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Morphologic Analysis of the Venom Gland of Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae) in populations of
Mato Grosso do Sul, Brazil

ABSTRACT - In Apis mellifera L. the venom gland (also called acid gland) is composed of secretory
cells that surround a channel that opens into a reservoir devoid of musculature. This gland can present
apical branching. In this study the frequency of branched venom glands in Africanized honeybee
workers (4. mellifera) from eleven localities in the state of Mato Grosso do Sul was recorded. The
relations among the length of the main duct, the length of the duct from the reservoir to the beginning
of branching, the length of the branched segment (when present) and the total length of the gland were
also analyzed. The frequency of branched glands varied from 50% to 83% in the workers, indicating
that this characteristic is primitive in those bees. The results of the Analysis of Discriminant Functions
indicated significant differences in the morphometrical segments of the venom gland (Wilk’s Lambda
=0.092; F ,, 5,=3.43; P<0.001), and permitted a differentiation of the populations studied. Using
the Mantel test we verified that there does not exist a significant correlation between the morphologic
characteristics and the geographical distance between the localities evaluated (Mantel r = -0.006, P
= 0.48). The high frequency of workers with large venom gland in all the apiaries considered makes
viable the development of a selection program in order to obtain bees with longer venom glands, aimed
at the commercial production of venom by the beekeepers of those localities of Mato Grosso do Sul.
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RESUMO - Em A4pis mellifera L. a glandula de veneno (também conhecida como glandula acida)
¢ composta por células secretoras que circundam um canal que desemboca num reservatorio sem
musculatura. A glandula pode apresentar bifurcac@o apical. Neste trabalho foi registrada a freqiiéncia de
glandulas de veneno ramificadas em operarias de abelhas africanizadas provenientes de onze localidades
do Mato Grosso do Sul. As relagdes entre o comprimento do ducto principal, o comprimento deste canal
desde o reservatdrio até a inser¢do da ramificagdo, comprimento da ramifica¢do (quando presente) e
comprimento total da glandula também foram analisadas. A freqiiéncia de glandulas ramificadas variou
de 50% a 83% nas operarias provenientes das diferentes localidades, indicando que essa caracteristica ¢
plesiomorfica nessas abelhas. Os resultados da analise de fungdes discriminantes indicaram diferengas
significativas na morfometria da glandula de veneno das abelhas das onze localidades (Wilk’s Lambda
=0,092; F ,, 5= 3,43; P < 0,001), permitindo assim uma diferenciacdo das populagdes que foram
estudadas. (Usando—se o teste de Mantel, verificou-se que ndo existe correlagdo significativa entre as
caracteristicas morfologicas e as distdncias geograficas para os locais avaliados (Mantel r = -0,006;
P = 0,48). A elevada freqiiéncia de operarias com glandula de veneno grande em todos os apiarios
considerados torna viavel o desenvolvimento de um programa de selegdo massal dirigida, para a
obten¢do de abelhas com glandulas de veneno mais longas, visando a producdo comercial de veneno
pelos apicultores daquelas localidades de Mato Grosso do Sul.
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A abelha melifera (Apis mellifera L.) é originaria da
Africa, Europa e Asia Menor e, devido a intervencdo do
homem, tem sido transportada a diferentes lugares do mundo
(Pardo et al. 1988). Na América do Sul, as subespécies A.
mellifera ligustica Spinola, A. mellifera mellifera L. e A.
mellifera iberica Goetze foram introduzidas entre 1832 e
1839, estabelecendo-se em regides temperadas, subtropicais
€, em menor grau, nas regides tropicais (Nogueira-Neto 1972,
Seeley 1985, Villa 1987).

Em 1956 o pesquisador brasileiro Warwick Estevam
Kerr tentou obter uma abelha melifera mais apropriada que
as ragas que tinham sido trazidas da Europa. Rainhas de
abelhas meliferas originarias da Africa, cujos descendentes
supostamente seriam melhor adaptados as condigdes tropicais
do Brasil, foram importadas e introduzidas em coldnias
experimentais em Piracicaba, SP (Kerr 1967). Em margo de
1957, alguns enxames de abelhas africanizadas escaparam
da floresta de Camaquan, a 14 km de Rio Claro, invadindo
a zona rural brasileira, onde as rainhas se cruzaram com
zangdes de abelhas meliferas européias que sdo mais doceis.
Atualmente as abelhas meliferas encontradas na natureza
sdo popularmente conhecidas como abelhas africanizadas,
um poli-hibrido resultante de cruzamentos entre A. mellifera
scutellata Lepeletier e as subespécies 4. m. mellifera, A.
mellifera iberica, A. mellifera caucasica Gorbachev, 4.
mellifera ligustica e A. mellifera carnica Pollmann (Ruttner
1986, Gongalves & Stort 1994). As abelhas meliferas
africanizadas receberam esse nome porque apresentam
caracteristicas semelhantes as da 4. mellifera scutellata no
que se refere a reprodugdo, ao comportamento de coleta de
alimento ¢ a defesa da coldnia.

A subespécie africana introduzida no Brasil, bem como
os seus hibridos, apresentam capacidade defensiva mais
eficiente e bem mais vigorosa do que a das subespécies que
aqui existiam antes da introdug@o (Stort 1972).

O aparelho de ferrdo de Hymenoptera Aculeata pode
ser dividido em duas partes principais: a primeira delas
¢ constituida por uma estrutura muscular e quitinosa,
responsavel pela introducdo do ferrdo e injegdo do veneno;
a segunda é composta por uma por¢ao glandular responsavel
pela producdo de veneno. Em A. mellifera, a porgdo
glandular associada ao ferrfo ¢ composta pelas glandulas de
Koshewnikow; basica ou de Dufour e acida ou de veneno
(Snodgrass 1956).

A glandula de veneno em A. mellifera localiza-se na
regido posterior do abdome, entre o reto e os ovarios.
Anatomicamente trata-se de um tibulo excretor fino de
comprimento variavel, podendo ser bifurcado na regido
distal e, na proximal, apresenta uma dilatagdo em forma de
saco, denominada reservatorio (Hermann & Mullen 1974,
Lello 1976). As células secretoras ocupariam apenas a regido
distal do reservatorio (Kerr & Lello 1962). Entretanto, toda
a extensdo da glandula em individuos jovens é secretora,
incluindo uma regido posterior do saco de veneno (Cruz-
Landim et al. 1967, Bridges & Owen 1984).

Assim, a bifurcagdo, o tubulo unico e o reservatorio
apresentam a mesma constitui¢do celular (Cruz-Landim &
Baldissera 1967, Abreu et al. 2005). De acordo com esses
autores, a glandula de veneno ¢ formada por duas camadas

celulares de origem ectodérmica: uma interna formada por
um epitélio pavimentoso simples, coberto por cuticula na
face lumial, e uma externa formada por células secretoras,
recobrindo o tubulo e/ou, parcialmente, o reservatdrio.

Segundo Cruz-Landim & Baldissera (1967) e Abreu
et al. (2005), o epitélio secretor é formado por células
com altura variavel, que geralmente sdo muito baixas no
reservatdrio, quando presentes. Cruz-Landim & Baldissera
(1967) verificaram que esse epitélio é mais alto na bifurcacdo
terminal e, no reservatorio, sua altura também aumenta com o
acumulo de secrecdo no interior das células e diminui quando
estas entram em fase regressiva.

As células secretoras apresentam pequenos canais internos
para a coleta da secregdo, os quais estdo ligados a um curto
canal excretor que descarrega a secrecdo na luz da glandula,
sendo conhecidos como canaliculos intracelulares, embora
estejam separados do citoplasma celular pela membrana
plasmatica (Cruz-Landim & Kitajima 1966).

Kerr & Lello (1962) e Lello (1976) identificaram trés
regides distintas no epitélio do reservatorio: a regido distal
¢ formada por epitélio liso, a regido proximal corresponde
ao duto secretor e possui um epitélio apresentando muitas
dobras transversais irregulares e a regido intermediaria, onde
o epitélio mostra-se dobrado.

Nogueira & Gongalves (1978) observaram que em abelhas
africanizadas recém-emergidas a glandula de veneno € mais
homogénea. Em operarias, oito dias apos a emergéncia, ela
apresenta desenvolvimento maximo, estando completamente
degenerada aos 20 dias de idade.

Nogueira (1976) analisou amostras de 13 ninhos contendo
abelhas africanizadas provenientes da regido de Ribeirdo
Preto, SP, e observou variagdo de 64% a 100% de operarias
com glandula de veneno ramificada. Arruda et al. (2005)
observaram que 30% das operarias que eles examinaram,
na regido de Dourados, MS, possuiam glandula ramificada
em sua extremidade. De acordo com Funari et al. (2001),
as abelhas africanizadas produzem e liberam mais veneno
do que as abelhas resultantes do cruzamento entre abelhas
africanizadas e italianas ou carnicas, mesmo apresentando
reservatdrio menor.

Lipps & Khan (2001) realizaram testes imunoldgicos
e detectaram a presenga de uma quantidade moderada de
histamina ¢ mioglobina no veneno de 4. mellifera, mas
ainda ndo se sabe a funcdo dessas substancias. De Lima
et al. (2000) observaram a agdo proteolitica da protease
do veneno de A. mellifera e sugeriram que a enzima
atua no processo de maturagdo ou na atividade de outros
componentes encontrados no veneno, que ¢ uma substancia
quimica complexa formada por agua, agticares, aminoacidos,
histamina e outros elementos (Arédes 2000).

Apesar de ser letal para o homem, quando aplicado em
grandes proporg¢des, o veneno de abelha ¢ um consagrado
medicamento contra diversos distirbios e problemas (Arédes
2000). Segundo Guimaries et al. (2004), os componentes
do veneno e/ou substancias liberadas no organismo podem
atuar na resisténcia vascular, contribuindo para altera¢des
na pressao arterial.

Este trabalho teve por objetivo verificar a freqtiéncia
de operarias de abelhas africanizadas com glandula de
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veneno ramificada e analisar as relagdes entre o tamanho da
ramificagdo, o comprimento do ducto principal, comprimento
desse ducto desde o reservatorio até a inser¢do da ramificagio
¢ o comprimento glandular total, comparando os dados de
populagdes de onze localidades do Mato Grosso do Sul.

Material e Métodos

Foram coletadas 150 operarias de abelhas africanizadas
em cinco colonias distintas (30 individuos por coldnia)
provenientes de apiarios situados em cada uma das seguintes
localidades do Mato Grosso do Sul: Amambai, Brasilandia,
Cassilandia, Campo Grande, Corumba, Costa Rica, Dourados,
Jardim, Miranda, Nova Andradina e Rio Negro.

As abelhas coletadas foram fixadas em Dietrich (30 ml
de alcool etilico a 96%, 10 ml de formaldeido, 2 ml de 4cido
acético glacial e 60 ml de agua destilada) por 24h (Begak
& Paulete 1976), sendo posteriormente mantidas em alcool
etilico a 70% até o momento da dissecagao.

A glandula acida ou de veneno pode apresentar-se com
ramifica¢do (bifurcada) ou sem ramificacdo (simples). A
morfologia da glandula foi avaliada quanto ao comprimento
do ducto principal da glandula (CD); comprimento do
ducto principal, desde o reservatdrio da glandula acida até a
inser¢do da ramificagdo (CDI); comprimento da ramificacdo
(CR), e comprimento glandular total (CT), que inclui o ducto
principal e a ramificag¢@o, quando presente (Fig.1).

Realizou-se a analise de variancia (ANOVA) ¢
posteriormente o teste de Tukey, com o = 0,05, para comparar
as variaveis morfologicas da glandula de veneno, entre as
abelhas pertencentes as colonias de cada localidade.

Utilizou-se a analise de fung¢des discriminantes ou
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“analise de variaveis candnicas”, para testar a significancia
das diferencas entre os parametros morfométricos para as
onze localidades consideradas. O objetivo dessa analise foi
substituir o conjunto original das diversas mensuragdes por
combinag¢des lineares das variaveis, a fim de expressa-las
em um menor nimero possivel de caracteres para melhorar
a discriminagao (diferenciag@o) dos grupos definidos.

A eficiéncia na diferenciagéo entre os grupos ¢ dada pelo
coeficiente de Wilk’s Lambda, com variagdo de 1 (nenhum
poder discriminante) até zero (perfeito poder discriminante),
que permite a determinag@o da varidvel morfométrica com
maior poder de discriminagio.

A matriz de Mahalanobis foi utilizada para a realiza¢do
de uma analise de agrupamento, por meio do método de
ligagdo UPGMA (Unweighted Pair Group Method Average),
permitindo visualizar a similaridade entre as popula¢des das
diferentes localidades.

A matriz de distancia geografica entre os locais foi obtida
pela plotagem e localizagdo das regides em uma base cartografica
(1:1.000.000), permitindo verificar a existéncia de variagdo dos
padrdes morfoldgicos por meio de geografia espacial.

Resultados e Discussio

De acordo com os resultados obtidos (ANOVA) para
as abelhas de cada localidade, as varidveis: comprimento
do ducto principal (CD), comprimento do ducto desde
o reservatério até a inser¢do da ramificacdo (CDI),
comprimento da ramificagdo (CR) e comprimento glandular
total (CT) ndo apresentaram diferenga significativa (P >
0,05) entre si, para as abelhas das localidades de Amambai e
Miranda. Esses resultados se assemelham aos de Oliveira Jr.

Comprimeto do ducto principal da glandula de veneno

Reservatorio (R)

(CD)

Comprimento do ducto principal, desde o
reservatdrio até a inser¢do da ramificagdo

/ | (CDI)
N —F
v (c;)\\
Comprimento a\i
ramificagdo
Comprimento total da glandula (CT) CR
| CD I
(CT=CD +CR)

Fig. 1. Esquema da glandula de veneno em operarias de 4. mellifera apresentando as regides morfologicas aferidas (ilustrado

por V. M. Arruda).
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et al. (2000) os quais propuseram que, para a variabilidade
intra-populacional, a selecdo normalizante favorece
individuos mais adaptados, que constituem o tipo mais
comum encontrado em cada populag@o.

Entretanto, as variaveis morfométricas das abelhas das
localidades de Cassilandia, Corumba, Dourados, Jardim e
Nova Andradina (CD, CDI, CR e CT), Brasilandia e Costa
Rica (CD, CDI e CT), Rio Negro (CD, CDI e CR) e Campo
Grande (CDI e CR) apresentaram diferenca significativa (P
< 0,05) entre si, indicando heterogeneidade morfométrica
entre as glandulas de veneno dessas abelhas.

As abelhas de Dourados apresentaram os menores
valores para as variaveis morfoldgicas avaliadas, enquanto
que os maiores valores foram registrados para as abelhas
de Cassilandia. Portanto, as abelhas de Dourados seriam
menos apropriadas para a exploragdo comercial do veneno
(Tabela 1), uma vez que segundo Brizola-Bonacina et al.
(2006) a produgdo de veneno ¢ diretamente proporcional ao
comprimento glandular total.

A presenca de ramificagdo na glandula de veneno em
Hymenoptera é considerada um carater plesiomorfico ainda
mantido por algumas espécies e, quanto maior é o numero
de filamentos glandulares ou quanto mais proximo do
reservatorio ocorrer a unido desses filamentos com o canal
central, maior seria o grau de ancestralidade, uma vez que a
tendéncia evolutiva seria a perda das ramifica¢des (Kerr &
Lello 1962, Robertson 1968).

Considerando-se que para cada uma das onze localidades
analisadas mais de 50% dos individuos avaliados apresentaram
glandula de veneno ramificada (Fig. 2), este fendtipo
representaria uma caracteristica ancestral.

Os resultados da analise de fungdes discriminantes
indicaram diferencas significativas na morfometria da
glandula de veneno entre as abelhas das onze localidades
analisadas (Wilk’s Lambda =0,092; F =3,43,P<0,001),

(40,55)

permitindo diferenciar as popula¢des das localidades.

A primeira raiz candnica (Raiz ), com coeficientes
superiores a 0,90, explicou as variagdes na morfologia da
glandula de veneno em 80% dos casos (CT, CD ¢ CDI),
evidenciando que essas variaveis sd3o as mais importantes
na diferenciag@o entre as populagdes das onze localidades
analisadas. Entretanto, a semelhan¢a entre os valores
observados sugere que essas secgdes morfoldgicas variam
concomitantemente e em conjunto, enquanto que os demais
20% (CR) foram explicados pela Raiz , com coeficiente de
0,84 (Tabela 2).

A analise de agrupamento das colonias, desenvolvida a
partir da matriz de distancias generalizadas de Mahanalobis,
indicou a formagdo de quatro agrupamentos regionais: A
- Campo Grande, Cassilandia, Costa Rica, Brasilandia,
Corumbad, Nova Andradina e Rio Negro; B - Jardim e
Amambeai; C - Miranda e D - Dourados (Fig. 3).

Os agrupamentos A, B e C concentram-se principalmente
na Regido Sudeste e na Central do estado e referem-se as
abelhas com glandulas mais semelhantes entre si, quando
comparadas com aquelas do agrupamento D.

As abelhas que caracterizaram o agrupamento A,
concentraram-se principalmente na Regido Norte do estado,
desde o Leste até a Regido Oeste, proximo a Bolivia.

O agrupamento D foi o mais diferenciado, pois as abelhas
dessa regido apresentaram os menores valores médios para
todas as varidveis analisadas. Os demais agrupamentos
(A, B e C) apresentaram arecas de sobreposicdo (Fig.
4), uma vez que os valores médios obtidos na avaliagdo
morfométrica foram maiores e mais proximos entre si
(Tabela 1). Entretanto, o resultado do teste de Mantel,
indicou que ndo existe correlagdo significativa entre as
caracteristicas morfologicas da glandula de veneno e
as distdncias geograficas para as localidades analisadas
(Mantel r = - 0,006; P = 0,48).

Tabela 1. Comprimentos médios (mm) e respectivos desvios padrdes de cada seccdo morfoldgica avaliada na glandula
de veneno de operarias de 4. mellifera provenientes de onze localidades de Mato Grosso do Sul.

Localidade Ducto principal Ramificacdo zclél(i:rtl(;cizs;(l)e d(;rrzsﬁeq?filitgg()) gﬁ;ﬁ%ﬁgﬁggﬁ
Amambai 12,8 £ 0,85 0,7+0,10 11,6 £ 0,52 13,5+ 0,85
Brasilandia 14,8 + 1,34 0,6 £0,12 13,9 + 1,37 15,4 £1,39
Cassilandia 18,6 + 1,62 1,1 £0,76 16,6 + 1,42 19,7 £2,06
Campo Grande 16,7 £ 1,07 0,8+ 0,48 15,9 £1,75 17,6 £ 0,68
Corumba 15,5 +2,47 0,5+0,29 14,4 £2,15 16,0 £2,73
Costa Rica 15,5+ 1,44 0,9+0,18 14,2 + 1,60 16,4 £ 1,33
Dourados 7,3+0,99 0,3+0,12 6,8 £ 1,04 7,6 £1,03
Jardim 12,4 + 1,89 0,5+0,19 11,6 £ 1,77 12,9 £ 1,86
Miranda 14,7 £ 0,66 0,6 + 0,081 13,6 + 0,68 15,4 £ 0,63
Nova Andradina 16,5+ 4,12 0,5+0,27 15,4 +2,61 17,0 £3,15
Rio Negro 15,6 + 0,73 0,4 +0,23 15,2+ 0,95 16,0 £ 0,58
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Fig. 2. Freqiiéncia de glandulas ramificadas em operarias A. mellifera para as colonias analisadas nas onze localidades avaliadas

do Mato Grosso do Sul.

As abelhas das colonias provenientes de Dourados
apresentaram glandula com comprimento total inferior a
8,15 mm, que podem ser consideradas pequenas, segundo os
critérios utilizados por Arruda et al. (2006). Por outro lado,
as abelhas das colonias das demais localidades (Amambai,
Brasilandia, Cassilandia, Campo Grande, Corumba, Costa
Rica, Jardim, Miranda, Nova Andradina e Rio Negro),
apresentaram glandulas de veneno grandes (maiores que
8,15 mm).

Os agrupamentos A, B e C apresentaram areas de
sobreposicdo (Fig.4) e abrangeram praticamente todo o Mato
Grosso do Sul. Nos trés grupos considerados predominou o
fendtipo glandula grande.

Esses resultados indicam uma predominéncia de populagdes
com caracteristicas fenotipicas semelhantes, em dez das onze
localidades consideradas. A elevada freqiiéncia de operarias

com glandulas de veneno grande nas localidades estudadas
(Amambeai, Brasilandia, Cassilandia, Campo Grande, Corumba,
Costa Rica, Jardim, Miranda, Nova Andradina ¢ Rio Negro)
torna viavel o desenvolvimento de um programa de selegéo
massal dirigida, para a obtengio de abelhas com glandulas de
veneno mais longas, visando a producéo comercial de veneno
pelos apicultores do Pantanal Sul-Mato-Grossense.

Essas observagdes sdo concordantes com aquelas feitas
em operarias de 4. mellifera africanizadas, originarias da
regido do pantanal Sul-Mato-Grossense, onde a maioria
das populagdes analisadas era composta por abelhas com
glandula grande (Arruda ef al. 2006).

O isolamento do agrupamento D (Fig. 4), constituido
por operarias com glandulas pequenas, observadas apenas
na regido de Dourados, sugere a formagdo de um “bolsdo
genético” diferente dentro do Mato Grosso do Sul.

Tabela 2. Coeficientes Candnicos da Analise de Fungdes Discriminantes para varidveis morfométricas da glandula de
veneno de operarias de A. mellifera considerando-se as onze localidades avaliadas no estado de Mato Grosso do Sul.

Variaveis Raiz ; Raiz ,

Comprimento do ducto desde o reservatdrio até a insercdo da ramificagio 0,953353 -0,29328
Comprimento da ramificag@o 0,540218 0,841358
Comprimento do ducto principal 0,989623 -0,13783
Comprimento glandular total 0,998454 -0,03858
Variavel explicativa 3,176981 0,814381
Percentual da explicagdo dos fatores 0,794245 0,203595
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Campo Grande

Cassilandia

Costa Rica

Brasilandia

Corumba

Nova Andradina

Rio Negro

Jardim

Amambai

Miranda

Dourados

| |
0,0 0,5

| | |
1,0 1.5 2,0

Fig. 3. Dendograma de similaridade resultante da analise morfoldgica da glandula de veneno em operarias de 4. mellifera

considerando-se onze localidades do Mato Grosso do Sul.

!

i)

Fig. 4. Agrupamentos resultantes da Analise de Fungdes Discriminantes, de acordo com a Raiz , e dreas de sobreposi¢io entre

0S8 mEsmos.
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