdo pode estar relacionada a grande variedade de
fungbes propostas, como producdo de substéncias para construcédo e
revestimento do ninho (LELLO, 1968; HEFETZ et al., 1982; HEFETZ, 1987),
reconhecimento dos individuos de um mesmo ninho (HEFETZ et al., 1993),
marcacdo da localizagdo e entrada do ninho (BERGSTROM & TENGO, 1974;
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HEFETZ, 1987, 1990), atracdo sexual (SMITH et al., 1985) e feromonio de trilha
ou para demarcacéo de area de coleta (VINSON et al., 1978).

As varias fungdes sugeridas para a secre¢cdo da glandula de Dufour,
podem ter ligacdo com o local de desembocadura dessa glandula no adulto. Em
formigas, apesar de serem glandulas independentes quanto a producdo e
descarga de suas secrec¢Oes, a glandula de Dufour desemboca na base do ferréao,
juntamente com a glandula de veneno (HERMANN & BLUM, 1981). Em vespas e
abelhas, porém, a glandula de Dufour desemboca na vagina, ndo tendo relacao,
no adulto, com a glandula de veneno (BILLEN, 1987).

A glandula de veneno localiza-se na parte posterior do abdémen, entre o
reto e os ovarios, e € formada por um tubo longo, fino e convoluto que apresenta
a porcao distal bifida e a proximal conectada a um reservatorio, que desemboca
no ferrdo através de um duto excretor (SNODGRASS, 1956). Ela foi descrita pela
primeira vez por SWAMMEDAN (1792 apud MASCHWITZ & KLOFT, 1971) e sua
morfologia, dentro dos Hymenoptera, encontra-se bem detalhada (PAWLOWSKY,
1927; CRUZ-LANDIM & KITAJIMA, 1966; CRUZ-LANDIM & BALDISSERA, 1967;
ROBERTSON, 1968; LELLO 1968; MASCHWITZ & KLOFT, 1971; BRIDGES &
OWEN, 1984; SILVEIRA & CAETANO, 1993; MOREIRA & DELLA LUCIA, 1993;
SCHOETERS & BILLEN, 1995; ABREU, 1996; SCHOETERS & BILLEN, 1998;
BARBALHO & PENTEADO-DIAS, 1997). Apresenta aspecto variavel entre
abelhas, formigas e vespas mas, de maneira geral, consiste de um ou mais
tubulos secretores, que podem se abrir diretamente ou se unir e desembocar
conjuntamente em um reservatério, o qual liga-se ao ferrdo através de um duto
excretor.

Em Apis mellifera a glandula de veneno esta presente tanto em operarias
guanto em rainhas, mas existem diferencas casta-especificas entre elas (CRUZ-
LANDIM & BALDISSERA, 1967), sendo que as rainhas apresentam glandulas
significativamente maiores do que as operarias. Suas caracteristicas histolégicas,
no entanto, sdo muito semelhantes (KERR & LELLO, 1962).

O epitélio da porcédo tubular é formado por células secretoras cilindricas
altas, delimitando um lumen, revestido por espessa cuticula. Canaliculos séo
encontrados atravessando essa camada de cuticula, indo em diregcdo ao epitélio

secretor, terminando em uma estrutura conhecida como aparato terminal. Nessa
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regido, podem ser observadas inUmeras microvilosidades, através das quais a
secrecdo é eliminada para o canaliculo que a despeja na luz da glandula, sendo,
posteriormente, estocada no reservatdrio (CRUZ-LANDIM & KITAJIMA, 1966;
BRIDGES & OWEN, 1984). Os nucleos das células secretoras sdo grandes e
esféricos, localizados mais basalmente. Nucleos menores, elipticos, estdo
localizados proximos a luz e pertencem as células formadoras dos canaliculos
(OWEN & BRIDGES, 1976). A presenca de canaliculos coletores de secrecdo em
cada uma das células coloca esta glandula na classe Il de NOIROT &
QUENNEDEY (1974, 1991).

As células secretoras do veneno sdo encontradas ao longo de toda a
porcdo tubular da glandula e na porcédo distal do reservatorio (BRIDGES &
OWEN, 1984; ABREU et al., 2000). Histologicamente, a parede interna do
reservatério apresenta uma regido distal, com células bastante baixas, com
citoplasma basofilo, que ndo sofre alteracdes com a idade, nem com as estacdes
do ano, e uma regido proximal, que apresenta um epitélio simples e fino, com
células achatadas, mais baixas que as da regido distal (CRUZ-LANDIM &
KITAJIMA, 1966; ABREU et al., 2000). Externamente, segundo ABREU et al.
(2000), que estudou a glandula de veneno sob microscopia eletrbnica de
transmissédo e de varredura, o reservatorio de veneno pode ser dividido em trés
regides: proximal, intermediaria e distal. De acordo com a mesma autora, ndo
ocorre musculatura associada ao saco de veneno.

Durante a vida da operaria, as células do epitélio secretor da glandula de
veneno apresentam um unico ciclo secretor, que se inicia no final da pupacgéo e
alcanca seu maximo por volta do 16° dia de vida da abelha (CRUZ-LANDIM et al.,
1967). O veneno produzido € estocado no reservatorio e a glandula entra em
processo de degeneracdo (CRUZ-LANDIM & KITAJIMA, 1967; ABREU et al.,
2000), caracterizado por uma reducdo na altura das células, vacuolizagéo,
desintegracdo do citoplasma e aumento da corabilidade dos ndcleos, que se
tornam picnéticos e irregulares (CRUZ-LANDIM & BALDISSERA, 1967; ABREU et
al., 2000). De acordo com CRUZ-LANDIM et al. (1967) e OWEN & BRIDGES
(1976), a degeneracao progride da regido do saco de veneno para a bifurcacéo e

se completa, nas operarias, por volta dos 30 dias de idade.
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O trabalho de ABREU et al. (2000) mostra, através de estudos histologicos,
gue a degeneracéao € diferenciada ao longo da glandula. Ao final do ciclo secretor
apenas as células da regido proximal mostram-se totalmente degeneradas,
enquanto as da porcao distal permanecem altas, ndo apresentando sinais muito
evidentes de degeneracdo. Esses dados foram confirmados pelos estudos
citoquimicos, realizados pela mesma autora (ABREU, 2000), que indicam,
também, maior atividade de sintese aos 14 dias de idade. Apds o término da
sintese, 0s nicleos da regido proximal apresentam-se metacromaticos, refletindo
uma maior condensacdo da cromatina e, consequentemente, menor atividade de
transcricdo. Em rainhas, a degeneracdo € muito mais lenta, uma vez que
operéarias vivem em meédia 60 dias e rainhas podem viver de 2 a 3 anos (CRUZ-
LANDIM & BALDISSERA, 1967). Além da modificacdo da atividade secretora das
glandulas de veneno durante a vida da abelha e, também, entre as células da
regido proximal e distal, o ciclo secretor pode ser influenciado pela estacdo do
ano (CRUZ-LANDIM et al., 1967; NOGUEIRA, 1976: ABREU et al., 2000), por
fatores alimentares (REKOS, 1975) e pelo tamanho da colénia (NOGUEIRA,
1976).

O veneno produzido pelas glandulas de Apis mellifera jA possui mais de 50
componentes diferentes identificados, sendo que muitos deles apresentam efeitos
toxicos sobre varios animais (BRIDGES & OWEN, 1984). Segundo PALMA &
BROCHETTO-BRAGA (1994), o veneno produzido pela glandula fica armazenado
no reservatorio, sob a forma de precursores que seriam ativados, posteriormente.
CRUZ-LANDIM & KITAJIMA (1966) sugerem que a glandula produza uma parte
do veneno, a qual seriam adicionadas outras substancias, secretadas pelas
células proximais do saco de veneno. Estas substancias poderiam determinar a
especificidade do veneno de cada espécie. Além disso, os trabalhos de ABREU
(2000), mostram que existe uma assincronia na secrecdo dos componentes, as
proteinas sendo produzidas por todo epitélio glandular até os 14 dias de idade, e
os polissacarideos neutros sendo produzidos, mais tardiamente, pelas células da
regido distal, que ndo apresentam sinais de degeneracdo. Outras substancias,
ainda, podem vir da hemolinfa, absorvidas, segundo BLUM & HERMANN (1969),

pelas células dos tubulos secretores.
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E muito dificil separar todos os componentes existentes no veneno dos
Hymenoptera, devido a complexidade de sua mistura (MELLO, 1970). Trata-se de
uma mistura de aminas biogénicas, polipeptidios e enzimas.

As aminas biogénicas sdo, em sua maioria, constituintes comuns
dos venenos de insetos e cobras, sendo a histamina a mais comum delas, e seu
conteudo, em Apis, esta relacionado com a idade, aumentando de zero, apés a
emergéncia, para 2000 ng entre 35 e 45 dias de vida (OWEN et al., 1977; OWEN,
1978). Aminas biogénicas, como a octopamina, também estdo relacionadas a
divisdo de trabalho (SCHULZ & ROBINSON, 1999; WAGENER-HULME et al.,
1999), tendo sido verificado no cérebro de abelhas forrageiras quantidades
maiores de octopamina, do que nos das operarias que estdo desempenhando
atividades dentro da colénia. O tratamento com esta amina biogénica também
induz ao forrageamento precoce, efeito semelhante ao do hormdnio juvenil.

Os fatores alergénicos do veneno das abelhas sdo representados pelas
enzimas, entre as quais sao encontradas fosfolipases, hialuronidases, lipases e
fosfatases (HABERMANN, 1972; PALMA & BROCHETTO-BRAGA, 1994). A
fosfolipase, que age sobre os fosfolipideos da membrana plasmatica, levando a
lise celular, é encontrada em quantidades muito maiores no veneno das abelhas
africanizadas, em relacdo as européias (SCHUMACHER et al., 1992) e, dentro
destas, em quantidade maior no veneno das operarias (MARZ et al.,, 1981).
Através de analises enzimoldgicas, ABREU (2000) constatou a ocorréncia de
enzimas que variam quantitativamente conforme a idade da operéria e, também,
de enzimas caracteristicas de determinadas idades. De um modo geral, a autora
detectou maior atividade enzimatica aos 14 dias, sendo a enzima de maior
atividade, a fosfatase acida que, além de fazer parte da secrecdo do veneno,
participa do processo de degeneracdo glandular. Pode-se encontrar, também,
melitina que representa, aproximadamente, 50% do peso seco do veneno,
apamina, peptideo degranulador de mastdcito, secapina, tertiapina e inibidor de
proteases (HABERMANN, 1972). Outros compostos do veneno, provenientes da
hemolinfa, sdo representados por aminoacidos (NELSON & O"'CONNOR, 1968),
carboidratos e constituintes lipidicos (BANKS & SHIPOLINI, 1986).

O veneno, produzido pelas operarias no final da pupacdo e nos primeiros

dias de vida é armazenado no saco de veneno. O fato de as operarias do género
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Apis ferroarem uma Unica vez, ndo necessitando de um segundo processo de
sintese do veneno, poderia ser a explicacdo para a degeneracdo precoce da
glandula. No entanto, extraindo o veneno através de choques elétricos, ABREU et
al. (2000) demonstraram que a glandula é capaz de ressintetizar veneno com
capacidade variada conforme a idade da abelha. Operarias com 7 dias de idade,
gue estdo desempenhando atividades dentro da colonia, apresentam pouca
reatividade ao estimulo de ferroar, porém, € nessa idade que a glandula
apresenta maior capacidade de ressintese, pois todo epitélio esta ativo. Quando a
operaria atinge, aproximadamente, 20 dias de idade e ja estda desempenhando
atividades fora da colbnia, a glandula apresenta grande reatividade ao estimulo,
mas uma menor capacidade de ressintese, uma vez que a porcdo proximal
glandular ja entrou em degeneracao.

O fim da sintese e a degeneracdo precoce da glandula de veneno
poderiam, entdo, ser determinados por uma alteracdo no ambiente hormonal,
como acontece com outras glandulas exdcrinas. Tanto durante o desenvolvimento
pos-embrionario, quanto no decorrer da vida de operarias adultas, ocorrem
grandes mudangas no organismo, inclusive com desenvolvimento, ativagao e
degeneracdo de certas glandulas. Esses processos, no entanto, sS40 muito
plasticos, podendo ser acelerados ou retardados, de acordo com os estimulos
e/ou condicbes ambientais.

O horménio juvenil é responsavel pelo desencadeamento de estimulos
internos muito importantes nas abelhas, desde a eclosdo do ovo até o final da
vida adulta (NIJHOUT & WHEELER, 1982). Este horménio é produzido pelos
corpora allata, descritos pela primeira vez em um estudo comparativo, morfolégico
e sistematico em insetos, realizado por NABERT (1913). Em Apis mellifera esses
orgdos sao representados por um par de glandulas localizadas no sistema
retrocerebral (HARTFELDER, 2002).

Vérios trabalhos tém estudado os efeitos do horménio juvenil sobre a
diferenciacdo de castas em abelhas. Durante o desenvolvimento pos-embrionario,
nas larvas de rainhas, que continuam a receber geléia real, enquanto as operérias
passam a receber mel e polen, ocorre um aumento no tamanho dos corpora allata
em relacdo aos das operérias, 0 que leva a uma maior producdo de hormdnio
juvenil, que se perpetuara na vida adulta da rainha (WIRTZ & BEETSMA, 1972;
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REMBOLD et al., 1974; RACHINSKY and HARTFELDER, 1990; RACHINSKY and
ENGELS, 1995).

Dessa forma, a dieta diferenciada das larvas pode alterar a quantidade de
hormonio juvenil produzido, de maneira que niveis maiores de horménio circulante
levam ao desenvolvimento de rainhas (WIRTZ, 1973; REMBOLD, 1976).
O'BRIEN & SHUEL (1972) sugerem que altas concentracdes de acucar séo
necessarias para a determinacdo de castas. ASENCOT & LENSKY (1976) em
estudos com Apis mellifera, concluiram que a diferenciacdo de larvas em rainhas
pode ser conseguida com a adicdo de altas doses de acucar a alimentacdo da
operaria ou pela aplicacéo tdpica de hormonio juvenil.

Na fase adulta, além dos niveis de hormonio juvenil serem diferentes entre
rainhas e operarias, as operarias apresentam variacdes, conforme sua idade e a
tarefa desempenhada dentro da colbnia. Operarias jovens, que permanecem no
interior da colbnia, tem niveis baixos de hormdnio juvenil, que aumenta
progressivamente, atingindo seu maximo quando a operaria sai para tarefas
externas. (LAERE, 1971; JAYCOX et al., 1974; FLURI et al., 1982; ROBINSON,
1987; SULLIVAN et al. 2000; SCHULZ et al., 2002). A passagem de uma tarefa a
outra demanda alteracfes fisioldgicas, mudancas no desenvolvimento e ciclo
secretor de diversas glandulas. Segundo muitos autores, a mudanga
comportamental e consequiente ativacdo e desativacdo das glandulas envolvidas,
esta sob a influéncia do hormoénio juvenil (JAYCOX, 1976; FLURI et al., 1982;
ROBINSON, 1985, 1987; ROBINSON et al., 1992; SULLIVAN et al., 2000).

Diferencas em relacdo aos niveis de hormonio juvenil sdo também encontradas
entre as fases de desenvolvimento dos insetos. Assim, durante o periodo larval, a
presenca do horménio juvenil, juntamente com a ecdisona, induz as células
epidermais a produzirem cuticula larval. Quando ocorre a redugcdo do hormonio
juvenil circulante, no final do periodo larval, acontece a metamorfose e a pupacéo.
No final da pupacdo, com niveis de horménio juvenil muito baixos, um adulto
emerge (WIGGLESWOTH, 1985).

Segundo NIJHOUT & WHEELER (1982), os conjuntos de genes larvais, pupais
e adultos seriam diferentemente sensiveis ao hormonio juvenil. Os genes larvais
estariam ativos somente na presenca de altos niveis de hormdnio juvenil. Com a

diminuicdo do nivel hormonal, no final da vida larval, os genes pupais seriam
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ativados pela ecdisona e, posteriormente, quando o horménio juvenil praticamente

desaparece, os genes do adulto passariam a se expressar.

Além de influenciar a ativacdo ou desativagcdo de genes que promovem O
progresso do desenvolvimento temos também, em Apis mellifera, a influéncia
sobre um desenvolvimento diferencial entre as larvas de operarias e de rainhas,
resultado de niveis hormonais diferentes. Essa diferenca no nivel de hormdénio
juvenil, apesar de poder ser sempre observada entre operérias e rainhas, € mais
proeminente por volta do 5° estagio larval (RACHINSKY et al., 1990), quando
ocorre um pico de secrecao nas larvas de rainhas, que passam a produzir 26
vezes mais hormonio juvenil que as operéarias. Segundo RACHINSKY & ENGELS
(1995), esse pico antecede em, aproximadamente, 2 dias 0s primeiros sinais
evidentes da rainha adulta. Um segundo pico, que ocorre na fase de pré-pupa, é
mais discreto e acontece em ambas as castas estando, provavelmente,
relacionado a passagem para a fase pupal. Apos este segundo pico, o nivel de
hormonio juvenil circulante cai bruscamente, praticamente desaparecendo na
pupa de olho branco. Quando o individuo emerge, ha um novo aumento no titulo
de hormonio juvenil que progride com a idade (HARTFELDER & ENGELS, 1998).
Esse aumento no titulo do hormdnio juvenil age sobre o0s genes ativando-0s ou
desativando-os quando necessario, modulando o estado fisiolégico e as
caracteristicas morfologicas necessarias para que as estruturas certas estejam
ativas na hora correta, controlando o metabolismo geral e o polietismo etario
(AKAMATSU et al,, 1975; REMBOLD, 1976; BUENO, 1977; ROBINSON, 1987;
BONETTI, 1990).

Mudancas de comportamento que ocorrem ao longo da vida da operaria, como
alteracdes no desenvolvimento e atividade das glandulas exdécrinas, podem ser
induzidas através da aplicacédo tépica de horménio juvenil (JAYCOX et al., 1974;
RUTZ et al., 1976; PLETTNER et al., 1977; ROBINSON, 1985; ROBINSON &
RATNIEKS, 1987; BONETTI et al.,, 1994; GRACIOLI, 1998; JASSIM et al., 2000;
ABDALLA etal., 2001; SCHULZ et al., 2002).

O efeito do horménio juvenil foi estudado em duas glandulas,
anatomicamente relacionadas ao aparelho de ferrdo, a glandula de Dufour e a de

Koschewnikow (ABDALLA et al. 2001). Em seus estudos, desenvolvidos com
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aplicacéo tépica de hormdnio juvenil, diluido em acetona, em larvas de operarias
pré-defecantes e em recém-emergidas de Apis mellifera, ambas as glandulas
apresentaram-se sensiveis a aplicacdo topica do horménio juvenil, porém, com
respostas contrarias. O hormbnio juvenil promoveu, na glandula de
Koschewnikow, diminuicdo da area das células glandulares, e induziu maior
desenvolvimento da glandula de Dufour, tornando-as semelhantes as encontradas
em operarias poedeiras e rainhas. A glandula de Dufour tem fun¢Bes mais ligadas
a reproducdo, realizada pela rainha, enquanto a de Koschewnikow produz um
ferombénio de alarme, uma substancia necessaria, portanto, as operarias
principalmente quando elas desempenham tarefas fora da colonia, mesma fase

da vida da operaria em que a glandula de veneno tem papel importante.
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| 3. MATERIAL E METODOSI
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3.1 Material

Foram estudados os discos imaginais larvais e as glandulas de veneno e
de Dufour de pupas e adultos de operarias e rainhas de Apis mellifera
(Hymenoptera, Apidae), segundo os métodos descritos abaixo. Os exemplares
foram coletados no apiario do Departamento de Biologia do Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho - Campus

de Rio Claro.

3.2 Métodos

Favos limpos foram introduzidos em colméias em plena atividade para que
suas rainhas realizassem a postura e transferidos, 24 horas depois, para as
respectivas areas de ecria, onde foram monitorados para obtencédo das larvas,
pupas e adultos de operarias com idades determinadas. As rainhas foram obtidas
utilizando-se o0 método descrito por DOOLITTLE (1899), transferindo-se larvas
com menos de 32 horas apés a eclosédo do ovo para cupulas artificiais que foram
devolvidas a colbnia. Estas larvas continuaram a ser alimentadas pelas operarias
e foram monitoradas para a obtencao das larvas, pupas e adultos de rainhas com
idades determinadas. Todas as coletas foram realizadas durante o verdo para

evitarmos diferencas causadas pelas estacdes do ano.

3.2.1 Analises histolégicas do desenvolvimento pés-embrionario das glandulas

de veneno e de Dufour de operarias e rainhas africanizadas

Para o estudo foram utilizadas a parte posterior do corpo de larvas de 2°,
3°, 4°, 5° estagios e pré-pupa, os abdomens das pupas de olho branco, rosa,
marrom e preto e de imagos recém-emergidos, tanto de operarias como de
rainhas. O material foi fixado em paraformaldeido 4%, por 2 horas e, em seguida,
transferido para tampao fosfato de sédio 0,1M, pH 7,4, onde permaneceu até o
inicio de seu processamento para inclusdo em historesina. Neste momento,
procedeu-se a desidratacdo em solugcdes de etanol com concentracdes
crescentes (70%, 80%, 90% e 95%), por uma hora em cada solucao, seguida pela
infiltracdo em historesina Leica, por 24 horas. Decorrido este periodo, o material

foi transferido para moldes previamente preenchidos com historesina Leica,
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misturada a 1ml do catalisador (Hardner), permanecendo em estufa a 37°, por 24
horas. Seccdes com aproximadamente 5mm de espessura foram obtidas,
utilizando um histomicrétomo BIO-RAD JB-4 e navalhas de vidro. Os cortes foram
transferidos para laminas histologicas e corados com hematoxilina e eosina. O
material foi examinado e fotografado em fotomicroscopio ZEISS para analises

posteriores.

3.2.2 Analises histologicas de glandulas de veneno de operarias africanizadas

tratadas com hormonio juvenil durante o 5° estagio larval

Larvas de 5° estagio, obtidas de acordo com o método descrito no item 3.2
foram divididas em trés grupos experimentais por meio de marcacao do proprio
favo. Esta marcacao consistiu no acoplamento de uma armacado com as mesmas
dimensées do favo, dividida em nove quadrados de 49cm? cada, designados, na
horizontal como quadros A, B e C e na vertical com os numeros 1, 2 e 3,
possibilitando a identificagdo de cada um deles. Antes da emergéncia, os quadros
eram cobertos com tela, promovendo-se, dessa forma, o isolamento entre os
grupos de operarias recém-emergidas.

O primeiro grupo de larvas recebeu, topicamente, Inl de horménio juvenil
(JH-III Sigma), na concentracdo de 2ng/nL de hexano (grupo HJ). No segundo
grupo, aplicou-se somente Inl. de hexano (grupo Hx) e o terceiro ndo recebeu
nenhum tipo de tratamento (grupo C). ApoOs a aplicacdo, o favo foi devolvido a
colénia para coletas de pupas de olho marrom e preto e de operarias recém-
emergidas. Para a coleta de operarias com 14 e 21 dias de idade, algumas foram
marcados no térax com tinta atéxica. As glandulas de veneno foram retiradas,
fixadas em paraformaldeido 4% e processadas para a obtencdo de cortes

histoldgicos conforme técnica descrita no item 3.2.1.
3.2.3 Analises histoldgicas de glandulas de veneno de operarias africanizadas
tratadas com hormonio juvenil na emergéncia e de rainhas virgens e

fecundadas

Operarias recém-emergidas foram divididas em trés grupos experimentais,
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por meio de marcacdo com tinta atoxica de cores diferentes, no térax. O primeiro
grupo recebeu a aplicacdo topica de 1ni de horménio juvenil (JH-III Sigma)
diluido em hexano, na concentracdo de 2 ng/nL (grupo HJ), o segundo recebeu
1nL de hexano puro (grupo Hx) e o terceiro sem nenhum tipo de tratamento,
constituindo o grupo controle (grupo C). Ap0s a marcacdo e tratamento, as
abelhas foram devolvidas a coldnia e coletadas aos 14, 21 e 35 dias de idade.

Além dos trés grupos de operarias, foram formados dois grupos de rainhas.
Apdés a emergéncia, um grupo de rainhas virgens foi coletado (grupo RV) e as do
outro grupo foram introduzidas em nucleos diferentes, permitindo que se
acasalassem livremente, constituindo, assim, o grupo de rainhas fecundadas
(RF). Este grupo foi monitorado e as rainhas coletadas quando estavam
realizando postura.

As glandulas de veneno de todos os individuos coletados foram retiradas,
fixadas em paraformaldeido 4% e processadas conforme técnica histolégica

descrita no item 3.2.1.

3.2.4 Analise do comprimento das glandulas de veneno e de Dufour de trés

subespécies de Apis mellifera em relacéo a africanizada

Foram medidos os comprimentos totais das glandulas de veneno e de
Dufour de operarias recém-emergidas, aos 15 e 30 dias de idade e de rainhas
virgens e fecundadas de Apis mellifera ligustica (Spinola, 1806), A. mellifera
carnica (Pollmann, 1879) e A. mellifera caucasica (Gorbachev, 1916), obtidas por
inseminagéo artificial, bem como de abelhas conhecidas como africanizadas. Para
tal, 20 individuos de cada grupo foram dissecados e as glandulas, isoladas, foram
estendidas sobre laminas de vidro, contendo solucdo salina para insetos (NaCl —
99, KCI - 0,29, CaCk - 0,2g, NaHCOs; - 0,2g, H,O - gsp 1.000 mL). As
observacdes foram realizadas em estereomicroscopio Zeiss, sob aumento de 20x
e com o auxilio de uma ocular graduada acoplada, na qual cada conjunto de 100
divisbes equivalem a 5mm. Cada glandula foi medida duas vezes consecutivas,
obtendo-se uma média final em mm. Os resultados foram analisados
estatisticamente através de analise de variancia, com aplicacdo do teste t de

Student (BEIGUELMAN, 2002). Apds as medicdes, cinco glandulas de veneno de
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cada grupo foram colocadas em tubos tipo Eppendorf para posterior realizacao de

dosagens protéicas e eletroforese em gel de poliacrilamida.

3.2.5 Dosagem de proteinas das glandulas de veneno de trés subespécies de

Apis mellifera em relacdo a africanizada

Os tubos contendo as glandulas de veneno das trés subespécies de Apis
mellifera e da abelha africanizada, receberam 50niL de agua bidestilada e
deionizada e as glandulas foram maceradas por 1 minuto, com o auxilio de um
bastdo de vidro. Apés a maceracédo, os tubos foram centrifugados por 10 minutos
a 10.000g e o sobrenadante, representando os extratos glandulares, foram
transferidos para novos tubos para realizagdo da dosagem.

A dosagem de proteinas foi feita de acordo com o método descrito por
BRADFORD (1976) modificado, usando a albumina bovina como padrdo. Em
cubetas de quartzo foram colocados 0,75mL de agua destilada deionizada, dos
guais foram retirados e descartados G1L. Estes foram substituidos pelo mesmo
volume de cada uma das amostras, adicionando-se, também, 0,75 mL do corante
Comassie Blue G. A cubeta que representou o branco da reacao recebeu apenas
agua destilada e deionizada e o corante. Todas as amostras foram analisadas em
duplicata, em espectrofotdmetro (Ultrospec 3000 — Pharmacia / Biotech), sob o
comprimento de onda de 595nm. As meédias das absorbancias obtidas das
leituras em duplicata foram utilizadas para o célculo das concentragcfes protéicas
finais de cada grupo.

3.2.6 Padrdo eletroforético protéico das glandulas de veneno de trés

subespécies de Apis mellifera em relacdo a africanizada

Conhecidas as concentracOes protéicas de cada amostra, foram realizadas
eletroforeses em gel de poliacrilamida polimerizada em gradiente de 5% a 20%
em condicbes denaturantes (SDS-PAGE), segundo HAMES & RICKWOOD
(1990). As amostras, com quantidade total de proteinas de 60 ny, utilizadas para
corrida do gel foram preparadas em tampdo de amostra. Antes de serem

aplicadas ao gel, as amostras foram fervidas por 5 minutos e, em seguida,
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centrifugadas também por 5 minutos a 10.000g. Cada raia de corrida recebeu
20nL da amostra. Para que as bandas resultantes pudessem ser identificadas
foram usados marcadores de pesos moleculares conhecidos (SDS Molecular
Weights Markers - Sigma). A corrida foi realizada em temperatura ambiente, em
cuba BIO-RAD com tampéo TRIS-base 0,025M, sob corrente constante de 87v
por, aproximadamente, 2 horas. Apés o término da corrida, os géis foram corados
com Comassie Blue para evidenciagdo das bandas e, em seguida, descorados
em uma solucdo de acido acético, metanol e 4gua na seguinte proporgao 1:3:6.
Posteriormente, os géis foram dgitalizados para analise de bandas e calculos

para determinar a mobilidade relativa das proteinas e seus pesos moleculares.
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4. RESULTADOS
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4.1 Andlises histolégicas do desenvolvimento pés-embrionario das glandulas de

veneno e de Dufour de operarias e rainhas africanizadas

As andlises histolégicas mostram que néo existem diferencas quanto ao
desenvolvimento pds-embrionario das glandulas de veneno e de Dufour entre
rainhas e operarias. Ambas apresentam o0 mesmo numero de fases
desenvolvimentais que apenas sao, nas rainhas, mais aceleradas. Os resultados
aqui apresentados sao referentes as operarias por sua facilidade de obtencéo e,
consequentemente, de repeticao.

Histologicamente foram detectados trés pares de discos imaginais,
distribuidos no 7°, 8° e 9° segmentos abdominais, ja no segundo estagio larval de
Apis mellifera. O par presente no 7° segmento ndo sera tratado neste estudo por
nao estar envolvido na formacéo das glandulas de veneno e de Dufour, mas sim a
formacéo da parte final do aparelho reprodutor. Sdo os pares de discos presentes
no 8° e 9° segmentos que dao origem ao aparelho do ferrdo e suas glandulas
anexas.

No inicio do desenvolvimento larval os discos imaginais aparecem como
espessamentos da epiderme, que apresentam células muito altas e finas (Figs.
1A, 1B). Durante a fase larval, eles sdo vistos como espessamentos do
tegumento, representados por uma massa de células, sem limites visiveis, que
aumenta por divisbes celulares. Aparentemente, sobre os discos, acumulam-se
células de outro tipo, em geral alongadas, provavelmente de origem
mesodérmica, mas ainda indiferenciadas (Fig. 1C). H& indicacdo, também, de que
durante todo o desenvolvimento larval, cada disco permanece associado a um
ramo traqueal (Figs. 1A, 1B).

Embora os discos imaginais tenham sido visualizados desde o 2° estagio
larval € a partir do Ultimo, quando se inicia a morfogénese, que 0S mesmos
passam por inumeras transformacdes, originando os diversos 0rgaos e apéndices
para os quais estavam determinados desde a embriogénese. O grande aumento
do nimero de células contidas num mesmo espaco faz com que, a partir do 5°
estagio, os discos se invaginem para o interior do abdémen, pois, devido a rigidez
da cuticula do exo-esqueleto (Fig. 1B), encontram resisténcia para se projetarem

em direcéo ao exterior.
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No final do 5° estgio, surgem duas invaginagfes (Fig. 2) associadas a
por¢cdo mais interna do par presente no 9° segmento, que se dividiu ao meio (Fig.
3A), através de um sulco mediano. Além das glandulas de veneno e de Dufour
gue se originam dessas invaginacfes, o disco do & segmento origina, também,
os palpos do ferrdo e a bainha (Fig. 3B). A formacao das lancetas do ferrdo esta
ligada ao par presente no 8° segmento (Figs. 3A, 3B), o qual, juntamente com o
9°, retraem-se sob o 7° (Figs. 3C, 3D) durante a metamorfose. Essa etracédo
permite o0 correto posicionamento das partes do ferrdo e de suas glandulas
anexas, ficando a abertura da glandula de veneno no ferrdo e a de Dufour no
canal da vagina.

Quando a metamorfose termina, a glandula de veneno e de Dufour
encontram-se formadas (Fig. 4) e, a partir dai, ocorre um aumento de tamanho do
conjunto, além da pigmentacédo e endurecimento do mesmo. Assim, no estagio de
pupa de olho branco, a glandula de Dufour apresenta morfologia externa
semelhante a encontrada no adulto, sob a forma de uma estrutura tubular,
localizada mais ventralmente em relacdo a glandula de veneno. Histologicamente,
apresenta-se como uma massa de células com nudcleos esféricos (Fig. 5A). Este
aspecto permanece inalterado até o estagio de pupa de olho preto, no qual a
glandula exibe um epitélio simples com células cubicas e formando inUmeras
dobras. O epitélio é revestido por cuticula, que delimita uma estreita luz (Fig. 5B).
A glandula preserva estes aspectos no adulto recém-emergido, embora exibindo
células maiores (Fig. 5C).

A glandula de veneno pode ser reconhecida por sua morfologia externa
caracteristica, jA no estagio de pupa de olho branco, podendo-se identificar o
reservatério e o filamento secretor, que pode ou ndo apresentar a extremidade
bifurcada. Histologicamente, no inicio da pupacéo, ou seja, na fase de pupa de
olho branco, o filamento secretor é constituido por células semelhantes, cubicas e
com nucleos grandes, formando um epitélio revestido por uma espessa camada
de cuticula (Fig. 6A). No estagio de pupa de olho marrom ndo ha, praticamente,
mudancas histologicas (Fig. 6B), mas na fase de pupa de olho preto pode-se
distinguir, claramente, um outro tipo celular no filamento secretor, provavelmente,
células formadoras dos canaliculos. Uma cuticula espessa e organizada reveste a

luz ja individualizada. As células secretoras de veneno sdo altas e seus nucleos
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deslocados para a regido basal do epitélio, enquanto os nucleos das células
formadoras dos canaliculos encontram-se proximas a luz (Fig. 6C). Quando a
abelha emerge, o epitélio secretor estd bem diferenciado e alto, com nucleos
grandes e cromatina dispersa em seu interior, indicando grande atividade. As
células formadoras dos canaliculos ndo apresentam nenhuma alteracdo em
relacdo a fase anterior. A cuticula reveste toda a luz da porcao secretora e é

possivel identificar os canaliculos coletores (Fig. 6D).
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Figura 1: Corte longitudinal da parte posterior do abddmen. A — 2° estagio larval, mostrando as células altas e finas que
formam os discos e o ramo traqueal associado a cada um deles (200x). B — 5° estagio larval, onde pode-se visualizar os
ramos traqueais associados aos discos e a cuticula larval (200x). C — Detalhe das células mesodérmicas que se acumulam
sobre os discos imaginais da larva de 5° estagio (1250x). HE

DI = Disco Imaginal

BP = Bolsa Peripodial

IL = Intestino Larval

¢ = cuticula larval

t = traquéia

7, 8 e 9 = segmentos abdominais

* = células mesodérmicas
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Figura 2: Corte longitudinal de larva no final do 5° estagio, mostrando as duas invaginagdes que surgem associadas ao par
de discos imaginais localizados no 9°"segmento abdominal, que também originara a bainha e os palpos do ferrao (80x). HE
GD = Glandula de Dufour

GV = Glandula de veneno

FF = Partes do aparato de ferrdo em formacéo
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Figura 3 Representagdo esquematica do desenvolvimento pds-embrionario dos discos imaginais genitais de Apis
mellifera. A —Vista ventral da parte posterior do abdémen de larva de 2° estagio, mostrando os trés pares de
discos imaginais visualizados (1, 2 e 3), localizados no 7°, 8° e 9° segmentos abdominais. B —Vistaventral da parte
posterior do abddmen de larva no final do estagio de pré-pupa, mostrando as partes externas do ferrdo que se
formam a partir dos discos imaginais. C — Corte longitudinal da parte posterior do abddémen de larva no inicio do
estagio de pré-pupa, mostrando as invaginagdes que ocorrem nos discos imaginais genitais para aformacao da
glandula de veneno e de Dufour e das partes do ferrdo. D — Corte longitudinal da parte posterior do abdémen de
larva no final do estagio de pré-pupa, mostrando as invagina¢gdes que ocorrem nos discos imaginais genitais para
aformagdo da glandula de veneno e de Dufour e das partes do ferrdo. A = Anus. B = Bainha. C = Cuticula. E =
Epiderme larval. GD = Glandula de Dufour. GV = Glandula de veneno. L = Lanceta. P =Palpos do ferrdo.1,2e 3=
pares de discos imaginais genitais. 7, 8 e 9 = Segmentos abdominais. Seta = Indica o sentido da retrac&o do 8° e 9°
segmentos sob o 7°. (Modificado de DADE, 1992)
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Figura 4 Cortes sagital da parte posterior do abdémen de pupa de olho branco mostrando as glandulas anexas e o
aparelho reprodutor ja formados (80x). HE

GD = Glandula de Dufour

RGV = Reservatorio da glandula de veneno

ODC = Oviduto comum

ODL = Oviduto lateral

OV = Ovariolo
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Figura 5: Cortes da glandula de Dufour. A — Corte longitudinal da glandula de Dufour de pupa de olho branco (1250x). B —
Corte transversal da glandula de Dufour de pupa de olho preto (1250x). C — Corte transversal da glandula de Dufour de
operéria recém-emergida (1250x). HE

L =Luz

N = Ndcleo

+ = cuticula
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Figura 6: Cortes da glandula de veneno. A — Corte longitudinal da glandula de veneno de pupa de olho branco (1250x). B
— Corte longitudinal da glandula de veneno de pupa de olho marrom (1250x). C — Corte transversal da glandula de veneno
de pupa de olho preto (1250x). D — Corte transversal da glandula de veneno de operaria recém-emergida (1250x). HE

C = Cuticula

L =Luz

N = Nucleo

¢ = canaliculo

n = ndcleo da célula secretora de canaliculo
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4.2 Analises histologicas de glandulas de veneno de operarias africanizadas

tratadas com horménio juvenil durante o 5° estagio larval

A aplicacdo de hormonio juvenil diluido em hexano e de hexano puro em
larvas de 5° estagio, sob aspectos histolégicos, promove alteracbes no ciclo
secretor glandular das glandulas de veneno em todas as fases analisadas. No
estagio de pupa de olho marrom, as células secretoras da glandula de veneno do
grupo C (Fig. 7A) apresentam-se cubicas, com nucleos esféricos, contendo
numerosos nucléolos e cromatina dispersa. Estas células formam um epitélio
simples, que aparece revestido por uma espessa cuticula (Fig. 7A). Nos grupos
Hx (Fig. 7B) e HJ (Fig. 7C) as células passam de cubicas a cilindricas e o nucleo
apresenta-se mais deslocado para a regido basal da célula. As células formam
um epitélio simples e bem organizado tanto nas glandulas tratadas com horménio
juvenil (Fig. 7C), como naquelas tratadas pelo hexano (Fig. 7B), ndo sendo
possivel a visualizacdo da cuticula. Nestes grupos, tanto o citoplasma quanto o
nacleo das células exibem menor afinidade pelo corante do que os do grupo C.
Os epitélios glandulares de individuos dos grupos Hx (Fig. 7B) e HJ (fig. 7C)
apresentam-se mais altos do que nos individuos do grupo C (Fig. 7A).

Em pupas de olho preto sdo mantidas as diferencas entre as células
secretoras dos grupos C (Fig. 8A) e aquelas dos grupos Hx (Fig. 8B) e HJ (Fig.
8C), com relacdo a forma e tamanho, embora em todos os trés casos, as células
glandulares mostrem-se maiores do que aquelas de pupas de olho marrom. Até a
fase de pupa de olho preto ndo se distingue as células formadoras dos
canaliculos, porém nessa fase é possivel observar, claramente, a camada
cuticular que reveste a glandula de veneno, internamente, ao contrario do que
acontece na pupa de olho marrom. O epitélio de glandulas do grupo controle
permanece, ainda, mais baixo do que nos grupos tratados.

Quando a operaria emerge a glandula de veneno ja se encontra totalmente
diferenciada. Os trés grupos apresentam um epitélio secretor bastante
desenvolvido, com nucleos grandes e basais, sendo possivel visualizar um
grande numero de nucleos pertencentes as células formadoras dos canaliculos
(Figs. 9A, 9B, 9C). Tanto no grupo C (Fig. 9D) quanto nos grupos tratados Hx

(Fig. 9E) e HJ (Fig. 9F) uma area acidofila aparece, sempre proxima ao nucleo.
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Em operéarias com 14 dias de idade, as células secretoras da glandula de
veneno aumentam muito em altura e exibem um citoplasma granular, onde as
areas aciddfilas, descritas anteriormente, sdo visualizadas nas células glandulares
do grupo C (Fig. 10A) e do grupo tratado com hexano (Fig. 10B), ambas contendo
material basofilo. Nas células de glandulas provenientes de operarias tratadas
com horménio juvenil, o citoplasma apresenta-se livre dessas areas. Todos 0s
ndcleos exibem cromatina dispersa e uma posicdo ainda mais basal do que na
fase anterior (Figs. 10A, B e C). Tanto nas recém-emergidas, quanto aos 14 dias
de idade, os epitélios das glandulas dos grupos Hx (Fig. 10B) e HJ (Fig.10C)
mostram-se mais altos do que aqueles de glandulas do grupo controle.

Quando as abelhas estudadas atingem 21 dias, as células do epitélio
secretor do grupo C apresentam um aspecto, ainda, normal (Fig. 11A), mas nos
grupos Hx (Fig. 11B) e HJ (Fig. 11C), as células glandulares mostram aspectos de
degeneracéo, refletidos pela grande perda citoplasmatica e pela presenca de
ndcleos picnéticos, com forma e localizacao irregulares, mais evidente no grupo
HJ. Além disso, nestes dois ultimos grupos ha variacdo na altura do epitélio, que
passa a ser constituido por porcbes de células mais altas, alternando-se com
outras de células mais baixas, evidenciadas mesmo numa mesma secc¢ao (Fig.
11C).
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Figura 7. Cortes transversais da glandula de veneno de pupa de olho marrom (POM) de Apis mellifera tratadas com
horménio juvenil durante o 5° estagio. A — Grupo C (1250x). B — Grupo Hx (1250x). C — Grupo HJ (1250x). HE

C = Cuticula

L =luz

N = Ndcleo
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Figura 8: Cortes transversais da glandula de veneno de pupa de olho preto (POP) de Apis mellifera tratadas com hormonio
juvenil durante o 5° estagio. A — Grupo C (1250x). B — Grupo Hx (1250x). C — Grupo HJ (1250x). HE

C = Cuticula

L =luz

N = Ndcleo
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Figura 9 Cortes transversais da glandula de veneno de operarias de Apis mellifera recém-emergidas tratadas com
horménio juvenil durante o 5° estagio. A — Grupo C (500x). B — Grupo Hx (500x). C — Grupo HJ (500x). D — Grupo C
(1250x). E— Grupo Hx (1250x). F — Grupo HJ (1250x). HE

C = Cuticula

L =Luz

N = Ndcleo

S = Secregao

¢ = canaliculo

n = ndcleo da célula secretora de canaliculo
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Figura 10: Cortes transversais da glandula de veneno de operéarias de Apis mellifera aos 14 dias de idade, tratadas com
horménio juvenil durante o 5° estagio. A — Grupo C (1250x). B — Grupo Hx (1250x). C — Grupo HJ (1250x). HE

C = Cuticula

L =Luz

N = Ndcleo

S = Secrecgéo

n = nicleo da célula secretora de canaliculo
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Figura 11: Cortes transversais da glandula de veneno de operarias de Apis mellifera aos 21 dias de idade, tratadas com
horménio juvenil durante o 5° estagio. A — Grupo C (1250x). B — Grupo Hx (1250x). C — Grupo HJ (1250x). HE

C = Cuticula

L =Luz

N = Nucleo

S = Secregao

n = nlcleo da célula secretora de canaliculo
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4.3 Andlises histolégicas de glandulas de veneno de operarias africanizadas

tratadas com hormonio juvenil na emergéncia

As glandulas de veneno de individuos tratados com hormonio juvenil
diluido em hexano e com hexano puro no momento da emergéncia, apresentam
diferencas histolégicas entre si e com relacdo aquelas dos individuos do grupo
controle.

Aos 14 dias de idade, a glandula mostra, no grupo C (Figs. 12 A, 12D) um
epitélio secretor constituido por células altas com citoplasma acidofilo, no qual
aparecem areas mais claras. Os nucleos sdo grandes, arredondados e ocupam
posicao basal na célula. As células formadoras de canaliculos sdo bem evidentes.
A luz, onde ja se observa secregdo, estd revestida pela cuticula (Fig. 12A). No
citoplasma, canais coletores de secrecdo podem ser visualizados (Fig. 12D). De
maneira geral, as caracteristicas das células glandulares descritas em operarias
do grupo C persistem nas glandulas de individuos tratados com Hx (Figs. 12B,
12E) e com HJ (Figs. 12C, 12F), sendo revelados nos dois grupos a presenca de
secre¢cdo na luz glandular. A diferenca que pode ser apontada entre 0s grupos
analisados refere-se ao conteddo nuclear, que aparece morfologicamente
homogéneo nas glandulas do grups Hx (Figs. 12B, 12E) e granular nos outros
dois, C (Figs. 12A, 12D) e HJ (Figs. 12C, 12F).

Aos 21 dias, o processo de degeneracdo glandular é evidente em todos os
grupos, tanto no citoplasma, quanto nos nucleos (Fig. 13). Embora os nucleos
adquiram forma irregular, eles se conservam grandes, com cromatina granular e
nucléolos desenvolvidos no grupo C (Figs. 13A, 13D) e HJ (Figs. 13C, 13F). No
grupo Hx (Fig. 13B, 13E), alguns dos nucleos, também com forma irregular,
exibem seu conteddo com aspecto homogéneo.

Aos 35 dias os individuos dos trés grupos apresentam glandulas com grau
de degeneracdo mais avancado. O grupo controle conserva nucleos irregulares
com cromatina sob a forma de grumos, mas sem nucléolos evidentes (Fig. 14A).
Ja nas glandulas de individuos dos grupos Hx (Fig. 14B) e HJ (Fig. 14C) os
ndcleos sdo redondos, muito grandes, parecendo intumescidos, com material
interno de aspecto homogéneo. No citoplasma das células glandulares de todos

0s grupos ha regibes claras, representando, provavelmente, perda de substancias
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(Fig. 14). Praticamente, ndo sdo mais observadas as células formadoras de
canaliculos e ha perda dos limites entre as células glandulares.

A glandula de veneno de rainha virgem tem aspecto semelhante ao de
operarias recém-emergidas, com epitélio de células altas com citoplasma
uniforme, onde sao vistas vesiculas de secrecdo (Fig. 15A). Os nlcleos séo
arredondados, grandes, com grumos cromatinicos (Fig. 15C). A luz glandular,
revestida por cuticula, esta cheia de secrecéo (Fig. 15B). Em rainhas fecundadas,
a glandula aparece degenerada, com perda citoplasmatica e dos limites celulares
e nucleos irregulares (Fig. 15 D). Na luz glandular ndo se observa secrecéo e 0
epitélio apresenta-se mais baixo do que na rainha virgem (Fig. 15E). Pode-se
observar regides claras, com muitas microvilosidades, conhecidas como aparato
terminal (Fig. 15D).
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Figura 12: Cortes transversais da glandula de veneno de operérias de Apis mellifera aos 14 dias de idade, tratadas com
horménio juvenil quando emergiram. A — Grupo C (500x). B — Grupo Hx (500x). C — Grupo HJ (500x). D — Grupo C (1250x).
E — Grupo Hx (1250x). F — Grupo HJ (1250x). HE

C = Cuticula

L =Luz

N = Ndcleo

S = Secregéo

¢ = canaliculo

n = ndcleo da célula secretora de canaliculo
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Figura 13: Cortes transversais da glandula de veneno de operarias de Apis mellifera aos 21 dias de idade, tratadas com
horménio juvenil quando emergiram. A — Grupo C (1250x). B — Grupo Hx (1250x). C — Grupo HJ (1250x). D — Grupo C
(500x). E— Grupo Hx (500x). F — Grupo HJ (500x). HE

C = Cuticula

L =Luz

N = Ndcleo

¢ = canaliculo

n = nlcleo da célula secretora de canaliculo
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Figura 14 - Cortes transversais da glandula de veneno de operarias de Apis mellifera aos 35 dias de idade, tratadas com
horménio juvenil quando emergiram. A — Grupo C (1250x). B — Grupo Hx (1250x). C — Grupo HJ (1250x). D — Grupo C
(500x). E— Grupo Hx (500x). F — Grupo HJ (500x). HE

C = Cuticula

L =Luz

N = Ndcleo

¢ = canaliculo

n = nlcleo da célula secretora de canaliculo
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Figura 15 — Cortes transversais da glandula de veneno de rainhas de Apis mellifera. A — Rainha virgem (200x). B—Rainha
virgem (500x). C — Rainha virgem (1250x). D — Rainha fecundada (1250x). E — Rainha fecundada (200x). HE

C = Cuticula

L =Luz

N = Nucleo

S = Secregao

¢ = canaliculo

n = nlcleo da célula secretora de canaliculo

at = aparato terminal
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4.4 Andlise do comprimento das glandulas de veneno e de Dufour de trés

subespécies de Apis mellifera em relacéo a africanizada

Em relacdo ao comprimento das glandulas de veneno, as andlises
estatisticas apresentadas na Tabela |, mostram auséncia de diferencas
significativas entre as operarias de idades diferentes e entre rainhas virgens e
fecundadas, dentro de cada grupo analisado. Entre 0os grupos verifica-se que as
glandulas de veneno da subespécie Apis mellifera ligustica ndo sado, em nenhuma
idade estudada, estatisticamente diferentes daquelas das africanizadas. No
entanto, as glandulas de Apis mellifera carnica e Apis mellifera caucasica séo
menores do que aquelas das africanizadas, nas trés idades estudadas: recém-
emergidos, 15 e 30 dias de idade (Tabela I).

Entre as rainhas virgens, apenas A. m. carnica apresenta diferenca
significativa, sendo o comprimento glandular menor que o da rainha africanizada.
Entre as rainhas fecundadas, nenhuma das subespécies apresenta diferenca
significativa em relacdo a africanizada (Tabela I).

Quanto a glandula de Dufour, também ndo ha diferengas estatisticamente
significativas entre as idades dos individuos pertencentes a uma mesma
subespécie, nem entre os individuos africanizados, bem como entre rainhas
virgens e fecundadas de um mesmo grupo. No entanto, entre as subespécies e a
abelha africanizada, diferencgas significativas ocorrem nas trés idades estudadas.
Em recém-emergidos de A. m. ligustica e A. m. carnica as glandulas de Dufour
sdo significativamente maiores do que as das operarias africanizadas. Nas
abelhas com 15 dias de idade, apenas A. m. ligustica apresenta-se
significativamente maior, mas aos 30 dias de idade, as operarias africanizadas
gue apresentam glandulas de Dufour significativamente maiores do que das
outras trés subespécies estudadas.

Entre as rainhas virgens, ndo se observam diferencas significativas entre a
abelha africanizada e as subespécies estudadas. Nas rainhas fecundadas,
apenas as subespécies A. m. ligustica e A. m. carnica apresentam um
comprimento glandular significativamente menor que as abelhas africanizadas
(Tabela I1).
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Tabelas I: Média, em milimetros, e desvio padrao das glandulas de veneno de operérias recém-emergidas, aos 15 e 30
dias de idade e de rainhas virgens e fecundadas de Apis mellifera africanizada e das subespécies A. m. ligustica, A. m.

carnicae A. m. caucasica.

Glandula de Veneno (em mm)
A. mellifera africanizada A. mellifera ligustica A. mellifera carnica A. mellifera caucasica
Grupo media DP media DP média DP media DP
RE 15,260 1,253 14,362 2,208 14,215* 1,254 11,912* 1,562
15 DIAS 17,618 2,543 16,407 2,357 13,595* 2,102 12,137* 1,752
30 DIAS 16,240 1,769 16,505 2,010 13,225* 2,480 11,250* 1,289
RV 43,120 8,318 38,785 6,049 37,912 9,173 45,462 8,223
RF 39,190 6,468 39,627 7,129 39,437 8,685 37,785 6,940

*Significativo a 5%

RE — operariarecém-emergida

15 dias — operaria com 15 dias de idade
30 dias — operariacom 30 dias de idade
RV —rainha virgem

RF — Rainha fecundada
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Tabelas Il: Média, em milimetros, e desvio padrdo das glandulas de Dufour de operéarias recém-emergidas, aos 15 e 30
dias de idade e de rainhas virgens e fecundadas de Apis mellifera africanizada e das subespécies A. m. ligustica, A. m.

carnicae A. m. caucasica.

Glandula de Dufour (em mm)

A. mellifera africanizada A. mellifera ligustica A. mellifera carnica A. mellifera caucasica

Grupo media DP media DP média DP media DP
RE 0,932 0,141 1,255* 0,206 1,092* 0,136 0,947 0,130
15 DIAS 1,112 0,135 1,260* 0,238 1,080 0,171 1,107 0,181
30 DIAS 1,292 0,277 1,160* 0,214 1,025* 0,206 1,002* 0,118
RV 3,795 0,567 3,905 0,875 3,724 1,003 3,820 0,839
RF 3,895 0,537 3,270* 0,407 3,302* 0,458 3,855 0,696

* Significativo a 5%

RE — operariarecém-emergida

15 dias — operaria com 15 dias de idade
30 dias — operariacom 30 dias de idade
RV —rainha virgem

RF — Rainha fecundada
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4.5 Dosagem de proteinas das glandulas de veneno de trés subespécies de Apis

mellifera e da africanizada

A andlise da dosagem do contetdo de proteina total, dado em ng/m, das
glandulas de veneno, dentro de um mesmo grupo, aumenta significativamente
com a idade, desde a emergéncia até os 30 dias. Diferenca significativa é,
também, registrada entre rainhas virgens e fecundadas, sendo o conteddo
protéico das rainhas fecundadas maior que a das virgens, em todos 0S grupos
estudados. Ambas, porém, apresentam um conteudo protéico total maior do que o
das operarias, em todos os grupos analisados.

Comparando-se os valores da dosagem protéica das trés subespécies
estudadas com os da africanizada, as andlises estatisticas mostram que nédo
existem diferencas significativas entre as operarias recém-emergidas e com 30
dias. Aos 15 dias de idade, foram encontradas diferengas entre a abelha
africanizada, que possui uma quantidade de proteina total menor, e as
subespécies A. m. ligustica, A. m. carnica e A. m. caucasica, as quais nao
diferiram entre si. Entre as rainhas virgens ndo se observam diferencas
significativas da abelha africanizada com qualquer das subespécies. Entre as
rainhas fecundadas, mantém-se as diferencas verificadas em operarias com 15
dias de idade, a abelha africanizada com um teor protéico significativamente
menor que as das outras trés subespécies (Tabela Ill).



NOCELLI, R.C.F., 2003 - CONTRIBUICAO A ANALISE DO PROCESSO DE AFRICANIZACAO DE Apis .rtf

Tabelas Ill: Média, em microgramas/microlitro, e desvio padrédo do teor protéico total das glandulas de veneno de
operérias recém-emergidas, aos 15 e 30 dias de idade e de rainhas virgens e fecundadas de Apis mellifera africanizada

e das subespécies A. m. ligustica, A. m. carnicae A. m. caucasica.

Dosagem Proteica da Glandula de Veneno (em ngomni
A. mellifera africanizada A. mellifera ligustica A. mellifera carnica A. mellifera caucasica
Grupo média DP média DP média DP meédia DP
RE 1,933 0,725 1,889 0,286 1,953 0,431 1,528 0,154
15 DIAS 8,339 1,207 10,111* 0,675 0,135* 0,616 11,977* 0,990
30DIAS | 14,695 1,199 15,065 1,087 |L7,483 1,893 14,418 0,905
RV 5,717 1,574 8,374 5,083 4,438 1,504 5,017 0,262
RF 15,574 1,577 27,144* 2,266 PpP3,433* 2,089 25,053* 2,274

* Significativo a 5%

RE — operariarecém-emergida

15 dias — operaria com 15 dias de idade
30 dias — operariacom 30 dias de idade
RV —rainha virgem

RF — Rainha fecundada
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4.6 Perfil eletroforético protéico das glandulas de veneno de trés subespécies de

Apis mellifera em relacéo a africanizada

A analise do perfil eletroforético protéico da glandula de veneno de Apis
mellifera ligustica, Apis mellifera carnica, Apis mellifera caucasica e da abelha
africanizada, realizada com o método SDS-PAGE, mostra o padrao protéico de
operarias com diferentes idades, de rainhas virgens e fecundadas. De uma
maneira geral, as operarias apresentam proteinas com pesos moleculares entre
105,4 kDa e 26 kDa, enquanto as rainhas tém proteinas com pesos entre 161,3
kDa e 57,6 kDa, em bandas.

Em individuos recém-emergidos, duas bandas mais proeminentes podem
ser identificadas, a primeira com 105,4 kDa e a segunda com 29kDa, com
excecdo da subespécie A. m. caucasica, que apresenta apenas a segunda banda
(Fig. 16). Quando a operaria atinge 15 dias de idade podem ser visualizadas trés
bandas, a primeira, mais fraca, com peso molecular de 97 kDa, a segunda com 29
kDa e a terceira com 26 kDa (Fig. 16). Aos 30 dias de idade, estas duas ultimas
bandas permanecem bastante fortes, enquanto a banda com 97 kDa desaparece,
surgindo outra com 77,6 kDa (Fig. 17). Aos 15 e 30 dias as bandas encontradas
sdo comuns a todas subespécies estudadas e a abelha africanizada.

Em rainhas virgens (Fig. 18) pode-se observar cinco bandas mais
destacadas, com pesos moleculares de 161,3, 108,3, 97, 96,4 e 57,6 kDa, com
excecdo da subespécie A. m. ligustica que ndo apresenta a banda com peso
molecular de 161,3 kDa. Essa banda desaparece nas outras subespécies e na
abelha africanizada em rainhas fecundadas (Fig. 18), constituindo tal
desaparecimento a Unica diferenca de padrdo eletroforético entre estas e as
rainhas virgens, sob as condi¢des analisadas.
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PD ARE LRE CRE CCRE A15D L16D C15DCC156D

Figura 16 - Eletroforese, em gel de gradiente de 5 a 20%, das proteinas totais da
glandula de veneno de Apis mellifera africanizada (A) e das subespécies A.
mellifera ligustica (L), A. mellifera carnica (C) e A. mellifera caucasica (CC)

coletadas no periodo da emergéncia (RE) e aos 15 dias de idade (15D).

PD A30D L30D C30D CC30D

205kDa

116kDa

97kDa
77,6kDa

66kDa

45kDa

29kDa

26kDa

Figura 17 - Eletroforese, em gel de gradiente de 5 a 20%, das proteinas totais da
glandula de veneno de Apis mellifera africanizada (A) e das subespécies A.
mellifera ligustica (L), A. mellifera carnica (C) e A. mellifera caucasica (CC)
coletadas aos 30 dias de idade (30D).
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PD ARV LRV CRV CCRV ARF LRF CRF CCRF

Figura 18 - Eletroforese, em gel de gradiente de 5 a 20%, das proteinas totais da
glandula de veneno de rainhas virgens (RV) e fecundadas (RF) de Apis mellifera
africanizada (A) e das subespécies A. mellifera ligustica (L), A. mellifera carnica

(C) e A. mellifera caucasica (CC).
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5. DISCUSSAQC
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Evolutivamente, a glandula de veneno dos himendpteros aculeados é um
carater derivado (apomorfico), associado ao ferrdo, usado na defesa e resultante
da modificagdo das glandulas anexas ao ovipositor de seus ancestrais nao
aculeados, enquanto que a glandula de Dufour € um carater sinapomorfico,
homdlogo as glandulas colateriais de outros insetos. Na maioria dos insetos, os
discos imaginais da genitdlia sdo responsaveis pela formacdo do ovipositor
(CARLET, 1884; 1890 apud ABDALLA, 1999) e pelas glandulas anexas ao
sistema reprodutor feminino (ROBERTSON, 1968; MATSUDA, 1976). De acordo
com nossos resultados, em Apis mellifera, tanto a glandula de veneno quanto a
glandula de Dufour surgem durante a metamorfose, a partir dos discos imaginais
genitais localizados no 9° segmento abdominal. O desenvolvimento dessas duas
glandulas, bem como das partes do ferrdo, em rainhas e operarias difere, apenas,
guanto a sua duracgao, que, em rainhas, € mais curto.

A verificacdo da presenca de trés pares de discos imaginais, desde o 2°
estagio larval, distribuidos no 7°, 8° e 9° segmentos abdominais corrobora os
dados obtidos por D'ROZARIO (1942), mas contraria, em parte, os de MYSER
(1954). Tal autor relatou a ocorréncia de trés pares de discos imaginais da
genitalia, também a partir do 2° estagio larval de Apis mellifera, porém com
distribuicdo diferente, estando um par, no segmento 8° e dois, no segmento 9°.
Portanto, os autores concordam quanto a presenca de um par de discos no &
segmento, mas diferem quanto a quantidade de pares presentes no 7° e 9°.

O par de discos presente no 7° segmento, tem localizagéo
semelhante a descrita em Apis mellifera por D'ROZARIO (1942) e em
Scaptotrigona postica por NEVES (1984), ou seja, situa-se na porc¢ao central do
segmento. Esses discos ndo se desenvolvem dentro de uma bolsa peripodial,
como os demais, permanecendo, em Scaptotrigona postica, sob a forma de um
par de rudimentos (NEVES, 1984). O desenvolvimento desse par de discos
imaginais em Apis mellifera ndo foi acompanhado em nossos estudos por néo
participarem da formacéo das glandulas de veneno e de Dufour e nem das partes
que constituem o ferrdo. Segundo D'ROZARIO (1942), os elementos do par
fundem-se para originar a placa subgenital, estando, portanto, mais ligado a

formacéo do sistema reprodutor.
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Os nossos resultados mostram que apenas 0s pares encontrados no 8° e
9° segmentos abdominais participam da formacdo do ferrdo e suas glandulas
anexas. Os membros do par localizam-se na regido central de seus respectivos
segmentos, estando os componentes do par do 8° segmento mais distantes entre
si do que os do 9° confirmando os dados de D'ROZARIO (1942) e MYSER
(1954). O par de discos presente no 8° segmento originam as lancetas do ferréo,
pelo aumento do nimero de células, que ficam restritas ao mesmo espaco devido
a presenca da cuticula. Isto faz com que o disco sofra dobramentos que levam a
formacdo de duas estruturas alongadas, os primordios das lancetas, que podem
ser observadas no inicio da fase de pré-pupa.

As observacdes realizadas durante o presente estudo evidenciam apenas
um par de discos imaginais no 9° segmento. No inicio da metamorfose, cada um
dos discos do par divide-se longitudinalmente, ficando, cada um, constituido por
duas partes, uma externa e outra interna. As por¢cdes internas de cada disco
fundem-se para formar a bainha do ferréo, e as partes externas dao origem aos
palpos, ambos com desenvolvimento semelhante ao descrito para as lancetas,
formadas a partir do par de discos do 8° segmento. Estes dados confirmam os de
D'ROZARIO (1942), mas contradizem os de MYSER (1954), segundo o qual S&o
os dois pares de discos, presentes no 9° segmento e inicialmente separados, que
se fundem parcialmente durante o desenvolvimento para também formar a bainha
e o palpo do ferrdo. E na extremidade ligada ao corpo desse par de discos que
surgem as glandulas de veneno e de Dufour, a primeira mais dorsalmente e a
segunda mais ventralmente.

Na transicdo do final do 5° estagio e inicio da fase de pré-pupa, a glandula
de veneno surge, entdo, como uma primeira invaginagdo, dorsal, associada a
parte interna das por¢cdes dos discos que originardo a bainha. Essa invaginacéo e
o resultado de um dos varios dobramentos teciduais que o disco sofre durante a
metamorfose. Primeiramente, essa invaginacao apresenta uma camada Unica de
células indiferenciadas. Com o decorrer da metamorfose a invaginacéo cresce e,
no final da fase de pré-pupa, ja é possivel reconhecer uma por¢cao mais dilatada,
gue sera o reservatorio e o inicio de um filamento. Durante a pupacédo, o epitélio
do filamento diferencia-se em duas camadas celulares distintas. Uma dessas

camadas € composta por células cilindricas, com nucleos grandes e basais, que
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serdo responsaveis pela secrecdo do veneno; a outra camada é representada
pelas células formadoras dos canaliculos, que s&o achatadas, com nucleos
elipticos, que se interpdem entre as células secretoras e a luz. A presenca de
ambos os tipos celulares enquadram a glandula na classe 1l de NOIROT &
QUENNEDEY (1991).

Logo apos o surgimento da primeira invaginacao, que da origem a glandula
de veneno, surge, mais ventralmente, uma segunda invaginacdo que origina a
glandula de Dufour. Suas células, no inicio, sdo, também, indiferenciadas e a
invaginacdo nao apresenta um crescimento tdo proeminente quanto ao da
glandula de veneno. No final da metamorfose, no entanto, ja é possivel identificar
a glandula de Dufour por sua forma externa caracteristica, que nao exibe uma luz
visivel, e ndo mostra, ainda, os padrdes de dobramento do epitélio, tipicos dessa
glandula.

Portanto, nessa fase de transicdo da vida larval para a pupal, a
morfogénese dos discos imaginais leva a formacdo de 6rgdos internos como a
glandula de veneno e de Dufour, e externos, como as partes do ferrdo, que
crescem e se moldam no interior da bolsa peripodial. Essas transformacdes sao
muito rapidas, tanto que, quando o estagio de pupa de olho branco € alcancado, o
ferrdo, a glandula de Dufour e a glandula de veneno ja estdo formadas, exibindo a
forma apresentada no adulto, porém menos desenvolvidas, conforme pode ser
observado anatbmica e histologicamente. Tais resultados estdo de acordo com
MYSER (1954), que verificou que o ferrdo de Apis mellifera atinge a forma do
adulto ja no final do periodo de pré-pupa.

A morfogénese € muito rapida porque vem sendo preparada durante toda a
fase larval, através da lenta diferenciacédo celular que ocorre nos discos. No fim da
fase larval, as células presuntivas das varias estruturas j4 estdo determinadas,
restando apenas a expressdo do carater. Atingido o estagio de pupa, as
mudangas continuam a acontecer, mas em uma taxa bem mais lenta do que
durante a transicdo larva-pupa. SCHOETERS & BILLEN (1998) encontraram um
padrdo de desenvolvimento das glandulas de veneno e de Dufour, em
Formicidae, semelhante aos aqui descritos para Apis mellifera.

Uma questdo que durante muito tempo tem sido objeto de discussbes

controvertidas € a desembocadura da glandula de Dufour. Segundo BILLEN
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(1987), somente em Formicidae a glandula de Dufour abre-se junto com a
glandula de veneno, na base do ferrdo, possuindo em Apidae e Vespidae
aberturas independentes. No entanto, em Apis mellifera, ainda faltava esclarecer
a origem da glandula de veneno e de Dufour, ficando agora comprovado que elas
sdo independentes desde sua formacéo, bem como a relacdo anatbmica entre a
glandula de Dufour e o sistema reprodutor, desde que as fungbes sugeridas para
a glandula de Dufour desta espécie estdo relacionadas a reproducéo. A glandula
de Dufour, conforme ja dito, origina-se a partir do par de discos imaginais
presentes no 9° segmento. Por outro lado o oviduto comum origina-se, segundo
D'ROZARIO (1942) como um sulco, com formacdo semelhante a uma néurula,
em posicéo anterior ao par de discos do 7° segmento e segue no sentido postero-
anterior, bifurcando-se para formar os ovidutos laterais. Estes, posteriormente,
continuam-se com a parte do aparelho reprodutor de origem mesodérmica. Com o
progresso do desenvolvimento larval ha retracdo do 8° e 9° segmentos sob 0 7°, e
consequente aproximacado da glandula de Dufour, formada no 9° segmento, e do
oviduto mediano, formado a partir do 7°. Por esta razdo, a desembocadura
glandular em Apis mellifera se faz na camara genital, que se forma a partir de
uma depressdo resultante da retracdo dos segmentos e da placa subgenital,
originada pela fusdo dos discos do 7° segmento. A retracdo dos segmentos
também permite, segundo D'ROZARIO (1942), o correto posicionamento da
espermateca e sua glandulas, originadas dos discos imaginais do 8° segmento.

O desenvolvimento pos-embrionario, incluindo o desenvolvimento dos
discos imaginais, é controlado pelos niveis de horménio juvenil circulante. Além
disso, esse horménio € importante nos processos de desenvolvimento e
diferenciacdo larval (RACHINSKY et al.,, 1990), na diferenciacdo de castas
(RACHINSKY & ENGELS, 1995) e na divisdo de trabalho dentro da col6nia
(ROBINSON, 1992), a qual depende, em parte, da ativagdo e inativacdo de
glandulas exdcrinas.

Apesar de a glandula de veneno estar morfologicamente diferenciada apés
a metamorfose, ela esta fisiologicamente inativa, s6 produzindo veneno, no final
da pupacdo em rainhas e apds a emergéncia, em operarias, conforme também
verificado por ROAT (2001). Tal diferenca no inicio da atividade da glandula,

talvez, se deva ao fato de que rainhas e operarias necessitam do produto
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glandular em momentos diferentes de suas vidas. As rainhas usam sua glandula
de veneno logo apos a emergéncia, na disputa do dominio da colénia com outras
possiveis rainhas, enquanto as operarias usam-na quando estdo realizando
tarefas fora do ninho, o que acontece por volta do 20° dia de vida adulta (OWEN &
BRIDGES, 1976). Assim, é natural que as rainhas apresentem degeneracdo da
glandula de veneno logo apds seu estabelecimento como dominante e o inicio da
postura, o que pode ser comprovado no presente estudo.

Durante o desenvolvimento normal de Apis mellifera, o titulo de hormonio
juvenil é relativamente alto nos primeiros estagios larvais, e diminui no 5° estagio,
0 que permite a ocorréncia da metamorfose. Ocorre um pequeno aumento
durante a tecelagem do casulo, para cair novamente durante a pupacao
(RACHINSKY et al., 1990). Na fase adulta, o titulo permanece baixo enquanto a
operaria estiver desempenhando tarefas dentro da col6nia, aumentando na época
em que ela se torna forrageira (ROBINSON, 1992), periodo em que a glandula de
veneno degenera. Assim, as variagdes do nivel de hormbnio durante a vida
adulta, principalmente sua variacdo na transicdo das atividades internas das
operarias para o forrageamento, pode ter grande influéncia sobre o ciclo secretor
e degeneracdo da glandula de veneno, pois sendo esta glandula necessaria,
como elemento de defesa as operarias, o forrageamento precoce deve levar,
também, a maior rapidez dos processos de atividade e degeneracao glandular.

Os nossos resultados confirmam que o ciclo secretor e degeneracao das
glandulas de veneno de Apis mellifera séo afetados pelo nivel de horménio juvenil
na hemolinfa. Em todas as idades analisadas, as glandulas de veneno de
individuos, operarias ou larvas, que receberam hormdnio juvenil e hexano
apresentam ciclo secretor mais acelerado, culminando com a degeneracao
glandular precoce, sendo o hormoénio juvenil mais efetivo na producdo desses
efeitos do que o hexano puro. Portanto, ndo se pode atribuir a aceleracédo do ciclo
secretor e degeneragdo precoce da glandula apenas ao hormonio, uma vez que
seu solvente teve efeito semelhante. Outros trabalhos, envolvendo analises
histologicas, que utilizaram um grupo controle que recebeu apenas o0 solvente,
também mostram resultados semelhantes para o efeito do hormdnio juvenil e seu
diluente, seja ele hexano (SALLES 2000) ou acetona (FARINHA et al., 1988 e
PAES DE OLIVEIRA & CRUZ-LANDIM, 2001). Sob o ponto de vista fisiolégico e
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comportamental, SULLIVAN et al. (2000) ndo encontraram diferencas entre o0s
grupos nao tratados e aqueles que receberam apenas acetona.

Nas operarias que receberam tanto aplicagdo de hormonio juvenil como do
hexano no momento da emergéncia, a glandula exibe desenvolvimento menos
acelerado do que o promovido pela aplicacdo as larvas. No caso do hormdnio
juvenil, pode-se notar que, aos 14 dias as células secretoras ja ndo apresentam
vesiculas de secrecdo no citoplasma, e seu epitélio mostra sinais degenerativos.
Nesta idade, em condicbes normais, a glandula de veneno estd em plena
atividade, exibindo numerosas vesiculas citoplasmaticas de secrecdo. A
degeneracao celular avanca nas outras duas idades estudadas, 21 e 35 dias,
continuando mais intensa nas células glandulares tratadas com horménio juvenil,
do que com hexano. Nas glandulas de operarias com 14 e 21 dias, que
receberam hormoénio juvenil na fase larval, os aspectos degenerativos sdo bem
mais proeminentes em relacdo as tratadas na emergéncia. Além disso, aos 35
dias de idade tornou-se impossivel a coleta de individuos tratados na fase larval,
provavelmente, por uma morte precoce dos mesmos.

O fato de o hormonio juvenil ser mais efetivo sobre as glandulas de veneno
guando aplicado as larvas em relacdo as operarias pode ser reflexo de um
periodo maior de atividade hormonal ou de inatividade do mecanismo de
degradacdo hormonal durante a pupacdo. Segundo DE KORT et al. (1977), a
meia-vida do horménio juvenil em larvas de Apis mellifera é significativamente
maior, da ordem de 5 a 6 horas, do que a encontrada em outros insetos adultos,
de 25 a 30 minutos. Os autores testaram a atividade das esterases degradadoras
de hormdnio juvenil em varios estagios larvais, e sO encontraram alguma
atividade da esterase do horménio juvenil 1ll no 5° estagio larval. A baixa atividade
de degradacdo do hormonio juvenil em larvas de Apis mellifera, pode torna-las
muito vulneraveis as variacdes nas concentracdes desse hormoénio, sejam elas
fisiolégicas, causadas por alteracdes dos corpora allata, ou artificiais, resultantes
de aplicacao.

Em condi¢Bes normais, as glandulas de veneno de operdarias apresentam
um uanico ciclo secretor, que se inicia pouco antes da emergéncia e atinge seu
maximo por volta do 16° dia de vida adulta (CRUZ-LANDIM et al., 1967; ABREU
et al.,, 2000; NOCELLI et al., 2002), antecedendo a atividade de forrageamento. A
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secrecao aparece no lumen glandular em operérias, a partir da emergéncia e em
rainhas, na pupa de olho preto (CRUZ-LANDIM & KITAJIMA, 1966). O veneno é
estocado no reservatério e a glandula degenera no final da vida adulta, por volta
dos 30 dias de idade durante o verdo (AUTRUM & KNIETZ, 1959; CRUZ-LANDIM
and KITAJIMA, 1966). Ndo ha sinais de inicio de producdo do veneno antes da
emergéncia, uma vez que ndo sao visualizadas vesiculas de secrecdo nos
estagios de pupa de olho marrom e pupa de olho preto, periodo em que as células
secretoras estéo finalizando o processo de diferenciacdo, em nenhum dos grupos
analisados.

De um modo geral, tem-se atribuido ao hormdnio juvenil, a capacidade de
influenciar o desenvolvimento comportamental de operarias de Apis mellifera
(ROBINSON, 1985; ROBINSON, 1987; ROBINSON et al., 1989; JASSIM et al.,
2000; SULLIVAN et al.,2000; ELEKONICH et al.,2001). Os dados apresentados
em muitos trabalhos, mostram que a aplicacdo de doses extras de hormonio
juvenil é capaz de induzir as operarias ao forrageamento precoce (JAYCOX et al.,
1974; JAYCOX, 1976; ROBINSON, 1985; ROBINSON et al., 1989; PLETTNER et
al.,1997), o que significa uma aceleracdo do desenvolvimento comportamental.
Este fenbmeno, conforme mostram os dados aqui apresentados, € acompanhado
pela aceleragédo do ciclo secretor e maior precocidade do processo degenerativo
da glandula de veneno, como esperado.

Quando a operaria emerge, ocorre um pico de hormdnio juvenil por volta do
2° dia de vida, com funcdo ainda desconhecida (JASSIM et al., 2000). Apés esse
pico, as operarias apresentam niveis baixos que vao aumentando conforme
aumenta a idade da abelha, até atingir novo pico maximo quando esta se torna
forrageira (ROBINSON, 1992). A aplicacdo realizada, no presente estudo,
independente de seu momento, poderia estar antecipando o primeiro pico de
hormonio juvenil em aproximadamente 24 horas ou somando-se a ele, criando um
pico de nivel muito mais elevado. Esse pico mais elevado poderia simular um pico
de hormdnio juvenil de idade mais avancada, levando a operaria a forragear
precocemente, acompanhado pela degeneracéo glandular precoce.

Esta, portanto, demonstrado que o hormonio juvenil influencia o
desenvolvimento comportamental das operarias adultas (SULLIVAN et al., 2000),

mas a presenca deste ndo é necessaria para que o desenvolvimento aconteca; o
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hormonio juvenil ndo determina que a abelha passe a forragear, e sim quando
isso deve acontecer. Além do horménio juvenil, a quantidade de octopamina,
presente nos lobos antenais, parece, também, envolvida na regulacdo do sistema
comportamental, conforme descrito por SCHULZ et al. (2002), mas novos estudos
devem focalizar outros fatores que podem estar agindo sobre este sistema, tais
como os efeitos do hormonio juvenil sobre o desenvolvimento dos corpora allata e
seu padrdo de secrecdo e as influéncias ambientais, dos processos de
degradacdo do hormdnio juvenil exdgeno aplicado e o periodo de sensibilidade do
orgao estudado ao hormonio.

A aplicacéo topica de hormonio juvenil as larvas de 5° estagio parece ndo
influenciar a morfogénese das glandulas de veneno, pois 0s aspectos histolégicos
glandulares néo se alteram em operarias recém-emergidas tratadas ou ndo. Seria
esperado que o tratamento promovesse atraso do processo morfogenético,
porque altas doses hormonais na hemolinfa e que dirigem a muda larva-larva,
retardariam a metamorfose, que é o periodo de formacao da glandula de veneno.

Segundo CYMBOROWSKI & STOLARZ (1979), a aplicacdo de doses
extras de horménio juvenil em Spodoptera littoralis durante o 5° estagio, pode
resultar em resultados opostos. Se a aplicacdo é feita no inicio deste, quando as
larvas ainda estdo se alimentando, ocorre um atraso na metamorfose. Por outro
lado, ocorre uma aceleracdo do processo quando a aplicacdo se da durante o
periodo de defecacdo, talvez pelo fato da aplicacdo imitar o pico encontrado
durante a tecelagem do casulo (RACHINSKY et al., 1990).

Assim como o periodo de aplicagdo, nos estudos sobre a acdo do
hormonio juvenil devem ser observados e levados em consideragcéo as condigbes
experimentais. O veiculo utilizado, a constituicdo dos grupos, as concentracées
ndo padronizadas podem levar a obtencdo de intensidades de resposta e de
dados diferentes.

Muitas pesquisas sao necessarias, ainda, para o completo entendimento
do real papel do hormdnio juvenil, aplicado topicamente. Com a aplicacdo deste
método ndo se pode deixar de considerar 0 estresse, resultante da manipulagéo
das larvas, um fator importante que pode estar induzindo, nos grupos tratados de
operarias, um aumento fisiol6gico de horménio juvenil, como ja verificado em uma
grande variedade de insetos (JANKOVIC-HLADNI, 1991).
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Além de importante papel na divisdo de trabalho dentro da colbnia, o
hormonio juvenil pode estar, segundo PEARCE et al., (2001), relacionado com a
agressividade das abelhas. Segundo os autores, as abelhas mais agressivas, que
atacam e perseguem invasores com maior efetividade, tem uma quantidade maior
de horménio juvenil circulante. Além disso, eles relatam grandes diferencas entre
as varias colbnias estudadas, sugerindo que o horménio juvenil estaria agindo
sobre um fator genético da determinacdo do grau de agressividade. Esta
caracteristica € mais intensa nas abelhas africanizadas do que nas européias e
pode estar associada com aspectos da glandula de veneno, anexas ao aparelho
do ferréo.

Isto justifica os resultados aqui apresentados, que mostram que O
comprimento da glandula de veneno € maior em operdrias da abelha africanizada
do que nas subespécies de Apis mellifera estudadas, ndo havendo diferencas
significativas entre as diferentes idades das operarias. OWEN (1983) estudando o
comprimento das glandulas de veneno das subespécies A. m. adansonii, A. m.
ligustica e A. m. caucasica mostrou que a glandula da subespécie africana é
maior que das outras subespécies utilizadas, mas ndo encontrou diferencas entre
as idades das abelhas. SNODGRASS (1956) e, posteriormente, KERR e LELLO
(1962) nédo detectaram diferencas nos acessorios do ferrdo das subespécies A. m.
ligustica, A. m. mellifera e A. m. adansonii. Varios trabalhos relatam, também,
uma influéncia ambiental sobre o tamanho da glandula &acida, como fatores
alimentares (LAUTER & VRLA, 1939; REKOS, 1975) e o tamanho populacional
da col6nia (NOGUEIRA, 1976).

A semelhanca entre os dados obtidos com abelhas da subespécie A. m.
adansonii, uma subespécie africana, e 0s nossos dados pode ser explicada
considerando o carater comprimento da glandula de veneno como sendo
determinado geneticamente, conforme comprovado pelos trabalhos de
NOGUEIRA (1976, 1979) e ALVES JR. (1987). Tais autores conseguiram, através
de selecdo genética, reduzir o comprimento glandular. Os genes, que determinam
glandulas maiores, podem ter sido herdados, pelo hibrido, da subespécie trazida
da Africa. Este carater ndo tem nenhuma correlacdo com o comportamento
nitidamente mais agressivo da abelha africanizada (NOGUEIRA 1977), que exibe

glandulas de veneno mais desenvolvidas. Segundo STORT (1972) o @njunto de
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genes gque afeta o comportamento agressivo é independente dos genes que
determinam a morfologia da glandula. Entre as rainhas, somente a subespécie A.
m. carnica apresentou uma glandula significativamente menor em relagdo ao
hibrido africanizado.

Apesar de as glandulas das abelhas africanizadas serem significativamente
maiores do que as das subespécies européias, principalmente em relacdo as
subespécies, A. m. carnica e A. m. caucasica, isso ndo se reflete em uma maior
guantidade total de proteinas, pois as operarias dos hibridos africanizados exibem
uma quantidade de proteinas menor do que as subespécies analisadas. Neste
aspecto destacam-se as operarias africanizadas com idade de 15 dias em relagéo
as subespécies, periodo esse que coincide com o0 pico maximo de producao de
veneno, alcancado ao final do ciclo secretor (ABREU, 2000). A diferenca
guantitativa observada pode ser compensada por variacdes qualitativas dos
componentes do veneno.

Varios estudos tem sido desenvolvidos com o veneno da abelha Apis
mellifera, principalmente apds o processo de africanizacdo, visando identificar
seus componentes e as diferencas existentes entre os hibridos resultantes desse
processo e as diversas subespécies existentes. Em 1939, LAUTER & VRLA
verificaram que a quantidade de veneno presente no reservatorio de veneno da
subespécie A. m. ligustica variava com a idade. FIRSOV (1976), relacionando seu
trabalho com o de MELCHINENCO (1970), observou que nas abelhas européias
gue estudava, provenientes da Russia Central e do Caucaso, havia uma relagcao
comprimento glandular x quantidade de veneno que, segundo este estudo, ndo se
confirma nas abelhas africanizadas. Em 1990, SCHUMACHER et al. obtiveram
resultados semelhantes aos aqui apresentados, em um trabalho que avaliava a
guantidade de veneno nos reservatérios glandulares da abelha africanizada em
relacdo ao das européias. Apesar de uma quantidade significativamente menor de
veneno, SCHUMACHER et al. (1992) encontraram uma quantidade maior de
fosfolipase A», que ataca os fosfolipideos estruturais.

Entre as rainhas fecundadas, as subespécies apresentam quase o dobro
da quantidade de proteinas encontrada na abelha africanizada, justamente onde
aparecem as maiores glandulas. Uma diferenca tdo grande na quantidade de

veneno, entre rainhas fecundadas africanizadas e as subespécies, poderia indicar
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um processo de requisicdo das proteinas do veneno, nas africanizadas, ja sem
utilidade, para a producao de ovos, contribuindo para o sucesso reprodutivo do
hibrido, como também foi sugerido por OWEN & BRIDGES (1976).

Portanto, além da quantidade total de veneno, as frac6es protéicas séo de
grande interesse para analise do veneno da abelha africanizada. Os dados
obtidos nesse estudo mostram diferencas qualitativas entre as operéarias recém-
emergidas, onde a subespécie A. m. caucasica nao apresenta a banda com peso
molecular de 105,4 kDa, e entre as rainhas fecundadas, em que a subespécie A.
m. ligustica ndo apresenta a banda com peso molecular de 161,3 kDa. Essa
variacdo pode ser causada, realmente, por uma producdo diferenciada de
veneno, uma vez que se procurou eliminar os fatores externos que poderiam
alterar a analise, como coletas em diferentes estacées do ano e longo tempo de
estocagem das amostras.

A associacdo de uma menor quantidade de veneno e de diferencas
gualitativas em africanizadas poderia resultar de uma maior concentracdo do
mesmo, 0 que aumentaria sua eficiéncia e, ao mesmo tempo, diminuiria o peso da
operaria, contribuindo para uma atividade de forrageamento mais eficiente.
MELLO (1970) estudou, comparativamente, as fracdes protéicas do veneno de A.
m. ligustica e A. m. adansonii e ndo encontrou diferengas entre elas. No entanto,
SHIPMAN (1975), utilizando colunas de Sephadex, encontrou diferencas na
guantidade de melitina e no numero de fracBes protéicas existentes entre uma
abelha africanizada originaria do Brasil, e a subespécie A. m. ligustica. PALMA &
BROCHETTO-BRAGA (1993), também utilizando colunas de Sephadex, e
trabalhando com a abelha africanizada e as subespécies A. m. adansonii e A. m.
ligustica, encontraram diferencas quantitativas e qualitativas entre seus venenos.
Estas diferencas, segundo PALMA et al. (1995), podem vir a ser uma ferramenta
para a identificacdo das populacdes hibridas de Apis mellifera, uma vez que estas
apresentam, quando analisadas por cromatografia, picos pertencentes as
subespécies parentais e picos caracteristicos resultantes da miscigenacao.

A glandula de Dufour, apesar de estar ligada ao ferréo, ndo desemboca no
mesmo, despejando sua secrec¢do no canal da vagina da abelha. Ela possui uma
forma alongada, e tem uma posicdo mais ventral em relacdo a glandula de

veneno. As andlises das medidas do comprimento da glandula de Dufour de



A y 77
NOCELLI, R.C.F., 2003 - CONTRIBUICAO A ANALISE DO PROCESSO DE AFRICANIZACAO DE Apis .rtf

operarias de Apis mellifera africanizada e das subespécies estudadas, nao
evidenciaram diferencas significativas, dentro de um mesmo grupo, em operarias
recém-emergidas, 15 e 30 dias de idade. Ocorre um aumento do comprimento
glandular com o desenvolvimento da abelha, o que também foi comprovado por
ABDALLA (1999) em seus estudos com a abelha africanizada. As diferencas
encontradas, entre a africanizada e as subespécies, aparecem justamente entre
as recém-emergidas e entre as operarias com 30 dias de idade, que estéo,
provavelmente, desempenhando o trabalho de campeiras. Estes resultados
confirmam aqueles obtidos por ABDALLA (1999) em africanizadas. As rainhas
estudadas apresentam um comprimento glandular maior que o das operérias, o
gue foi confirmado pelos dados de KERR e LELLO (1962) e ABDALLA (1999),
reforcando a idéia de que sua secre¢do estaria mais ligada a reproducdo. Nao
foram encontradas, no entanto, diferencas significativas entre rainhas virgens e
fecundadas dentro do grupo das africanizadas, conforme relatado pelos mesmos
autores, e dentro de cada grupo das subespécies. As diferencas significativas
entre as rainhas fecundadas das subespécies analisadas e a africanizada podem

estar relacionadas ao sucesso reprodutivo do hibrido.
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Os estudos realizados com as glandulas de veneno e de Dufour do hibrido
africanizado de Apis mellifera e das subespécies A. m. ligustica, A. m. carnicae A.

m. caucasica permitem concluir que:

1 — Existem trés pares de discos imaginais genitais, distribuidos no 7°, 8° e 9°
segmentos abdominais, visiveis a partir do 2° estagio larval. Esses discos

aumentam de tamanho até a metamorfose, quando ocorre a morfogénese.

2 — As analises histologicas do desenvolvimento pos-embrionario dos discos
imaginais genitais de Apis mellifera mostram que as glandulas de veneno e de
Dufour originam-se, durante a metamorfose, a partir de invaginagdes que surgem
na base interna do par de discos presente no 9° segmento abdominal, que forma,
também, a bainha e os palpos do ferrdo. O par presente no 8° segmento da
origem as lancetas e o do 7° ndo teve seu desenvolvimento acompanhado por

nao participar da formacéo do ferrdo e suas glandulas anexas.

3 - As invaginagfes que dao origem as glandulas de veneno e de Dufour surgem
em momentos diferentes da metamorfose e sdo independentes. Em primeiro lugar
forma-se, em posicdo dorsal, aquela que originara a glandula de veneno e,
posteriormente, mais ventralmente, a que originara a glandula de Dufour, por esta
razdo, tem desembocaduras independentes. A glandula de veneno desemboca no
ferrdo e a glandula de Dufour, cujo posicionamento correto em relacdo ao parelho
reprodutor, ocorre, ainda durante a metamorfose, pela retragdo dos segmentos 8°

e 9° sob o 7°, desemboca no canal vaginal.

4 — Os aspectos histologicos do desenvolvimento das glandulas de veneno e de

Dufour ndo diferem entre operarias e rainhas.

5 — A aplicacéo topica do horménio juvenil, bem como de seu solvente, hexano,
no periodo larval ndo altera a morfogénese da glandula de veneno mas, da
mesma forma que a aplicacdo na emergéncia, promove uma aceleracao no ciclo
secretor e degeneracdo glandular precoce nas operérias. Os efeitos do hexano,

no entanto, ndo sao inécuos, porém menos efetivos do que os do horménio
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juvenil. Assim, embora potencializado pela acdo do solvente, o horménio juvenil
esta envolvido no controle do ciclo secretor da glandula de veneno de Apis

mellifera.

6 —Em rainhas virgens, a glandula apresenta-se bem desenvolvida e em plena
atividade secretora, mas degenera logo ap0s o acasalamento e inicio da atividade

de postura.

7 — O comprimento da glandula de veneno ndo aumenta com o avanco da idade
das operarias, mantendo-se praticamente o0 mesmo da emergéncia aos 30 dias,

tanto na africanizada, quanto em A. m. ligustica, A. m. carnica e A. m. caucasica.

8 — Nao existe relacdo entre o comprimento glandular e a quantidade total de
proteinas. As abelhas africanizadas possuem glandulas de veneno maiores que

as das subespécies européias, porém, uma menor quantidade de proteinas totais.

9 — O padrao eletroforético protéico € muito similar entre as subespécies
analisadas e o hibrido africanizado, sendo registradas variagbes em apenas uma

banda entre as operarias e uma entre as rainhas.

10 — Nas abelhas de origem européia ndo ha variagbes no comprimento das
glandulas de Dufour que, no entanto, tornam-se gradativamente maiores com a
idade nas africanizadas, o que promove diferencas de tamanho entre as

diferentes idades da africanizada com as européias.

11 — As glandulas de rainhas virgens ndo diferem quanto ao comprimento entre a
abelha africanizada e as subespécies, mas entre as fecundadas, o hibrido

apresenta glandulas maiores.
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Neste estudo foram analisados, histologicamente, o desenvolvimento poés-
embrionario das glandulas de veneno e de Dufour, bem como os efeitos da
aplicacéo topica de hormoénio juvenil, sobre a glandula de veneno do hibrido de
Apis mellifera L., conhecido como abelha africanizada. Andlises morfométricas
comparativas das glandulas de veneno e de Dufour e bioquimicas da glandula de
veneno da abelha africanizada e de trés subespécies, A. m. ligustica, A. m.
carnica e A. m. caucasica, foram, também, realizadas.

As analises histologicas do desenvolvimento pds-embrionario mostraram
gue existem trés pares de discos imaginais presentes no 7°, 8° e 9° segmentos
larvais. Durante a metamorfose o par de discos do 7° segmento forma a placa
subgenital, aquele do 8 origina as lancetas do ferrdo e o par presente no &
segmento origina as glandulas de veneno e de Dufour, além dos palpos do ferréo
e bainha.

Conforme mostrado histologicamente, as transformacdes glandulares que
ocorrem durante a metamorfose, ndo foram influenciadas pelo hormdénio juvenil
exdgeno, mas houve aceleracdo do ciclo secretor glandular em relacdo ao
controle, em todas as idades analisadas nas glandulas de operarias que
receberam aplicacdo de horménio juvenil diluido em hexano e de hexano puro,
durante o 5° estagio e na emergéncia. Estes dados indicam que o hormdnio
juvenil atua sobre a glandula de veneno e que esta atuacdo pode estar sendo

potencializada pelo solvente utilizado.

As analises morfométricas e bioquimicas comparativas da glandula de
veneno mostraram que, as glandulas de abelhas africanizadas, tanto de
operarias quanto de rainhas, apesar de maiores do que as das subespécies,
possuem menor teor de proteina total. O perfil eletroforético protéico de tais
glandulas revelaram que a Unica diferenca entre as operarias ocorreu nas
recém-emergidas de A. m. caucasica que ndo apresentaram a banda com peso
molecular de 105,4 kDa. Entre as rainhas, somente uma banda, ade 161,3

kDa, nao foi encontrada em rainhas de A. m . ligustica.

De acordo com as analises morfométricas da glandula de Dufour houve,

nas abelhas africanizadas, um aumento gradativo no comprimento, de recém-
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emergida para campeira, indicando que a glandula encontra-se mais

desenvolvida nestas operarias, e de rainhas virgens para fecundadas.
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The present histological investigation analyzed the post-embryonary
development of the Dufour and venom glands, as well as the juvenile hormone
effect on the venom gland in Apis mellifera hybrids, which are also known as
Africanized bees. Comparative morphometric and biochemical analyses of the
venom gland in Africanized bee and in three subspecies, A. m. ligustica, A. m.
carnica and A. m. caucasica, were also done.

The histological post-embryonary development results showed three pair of
imaginal discs present in segments 7", 8" and 9. During the metamorphosis, the
pair of imaginal discs of segment 7" originates the subgenital plate, those of
segment 8" originates the sting lancets and the pair of segment 9" originates the
Dufour and venom glands, besides originates the oblong plates and sheath lobes
of the sting.

As shown by the histology, the glandular changes that occur in the venom
gland during metamorphosis of workers treated with diluted juvenile hormone and
pure hexane during 5" instars and emergence are not influenced by the
exogenous juvenile hormone, but there was an increasing of the glandular cycle in
relationship to the control. These data suggest that the juvenile hormone actuate
on the venom gland and the solvent used may enhance such juvenile hormone
action.

The comparative morphometric and biochemical analyses of the venom
gland showed that although the Africanized bee glands are larger than the
subspecies, both workers and queens presented less amount of total protein. The
eletrophoretic profile of the venom glands showed that, among workers, only A. m.
caucasia does not present the 105.4 kDa band. Among queens, only A. m.
ligustica does not present the 161.3 kDa band.

The morphometric analyses showed a gradual increasing of the Dufour’s
gland length from newly emerged to forager workers, and from virgin to
fecundated queens, indicating that the venom gland is more developed in forager

workers and in fecundated queens.
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