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RESUMO

A apicultura no Brasil, com excecéo da Ilha de Fernando de Noronha - PE é desenvolvida
quase na maioria com abelhas africanizadas, um poli hibrido resultante do cruzamento entre
subespécies de abelhas europeias com abelhas africanas. O semi-arido brasileiro possui uma vasta
diversidade floral e um microclima Unico e condicdes privilegiadas para o desenvolvimento da
apicultura, resultado da sua diversidade de ecossistemas, sendo que a maior parte é predominante
o0 bioma caatinga. Sendo, a atividade apicola, uma das principais atividades de ocupacao e geracao
de renda aos seus habitantes neste bioma e vem contribuindo para o desenvolvimento econémico
das comunidades locais com a comercializacdo de mel e outros produtos. A apicultura
desenvolvida com diferentes ecétipos pode apresentar algumas particularidades, uma vez que as
abelhas que compdem essas populacbes possuem caracteristicas especificas que as tornam mais
adaptadas ao ambiente em que vivem. Informacgdes sobre ancestralidade sdo importantes em
programas de criagdo de abelhas, pois podem ajudar os apicultores a identificar e selecionar as
melhores caracteristicas para seus apiarios. As populacbes de abelhas podem ser altamente
diversas, com variacbes em caracteristicas como producdo de mel, resisténcia a doencas e
temperamento. Compreender a ancestralidade de cada abelha pode ajudar a identificar aquelas com
caracteristicas desejaveis e a procriar seletivamente para essas caracteristicas. E importante
também, para entender sua distribuicdo geografica, bem como suas respostas as mudancas
ambientais, permitindo assim a implementacdo de medidas de conservagdo e manejo adequado no
semiarido brasileiro. Técnicas como a morfometria geométrica das asas, tém sido amplamente
utilizando no estudo de populacdes e, principalmente em abelhas africanizadas. Ela tem permitido
distinguir entre diferentes espécies de abelhas, muitas das quais podem ser dificeis de identificar
apenas por caracteristicas visuais. 1sso é especialmente importante para as abelhas africanizadas,
que sdo frequentemente confundidas com outras espécies de abelhas nativas, também as técnicas
morfométricas podem ser usadas para monitorar a saude das abelhas africanizadas e detectar
possiveis efeitos ambientais ou de doencas. Por exemplo, mudancas na morfologia das asas ou do
corpo podem indicar exposicdo a pesticidas ou outros poluentes. A morfometria pode ser Util para
a conservacao e manejo das abelhas africanizadas e de seus ecossistemas e biomas. A identificacdo
precisa de espécies e populacdes pode ajudar a planejar medidas de conservacdo e manejo mais
eficazes, enquanto a monitoracdo da variacdo e da salude pode ajudar a identificar as areas em que
essas medidas sdo mais necessarias. Além de ser uma técnica de baixo custo, a morfometria
geométrica apresenta alta precisao na identificacdo das subespécies e no posicionamento racial das
abelhas africanizadas. Diante disso, 0 objetivo geral desse trabalho foi determinar o
posicionamento racial de abelhas africanizadas (Apis mellifera L.) do semiarido brasileiro. O
estudo foi dividido em dois experimentos, resultando em dois capitulos. Em ambos o0s
experimentos, foram utilizadas operarias de abelhas africanizadas provenientes de regido
semiarida. No experimento I, objetivou-se avaliar a existéncia de ecotipos localmente adaptados
de populagdes de abelhas africanizadas em diferentes localidades do semiarido. Para tanto, as
amostras foram coletadas de 20 municipios em 8 estados, totalizando 1970 amostras analisadas.
As amostras foram analisadas utilizando a morfometria geométrica de asas. Destas asas foram
analisados os 19 marcos anatdmicos, aplicando a validacdo cruzada, a analise de variaveis



candnicas e distancias de Mahalanobis. Foram observadas diferencas estatisticas entre as
populacdes de abelhas africanizadas no semiarido brasileiro. Os ecotipos mais similares foram
Piaui e Minas Gerais, enquanto os mais distantes foram Sergipe e Ceara. O ec6tipo de Sergipe
apresentou uma menor distancia genética da populacdo africana, consequentemente uma maior
similaridade com as abelhas africanas puras (Apis mellifera scutellata), diferindo dos demais
estados. Ja no experimento |1, cujo objetivo foi verificar a existéncia de variacbes morfoldgicas
nas asas de abelhas africanizadas de linhagens higiénicas e de abelhas africanizadas de linhagens
ndo higiénicas. Para isto, foram utilizados apenas as asas de abelhas africanizadas da regido de
Mossoro oriundos do Setor de Apicultura da UFERSA. Foi aplicado o teste de comportamento
higiénico em 33 coldnias de abelhas africanizadas. Para isso, foi utilizando a validagéo cruzada, a
Analise das Variaveis Canbnicas e a Distancia de Procrustes, buscando identificar padrdes
mofomeétricos e raciais que tivessem influéncia no comportamento higiénico. Houve diferengas
estatisticas entre os grupos higiénico e ndo higiénico e as subespécies avaliadas (p<0.01). Coldnias
com taxa de comportamento higiénico de 100% foram as que possuiram maior proximidade com
as abelhas africanas, alemaes e italianas. Podemos afirmar que apesar de serem coldnias de abelhas
africanizadas situadas no semiarido brasileiro, cada popula¢do possui suas particularidades e
necessitam protecgéo.

Palavras-chave: Morfometria Geométrica. Padrdes de Asa. Ecétipos. Semiarido. Comportamento
higiénico



ABSTRACT

Beekeeping in Brazil, with the exception of the island of Fernando de Noronha - PE, is developed
almost mostly with Africanized bees, a polyhybrid resulting from the crossing between subspecies
of European bees with African bees. The Brazilian semi-arid region has a vast floral diversity and
a unique microclimate and privileged conditions for the development of beekeeping, as a result of
its diversity of ecosystems, most of which are predominantly in the caatinga biome. Being, the
beekeeping activity, one of the main activities of occupation and generation of income to its
inhabitants in this biome and it has been contributing for the economic development of the local
communities with the commercialization of honey and other products. Beekeeping developed with
different ecotypes may present some particularities, since the bees that make up these populations
have specific characteristics that make them more adapted to the environment in which they live.
Ancestry information is important in beekeeping programs as it can help beekeepers identify and
select the best traits for their apiaries. Bee populations can be highly diverse, with variations in
traits such as honey production, disease resistance and temperament. Understanding each bee's
ancestry can help identify those with desirable traits and selectively breed for those traits. It is also
important to understand its geographic distribution, as well as its responses to environmental
changes, thus allowing the implementation of conservation measures and adequate management
in the Brazilian semi-arid region. Morphometric techniques, such as geometric morphometics of
the wings, have been widely used in the study of populations and, mainly in Africanized bees,
allow distinguishing between different species of bees, many of which can be difficult to identify
only by visual characteristics. This is especially important for Africanized bees, which are often
confused with other native bee species, also morphometric techniques can be used to monitor the
health of Africanized bees and detect possible negative effects of the environment or disease. For
example, changes in wing or body morphology may indicate exposure to pesticides or other
pollutants. Morphometry can be useful for the conservation and management of Africanized bees
and their ecosystems and biomes. Accurately identifying species and populations can help design
more effective conservation and management measures, while monitoring variation and health can
help identify areas where such measures are most needed. In addition to being a low-cost
technique, geometric morphometrics is highly accurate in identifying subspecies and racial
positioning of Africanized bees. Therefore, the general objective of this work was to determine
the racial positioning of Africanized bees (Apis mellifera L.) in the Brazilian semi-arid region. The
study was divided into two experiments, resulting in two chapters. In both experiments,
Africanized bee workers from the semi-arid region were used. In experiment I, the objective was
to evaluate the existence of locally adapted ecotypes of Africanized bee populations in different
locations in the semiarid region. For this purpose, samples were collected from 20 municipalities
in 7 states, totaling 1970 analyzed samples. Samples were analyzed using wing geometric
morphometrics. Of these wings, the 19 landmarks were analyzed, applying the analysis of
canonical variables and Mahalanobis distances. Statistical differences were observed between
Africanized bee populations in the Brazilian semiarid region. The most similar ecotypes were Piaui
and Minas Gerais, while the most distant were Sergipe and Ceara. The Sergipe ecotype presented
a smaller genetic distance from the African population, consequently a greater similarity with the



pure African bees (Apis mellifera scutellata), differing from the other states. In experiment II,
whose objective was to verify the existence of morphological variations in the wings of
Africanized bees from hygienic lineages and Africanized bees from non-hygienic lineages. For
this, only the wings of Africanized bees from the region of Mossor6 from the Beekeeping Sector
of UFERSA were used. The hygienic behavior test was applied to 33 colonies of Africanized bees.
For this, the Analysis of Canonical Variables and the Procrustes Distance were used, seeking to
identify mophometric and racial patterns that had an influence on hygienic behavior. There were
statistical differences between hygienic and non-hygienic groups and evaluated subspecies
(p<0.01). Colonies with a hygienic behavior rate of 100% were the ones that were closest to
African, German and Italian bees. We can say that despite being colonies of Africanized bees
located in the Brazilian semi-arid region, each population has its particularities and needs
protection.

Keywords: Geometric Morphometrics. Wing Patterns. Ecotypes. Semi-arid. hygienic behavior.
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Figura 8. Dendrograma gerado pelo UPGMA ilustrando as medias de distancias morfométricas
entre as diferentes ecétipos de abelhas africanizadas do semiarido brasileiro e subespécies de
abelhas meliferas (Apis mellifera). AL — Alagoas, BA — Bahia, CE — Ceara, MG — Minas Gerias,
PA — Paraiba, Pl — Piaui, RN — Rio Grande do Norte, SE — Sergipe, LI — Apis mellifera lingustica,
ME - Apis mellifera mellifera, CA — Apis mellifera carnica, SC — Apis mellifera
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CAPITULO Il - COMPORTAMENTO HIGIENICO E SUAS DIVERGENCIAS
MORFOMETRICAS.

Figura 1. Quadro teste de uma coldnia de abelhas africanizadas que foi submetido ao teste do
comportamento higiénico pelo método de perfuracio de crias. Area (A) representa o controle e (B)

0 tratamento pos 24

Figura 2. Asa com os 19 marcos anatdmicos plotados nas interseccdes das asas da abelha

africanizada Apis melifera

Figura 3. Asa mesotoracica direita de Apis mellifera mostrando uma nervura regular com células
definidas por veias longitudinais e transversais, as ultimas sdo indicadas por duas letras indicando
quais veias longitudinais elas conectam (veia anterior primeiro, depois posterior) e abreviadas por
letras minasculas. 1: célula radial; 2: célula marginal; 3: 12 célula submarginal; 4: 22 célula
submarginal; 5: 32 célula submarginal; 6: 12 célula medial; 7: 22 célula medial; 8: 12 célula cubital;
9: 22 celula cubital. A: veia anal; C: veia costal; Cu: veia cubital; M: veia medial (basal); D: veia
radial; Rs: setor radial; Sc: veia subcostal. A célula costal entre as veias C e Sc+M é tdo reduzida
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Figura 4. Grafico de dispersdo de col6nias higiénicas e ndo higiénicas de abelhas africanizadas
Apis mellifera L. e subespécies, carnica Apis mellifersa carnica, italiana Apis mellifera lingusta,
alemd@ Apis mellifera mellifera e a africana Apis mellifera scutellata, em relacdo aos eixos

cartesianos estabelecidos pelas variaveis canbnicas 1 e 2 obtidos a partir da morfometria das

Figura 5. Variacdo média da forma das asas de abelhas Apis mellifera de diferentes subespécies e
africanizadas de linhagens higiénicas e ndo higiénicas. O contorno em azul claro significa a forma
média da asa anterior direita, a forma padrdo, e o contorno azul escuro refere-se a forma de asa
anterior direita da abelha no respectivo a deformacao referente a sua variavel canénica, tanto no
eixo positivo como no
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Figura 6. Dendrograma gerado pelo UPGMA ilustrando as médias de distancias morfométricas
entre as diferentes subespécies de abelhas meliferas (Apis mellifera) e linhagens higiénicas e ndo
higiénicas de abelhas africanizadas do semiérido
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Figura 7. Gréafico de dispersdo dos grupos de colbnias de abelhas africanizadas com diferentes
taxas de comportamento higiénico em relacdo aos eixos cartesianos estabelecidos pelas variaveis

candnicas 1 e 2 obtidos a partir da morfometria das asas.

Figura 8. Variagdo media da forma das asas dos grupos de abelhas africanizadas do semiérido
brasileiro (Apis mellifera) com diferentes taxas de comportamento higiénico. O contorno em azul
claro significa a forma média da asa anterior direita, a forma padrdo, e o contorno azul escuro
refere-se a forma de asa anterior direita da abelha no respectivo a deformacao referente a sua
variavel candnica, tanto no eixo positivo como no
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Figura 9: Dendrograma gerado pelo UPGMA ilustrando as médias de distancias morfométricas
entre os grupos de abelhas africanizadas do semiarido brasileiro (Apis mellifera) com diferentes
taxas de comportamento

(0] ToTT=] 0 ol TSSOSO OPRPRR 109



LISTA DE TABELAS

Tabelal - Classificagdo das 25 subespécies de Apis mellifera em seus ramos evolutivos
identificadas por Ruttner, (1988) e apresentada por Grassi (2009)

CAPITULO | - ECOTIPOS E POSICIONAMENTO RACIAL DAS ABELHAS
AFRICANIZADAS APIS MELLIFERA L. DO SEMIARIDO BRASILEIRO.

Tabela 1. Localizag6es, coordenadas e niumero de amostras de abelhas africanizadas utilizados no
1) (0o o F OSSPSR PRSP 65-66

Tabela 2. Classificagcdo das amostras em porcentagem dentro de suas respectivas populacgdes
gerada a partir da anélise de validagao Cruzada............cccceivrieieieiieneie s 71-72

Tabela 3. Diferencas estatisticas das distancias quadradas de Mahalanobis (diagonal superior) e
Distancias quadradas de Mahalanobis (diagonal inferior) entre as populacbes de abelhas
africanizadas Apis mellifera L. de diferentes regides do Semirido brasileiro obtidas a partir da
analise das varidveis canbnicas. *AL — Alagoas, BA — Bahia, CE — Ceara, MG — Minas Gerias,
PA — Paraiba, Pl — Piaui, RN — Rio Grande do Norte, SE — SErgipe.........cccccovvviiiiiiiiieiiiianns 72

Tabela 4. Classificagdo das amostras em porcentagem dentro de seus respectivos ecotipos e
subespécies de abelhas meliferas (Apis mellifera) gerada a partir da analise de validagdo
(o (U2 Lo - WO PSPPSR 75-76

Tabela 5. Diferencas estatisticas das distancias quadradas de Mahalanobis (diagonal superior) e
Distancias quadradas de Mahalanobis (diagonal inferior) entre os ecotipos de abelhas africanizadas
Apis mellifera L. de diferentes regides do Semiarido brasileiro e subespécies de abelhas meliferas
(Apis mellifera)., obtidas a partir da anélise das variaveis candnicas. *AL — Alagoas, BA — Bahia,
CE — Ceara, MG — Minas Gerias, PA — Paraiba, Pl — Piaui, RN — Rio Grande do Norte, SE —



Sergipe, LI - Apis mellifera lingustica, ME — Apis mellifera mellifera, CA — Apis mellifera carnica,

SC — Apis mellifera SCULEITALA. ...........c.ociiiiie e 78

CAPITULO Il — COMPORTAMENTO HIGIENICO E SUAS DIVERGENCIAS
MORFOMETRICAS.

Tabela 1. Classificacdo das amostras em porcentagem dentro de suas respectivas subespécies e
linhagens gerada a partir da analise de validagdo cruzada entre abelhas carnicas (Apis mellifera
carnica) - CA, italianas (Apis mellifera lingustica) - LI, alemas (Apis mellifera mellifera) - ME,
africanas (Apis mellifera scutellata) e africanizadas (Apis mellifera L.) higiénicas - H e nédo
NIGIENICAS = N H... oottt te et 102

Tabela 2. Diferencas estatisticas das distancias quadradas de Mahalanobis (diagonal inferior) e
distancia de Procrustes. (diagonal superior) entre abelhas carnicas (Apis mellifera carnica) - CA,
italianas (Apis mellifera lingustica) - LI, alemas (Apis mellifera mellifera) - ME, africanas (Apis
mellifera scutellata) e africanizadas (Apis mellifera L.) higiénicas - H e ndo higiénicas - N.H,
obtidas a partir da analise das variaveis
(072 Vg 0] o] Tor: S F TSR URTPRTRRPOR 103

Tabela 3. Distancias quadradas de Mahalanobis (diagonal inferior) e Distancia de Procrustes.
(diagonal superior) entre abelhas carnicas (Apis mellifera carnica) - CA, italianas (Apis mellifera
lingustica) - LI, alemé&s (Apis mellifera mellifera) - ME, africanas (Apis mellifera scutellata) - SC
e abelhas africanizadas (Apis mellifera L.) higiénicas - H e Nao Higienicas - N.H, obtidas a partir

da aNAlISE daS VATTAVEIS CANOMICAS. ... . .eeeeeeee e ettt e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e eeeeeeenanaiaans 104

Tabela 4. Classificacdo das amostras em porcentagem dentro dos seus respectivos grupos gerada

a partir da analise de validagao Cruzada.............cccveieiieiiiie e 108



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

UFERSA Universidade Federal Rural do Semi-Arido

NCTA Nucleo de Capacitacdo Tecnoldgica em Apicultura

CH Comportamento Higiénico

H Higiénica

NH Né&o higiénica

AL Alagoas

BA Bahia

SE Sergipe

PA Paraiba

CE Ceara

Pl Piaui

MG Minas Gerais

RN Rio Grande do Norte

UPGMA Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic
Avarages

CcVv Variavel Canbnica

SC Apis mellifera scutellata

LI Apis mellifera lingustica

ME Apis mellifera mellifera

CA Apis mellifera carnica

UFERSA Universidade Federal Rural do Semi-Arido

NCTA Nucleo de Capacitacdo Tecnologica em Apicultura



LISTA DE SIMBOLOS

Maior que
Menor que

Porcentagem

Igual

Nivel de significancia



SUMARIO

1. INTRODUGAO. ...ttt es s sste sttt s st
2. REVISAO DE LITERATURA. ....c.ooiiet et eee e tesis s sessess s
2.1. O SEMIAIAO DIASHEITO.....cuiiiiiiieiieieiee e
2.2. ATfricanizagdo das abelNas...........cooviiiiiii
2.3 Comportamento HIGIENICO. ........ccuiiiee e sre s
2.4 EStUdO de POPUIACDES. .......veuieeieieiee e
2.5 Morfometria GEOMEALIICA U ASA.........cceierieieriesie s et eee e se e ste e e e sreeneas

25.1 Morfometria geométrica de asa nas abelhas africanizadas (Apis mellifera L.) do

=T =TT | PSPPSR
3. (0] =] = 1 1V 1T
3.1. (0] o] [ E)V o I [=] - TS TP RO P PP PRURPRO
3.2. ODbjJetiVOS ESPECITICOS. ....veueivirterieieie et
4, REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cooiieieeeeeeeeseeessessses s ses s senensenes

CAPITULO | — ECOTYPES AND RACIAL POSITIONING OF AFRICANIZED HONEY
BEES APIS MELLIFERA L. FROM THE BRAZILIAN SEMI-ARID
REGION . ..o b et b b et s e e b et e b e b e e b e e e beenn e
CAPITULO Il - HYGIENIC BEHAVIOR AND ITS MORPHOMETRIC
DIVERGENCES...... ..ot e
S. CONSIDERAGOES FINAIS........coiiiiieiieeeieetee ettt

23
28
28
30
32
34
36
38

45
45
45
46
59

92



1. INTRODUCAO

O semiérido brasileiro representa 18,2% do territorio nacional, o que equivale a
1.128.697 km?, sendo sua maior parte na regido Nordeste. Conhecido por suas
temperaturas predominantemente altas, precipitaces escassas e concentradas em
periodos curtos e déficit hidrico o Semiarido muitas vezes tem o seu lado positivo
esquecido, como o seu potencial apicola (ARAUJO, 2011; SA 2018; OLIVEIRA, 2015).
Possuindo uma vasta diversidade floral e um microclima Unico, essa regido possui
condigOes privilegiadas para o desenvolvimento da apicultura, resultado da sua
diversidade de ecossistemas, sendo que a maior parte € predominante o bioma caatinga
(BENDINI et al., 2021).

O bioma Caatinga possui papel importante na producdo de mel do nordeste, sua
vegetacdo, exclusivamente brasileira, possui uma variada flora que abriga diversas
espécies de plantas com potencial apicola, indo de plantas arbustivas a arboreas, gerando
fontes de alimento para as abelhas nos periodos de escassez (SILVA et al., 2018;
BENDINI et al., 2021). Sendo assim, a apicultura é uma das principais atividades de
ocupacdo e geracdo de renda aos seus habitantes deste bioma, além disso, a atividade
contribui para o desenvolvimento econémico das comunidades locais, ja que o mel e
outros produtos produzidos é comercializado e gera renda para os apicultores (VIDAL,
2013). Mesmo com todas as condi¢des adversas a regido Nordeste é o segundo maior
produtor de mel do Brasil, sendo o estado do Piaui o terceiro maior produtor nacional e 0
maior do nordeste, produzindo 6.875.615 quilogramas por ano, ficando atras apenas do
Parané e Rio Grande do Sul, todos utilizando as abelhas africanizadas (IBGE, 2021).

A apicultura nordestina possui um diferencial de mercado, sua abundancia floral,
microclima favoravel e vastas areas ndo exploradas, possibilita um alto potencial
produtivo de mel organico (PAULA NETO E ALMEIDA NETO, 2006; LIRA, 2008). O
mel nordestino é reconhecido por suas baixas taxas de contaminacdo por pesticidas e
antibidticos (VIDAL, 2018). Mesmo com todo o potencial, vale destacar que parte do
sucesso da apicultura nordestina esta associada ao tipo de abelhas utilizadas na atividade,

que sao as abelhas africanizadas (Apis mellifera L.).

A abelha africanizada é um poli hibrido que teve origem no Brasil em 1956, com
a introducdo de abelhas africanas (Apis mellifera scutellata), as quais acidentalmente
foram soltas no ambiente e cruzaram-se livremente com as abelhas italianas (Apis
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mellifera lingustica), alemas (Apis mellifera mellifera) e carnicas (Apis mellifera carnica)
que ja eram presentes no Brasil, oriundas de introducéo por parte dos imigrantes (KENT,
1988; GUZMAN-NOVOA, et al. 2011). Esses cruzamentos resultaram em um
polihibrido com dominancia dos caracteres africanos, e possuindo como principais
caracteristicas a precocidade de nascimento das rainhas, maior taxa de crescimento e
enxameagem, garantindo sua adaptacdo aos mais diversos ambientes e justificando o
sucesso da sua dispersdo (WINSTON, 1992; SCHNEIDER et al., 2004; CALFEE et al.,
2020), a qual provavelmente gerou diversos ecoétipos, que sdo individuos da mesma
subespécie que diferem unicamente em alguns caracteres morfolégicos e que se
encontram adaptadas as condic¢des locais (HAIG et al., 2006, NUNES et al., 2012). A
apicultura com ecdtipos pode apresentar algumas particularidades, ja que as abelhas que
compdem essas populacGes possuem caracteristicas especificas que as tornam mais
adaptadas ao ambiente em que vivem (GUZMAN-NOVOA & URIBE-RUBIO, 2004;
MORETTI et al., 2018).

Com o crescimento da apicultura nordestina e conhecendo a origem das abelhas
africanizadas, podemos observar que existem diferentes comportamentos e caracteristicas
entre colbnias de abelhas africanizadas alocadas no mesmo ambiente sob as mesmas
condicBes (SILVA et al., 2019; VIDAL, 2020). Sendo assim, necessario o entendimento
das populagdes utilizadas, buscando conhecer a fundo suas origens, identificar potenciais
fraquezas, beneficios e até mesmo padrdes para futuras selecdes (KADRI, 2016), afinal

0 primeiro passo da conservacgdo é o conhecimento do animal estudado.

Os estudos de populacdes atualmente estdo ligados a técnicas gendmicas,
geralmente sequenciando, mapeando e analisando 0s genomas das espécies de interesse
comercial (COBEY & SCHLEY, 2002; LECLERCQ et al., 2018; BOARDMAN, et al.,
2019). Porém, o que pouco se fala sdo os custos elevados destes tipos de pesquisa pois,
muitas vezes, essas analises precisam ser realizadas fora do Brasil tendo todo o custeio
em moeda estrangeira, elevando ainda mais os precos, tendo como exemplo a analise de
SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) a qual para realizar em abelhas africanizadas
teria que enviar as amostras para o Canadd (CHAMPMAN, et al., 2015; KADRI, 2016).
Buscando solucédo para o estudo de populagdes, a morfometria geométrica de asas surge
como uma alternativa simples, rapida e de baixo custo, com resultados chegando a taxas
de 99,5% (FRANCOY, 2008) de acerto na identificacdo de abelhas africanizadas,
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alcancando resultados tdo confidveis quanto os encontrados com técnicas moleculares
(HENRIQUES et al., 2020).

Nos Ultimos anos observa-se uma maior introducdo de abelhas europeias por
apicultores no Nordeste de Brasil na tentativa de diminuir a agressividade das abelhas
africanizadas e melhorar a relacéo entre apicultores e a populagédo em geral. No entanto,
essa é uma acdo que deve ser tomada com cautela e de forma responsavel e observa-se
que tem sido feito de forma clandestina e sem controle, 0 que pode ser uma ameaca a
nossa apicultura regional, principalmente com problemas de sanidade, como ja vem
ocorrendo em outras partes do mundo (LA RUA et al., 2002; HARPUR et al., 2012;
PAREJO et al., 2017) e no Brasil, como por exemplo a ocorréncia do Besouro Aethina
tumida , o qual a primeira notificagdo foi em 2015 no Estado de S&o Paulo, desde entdo,
os Estados do Rio de Janeiro em 2016 e do Mato Grosso do Sul, Parand em 2019 e mais
recente (2022) no Espirito Santo (NOTA TECNICA GEDSIA N° 003/2022 ) também
notificaram a presenca do agente nos apiarios (NT N°
3/2016/CIEP/DSA/SDA/GM/MAPA, NT-CADESA 02-1019), que acredita-se que essa
praga tenha chegado ao Brasil por meio de importacdes de abelhas ou materiais apicolas
contaminados, como caixas de colmeias e favos de mel. De acordo com a OEA e
Programa Estadual de Sanidade das Abelhas (PESADb) ndo se pode introduzir abelhas

rainhas e paises que tenham doencas que ndo tem no Brasil.

A introducdo de novas ragas de abelhas sem os devidos cuidados pode trazer
riscos, como a perda de caracteristicas genéticas adaptativas das populagdes locais, a
introducéo de doencas e pragas que podem afetar outras espécies de abelhas e a alteracdo
do equilibrio ecoldgico local (LA RUA etal., 2002; CARVALHO, 2022). Algumas ragas
de abelhas sdo ameacadas de extincdo e sua conservacdo € importante para manter a
biodiversidade e a salde dos ecossistemas (REQUIER et al, 2019). A presenca de
diferentes racas de abelhas no Brasil pode ajudar a preservar essas especies e garantir sua

sobrevivéncia no futuro.

Por isso, € importante que a introducdo de novas racas de abelhas seja feita de
forma responsavel e baseada em estudos cientificos e analises de riscos. E necessario
avaliar cuidadosamente as caracteristicas das novas racas de abelhas e sua capacidade de
se adaptar ao clima e ao ambiente local, bem como os possiveis impactos da introducéo
sobre as populacdes de abelhas nativas e 0 meio ambiente em geral (CARMO et al., 2004;
WINFREE, 2010; RUSSO et al., 2021). Alem disso, é importante que a introdugdo de
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novas racas de abelhas seja acompanhada de medidas de manejo e controle adequadas
para garantir a seguranca das pessoas e dos animais que convivem com as abelhas e a
preservacao do meio ambiente (ZALUSKI et al., 2014; SANTOS & MENDES, 2016).A
abelha africana quando comparada as abelhas europeias, possuem um comportamento
defensivo mais eficaz (O'MALLEY et al., 2009), esse comportamento foi herdado por
diversos ecotipos de abelhas africanizadas, possuindo um comportamento defensivo tao
eficiente como a das suas abelhas africanas originarias (SCHNEIDER et al., 2004). O
comportamento defensivo é um dos principais fatores que fazem com que os apicultores
brasileiros introduzam ragas europeias, buscando gerar racas mais doceis de se manejar.
Além da defensividade, muitas vezes a introducdo de racas europeias busca o
erroneamente 0 aumento de produtividade (GUZMAN-NOVOA & URIBE-RUBIO,

2004) e por ser feito de forma irregular, deixa de lado os fatores como a sanidade.

Entender as abelhas africanizadas buscando informagbes de ancestralidade
contribui para que os apicultores identiquem e selecionem melhor as caracteristicas para
seus apiarios. As populacgdes de abelhas podem ser altamente diversas, com variacdes em
caracteristicas como producao de mel, resisténcia a doencas e temperamento (GUZMAN-
NOVOA & URIBE-RUBIO, 2004; KADRI, 2016; MORETTI et al., 2018). Compreender
a ancestralidade de cada abelha pode ajudar a identificar aquelas com caracteristicas

desejaveis e a procriar seletivamente para essas caracteristicas.

A ancestralidade pode ser determinada pela analise da composi¢do genética de
abelhas, o que pode ser feito usando técnicas moleculares, como analise de DNA
(CHAMPMAN et al., 2015; BOARDMAN et al., 2019). Ao estudar a composi¢édo
genética de abelhas, sera possivel que os apicultores possam identificar aquelas que
possuem caracteristicas desejaveis, como alta producdo de mel ou resisténcia a doengas,
e usa-las para reproducdo (HARPUR et al., 2014; KADRI, 2016; HARPUR et al., 2020).
Isso pode ajudar a melhorar a saude geral e a produtividade de uma populagéo de abelhas
e pode levar a melhores productes de mel e col6nias mais fortes e resistentes. Além
disso, o conhecimento da ancestralidade € importante para manter a diversidade genética
nas populagdes de abelhas (PAREJO et al., 2017). Ao selecionar abelhas para reproducao
com base em sua ancestralidade e diversidade genética, os apicultores podem ajudar a

manter populacGes saudaveis e diversificadas de abelhas.

As abelhas meliferas apresentam uma variacdo geografica consideravel,
resultando em adaptacéo a fatores regionais variados de clima e vegeta¢do, mas também
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a pragas e patdégenos predominantes. No entanto, esse patriménio natural esta cada vez
mais sujeito a difuséo dos esfor¢os da apicultura humana em uma velocidade preocupante.
A demanda por alto desempenho econémico das colonias de abelhas, aliada a
caracteristicas comportamentais desejaveis, tem levado a mudancgas consideraveis
causadas pela criacdo sistematica de abelhas. Assim, o padrdo de distribuicdo geogréafica
original estéa sendo dissolvido em toda a Unido Europeia por importa¢cGes em massa e uma

prética crescente de comércio de rainhas e apicultura migratéria (MEIXNER et al., 2013).

Para entender melhor as populacGes de abelhas africanizadas no Semiéarido do
Brasil, € importante buscar respostas sobre sua origem, comportamento e resisténcia a
doencas, produtividade e outras caracteristicas. Algumas perguntas fundamentais que
incluimos nesta tese como: As caracteristicas estdo associadas aos diferentes ecotipos?
Existe um padréo racial especifico para as abelhas africanizadas no Semiarido brasileiro?
E possivel identificar linhagens higiénicas e ndo higiénicas por meio de padrdes
morfoldgicos das asas? Essas perguntas serdo respondidas com base em evidéncias
cientificas neste estudo, que busca analisar a variacdo das populacbes de abelhas

africanizadas na regido semiarida, utilizando morfometria geométrica das asas.

A presente tese teve como objetivo principal determinar o posicionamento racial
de abelhas africanizadas (Apis mellifera L.) do semiarido brasileiro, e como objetivos
especificos identificar a existéncia de ecotipos nas diferentes localidades do semiarido e
observar a possivel existéncia de variagdes morfologicas nas asas de abelhas
africanizadas de linhagens higiénicas e de abelhas africanizadas de linhagens néo

higiénicas. Baseado nisso nossas hipoteses sao:

. Devido as condicdes climaticas do semiarido brasileiro, as abelhas africanizadas
nele situadas possuem maior proximidade com as abelhas africanas (Apis mellifera
scutellata).

. Com as dimensBGes geogréaficas, existe a formacdo ecétipos de abelhas
africanizadas dentro da regido semiarido brasileiro.

. Com a introducdo das abelhas italianas (Apis mellifera lingustica) no Rio Grande

do Norte, as populacdes locais j& podem ter sido afetadas.

. As colonias de abelhas africanizadas com maior taxa de comportamento higiénico

sdo as mais préximas das abelhas africanas (Apis mellifera scutellata).
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. Colbnias de abelhas africanizadas com maior proximidade as abelhas carnicas

(Apis mellifera carnica) sao as que possuem menor taxa de comportamento higiénico.

Para concluir nossas hipdteses dividimos o presente trabalho em dois capitulos, utilizando
como base a Revisdo de literatura, buscando aprofundamento no tema de estudo. O
Primeiro capitulo foi intitulado “Ecotipos e posicionamento racial das abelhas
africanizadas Apis mellifera L. do semiarido brasileiro.” e teve como objetivo identificar
se as populacdes de abelhas africanizadas do Semiarido brasileiro diferem entre si, e qual
seria 0 posicionamento racial destas populacdes. Por fim, o segundo capitulo foi
“Comportamento higi€nico e suas divergéncias morfométricas”, o qual buscou identificar
padrdes morfologicos nas asas de abelhas africanizadas que estariam ligados ao seu
comportamento higiénico. Além disso, investigou-se também a influéncia da origem

racial destas abelhas no seu comportamento higiénico.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O semiarido brasileiro

Um terco da cobertura terrestre (61 milhdes km?) é representado por zonas éridas e
semiaridas, a Oceania, Africa e a América do Sul possuem destaque em quantidade de
areas aridas (SA, 2018; REDWOOD, 2012). A América do Sul possui duas regides
semiaridas de destaque, a Regido Guajira, na Venezuela e Colémbia; Argentina, Chile,
Equador; e o nordeste seco do Brasil (AB’SABER, 1999). No presente trabalho, iremos

tratar do nordeste do Brasil.

O semiarido brasileiro ocupa 1.128.697 km? do territério nacional, cerca de
18,2%, englobando 1.262 municipios e abrigando 27.870.241 habitantes, sendo a maior
parte situada no Nordeste e se estendendo pela parte setentrional de Minas Gerais
(SUDENE, 2017; SA, 2018). Os dados acima quando comparados com 0 censo
demografico do IBGE (2011), demonstra o crescimento da regido, onde antes possuia
22,5 milhdes, sendo 14 milhdes na area urbana e 8,5 milhdes no espaco rural, tendo assim

um crescimento de mais de 5 milhdes de habitantes em 7 anos.
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O termo semiarido envolve uma referéncia climética, tendo como principal
caracteristica o indice de pluviosidade baixa. Seguindo a classificacdo climatica de
Kdppen-Geiger, o semiarido brasileiro é qualificado como um clima BSh (clima
semiarido quente), sendo assim caracterizado por temperaturas predominantemente altas,
precipitacdes escassas e concentradas em curtos periodos de tempo e déficit hidrico
(ARAUJO, 2011; SA 2018; OLIVEIRA, 2015).

Levando em consideracdo a baixa altitude em quase toda a regido nordeste, as
temperaturas médias anuais sdo geralmente acima de 24°C, variando entre 23 e 27 °C,
podendo a vir a ultrapassar em algumas regifes. Essa pouca variacdo da amplitude
térmica € caracteristica do semiarido, diferindo assim das outras regides intertropicais.
Essas regides possuem forte insolagdo e um solo rochoso, arenoso e raso que em resposta
ao clima, é bastante propenso a desertificacio (ARAUJO, 2011; NIMER, 1979;
TEXEIRA, 2016).

Segundo S& (2018) a concentracdo de chuvas fica entre novembro e abril, sendo
que essa distribuicdo pode ser irregular, resultando assim as secas constantes. As
precipitagdes médias anuais do semiarido brasileiro variam de 280 a 800 mm, sendo que
em boa parte da regido a precipitacdo media ndo passa dos 800 mm, geralmente as regifes
gque possuem serras ou brejos apresenta precipitacdes médias entre 400 e 600 mm
(ARAUJO, 2011). Apesar do curto periodo de chuvosos, € comum presenca de
enxurradas com trovoadas, chegando a um unico periodo de chuva representar ou até

ultrapassar a média anual esperada (NIMER, 1979).

Os periodos chuvosos estdo diretamente ligados aos fluxos das massas de ar
durante o ano, do relevo, da exposicdo aos ventos e de outros fatores. O conjunto destes
fatores é o responsavel pela pontualidade e variacdo dos periodos chuvosos, onde, por
exemplo, num més pode chover 400 mm e no resto do ano chover apenas 120 mm. Porém
vale observar que existe um padrdo que torna possivel observar o inicio é o fim dos
periodos chuvoso, meses que antecedem e precedem 0s chuvosos apresentam uma baixa
precipitacdo, geralmente entre 30 e 40 mm (ARAUJO 2011).

Esse cenario de escassez faz com que a vegetacdo do semidrido também seja
distinta. Esse deficit hidrico fez nos seus milhares de anos que toda a vegetacdo se
adaptasse as variacGes das condigdes ambientais sobrevivendo durante o periodo de
escassez, permanecendo em periodo de laténcia até as épocas com presenca de chuvas,

31



essa vegetacado € toda xenofila e chamada de Caatinga (ARAUJO, 2011; RODAL, et al.
2008). Essa dependéncia hidrica termina gerando um déficit hidrico na regido devido a
seca dos rios em longos periodos de estiagem (MONTENEGRO & RAGAB, 2012),
forcando assim a populagdo a procurar fontes alternativas como agudes artificiais e os

reservatorios naturais (SA, 2018).

O Nordeste brasileiro apresenta um grande potencial para a produgdo de mel
organico com baixos indices de contaminacao por pesticidas e antibidticos, caracteristicas
que o diferenciam no mercado. Isso se deve a sua diversidade floral, ao microclima e as
extensdes ndo exploradas (PAULA NETO & ALMEIDA NETO, 2006). Um exemplo
bem-sucedido da apicultura na regido € o estado do Ceara, onde a regido semiarida oferece
excelentes condicBes para a producdo de mel, com predominancia de cajueiros e
algarobeiras, ambas plantas meliferas que florescem no periodo de seca da regido. Além
disso, o estado tem a vantagem de possuir areas livres de agrotdxicos em suas lavouras
(KHAN et al., 2009).

2.2. Africanizacao das abelhas

Com a necessidade de aumento da producédo nacional de mel na década de 50, a iniciativa
publica por meio do governo e universidades e privada por meio de apicultores se unem
em busca da hibridizacdo das espécies europeias j& existentes no Brasil com espécies
africanas visando um aumento de produtividade e um menor comportamento defensivo.
O responsavel por esse programa foi o Dr. Warwick Estevam Keer, bidlogo, geneticista
e chefe do Departamento de Biologia na Unesp de Rio Claro em 1955, vindo a assumir a
chefia do Departamento de Genética da Faculdade de Medicina da USP — Ribeirdo Preto
em 1965 (AFONSO, 2012; COELHO, 2005; GONGCALVES, 1998).

A pedido do governo, em 1956 Dr. Keer viaja para a Africa do Sul com a fungéo
de selecionar rainhas da espécie Apis mellifera scutellata com caracteristicas de maior
resisténcia e produtividade, possibilitando criar programas de melhoramento associando
as abelhas africanas com as europeias ja presentes no Brasil. A viagem a Africa resultou
na selecdo de 133 rainhas, das quais, apenas 47 chegaram vivas ao Brasil, sendo 46 da
Africa e 1 da Tanzania. Apds o periodo de quarentena, as rainhas com destaque produtivo
foram alocadas na cidade Rio Claro — SP com o intuito da hibridizacdo com a populagéo
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europeia (AFONSO, 2012; GONGCALVES, 1974; GONCALVES, 1992; KERR, 1967).
Durante o periodo da quarentena, 26 rainhas fugiram por erros de manejo, reproduzindo-
se assim com as col6nias na natureza (COELHO, 2005), o cruzamento da abelha africana
com as abelhas europeias deu origem ao polihibrido conhecido como abelha africanizada
(GONGALVES, 1998; FAQUINELLO, 2007).

O processo de africanizacdo das abelhas pode ser considerada uma das invasoes
bioldgicas mais bem-sucedidas. Essas abelhas sdo consideradas africanizadas devido aos
caracteres africanos predominarem sobre os europeus (GONCALVES, 1998). Muitos sdo
os fatores que justificam a dominancia dos caracteres africanos, os principais séo: o fitness
reduzido dos hibridos, a maior producdo de zangdes africanos, a precocidade de
nascimento das rainhas africanas; maior taxa de crescimento e enxameagem apresentadas
pelas africanas e dominancia de alelos africanos (AFONSO, 2012; SCHNEIDER, et al.
2004). Sua dispersédo chegou a uma taxa estimada de 480 km/ano, chegando do Brasil ao
estado do Texas no Estados Unidos em menos de 50 anos (TAYLOR, 1985;
SCHNEIDER, et al. 2004). E possivel observar em Calfee et al (2020) que essa
capacidade de dispersdo é heranca genética das abelhas africanas, onde utilizando o
mapeamento genético de populagdes situadas na California e Buenos Aires foi
comprovado a prevaléncia de genes africanos em ambas as populagdes situadas em

regides opostas do continente.

Ainda que a capacidade dispersiva das abelhas africanizadas tenha chegado a
quase todas as regides das Américas, ainda se é possivel achar locais com apenas abelhas
de subespécies europeias, essas regides sdo marcadas pela caracteristica do clima frio,
como é o caso do Chile que apesar de préximo do Brasil possui duas barreiras naturais
contra as africanizadas, o frio e a Cordilheira dos Andes a qual serve de barreira
geografica (AFONSO, 2012). Atualmente ja foi demonstrando que no mundo sdo raras
as populacbes de uma unica subespécie pura. Harpur et al. (2014), aponta a ilha de
Kangooro no sul da Australia como a Unica populacdo de Apis mellifera lingustica pura,
divergindo de Oldroyd et al. (1993), o qual através de dados morfoldgicos, alozimicos e
de DNA mitocondrial apontava que a populacdo de Kangaroo também era hibridizada,

demonstrando assim a capacidade de hibridizacdo natural das abelhas Apis.

Segundo os relatos de Keer a Coelho (2005) o grande alarde da africanizacédo
estava associado ao despreparo para 0 manejo das abelhas africanizadas, pegando de
surpresa o0s apicultores brasileiros os quais mantinham seus apiarios proximos a locais
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com animais confinados, vindo assim a causar a morte desses animais por ataque das
abelhas africanizadas. Com essa problematica em méos, o grupo de pesquisa do Dr. Keer
foi responsavel por desenvolver vérios trabalhos de pesquisas sobre a biologia, genética,
fisiologia, e técnicas para 0 manejo das abelhas africanizadas como: apiarios longe das
moradias, colmeias em cavaletes individuais; fumigadores maiores, macac@es, botas,

mascaras e luvas, pois tudo que se tinha era com base no manejo das abelhas europeias.

Durante muito tempo, o lado positivo das abelhas africanizadas foi ignorado em
meio a toda a midia negativa sobre sua africanizago, inclusive utilizando o termo 'abelhas
assassinas'. Apesar de seu alto nivel de defensividade, isso representa uma seguranca a
mais contra o roubo das coldnias para o apicultor. Mais do que isso, elas tém resisténcia
maior as pragas apicolas, como o acaro Varroa destructor, que tem afetado a cadeia
apicola mundial e no Brasil ndo vem sendo um problema (CASTILHOS, et al., 2023).
Além disso, a defensividade pode ser controlada por meio de manejo, e, com a selecdo de
col6nias menos agressivas e hibridizacdo, o Brasil obteve um impacto econdmico positivo
na producdo. Com estas adaptacdes de manejo associadas a diversidade floral do pais, o
Brasil foi capaz de se posicionar entre os dez primeiros maiores exportadores mundiais
de mel, tendo exportado 112 milhdes de dolares em 2022 (ABEMEL, 2022). Por seis
vezes consecutivas, 0 mel do Brasil foi considerado o melhor mel do mundo na
Apimondia, maior congresso de apicultura do mundo. Por isso, € importante repensar se
a apicultura com abelhas africanizadas realmente é tdo ruim. Seria melhor tentar
introduzir novas racas ou selecionar caracteristicas dos individuos localmente adaptados,
melhorando assim sua producao? Como é o caso do comportamento higiénico, o qual se

mostra bastante eficiente nas abelhas africanizadas.

2.3. Comportamento Higiénico

Durante a sua evolucdo, as abelhas (Apis mellifera) aperfeicoaram-se em mecanismos de
imunidade social com base em comportamentos, reduzindo o risco de patologias em suas
colénias (CREMER; ARMITAGE; SCHMID-HEMPEL, 2007). Entre estes
aperfeicoamentos, o comportamento higiénico possui destaque, o qual traduz a
capacidade das operarias para identificar e remover crias doentes antes da doenca alcancar
0 estagio infeccioso, danificadas ou com alguma ma-formacdo, evitando a transmisséo de
esporos e influenciando diretamente na sanidade da col6nia, evitando a transmissao de
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esporos e influenciando diretamente na sanidade da colénia (GRAMACHO &
GONCALVES, 1994; GONGALVES et al., 2008; WILSON-RICH et al., 2009).
Comportamento higiénico é uma caracteristica genética hereditaria das operarias
(WILSON-RICH et al., 2009) e foi observado pela primeira vez em 1930 por Park (1937)
quando foram encontradas col6nias de A. mellifera que possuiam certa resisténcia a cria
putrida americana, causada pela bactéria Paenibacillus larvae. Quase 30 anos depois, 0
comportamento higiénico teve pela primeira vez sua base genética analisada por
Rothenbuhler et al. (1964a,b), como estudo pioneiro, foi proposto um modelo de dois loci
para explicar hereditariedade, onde um locus (u) seria o responsavel pela desorpeculacao
das celulas e o locus (r) o responsavel pela remo¢do (JONES & ROTHENBUHLER,
1964; SPIVAK & GILLIAM, 1998) No decorrer do tempo Moritz (1988) apresentou um
novo modelo, adicionando mais um locus, no passar dos anos Lapidge et al. (2002)
utilizando de técnicas moleculares concluiram que sdo sete 0s genes responsaveis pelo
controle do comportamento higiénico em abelhas. Em 2009, com base em resultados
Gramacho e Goncalves (2009) propdem uma nova hipotese para explicar o controle
genético do comportamento higiénico em Apis mellifera, diferente de Rothenbuhler
(1964a,b) que indicava dois pares de genes (u = uncapping/desoperculador e r =
removedor), 0 novo modelo conta com trés pares de genes recessivos (ul, u2 e r), sendo
que para desopercular a célula, a abelha deve ter os genes ul e u2 em homozigose, para
perfurar a célula a abelha teria que ter apenas um gene ul ou u2 em homozigose e para
aberturada célula e remocéo da cria morta as abelhas necessitam ter todos os trés genes
em homozigose. Apesar de ser determinado geneticamente, o comportamento nem
sempre € expresso, dependendo assim de fatores relacionados a populacéo e vigor da

colonia.

Sabendo que comportamento higiénico é descrito como a deteccdo e remogdo de
crias ndo saudaveis ou mortas pelas operarias, de acordo com Gongalves e Gramacho
(1999), para uma col6nia ser considerada higiénica, a mesma tem que remover 80 a 100%
das crias mortas em 24 horas ap6s o teste por perfuracdo. A mensuracdo do
comportamento higiénico em abelhas pode ser feita utilizando dois métodos distintos e
eficientes, o congelamento e a perfuracdo (LECLERCQ, et al. 2017), sendo 0 método de
congelamento de crias usando um congelador ou nitrogénio liquido (SPIVAK &
REUTER, 1998) ou por perfuracdo da cria com alfinete entomologico (NEWTON &
OSTASIEWSKI, 1986; GRAMACHO & GONCALVES, 2009) os dois métodos sdo
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eficientes, porem adaptando para realidade do pesquisador, 0 método mais préatico e
barato seria o da perfuracio (GRAMACHO, 1995). Esses dois métodos foram
considerados muito mais convenientes e menos demorados em comparagdo com 0S
métodos diretos, os quais consistem na adicdo do patdgeno a colénia (PANASIUK,
SKOWRONEK, & BIENKOWSKA, 2008).

Tratando do comportamento higiénico em diferengas subespécies de abelhas Apis
mellifera, é possivel afirmar que as africanizadas sdo as que possuem melhor resposta
(GUERRA JR et al., 2020; OLINTO, 2014). No trabalho de Guerra Jr et al. (2020)
podemos observar que a cada 10 crias infestadas pelo acaro varroa, em média 6,5 eram
removidas pelas africanizadas e nas italianas em média 3,5 das crias infectadas eram
removidas. Essa eficiéncia do comportamento nas abelhas africanizadas pode ser
relacionada com a sua alta capacidade de higienizar a colbnia, seu comportamento
defensivo, maior resisténcia a agentes patogénicos e sua alta taxa de enxameacéo,

garantido assim a sua maior a adaptacéo a diversos ambientes (SILVA et al., 2006).

2.4. Estudo de populacdes

O conceito de espécie ainda é um tema que gera debates, dois conceitos aceitos
sdo Conceito Bioldgico de Espécie e o Conceito Filogenético de Espécie (QUEIROZ,
2005; AGAPQOW et al., 2004), Segundo Aleixo (2009) a principal diferenca entre os
conceitos esta associado ao tratamento de populacdes diferenciadas e evolutivamente
independentes, porém, proximamente relacionadas. No Conceito Filogenético de Espécie
populacdes diferenciadas e com um histérico de evolucdo independente de outras
populacbes proximamente relacionadas filogeneticamente, automaticamente sao
consideradas como especies distintas, j& no Biologico de Espécie essas populacbes
proximamente relacionadas filogeneticamente sdo apenas consideradas subespécies,
sendo integrantes uma Unica espécie que agrupa diversas populacdes que diferem umas
das outras em maior ou menor grau, mas entre as quais existe fluxo génico efetivo ou
potencial. Essa possibilidade de categorizar subespécie torna possivel a conservacao
especificas de populacbes diferenciadas (MACE, 2004; HAIG et al., 2006) e seus
ecotipos, que sdo individuos da mesma subespécie que diferem unicamente em alguns

caracteres morfologicos e que se encontram adaptadas as condi¢Bes locais, como
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possivelmente € o caso das abelhas africanizadas adaptadas as condi¢fes do Semiarido

brasileiro.

Para entender as relacdes filogenéticas de cada espécie € necessario o estudo da
sua populagdo, tentando identificar suas adaptacdes evolutivas ao seu meio. Levando em
consideracdo a distribuigéo e a hibridizagdo da abelha africanizada (Apis mellifera L.),
torna-se necessario entender, buscar as interacfes e identificar possiveis mudancas
morfoldgicas nas populacdes de estudo possibilitando assim conhecer seus ecotipos,
podendo adotar possiveis programas de melhoramento genético e conservagdo em abelhas
africanizadas mais eficientes (KADRI, 2016). Mantendo ecOtipos mais adaptados,
linhagens mais resistentes e com as caracteristicas desejadas, trazendo uma viabilidade
comercial para esse tipo de estudo (COBEY & SCHLEY, 2002).

Uma das maneias atuais para realizacdo de estudos de populac@es ¢ a utilizacdo
das técnicas de gendmica, a qual tem como funcdo sequenciar os nucleotideos, mapear e
analisar os genomas das espécies (KADRI, 2016). A abelha Apis mellifera, teve seu
genoma sequenciado em 2006 (THE HONEYBEE GENOME SEQUENCING
CONSORTIUM, 2006), a amostra utilizada foi oriunda de uma linhagem norte americana
(WHITFIELD et al., 2006) e com o sequenciamento foi observado que 0 mesmo € rico
em bases de adenina e timina, caracteristica encontrada em outros insetos. Esse
sequenciamento vem sendo utilizado como bases para estudos com Apis mellifera de
interesse comercial (LECLERCQ et al., 2018; MONTERO-MENDIETA et al., 2018,
OLDROYD, 2012; HARPUR et al., 2012; HARPUR et al., 2014). Podemos observar o
desenvolvimento no estudo de sequenciamento em abelhas onde até o ano de 2015 apenas
a A. cerana e a Apis mellifera intermissa, tinham o genoma inteiro sequenciado (KADRI,
2016; PARK et al., 2015; HADDAD et al., 2015) e em menos de 3 anos ja temos outros

genomas sequenciados, como o da Apis mellifera unicolor (BOARDMAN et al., 2015).

Os estudos com genoma sdo conduzidos para a identificacdo de QTLs
(Quantitative trait loci) que sdo regides do genoma responsaveis pela expressdo de
caracteres fenotipicos e que sao associadas aos seus respectivos alelos, porém necessitam
de uma identificacdo de alta densidade de marcadores moleculares (TOLEDO et al.,
2008; JORDE, 1995; LANDER E SCHORK, 1994). Segundo Kadri (2016) esses
marcadores podem ser desenvolvidos através da identificacdo de SNPs. Um Single
Nucleotide Polymorphisms (SNP) é um polimorfismo em tnico nucleotideo na sequéncia
do DNA gendmico; por exemplo, quando um T se torna um G, podem acontecer dentro

37



de genes ou entre eles. Alguns estdo associados a caracteristicas como: comportamento,
producéo, doencas entre outras (CAETANO, 2009; CLARK, 2010). Quin et al. (2006)
aponta os SNPs como a forma mais frequente de variabilidade genética, tornando assim
necessario o entendimento dos SNPs para facilitar os estudos de genética populacional e
permitir a utilizacdo de SNPs selecionados nos programas de melhoramento genéticos,
como € o caso das abelhas africanizadas, porem o que pouco se fala é sobre os custos e
as especificacOes da analises genémicas, as quais ainda sdo muito caras e tratando-se de
trabalhos populacionais que precisam de um ndmero grande de amostras muitas vezes
dificulta ou impossibilita a execucdo de pesquisas. Além disso, em paises como o Brasil
se torna mais complicado devido aos altos custos de importaces dos primes e reagentes

e variagfes cambiais.

Como citado anteriormente, apesar da gendmica possuir certo destaque para
realizacdo de estudos de populacGes, ndo € a Unica forma de realizar este tipo de estudo.
A morfometria geométrica de asas surge como uma alternativa simples, rapida e de baixo
custo, com resultados chegando a taxas de 99,5% de acerto na identificacdo de ecétipos
africanizados (FRANCOQY, 2007) e podemos reafirmar a eficiéncia da mesma em
Henriques et al (2020) o qual realizou o estudo populacional das Apis mellifera iberiensis
utilizando SNPs e morfometria geométrica de asa, obtendo como resultado a capacidade
da morfometria geométrica das asas capturar padrdes genéticos complexos, oferecendo
uma alternativa confidvel e de baixo custo para estimativa preliminar da estrutura

populacional.

2.5. Morfometria Geométrica de Asa

Surgindo no inicio da década de 80 e sendo amplamente divuldada em 90, a
morfometria geométrica vem com o intuito de aplicar técnicas que possam descrever e
representar a forma geomeétrica real do objeto de estudo (BOOKSTEIN, 1991, MORAES
2003). Para Villemant et al. (2007) esta técnica tem destaque pela sua capacidade de
detectar variacdes morfoldgicas em frequéncias minimas, as quais sdo indetectaveis na
morfometria tradicional. Sendo assim Slice (2005) define a técnica como “um conjunto
de métodos de aquisicdo, processamento e analise de variaveis de forma que preserva

toda a informagdo geométrica contida nos dados originais”.
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A morfometria geométrica ndo utiliza mais as medic¢6es das distancias e angulos,
utiliza as coordenadas cartesianas dos pontos, os quais sdao chamados de marcos
anatbmicos ou landmarks (KENDALL et al.,, 1999; FORNEL & CORDEIRO-
ESTRELA, 2012). Essas coordenadas podem ser definidas num plano e ter duas
dimens@es (x, y = 2D) ou em um espaco de trés dimens@es (X, y, z = 3D), sendo elas
distancias especiais (em relacdo a origem de um referencial) que preservam toda a
informacdo geométrica entre um conjunto de pontos (FORNEL & ESTRELA, 2012).
Para Rohlf & Marcus (1993) a utilizacdo das coordenadas possui vantagens sobre 0 uso
de medidas lineares devido a inclusdo das informacdes sobre as posicGes relativas dos

marcos, permitindo assim a reconstrucao do material estudado.

Essas coordenadas cartesianas utilizadas na morfometria geométrica sao
determinadas como marcos anatdbmicos homdlogos. Para a Zelditch et al (2004), esses
marcos sao pontos bem definidos na anatomia que podem ser reconhecidos em todos 0s
espécimes escolhidos para estudo. E de suma importancia relatar que os marcos
anatdbmicos representam caracteristicas importantes do espécime estudando, tornando-se

assim necessario a presenca de um especialista para localiza-los (BUENO, 2010).

Seguindo o estudo de Bookstein (1991), os marcos anatdbmicos podem ser classificados

em trés tipos, os quais podemos observar no trabalho de Bueno (2010) (Figura 1):

2

3—\

Figura 1. Tipol, tipo 2 e tipo 3 de marcos anatémicos correspondentes a definicdo dada
por Bookstein (1991) em uma imagem de asa da espécie Melipona flavolineata,

apresentada por Bueno (2010).
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Tipo 1 - Justaposicdo de tecidos. Sdo pontos no espago onde trés estruturas se
encontram como suturas 0sseas, ramificaces de nervuras em folhas de arvores ou em

estruturas do sistema nervoso, ou arterial.

Tipo 2- Pontos de maxima curvatura ou outros processos morfogenéticos locais.
Pontos que incluem extremidades de processos e vales de invaginagdes. S&0 marcos mais
dificeis de serem reconhecidos, porém apresentam caracteristicas que podem ser
interessantes para explicacdes biologicas. No entanto, explicacdes complexas

relacionadas a este tipo de ponto sdo menos confiaveis.

Tipo 3 - Pontos extremos. Estes pontos estdo relacionados a maior distancia que
pode ser medida em uma estrutura, como didmetros, extremidades de centroides e
intersecdo de segmentos entre marcos. S8o considerados pouco eficientes quanto a
homologia dificultando assim as explicacdes bioldgicas decorrentes dos seus resultados.
Podendo ser chamado pseudo-marcos anatbmicos. O marco anatdmico tipo 3 em 1997
deixa e ser considerado marco anatémico e passar a ser um semimarco (BOOKSTEIN
1997).

Entendendo a técnica, como funcionam os marcos anatbmicos e quais Sdo seus
tipos, torna-se possivel comecar decidir onde podemos aplicar, quais marcos utilizamos,
tipos de analises que podemos obter através da técnica e aplica-la nas mais diversas areas,
seja na utilizacdo dos marcos do tipo 1 na identificacdo do posicionamento racial de
abelhas africanizadas feito por Silva et al (2019) ou na avaliacdo das deformidades das
diatomaceas realizada por Cerisier et al (2018). Demonstrando assim a capacidade de

alcance da técnica da morfometria geomeétrica.

2.5.1. Morfometria geométrica de asa nas abelhas africanizadas (Apis mellifera L.)

do Brasil

O primeiro passo para um programa de conservacdo de sucesso € identificar a
espécie a ser estudada. Quando falamos em identificacdo de espécies de abelhas, temos
uma diversidade que chega em cerca de 20.000 espécies, onde dentre elas temos a sua
grande maioria abelhas solitarias e cerca de 1000 sociais (FRANCOY & IMPERATRIZ-
FONSECA, 2010). Santos (2021) aponta que das espécies sociais encontradas no Brasil,
245 s&o de abelhas-sem-ferrdo, sendo a Ceratina (Ceratinula) fioreseana a mais nova
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subespécie descoberta na regido Nordeste por Oliveira et al. (2020). Em relacdo as
abelhas do género Apis o que se sabe é do cruzamento entre as subespécies europeias com
a subespécie africana dando origem ao polihibrido africanizado, o qual ainda nao se tem

uma definicdo clara da sua classificagéo.

Quando tratamos de abelhas no geral, podemos observar uma gigante variedade
de morfometrias, podemos diferenciar de forma rapida uma Xylocopa de uma Euglossini,
porem quando comparamos subespécies do género Apis 0s estudos comecam a exigir
técnicas mais avancadas, entdo quando partimos para a identificacdo de ecotipos de
abelhas africanizadas situadas no vasto territério brasileiro e com apenas pequenas
diferenciacGes essas técnicas mais avancadas sdo fundamentais, é foi assim que a
morfometria geométrica de asa teve inicio no Brasil, visando diferenciar esses ecotipos e

associa-los as suas subespeécies de origem.

Os estudos realizados por Ruttner (1988) utilizando da morfometria nas abelhas
obteve resultados que possibilitaram a classificacdo de 25 subespécies de Apis mellifera
(Figura 2) e separacdo das mesmas em seus ramos evolutivos, os quais foram chamados
de Ramo A, formado pelas subespécies da Africa; Ramo M, subespécies do norte da
Europa, Espanha, Portugal e norte da Africa; Ramo C, subespécies da Italia, da Austria,
lugoslavia, Norte da Grécia, Bulgaria, sul da Grécia e Sicilia, e Ramo O, subespécies
presentes nas montanhas caucasianas, Arménia, Ird, Iraque, Siria, Turquia, Chipre e ilha
de Creta na Grécia (Tabela 1).
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Figura 2. Localizacdo geogréafica das subespécies das abelhas Apis mellifera (Franck et
al., 1998 modificado por Grassi, 2009).

Tabela 1: Classificacdo das 25 subespécies de Apis mellifera em seus ramos evolutivos

identificadas por Ruttner, (1988) e apresentada por Grassi (2009).
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Ramo A Ramo M Ramo C Ramo O

A. m. lamarckii A. m. mellifera A. m. ligustica A. m. caucasica
A. m. jemenitica | A. m. iberica A.m. carnica A. m. armeniaca
A. m. litorea A. m. intermissa | A. m. macedonica | A. m. meda

A. m. scutellata A. m. sahariensis | A. m. cecropia A. m. anafoliaca
A. m. monticola | A. m. major A.m.sicula A. m. syriaca

A. m adansonii A. m. cypria

A. m. unicelor A. m. adami

A. m.capensis

Como os ramos propostos por Ruttner (1988) a identificacdo dos ecétipos das
abelhas africanizadas localizadas no Brasil se torna mais facil. Em entrevista a Coelho
(2005), Dr. Kerr, geneticista que era responsavel pelo projeto de introducdo da abelha
africana (Apis mellifera scutellata) no Brasil, afirma que a hibridizacao teve inicio com
cruzamentos entre as abelhas africanas (Apis mellifera scutellata), ibéricas (Apis mellifera
ibérica), italianas (Apis mellifera ligustica) e alemds (Apis mellifera mellifera) que ja se
encontravam na natureza. Essas subespécies oriundas do inicio da africaniza¢do fazem
parte do Ramo A (Apis mellifera ligustica), M (Apis mellifera ibérica e Apis mellifera
mellifera) e C (Apis mellifera ligustica), possibilitando assim estudos de posicionamento

racial/subespécies dos diferentes ecotipos de abelhas africanizadas brasileiras.

Tratando de abelhas africanizadas brasileiras, vale ressaltar tese de doutorado do
Dr. Francoy (2007) a qual teve como uns dos seus objetivos testar o uso de morfometria
geométrica e do software ABIS na identificagdo de populacdes, subespécies e outros
grupos de abelhas Apis mellifera. Foi identificado que as abelhas africanizadas do Brasil
possuem um padrdo de venacdo mais similar ao padrdo das africanas A. m. scutellata,
porém, apesar da similaridade ainda é possivel distinguir as abelhas africanizadas das
abelhas africanas utilizando a morfometria geométrica. O trabalho de Francoy (2007) é
um trabalho que se tornou uma referéncia para o estudo de populacbes de abelhas
aplicando a técnica da morfometria de asas, até a presente data a metodologia aplicada é

baseada nos 19 marcos anatdbmicos propostos na sua tese.

Mesmo antes do final da sua tese, Francoy et al. (2006) propbs que diferencas
morfométricas em uma Unica célula da asa podem discriminar subespécies de Apis
mellifera, no presente trabalho a metodologia que propds marcar 0s 19 marcos
anatdbmicos referentes as nervuras das asas foi substituida pela marcacdo de apenas 5
marcos anatdmicos somente na célula radial da asa. O que temos que chamar atencao é

gue mesmo com essa metodologia mais simples proposta por Francoy et al. (2006),
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trabalhos recentes como Nunes et al. (2012) observando a variacdo morfogeométrica de
abelhas africanizadas (Apis mellifera L.) nas cinco regides do Brasil, Silva et al. (2015)
reafirmando a utilizacdo dos 19 marcos anatbmicos para a identificacdo de subespécies
de abelhas e Santos e Silva et al. (2019) usando da morfometria geométrica para verificar
0 posicionamento racial de abelhas africanizadas em trés localidades do Piaui, todas

utilizaram metodologias que consideram os 19 marcos anatdmicos.

Pode-se observar que os primeiros anos da morfometria geométrica de asa das
abelhas africanizadas foram de aperfeigoamento da técnica e as pesquisas estavam
concentradas nos pesquisadores da Universidade de Sao Paulo (USP), onde mais uma vez
Francoy et al. (2008) propds a identificagdo de abelhas africanizadas coletadas em todas
as regides do Brasil por meio da morfometria das asas utilizando dois procedimentos
rapidos e eficientes, os quais sdo o ABIS e a morfometria geométrica da asa. A
metodologia aplicada neste artigo é a de identificagdo dos 19 marcos anatdmicos em toda
a asa e ndo a dos 5 marcos anatbmicos apenas na célula radial da asa. Os resultados
obtidos foram uma taxa de acerto de 98,05% dos individuos utilizando o ABIS e 99,2%
de acertos na identificacdo utilizando a morfometria geométrica, concluindo que ambas
as metodologias sdo muito eficientes para a identificacdo de abelhas africanizadas.
Portanto, para o presente trabalho iremos utilizar a metodologia de Francoy por apresentar
a morfometria geométrica como uma importante ferramenta para a conservagado dos

ecotipos localmente adaptados.

No ano seguinte ao trabalho de Francoy, foi observada a continuidade dos
trabalhos de morfometria geometrica por parte da equipe da USP, agora a dissertacdo de
mestrado de Grassi (2009), a qual propunha caracterizar as asas anteriores de 26
subespécies de Apis mellifera e das abelhas africanizadas utilizando morfometria
tradicional, morfometria geométrica e ABIS, comparando a eficiéncia da técnica
baseando-se somente em caracteristicas das asas anteriores. Grassi (2009) conclui que o
método mais rapido e eficiente € a utilizacdo do ABIS, obtendo uma taxa de acerto nas
identificacdes e de 100%, seguido na morfometria geométrica a qual obteve uma taxa de
99,5% de acertos e por Gltimo, porém também eficiente, a morfometria tradicional com
90% de acertos, corroborando com os resultados encontrados por Francoy et al. (2008).
Esses resultados possibilitam a visualizacdo dos distintos grupos em seus ramos

evolutivos.
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Se a utilizacdo do sistema ABIS é mais rapida e mais eficiente, por que continuar
utilizando morfometria geométrica? A perpetuacao da utilizacdo morfometria geométrica
em asas de abelhas esta diretamente associada sua aplicacdo simples e rapida, e a
utilizacdo de softwares de livre acesso, diferindo assim do sistema ABIS o qual é um
software de uso restrito. Esses fatores fizeram com que a técnica morfometria geométrica

em asas de abelhas fosse constantemente utilizada em trabalhos posteriores.

Podemos observar que apds o processo de validagdo da técnica, poucos foram os
trabalhos aplicando as técnicas de morfometria geométrica de asas e sempre focando na
parte de caracterizacdo das abelhas africanizadas. Nunes et al. (2012) é um bom exemplo
onde o trabalho prop6s estudar as variagfes da forma em asas e corbiculas de operarias
de abelhas oriundas das cinco regides do Brasil, confirmando assim que existem
diferencas morfométricas com base na morfometria das asas e que possuem um padrao
de acordo com a regido que se encontram, onde foi observado que a distancia geografica
favorece as divergéncias entre as populagdes de Apis mellifera provenientes das cinco

regides brasileiras.

Levando em consideracdo as diferencas regionais, como seria dindmica
populacional em populacBes de abelhas africanizadas (Apis mellifera L.) no nordeste
brasileiro? E com essa dlvida que surge a dissertacdo de Moretti (2014) buscando
caracterizar e mapear a variabilidade genética das abelhas africanizadas A. mellifera no
Nordeste brasileiro, tendo em vista 0 conhecimento da dindmica populacional e a
distribuicdo geogréfica desta variabilidade utilizando a morfometria geométrica como
ferramenta de identificagdo. Com os resultados das analises da morfometria geométrica
foi possivel concluir que as populacdes de diferentes locais do nordeste sdo
morfometricamente muito similares, sugerindo alto fluxo génico e auséncia de
estruturacdo entre as populacbes amostradas, porém essa variacdo cresce quando
populacbes de regides climaticas distintas sdo comparadas, demonstrando assim a
influéncia climética sobre a dispersdo dessas populacdes, terminado por gerar ecotipos

diferentes.

O nordeste brasileiro passa a ter um destaque nos estudos de morfometria
geométrica e quatro anos apos a dissertacdo de Moretti (2014), Moretti et al. (2018)
fizeram um trabalho usando a morfometria da asa para revelar possiveis padrdes de
migracdo de abelhas africanizadas no nordeste do Brasil, os resultados encontrados nessa
pesquisa sd@o de suma importancia para a apicultura nordestina, j& que um dos grandes
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problemas enfrentados na regido € o abandono de colénias e os resultados encontrados
apontam que existem diferencas no padréo de asa das abelhas que migram e das que nao
migram, essa caracteristica pode ser usada futuramente como parametro de selecéo,
porém ainda é passivel de mais estudos. Além disso os autores destacam importancia da

utilizacdo da morfometria como uma ferramenta de conservacao.

Um trabalho mais recente no Nordeste com morfometria geométrica da asa foi
Silva et al. (2019) o qual utiliza a metodologia de Francoy (2006) para a marcacao dos
19 marcos anatdbmicos com o intuito de verificar posicionamento racial de abelhas
africanizadas oriundas de 3 municipios do Piaui, sendo eles provenientes da regido
litordnea e do sertdo. Os dados encontrados por Silva et al. (2019) corroboram com o0s
dados encontrados anteriormente, sendo possivel verificar o posicionamento racial das
abelhas africanizadas do estado do Piaui e observar as diferencas na forma das asas das
subespécies utilizando a morfometria geométrica, porém ndo foi possivel confirmar a

existéncia de ecdtipos entre as populagdes do sertdo e do litoral.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
e Determinar o posicionamento racial de abelhas africanizadas (Apis mellifera L.) do

semiarido brasileiro.

3.2. Objetivos especificos
e Avaliar a existéncia de ecotipos localmente adaptados de populacGes de abelhas
africanizadas em diferentes localidades do semiérido.
e Verificar a existéncia de variacdes morfoldgicas nas asas de abelhas africanizadas

de linhagens higiénicas e de abelhas africanizadas de linhagens ndo higiénicas.
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Resumo: Diferentes racas de abelhas podem se adaptar a seus habitats especificos,
tornando-as mais adequadas para a producdo de mel em determinadas condicdes
climéticas e ambientais. Os ecOtipos sdo subpopulacdes de espécies especificamente
adaptadas ao seu habitat. Na apicultura, a escolha de ecotipos apropriados pode ter grande
influéncia na produgdo e sanidade das colonias de abelhas. As abelhas africanizadas séo
um poli hibrido adaptado ao clima tropical, resistente a doencas e com alta capacidade de
defesa contra predadores. Essas abelhas tém sido amplamente utilizadas na apicultura em
regides tropicais, como a América Latina. Por outro lado, as abelhas europeias possuem
ecétipos mais adaptados a climas temperados, e sd0 menos agressivas do que as
africanizadas. A escolha do ec6tipo correto pode influenciar a produtividade, a qualidade
do mel e a resisténcia da col6nia a doencas e parasitas. Portanto, é importante que 0s
apicultores considerem as caracteristicas dos diferentes ecétipos antes de selecionar as
abelhas para suas colbnias. a regido semiérida pode apresentar ecétipos adaptados as
condi¢des climaticas e ambientais especificas desse bioma, a caatinga. Esta regido
apresenta condi¢cfes adversas para a sobrevivéncia de muitas espécies de animais e
plantas, sendo as abelhas africanizada Apis mellifera L. uma excecdo devido a sua grande
capacidade de adaptacao como as condi¢Oes de escassez de agua e baixa umidade relativa
do ar. De fato, estudos mostram que as abelhas africanizadas, sdo capazes de se adaptar
ao clima semiarido devido a mecanismos de termorregulacdo e enxameacdo,
caracteristicas herdadas da espécie africana originaria. Com isso, técnicas morfometricas
estdo sendo utilizadas para identificar a formagdo de ecotipos e investigar o
posicionamento racial das populacdes de abelhas africanizadas. Portanto, o presente
estudo teve como objetivo avaliar a existéncia de ecétipos localmente adaptados de
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populacbes de abelhas africanizadas em diferentes localidades do semiarido. Para isso,
foi utilizado a morfometria geométrica de asas para identificar a existéncia de padrGes de
variacdo de forma e tamanho em abelhas africanizas em relagdo aos ecotipos. O presente
estudo utilizou amostras de abelhas operarias adultas que foram coletadas de 20
municipios em 8 estados que abrangem o semiarido brasileiro, totalizando 1970 amostras
analisadas. Destas abelhas, asas direitas foram analisadas os 19 marcos anatémicos,
aplicando validagdo cruzada, a andlise de varidveis canbnicas e distancias de
Mahalanobis. A andlise da forma junto as andlises multivariadas da asa permitiram
observar que existe diferenca estatistica entre as populac6es de abelhas africanizadas no
semiarido (p<0.01). Os ecdtipos mais similares sdo Piaui e Minas Gerais, enquanto 0s
mais distantes sdo Sergipe e Ceara. O ecotipo de Sergipe apresentou uma menor distancia
genética da populagdo africana, consequentemente uma maior similaridade com as
abelhas africanas puras (Apis mellifera scutellata), diferindo dos demais estados. Essas
variacdes podem ser atribuidas a diversos fatores, como por exemplo, a introducéo de
outras subespécies em cada estado.

Palavras-chave: Morfometria Geométrica. Padrdes de Asa. Ecétipos. Semidrido.

1. Introducéo

As abelhas Apis mellifera L. estdo amplamente distribuidas no mundo e se dividem em
quatro ramos biogeograficos, os quais s30; Ramo A, Africa do Sul e Central; Ramo M,
da Europa Ocidental e Norte da Africa; Ramo C, Norte do Mediterraneo e o Ramo O com
as subespécies do Oriente Préximo e do Oriente Médio (RUTTNER et al., 1978;
RUTTNER, 1988) (Figura 1). Porém, muitas subespécies ndo estdo ou ainda ndo podem
ser classificadas em ramos, como € o caso da abelha africanizada por tratar-se de um poli
hibrido.
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Figura 1. Localizacdo geogréafica das subespécies das abelhas Apis mellifera (Franck et
al., 1998 modificado por Grassi, 2009).

Em 1956, o Dr. Keer introduziu rainhas africanas Apis mellifera scutellata no
Brasil, onde elas de forma acidental foram liberadas no meio ambiente e acabaram se
cruzando com abelhas europeias que haviam sido trazidas para o pais pelos jesuitas no
século XIX (KENT, 1988; GUZMAN-NOVOA, et al. 2011). Esse cruzamento gerou um
poli hibrido conhecido como abelhas africanizadas, que apresentam maior semelhanca
com as abelhas africanas do que com as europeias. Esse fator foi crucial para a capacidade
adaptativa dessas abelhas (WINSTON, 1992; SCHNEIDER et al., 2004; CALFEE et al.,
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2020). Segundo Garcia & Couto (2005) o sucesso da adaptacdo das abelhas africanas ao
Brasil esta atrelado as condicBes ambientais semelhantes as encontradas na Africa e as
vantagens adaptativas voltadas a prole, garantindo assim uma expansao mais eficiente
destas populagdes pelas Américas. O semiarido do Brasil € uma regido com caracteristicas
muito semelhantes ao ambiente africano. Ainda no nordeste brasileiro é possivel
encontrar uma linhagem pura de abelhas italianas (Apis mellifera lingustica), essa
populacdo ainda se mantem devido a localizagdo geografica, estando situada na ilha de
Fernando de Noronha, porém, com a recente criagdo da Associacdo Nacional de
Apicultores, Criadores de Abelhas Meliferas Italianas-ANACINI, material genetetico

desta populacdo vem sendo introduzida no continente, muitas vezes sem controle.

A regido do semiarido brasileiro é descrita por varios autores como ocupando
1.128.697 km?, o que representa 18,2% do territorio nacional, com a maior parte situada
no Nordeste (ARAUJO, 2011; SUDENE, 2017). De acordo com Paula Neto e Almeida
Neto (2006), o nordeste brasileiro é reconhecido por sua vasta area de semiérido. A regido
semi-arida é composta por dez estados brasileiros: Maranhdo, Bahia, Ceara, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Rio Grande do Norte, Piaui e parte de Minas Gerais
Embora ainda ndo seja muito explorada, esta regido apresenta uma grande diversidade
floral e um microclima Unico. O semiarido € uma regido caracterizada por periodos
prolongados de estiagem, altas temperaturas e baixa umidade relativa do ar. Essas

condi¢des podem afetar negativamente a producdo de mel e a sobrevivéncia das abelhas.

Com o desenvolvimento da apicultura e as dificuldades encontradas no clima
semiarido, tornou-se essencial compreender a origem do animal que estamos estudando.
é possivel contornar esses desafios com a adocdo de algumas medidas especificas. Por
exemplo, é importante escolher ec6tipos, que sdo individuos da mesma subespécie que
diferem unicamente em alguns caracteres morfoldgicos e que se encontram adaptados as
condigdes locais (HAIG et al., 2006), como é o caso das abelhas africanizadas adaptadas
as condicdes do Semiarido brasileiro. Também é necessario adotar técnicas de manejo
adequadas, como a utilizacdo de colmeias com boa ventilagdo, a disponibilizacdo de dgua
e alimento suplementar para as abelhas em periodos de seca e a selecdo de locais
adequados para a instalacdo das colmeias (DOMINGOS & GONCALVES, 2014;
SANTOS et al., 2016; SANTOS et al., 2017; DOMINGOS et al., 2018).

A producao de mel no Nordeste brasileiro € uma importante atividade econémica,
vem gerando renda e empregos para muitas comunidades rurais da regido. Apesar das
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adversidades climaticas, como a falta de chuvas e altas temperaturas, o Nordeste é
responsavel por uma significativa parcela da producédo nacional de mel (IBGE, 2021).
Entre os estados nordestinos, os maiores produtores de mel sdo o Piaui, Bahia, Ceara e
Rio Grande do Norte. Caatinga é um bioma caracterizado por longos periodos de seca e
temperaturas elevadas, o que pode afetar negativamente a producdo de mel e a

sobrevivéncia das abelhas.

A Caatinga € um bioma que se destaca por apresentar longos periodos de seca e
altas temperaturas, o que pode ter um impacto negativo na producdo de mel e na
sobrevivéncia das abelhas. Apesar dessas adversidades, a Caatinga € uma regido com uma
grande diversidade de flora, abrigando diversas espécies de plantas que fornecem néctar
e pblen para as abelhas (SILVIA et al., 2018). Com uma grande variedade de fisionomias
vegetais, devido a ocorréncia de vegetacdes de transi¢éo, € possivel encontrar uma grande
diversidade de espécies vegetais arbustivas e arboreas com grande potencial apicola na
Caatinga (BENDINI et al., 2021). Algumas dessas espécies sdo exclusivas da regido,
como 0 juazeiro e a baralna, que podem ser uma importante fonte de alimento para as
abelhas durante os periodos de seca. Mesmo com condi¢des ambientais aparentemente
adversas, a regido Nordeste é a segundo maior produtora de mel do Brasil, ficando atras
apenas da regido Sul (VIDAL, 2022).

Para compreender as abelhas africanizadas, é importante investigar entender suas
relacdes filogenias e identificar suas diferentes populagdes, possibilitando comprovar
suas adaptacgdes evolutivas ao ambiente, demonstrando assim a necessidade de trabalhar
com seus possiveis ecotipos. Por sua vez, essa informacdo pode ser usada para
desenvolver programas de melhoramento genético e conservacdo mais eficientes,
conforme afirmam Cobey e Schley (2002). Ao manter e perpetuar as linhagens mais
resistentes e com as caracteristicas desejadas, € possivel gerar mais viabilidade comercial
para esse tipo de estudo. Portanto, compreender a populacédo e a filogenia das abelhas
africanizadas € fundamental para desenvolver estratégias de conservacao e melhoramento
genético e forma de manejo mais eficazes.

Nos ultimos anos, uma das maneiras mais utilizada para estudos de populacdes é
a utilizacdo das tecnicas de genbmica, a qual tem como funcdo sequenciar 0s
nucleotideos, mapear e analisar os genomas das espécies (LECLERCQ et al., 2018). Mas
vale ressaltar que apesar da gendmica possuir destaque, ndo é a Unica forma de realizar

este tipo de estudo, com isso a morfometria geométrica de asas surge como uma
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alternativa simples, rapida e de baixo custo, com resultados chegando a taxas de 99,5%
de acerto na identificacdo de ecotipos africanizados (FRANCOY, 2008) e podemos
reafirmar a eficiéncia da mesma como no trabalho de Henriques et al (2020) o qual
realizaram o estudo populacional das Apis mellifera iberiensis utilizando SNPs e
morfometria geométrica de asa, obtendo como resultado a capacidade da morfometria
geométrica das asas capturar padrdes genéeticos complexos, oferecendo uma alternativa
confiavel e de baixo custo para estimativa preliminar da estrutura populacional.

O presente estudo tem como objetivo identificar se as populacdes de abelhas
africanizadas do Semiarido brasileiro diferem entre si, e qual seria 0 posicionamento
racial destas populacdes. Nossas principais expectativas sdo que as populacées de estudo
formem ecotipos devido as distancias geograficas e que seja possivel identificar o

posicionamento racial de cada populacdo estudada.

2. Material e Metédos

Amostragem

As coletas das amostras foram realizadas em 2 anos — de outubro de 2020 a
novembro de 2022 — Foram amostradas 20 municipios em 8 estados situados no
Semiérido brasileiro: Monte Alegre de Sergipe, Nossa Senhora da Gléria e Porto da
Folha, estado de Sergipe; Mossord, Portalegre e Alto do Rodrigues, no Rio Grande do
Norte; Pacajus, Independéncia e Parambu, Ceara; Central, Irecé e Tucano, na Bahia,
Santa Cruz do Piaui, Vera Mendes e Patos do Piaui, no estado do Piaui; Gameleiras,
Janalba e Porteirinha, em Minas Gerais; Arara, na Paraiba e Piranhas em Alagoas (Tabela
1). Em cada municipio foram amostradas 10 colmeias de um apiario e coletados 10
operarias por colmeia, totalizando 100 operarias por municipio e 300 por estado. Alguns
estados tiveram a metodologia adaptada reduzindo o ndmero de coldnias e apiarios
analisados devido a disponibilidade dos produtores, chegando a um total de 1970

amostras analisadas.
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Tabela 1. Localizacdes, coordenadas e nimero de amostras de abelhas africanizadas

utilizados no estudo.

Coordenadas geograficas

Localizacoes Numero de
Latitude Longitude amostras

Monte Alegre 10°01'37" S 37°33'43" W 100
de Sergipe, SE
Nossa Senhora 10°13'06"” S 37°25'13" W 100
da Gloria, SE
Porto da 9°54'34" S 37°16'41" W 100
Folha, SE
Mossoro, RN 5°11"17" S 37°20"39" W 100
Portalegre, RN 6°1'28"S 37°59'4" W 100
Alto do 5°17'16" S 36°45'43" W 100
Rodrigues, RN
Pacajus, CE 4°10"26" S 38° 27" 50" W 100
Independéncia, 5°23"33"S 40° 17" 59" W 100
CE
Parambu, CE 6°12'34" S 40° 41'41"W 100
Central, BA 11°08'09" S 42°06' 46" W 100
Irecé, BA 11° 17" 60" S 41°51'24" W 100
Tucano, BA 10°57'45" S 38°47 25" W 100
Santa Cruz do 7°11'"7" S 41°46' 7" W 90
Piaui, PI
Vera Mendes, 7°36'10" S 41°28' 58" W 100
PI
Patos do Piaui, 7°39'60" S 41°14' 10" W 100
PI
Gameleiras, 15°04'55" S 43°07' 26" W 100
MG
Janauba, MG 15°47°50" S 43°18°31"W 100
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Porteirinha, 15°44'38" S 43°1'29" W 100

MG

Arara, PB 6°49' 58" S 35°44' 56" W 100

Piranhas, AL 9°35'59" S 37°45' 31" W 80
Total 1970

Para analise morfométricas das subespécies originarias, foram utilizados os
padrdes de venacdo das asas anteriores das subespécies Apis mellifera ligustica, Apis
mellifera carnica, Apis mellifera e Apis mellifera scutellata que foram obtidas a partir de
imagens digitais cedidas do banco de dados do Dr. Tiago Mauricio Francoy professor da

Escola de Artes, Ciéncias e Humanidades da Universidade de Sao Paulo.

Analises morfométricas

Foram utilizadas asas anteriores direitas de 1970 operarias, as asas de cada uma
foram removidas com uma pinca, fixadas com esmalte incolor a uma lamina de
microscopio previamente montada em uma escala de 5 mm e fotografadas com uma lupa
portatil acoplada a um notebook. Os dezenove marcos anatémicos utilizado por Francoy
et al. (2008), foram plotados nas interse¢fes das nervuras das asas (Figura 2) usando o
programa tpsDig2 versdo 2.64, as imagens foram alinhadas pela analise generalizada de
Procrustes (GPA) e o tamanho do centréide obtidos com o auxilio do software MorphoJ
(KLINGENBERG, 2016).

68



Figura 2. Asa mesotorécica direita de Apis mellifera com os 19 marcos anatémicos

plotados nas intersec¢des das asas da abelha africanizada Apis mellifera L.

Cada nervura possui sua identificacdo, e a estrutura de nervuras geralmente
apresenta-se formando células fechadas que também recebem nomes especificos,
(Porporato et al., 2014) (Figura 3), facilitando assim a identificacdo das deformacdes

apontadas com a morfometria geométrica.
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C| M 1¢ abscissa

Ml 17 Y
A

|Sc+R| |cu—a| )

m/ |1m-cu Cu1l - M

Figura 3. Asa mesotorécica direita de Apis mellifera mostrando uma nervura regular com
células definidas por veias longitudinais e transversais, as Ultimas sdo indicadas por duas
letras indicando quais veias longitudinais elas conectam (veia anterior primeiro, depois
posterior) e abreviadas por letras mindsculas. 1: célula radial; 2: célula marginal; 3: 12
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célula submarginal; 4: 22 célula submarginal; 5: 32 célula submarginal; 6: 12 célula medial;
7: 22 célula medial; 8: 12 célula cubital; 9: 22 célula cubital. A: veia anal; C: veia costal;
Cu: veia cubital; M: veia medial (basal); D: veia radial; Rs: setor radial; Sc: veia
subcostal. A célula costal entre as veias C e Sc+M é tdo reduzida que parece praticamente

ausente. Imagem retirada de Porporato et al. (2014).

Utilizamos os softwares MORPHOJ e PAST, para realizar analise de Variaveis
Canonicas (AVC), potencializando a variacdo entre as populacdes estudadas explicada
por cada variavel canonica, testando se as médias destes grupos sdo significativamente
diferentes e posteriormente, possibilitando a identificacdo das similaridades entre eles.
Os dados foram apresentados em graficos de dispersao bidimensionais, tendo cada um
dos seus eixos representando uma variavel candnica, facilitando assim a interpretacdo

geométrica.

Para medir a confiabilidade dos resultados, evitando os erros de medicéo,
quantificamos o erro de medicgéo, analisando um grupo de asas trés vezes em dias trés
dias distintos, feita as medi¢es, foi aplicado uma ANOVA de Procrustespara identificar
o0 desvio de erros de medicdo aleatorios entre as repeticdes. Além de quantificar o erro de
medicao, foi realizado o teste de Validacdo Cruzada (Cross-Validation), o qual analisa 0s
percentuais de alocagéo correta dos individuos em seus respectivos grupos. O teste de

Validagdo Cruzada foi realizado com o programa PAST.

Utilizando o método da ligacdo média entre grupos ndo ponderado, mais
conhecido como UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Avarages),
junto a distancia Mahalanobis D?, obtivemos um dendrograma, onde a distancia
intergrupos foi obtida pela média das distancias pareadas dos integrantes dos grupos

estudados.
3. Resultados

3.1. Ecotipos de abelhas africanizadas localmente adaptados em diferentes

localidades do semiarido brasileiro.

Os resultados encontrados com as analises de populacao das abelhas africanizadas
do Semiérido brasileiro, por meio da morfometria das asas, demonstraram que 7 variaveis
foram suficientes para determinar 100% da variagao total, tendo sido identificada 76% da

variacdo ja nas duas primeiras variaveis. A variavel canénica 1 (65,65%) foi a responsavel
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por diferenciar a populacdo de abelhas africanizadas do semiarido de Sergipe, localizadas
no eixo positivo, das populacdes de abelhas africanizadas do semiarido do Ceara, Bahia,
Alagoas e Minas Gerais, todas situadas no eixo negativo da varidvel canénica 1. J4 a
variavel canénica 2 (10,40%) conseguiu diferenciar, no seu eixo positivo, as populagdes
do Semiéarido do Rio Grande do Norte e Piaui, da populacédo de abelhas africanizadas do

semiarido da Paraiba, no eixo negativo (Figura 4).

Sergipe

Rio Grande do Norte
* Piaui
® Bahia
1 Alagoas

Ceara

Minas Gerais

Paraiba

Cv2

Figura 4. Grafico de disperséo das populac@es de abelhas africanizadas Apis mellifera L.
situadas no Semiarido Brasileiro em relacdo ao eixo cartesiano estabelecido pelas

variaveis canénicas (CV 1, CV 2) obtido a partir da morfometria geométrica das asas.

Para identificar quais areas das asas sdo responsaveis pela diferenca entre as
populacdes, foram geradas grades de deformagéo da forma media (Figura 4). Partindo da
forma meédia (Figura 5.c), foi identificada na populacdo situada no eixo positivo da
variavel candnica 1(Figura 5.a) que a celula radial se comprime no ponto 2 e se expande
no ponto 5, além da célula radial, foram encontradas deformaces na célula radial, 1°
medial e na célula marginal, todas sofreram compressdo. O oposto ocorreu no eixo
negativo da variavel canbnica 1 (Figura 4.b), o que se comprime no eixo negativo, se
expande no eixo positivo, identificando as deformacdes responsaveis por diferenciar a

populacédo de Sergipe das populagdes do Ceara, Bahia, Alagoas e Minas Gerais.
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Os resultados do eixo positivo da variavel canbnica 2 (Figura 5.d), no qual se
encontra as populagdes do Rio Grande do Norte e Piaui, foram identificadas deformacdes
apenas na 12 célula submarginal, a qual se expande no ponto 12, ocorrendo 0 oposto na
populacdo da Paraiba, situada no eixo negativo da variavel canonica 2 (Figura 5.e), o
ponto 12 que se comprime no eixo negativo, gera uma deformacédo da célula marginal,

identificando assim um possivel padrdo de diferenciacéo entre as populacdes.

(a) Outline — Deformagéo gerada no lado - X ' (b) Outline — Deformag&o gerada no lado
positivo do eixo CV 1. < P s Wi N positivo do eixo CV 1.
(c) Forma média da asa direta das abelhas
africanizadas do Semiarido.
(d) Outline — Deformagéo gerada no lado (e) Outline — Deformacio gerada no lado
positivo do eixo CV 2. negativo do eixo CV 2.

Figura 5. Variacdo media da forma das asas de diferentes populacbes de abelhas
africanizadas Apis mellifera L. do Semiérido brasileiro. O contorno em azul claro
significa a forma média da asa anterior direita, a forma padréo, e 0 contorno azul escuro
refere-se a forma de asa anterior direita da abelha no respectivo a deformacao referente a

sua variavel canonica, tanto no eixo positivo como no negativo.

Com a validagdo cruzada foi encontrada diferenca estatistica entre todas as
populacbes estudadas (Tabela 2). Os resultados apontam que apesar de todas 0s
individuos estudados terem sido de abelhas africanizadas, cada populacdo tem suas

particularidades, o que possibilitou a sua diferenciacdo com a morfometria geométrica de
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asas. As populacdes com maior similaridade foram Piaui e Rio Grande do Norte (68%) e

as populac6es que mais diferiram foi Sergipe e Ceara (94%).

Tabela 2. Classificacdo das amostras em porcentagem dentro de suas respectivas

populacOes gerada a partir da analise de validacao cruzada.

P-Value
Populagdes Validagao Mabhalanobis
cruzada (%) distance(p<0.01)
Alagoas x Bahia 76% <.0001
Alagoas x Ceara 78% <.0001
Alagoas x Minas Gerais 80% <.0001
Alagoas x Paraiba 72% <.0001
Alagoas x Piaui 73% <.0001
Alagoas x Rio Grande do Norte 79% <.0001
Alagoas x Sergipe 91% <.0001
Bahia x Ceara 71% <.0001
Bahia x Minas Gerais 80% <.0001
Bahia x Paraiba 77% <.0001
Bahia x Piaui 72% <.0001
Bahia x Rio Grande do Norte 76% <.0001
Bahia x Sergipe 92% <.0001
Ceara x Minas Gerais 74% <.0001
Ceara x Paraiba 84% <.0001
Ceara x Piaui 79% <.0001
Ceara x Rio Grande do Norte 77% <.0001
Ceara x Sergipe 94% <.0001
Minas gerais x Paraiba 83% <.0001
Minas Gerais x Piaui 69% <.0001
Minas Gerais x Rio Grande do Norte | 74% <.0001
Minas Gerais X Sergipe 92% <.0001
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Paraiba x Piaui 83% <.0001
Paraiba x Rio Grande do Norte 80% <.0001
Paraiba x Sergipe 93% <.0001
Piaui x Rio Grande do Norte 68% <.0001
Piaui x Sergipe 91% <.0001
Rio Grande do Norte x Sergipe 87% <.0001

Com a Distancia de Mahalanobis encontramos diferencas estatisticas (p<0.01)
entre todas as populagdes e identificamos quais populagdes sdo mais proximas umas das
outras, demonstrando assim a formagdo de ecétipos adaptados a cada regido semiarida
estudada (Tabela 3).

Tabela 3. Diferencas estatisticas das distancias quadradas de Mahalanobis (diagonal
superior) e Distancias quadradas de Mahalanobis (diagonal inferior) entre as populacdes
de abelhas africanizadas Apis mellifera L. de diferentes regifes do Semiarido brasileiro
obtidas a partir da analise das variaveis candnicas. *AL — Alagoas, BA — Bahia, CE —
Ceara, MG — Minas Gerias, PA — Paraiba, Pl — Piaui, RN — Rio Grande do Norte, SE —
Sergipe.

AL BA CE MG PB Pl RN SE
AL <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
BA 1,6872 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
CE 1,6037 11,2709 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
MG 1,7995 11,2771 11,3891 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
PB 1,8823 11,8521 11,9826 1,8953 <.0001 <.0001 <.0001
Pl 1,5007 1,3508 1,5646 1,2043 2,1844 <.0001 <.0001
RN 1,8359 11,4875 11,7453 1,4689 11,9893 1,1871 <.0001

SE 3,6351 3,4871 3,7616 3,5258 3,5331 3,3203 3,0522

A populacdo de abelhas africanizadas de Sergipe foi a que apresentou maior
distancia entre outras popula¢es. Sergipe teve como populacdo mais préxima a do estado
do Rio Grande do Norte e mais distante a populacdo do Ceara. As populages com maior
proximidade foram Piaui e Minas Gerais. Alagoas teve como populacdo mais proxima a

populacdo do Piaui. A populacdo da Bahia teve maior proximidade com a do Ceard, ja a
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populacdo do Ceara foi mais similar a de Minas Gerais e a populacdo de abelhas
africanizadas da Paraiba apresentou maior proximidade com a populacdo da Bahia.
(Tabela 3)

Por fim, utilizamos a analise de agrupamento UPGMA (Figura 6) com base na
AVC, para demonstrar a formacdo grupos distintos por estado, demonstrando no
dendrograma quais possuem maior similaridade. O resultado da analise de agrupamento
alcancou uma correlacdo cofenética de 96%, garantindo assim que mesmo se tratando do
mesmo poli hibrido cada populacéo situada em diferentes regides do semidrido brasileiro

sdo diferentes, formando assim ec6tipos por regido.

o SE PB BA CE RN PI MG AL

0.002H

0.00:

0.008

0.00&
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0012
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0.0184

Figura 6. Dendrograma gerado pelo UPGMA ilustrando as médias de distancias
morfométricas entre as diferentes populacdes de abelhas africanizadas Apis mellifera L.
do Semiarido brasileiro. AL — Alagoas, BA — Bahia, CE — Cearad, MG — Minas Gerias,
PA — Paraiba, Pl — Piaui, RN — Rio Grande do Norte, SE — Sergipe.
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3.2. Posicionamento racial dos ec6tipos de abelhas africanizadas do Semiarido

brasileiro.

Com a identificacdo de ecétipos de abelhas africanizadas em diferentes regifes
semiaridas do Brasil, foi possivel investigar o posicionalmente racial destas populacGes
localmente adaptadas. Utilizando a andlise de varidveis candnicas para identificar o
posicionamento racial, foram encontradas 11 variaveis responsaveis por 100% da
variacdo total do ecdtipos e das racas puras de abelhas Apis mellifera. Com as duas

primeiras variaveis foi possivel determinar 72,59% de toda a variacdo encontrada.

Com os resultados da primeira variavel candnica (46%) as populaces de Minhas
Gerais, Alagoas, Ceara, Ceara, Bahia, Piaui e Paraiba ficaram localizadas no eixo
positivo, tendo como contraponto no eixo negativo as populagdes de abelhas europeias
puras, Italinas (Apis mellifera lingustica), Alemdes (Apis mellifera mellifera), Carnicas
(Apis mellifera carnica), a populacdo da abelha africana (Apis mellifera scutellata) e a
populacédo de abelhas africanizadas de Sergipe. Os resultados demonstram que a primeira
variavel candnica foi suficiente para diferenciar quase todos os ecétipos africanizados das
ragas puras, com excecdo da populagédo de Sergipe (Figura 7). O resultado apresentado
pela segunda variavel candnica (26,54%) foi responsavel por separar as ragas puras € a
populacdo africanizada de Sergipe, tendo no eixo positivo as populacdes de abelhas
alemads, africanas e africanizadas de Sergipe e no eixo negativo apenas as populacGes de
abelhas carnicas e italianas (Figura 7).
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Figura 7. Grafico de dispersdo dos ecétipos de abelhas africanizadas Apis mellifera L.
situados no Semiarido Brasileiro e subespécies de abelhas meliferas (Apis mellifera) em
relacdo aos eixos cartesianos estabelecidos pelas variaveis candnicas 1 e 2 obtidos a partir

da morfometria das asas.

Realizamos a validacdo cruzada em todos os individuos de cada populagéo
estudada, identificando o percentual de classificacao dos individuos dentro de cada grupo.
O resultado encontrado é que todas as populacdes possuem diferenca estatistica (p<0.01)
(Tabela 4). A populagdo de ecétipos africanizados mais similar as populacdes africana e
alemd foi a de Sergipe, ja as italianas apresentaram maior similaridade com as
africanizadas da Bahia, Minas Gerais e Rio Grande do Norte. A popula¢do das carnicas
apresentaram 100% de diferenca da maioria dos ecétipos africanizados, menos de

Sergipe, apresentando uma porcentagem de 98%.

Tabela 4. Classificacdo das amostras em porcentagem dentro de seus respectivos ecotipos

e subespécies de abelhas meliferas (Apis mellifera) gerada a partir da analise de validacao

cruzada.
P-Value
Ecotipos x Subespécies Validacédo Mahalanobis
cruzada (%) | distance(p<0.01)
Alagoas x Apis mellifera carnica 100% <.0001
Alagoas x Apis mellifera lingustica 100% <.0001
Alagoas x Apis mellifera mellifera 98% <.0001
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Alagoas x Apis mellifera scutellata 91% <.0001
Bahia x Apis mellifera carnica 100% <.0001
Bahia x Apis mellifera lingustica 98% <.0001
Bahia x Apis mellifera mellifera 98% <.0001
Bahia x Apis mellifera scutellata 92% <.0001
Apis mellifera carnica x Ceara 100% <.0001
Apis mellifera carnica x Minas Gerais 100% <.0001
Apis mellifera carnica x Paraiba 100% <.0001
Apis mellifera carnica x Piaui 100% <.0001
Apis mellifera carnica x Rio Grande do Norte 100% <.0001
Apis mellifera carnica x Sergipe 98% <.0001
Cearé x Apis mellifera lingustica 100% <.0001
Ceara x Apis mellifera mellifera 98% <.0001
Ceara x Apis mellifera scutellata 91% <.0001
Apis mellifera lingustica x Minas Gerais 98% <.0001
Apis mellifera lingustica x Paraiba 100% <.0001
Apis mellifera lingustica x Piaui 100% <.0001
Apis mellifera lingustica x Rio Grande do Norte | 98% <.0001
Apis mellifera lingustica x Sergipe 100% <.0001
Apis mellifera mellifera x Minas Gerais 97% <.0001
Apis mellifera mellifera x Paraiba 96% <.0001
Apis mellifera mellifera x Piaui 97% <.0001
Apis mellifera mellifera x Rio Grande do Norte | 98% <.0001
Apis mellifera mellifera x Sergipe 96% <.0001
Minas Gerais x Apis mellifera scutellata 91% <.0001
Paraiba x Apis mellifera scutellata 93% <.0001
Piaui x Apis mellifera scutellata 82% <.0001
Rio Grande do Norte x Apis mellifera scutellata | 85% <.0001
Apis mellifera scutellata x Sergipe 71% <.0001

Utilizando a distancias de Mahalanobis para identificar o posicionamento racial

dos ecétipos de abelhas africanizadas do Semiarido brasileiro, obtemos os seguintes

resultados: Todos os grupos demonstraram diferenca estatistica significante (p<0.01)
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(Tabela 5), sendo assim, todas as populacGes estudadas apresentaram diferencas
morfométricas a partir da forma das asas. Com o presente resultado foi possivel identificar
0 posicionamento racial dos ec6tipos do Semiarido brasileiro. Os ecétipos da Bahia,
Minas Gerais, Piaui, Ceara, Alagoas e Paraiba apesar de possuirem distancias diferentes
entre as populagGes puras de abelhas europeias e africana, todos apresentaram o mesmo
posicionamento racial, possuindo uma menor distancia genética da populacao africana e
respectivamente da alem4, italiana e carnica, vale destacar que o ec6tipo do Rio Grande
do Norte foi o que apresentou menor distancia genética das abelhas italianas puras (Tabela
5).

Diferente de todos os ecotipos estudados, a populacdo de Sergipe apresentou um
posicionamento racial diferenciado, apresentando uma menor distancia genética da
populacéo africana e respectivamente da alema, carnicas e italianas, diferente de todos 0s
outros ecotipos que apresentaram maior semelhanca com as italianas em comparagao com
as carnicas. Outro resultado importante a destacar foi que o ec6tipo de Sergipe € mais
proximo geneticamente das abelhas africanas puras do que dos outros ecOtipos

encontrados nas regides semiaridas do Brasil.
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Tabela 5. Diferencas estatisticas das distancias quadradas de Mahalanobis (diagonal superior) e Distancias quadradas de Mahalanobis (diagonal

inferior) entre os ecotipos de abelhas africanizadas Apis mellifera L. de diferentes regides do Semiarido brasileiro e subespécies de abelhas meliferas

(Apis mellifera)., obtidas a partir da analise das variaveis canonicas. *AL — Alagoas, BA — Bahia, CE — Ceara, MG — Minas Gerias, PA — Paraiba,

Pl — Piaui, RN — Rio Grande do Norte, SE — Sergipe, LI — Apis mellifera lingustica, ME — Apis mellifera mellifera, CA — Apis mellifera carnica,

SC — Apis mellifera scutellata.

AL

AL

BA
<.0001

CA
<.0001

CE
<.0001

LI
<.0001

ME
<.0001

MG
<.0001

PB
<.0001

PI
<.0001

<.0001

<.0001

SE
<.0001

BA

1,6821

<.0001

<.0001

<.0001

<.0001

<.0001

<.0001

<.0001

<.0001

<.0001

<.0001

CA
CE

5,9028
1,6158

5,3721
1,2673

5,6117

<.0001

<.0001
<.0001

<.0001
<.0001

<.0001
<.0001

<.0001
<.0001

<.0001
<.0001

<.0001
<.0001

<.0001
<.0001

<.0001
<.0001

LI

5,6783

5,0484

2,5836

5,1964

<.0001

<.0001

<.0001

<.0001

<.0001

<.0001

<.0001

ME
MG

4,8620
1,7960

4,2323
1,2668

4,9283
5,2083

4,5172
1,3857

5,0350
4,7912

4,2177

<.0001

<.0001
<.0001

<.0001
<.0001

<.0001
<.0001

<.0001
<.0001

<.0001
<.0001

PB

1,8669

1,8472

53,6805

1,9770

5,2913

4,3039

1,8953

<.0001

<.0001

<.0001

<.0001

PI

1,4932

1,3484

5,2091

1,5504

4,9742

4,1967

1,1963

2,1836

<.0001

<.0001

<.0001

1,8186

1,4744

4,9336

1,7126

4,6051

3,9323

1,4523

1,9592

1,1802

<.0001

<.0001

SC
SE

3,1893
3,5534

3,1973
3,4201

4,7156
4,8806

3,3912
3,6658

5,0899
5,4178

3,6349
3,9778

3,1396
3,4446

3,2263
3,4855

2,7618
3,2490

2,6271
3,0085

1,9275

<.0001
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Usando a andlise de agrupamento UPGMA (Figura 8) com base na AVC, verificamos a
formacdo de grupos distintos por regido, demonstrando possiveis influéncias regionais da
diferenciacdo no posicionamento racial de cada ecoétipos. A andlise de agrupamento UPGMA
alcancou uma correlacdo cofenética de 98%, demonstrando que apesar de préximos, todos 0s

ecétipos estudados sdo diferentes e possuem suas particularidades.

ME BA CE MG AL C SE CA LI
0 004
0.008
0.0124
0.016

Distancia

0.0204

0.0244

0.0284

Figura 8. Dendrograma gerado pelo UPGMA ilustrando as medias de distancias morfométricas
entre as diferentes ec6tipos de abelhas africanizadas do semidrido brasileiro e subespécies de
abelhas meliferas (Apis mellifera). AL — Alagoas, BA — Bahia, CE — Ceara, MG — Minas Gerias,
PA — Paraiba, Pl — Piaui, RN — Rio Grande do Norte, SE — Sergipe, L1 — Apis mellifera lingustica,

ME — Apis mellifera mellifera, CA — Apis mellifera carnica, SC — Apis mellifera scutellata.

4. Discussao

Tratando-se de um trabalho com amostras de um mesmo poli hibrido e regido similar, vale
justificar o numero de variaveis responsaveis pela variacdo total das populac6es estudadas. Com
nossos resultados 2 variaveis foram suficientes para reunir 76% da variacdo total das populac6es
de abelhas africanizadas do semiarido brasileiro, diferindo dos resultados encontrados por Nunes

et al. (2012), tendo 6 variaveis responsaveis por 76% da variagéo total das populacdes de abelhas
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africanizadas nas 5 regides do Brasil, essa diferenca entre 0s nossos dados estd associada a
distribuicdo geogréafica das amostras, o nimero reduzido de variaveis se da ao fato de todas as
amostras serem oriundas da mesma regido, diferente das amostras utilizadas por Nunes, as quais
foram oriundas de diferentes regides do Brasil (qual a diferenca). Podemos reafirmar a influéncia
das distancias geograficas e regionais corroborando nossos resultados com os encontrados por
Santos e Silva et al. (2019), os quais trabalhando com 3 populacdes de abelhas africanizadas, sendo
2 de regido litoranea e 1 na regido semiarida, ambos no Piaui, obtiveram 77,95% da variago total
destas 3 populacGes, demonstrando que quanto mais proximas as populagdes, menor a quantidade

de variaveis necessarias.

Os dados obtidos com as varidveis canonicas possibilitaram a separa¢do de grupos onde
Sergipe foi 0 mais distinto, as populacdes de abelhas africanizadas do Ceara Minas Gerais Bahia,
e Alagoas foram similares entre elas, as populaces do Rio Grande do Norte e do Piaui também
apresentaram maior similaridade entre elas, e mais afastada a populacdo da Paraiba. Apesar da
similaridade todas as popula¢fes estudadas apresentaram diferengas estatisticas. Segundo o
Guzman-Novoa et al. (2020) essa similaridade entre as populagdes estudadas tem relagéo ao fato

de as abelhas africanizadas estarem entre as abelhas meliferas com maior diversidade genética.

Quando a pesquisa restringe a sua area as regides semiaridas do Brasil, teoricamente se
espera uma homogeneidade maior dos dados, porém, é necessario levar em conta a dimensao
continental do Brasil e as diversas variagdes climaticas do Semiéarido brasileiro, tendo variagdes
de temperaturas com minimas acima de 15° C e as maximas podendo atingir os 40° C e
precipitagdes entre 280 a 800 mm de meédias anuais (ARAUJO, 2011). Podemos usar como
exemplo pratico 2 localidades do presente estudo, o estado do Rio Grande do Norte com o
municipio de Mossoro e o estado de Sergipe com 0 municipio de Nossa Senhora da Gléria, o qual
possui de maio a agosto periodo chuvoso, diferindo de Mossord, que no mesmo periodo passar por
escarces de chuva. Essa diferenca de fatores climaticos esté diretamente ligada as adaptagdes e o

bem-estar das abelhas africanizadas no semiarido (Domingos & Gongcalves, 2014).

Logo, no presente estudo, a distribuicdo geografica das amostras dentro de diferentes
regides do semiarido brasileiro, foi fator determinante para os resultados encontrados

demonstrando que todas as populac¢des estudadas apesar de similares diferem entre si. Farshineh
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et al. (2007) em proporcdo de area geografica, estudando populacdes Apis mellifera anatoliaca,
Apis mellifera caucasica e Apis mellifera meda, identificaram que as mais Apis mellifera
anatoliaca e Apis mellifera caucésica eram morfometricamente similares e se separavam da Apis
mellifera meda devido a geografia acidentada do Caucaso e a montanhosa Anatdlia oriental,
resultados similares aos nossos, onde as distancias geogréficas, diferentes vegetacoes e fatores

ambientais influenciaram na diferenciacdo das populac6es estudadas.

Trabalhos cientificos apontam como principal fator para formacdo de ecoOtipos a
distribuicdo geogréfica, levando em consideracfes fatores como vegetacdo, diferentes altitudes,
condic@es climaticas e outros (Kekecoglu & Soysal, 2010; Parker et al. ,2010 Montero-Mendieta
et al. 2018) com isso a formacdo ecétipos em regides do Brasil se torna facil devido as suas as
dimensGes continentais, podemos confirmar comparando o volume de amostras do presente
trabalho, com o realizado por Charistos et al. (2014) a nivel de discriminacdo das populacdes de
abelhas gregas a nivel de pais. A dimensdo territorial do Brasil, facilita a formacéo de ec6tipos
africanizados e isso obtivemos como resultado, demonstrando que mesmo localizadas em uma

regido similar, todas as populacGes estudas se diferem formando grupos localmente adaptados.

Nossos resultados demonstram que apesar de diferente, todos 0s grupos possuem uma certa
similaridade, muito se fala da distancia geografica, porém essa similaridade pode estar atrelada ha
um fator humano, o manejo para apicultura, o qual influencia diretamente nas populacdes locais.
Em paises da Europa pesquisas com gendmica ja identificaram a influéncia da sele¢cdo humana nos
genes de abelhas selvagens do género Apis. No Brasil trabalhos com genoma ainda ndo foram
realizados, porém, nossos resultados apontaram Sergipe como a populacdo mais distantes das
outras, isso pode estar atrelado ao baixo nivel de profissionalizacdo da apicultura nesta regido,
pouca utilizacdo da apicultura migratéria e consequentemente reducdo da troca de material
genético de forma natural ou por obtencdo de rainhas das outras regides do estudo (Correia-
Oliveira et al., 2010; Harpur et al., 2012; Parejo et al., 2017).

Com a grade de deformacéo foi possivel identificar deformacgdes nas asas de cada ecétipo,
no de Sergipe ocorreu uma compressao na célula radial, na primeira medial e marginal, o oposto
ocorreu nos ecotipos do Ceara, Minas Gerais, Bahia e Alagoas tendo uma expansao na célula

radial, primeira medial e marginal. Nos ecotipos do Rio Grande do Norte e Piaui foi possivel
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observar uma expansao na primeira célula sub marginal, por se tratar de uma variavel oposta, a
Paraiba apresentou uma compressdo na primeira célula sub marginal. nossos resultados apontam
um possivel padrdo de venagdo nas asas dos diferentes ecotipos de abelhas africanizadas do
semiarido brasileiro, necessitando de repeti¢fes para validagdo dos padrBes. A identificacdo de
padrdes de venacédo auxiliam na facilitacdo de estudos futuros, atualmente padrdes de venagéo séo
ja sdo usados para identificar tipos raciais de abelhas, linhagens de abelhas africanizadas com
tendencia a migrac@es e indicacOes de comportamentos passiveis de selecdo (Francoy et al., 2006;
Parejo et al., 2017; Moretti et al., 2018).

Com os resultados da validacdo cruzada dos individuos de cada ec6tipo podemos a
eficiéncia na identificacdo deles, a qual teve uma média de acerto de 80%. Nossa média de acertos
diferiram das encontradas em trabalhos como Francoy et al. (2008) e Nunes et al. (2012) devido
ao tipo de populacédo estudada, quando comparadas as abelhas africanizadas com as racas puras
europeias e africana a taxa de acerto encontra por Francoy et al. (2008) foi de 99,2%, ja a
encontrada por Nunes et al. (2012) foi de 62% utilizando populagdes geograficamente distantes,
oriundas das 5 regides do Brasil. Nossos resultados demonstram que a proximidade das populactes

influenciou na taxa de acerto e demonstrou a formacéo de ecotipos.

Reafirmando a formacdo dos ecOtipos, todas as populacbGes apresentardo diferencas
estatisticas na Distancia de Mahalanobis. Em relacdo a Distancia de Mahalanobis entre os ecétipos,
0 ecOtipo de Sergipe se apresentou como 0 ecGtipo mais distante de todos, tendo maior distancia o
ecotipo do Ceard. Os ec6tipos mais similares foram o de Minas Gerais e Piaui. Com os dados
podemos associar a distancia do ec6tipo de Sergipe com os demais ao fato ja citado anteriormente
profissionalizacao da apicultura, apicultura migratoria pouco aplicada, reduzindo troca de material
genético de forma natural ou por obtencédo de rainhas das outras regides estudo (Correia-Oliveira
et al., 2010). J& a proximidade dos demais ecotipos esta ligada ao fator oposto, a exploracdo da
apicultura de forma comercial, utilizacdo da apicultura migratoria, troca de matéria genético por
venda ou troca de rainhas (DINIZ — FILHO & MALASPINA, 1995; Harpur et al., 2012; Parejo et
al., 2017)

A identificacdo dos ecétipos tornou possivel buscar o posicionamento racial de cada um

deles. O resultado encontrado apontou que todos 0s ec6tipos possuem maior similaridade com as
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abelhas africanas (Apis mellifera scutellata), essa proximidade entre abelhas africanizadas e
africanas pode ser observada em diferentes pontos das Américas, indo da California a Buenos
Aires, essa predominancia estd associada a capacidade da abelha africana (Apis mellifera
scutellata) de produzir mais zangdes (Calfee et al., 2020); ao nascimento precoce da rainha; taxa
de crescimento do enxame e sua maior sensibilidade a enxameagem, garantindo assim sua
dispersao de forma eficiente e rapida (Winston, 1992; Schneider et al., 2004; Calfee et al., 2020).
A predominancia de alelos africanos na hibridizacdo com populagdes de ancestrais europeus,
resultou em populacBes poli hibridas que respondem de forma mais eficiente a distdrbios nas
col6nias (Stort, 1974).

Observando os resultados da validagdo cruzada, obtivemos uma média de acerto de 96%,
chamamos a atencdo para os dados encontrados para Bahia, Rio Grande de Norte e Minas Gerais,
dos 8 ecdtipos estudados, os 3 apresentaram maior similaridade com as abelhas italianas, O
resultado da populacdo do Rio Grande do Norte provavelmente esta associado a introducdo de
abelhas italianas oriundas de Fernando de Noronha, recentemente no estado do Rio Grande do
Norte foi criada a Associacdo Nacional de Apicultores, Criadores de Abelhas Meliferas Italianas-
ANACINI uma parceria entre os Apicultores do continente e dos apicultores da ilha de Fernando
de Noronha, no entanto, observa-se que muitos apicultores ainda fazem a introducéo clandestina
de abelhas italianas no pais , inclusive de pais ontem tem cria putrida americana, o que é uma
ameaca a nossa apicultura em fungédo da sanidade. Situagdo similar aconteceu nas ilhas Tenerife,
onde foi observado um alto nivel de introgressdo mitocondrial de racas de abelhas da Europa
Oriental, resultado de cruzamentos entre rainhas importadas e zangdes nativos, esses cruzamentos
aleatorios podem afetar pool genético das populagdes nativas e até mesmo causar a extincao de
ecotipos bem adaptados (LA RUA et al., 2002). A introducéo de abelhas de outras regides sem os

devidos cuidados pode afetar diretamente os ec6tipos ja adaptados aquela localidade.

Os ecotipos da Bahia, Minas Gerais, Piaui, Ceara, Alagoas e Paraiba apresentaram o
mesmo posicionamento racial, possuindo uma menor distancia genética da populacédo africana
(Apis mellifera scutellata) e respectivamente da alema (Apis mellifera mellifera), italiana (Apis
mellifera lingustica) e carnica (Apis mellifera carnica). O pensionamento racial encontrado no
presente trabalho corrobora com o encontrado por Chapman et al. (2015) os quais identificaram

através de SNP- Polimorfismo de nucleotideo Unico que as abelhas africanizadas do Brasil
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carregavam alelos africanos em 80,5% dos marcadores em média, sendo 17,8% de alelos da
Europa Ocidental e 1,7% da Europa Oriental, seguindo os ramos de Ruttner (1988) as abelhas da
Europa Ocidental do ramo C (Apis mellifera lingustica e Apis mellifera carnica), abelhas da
Europa Oriental do Ramo M (Apis mellifera mellifera) e a abelha africana o Ramo A (Apis
mellifera scutellata). Whitfield et al. (2006) utilizando SNP- Polimorfismo de nucleotideo Unico
encontra 0 mesmo posicionamento racial em abelhas africanizadas, e identifica que apesar de
altamente africanizadas, exibiam introgressao com as Apis mellifera mellifera. Nossos resultados
reafirmam os encontrados por Henriques et al. (2020), o qual aponta que morfometria geométrica

das asas e SNP- Polimorfismo de nucleotideo Unico apresentam resultados similares.

O ecdtipo de Sergipe foi o Gnico com um posicionamento racial diferente, apresentando
uma menor distancia genética da populacdo africana e respectivamente da alemd, carnicas e
italianas, ainda assim mantendo o posicionamento racial encontrado por Chapman et al. (2015) e
Whitfield et al. (2006). Além de apresentar maior proximidade com as carnicas, 0 ecétipo de
Sergipe demonstrou maior similaridade com as abelhas africanas puras do que com 0s outros
ecotipos. Levando em consideragdo o fator humano, podemos observar que Sergipe se comparado
com os outros locais estudados ainda nao possui uma atividade apicola muito desenvolvida, tendo
pouca introducdo de material genético de fora do estado, sem programas de sele¢cdo massal para
melhoramento e com poucos apicultores realizando apicultura migratoria para outras regides, esses
fatores podem ser os responsaveis pela proximidade do ecotipo de Sergipe com as abelhas
africanas puras (SEGURA, 2000; DINIZ — FILHO & MALASPINA, 1995; CORREIA-
OLIVEIRA et al., 2010; Vidal, 2022; PAREJO et al., 2017).

Por fim, concluimos com os presentes resultados que as populacbes de abelhas
africanizadas do Semiarido brasileiro apesar de similares possuem diferencas estatisticas (<.0001)
formando assim ecé6tipos localmente adaptados as suas condi¢cGes ambientas, reafirmando assim a
necessidade de preserva-los, sendo os ec6tipos mais similares Piaui e Minas Gerias e 0s mais
distantes Sergipe e Ceara. Também foi possivel identificar diferencas morfoldgicas nas asas dos

diferentes ecotipos, demonstrando assim uma necessidade de estudos futuros.

Com relacdo ao posicionamento racial, foi possivel concluir que os ecotipos da Babhia,

Minas Gerais, Piaui, Ceard, Alagoas e Paraiba apresentaram o0 mesmo posicionamento racial,
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possuindo uma menor distancia genética da populacdo africana e respectivamente da alema,
italiana e carnica, ressaltando a proximidade do ecotipo do Rio Grande do Norte com as abelhas
italianas (Apis mellifera lingustica), possivel resultado da introducdo das abelhas italianas de
Fernando de Noronha no estado do Rio Grande do Norte e em outros lugares. E concluindo com
0 ecltipo de Sergipe apresentando uma menor distancia genética da populagdo africana e
respectivamente da alemd, carnicas e italianas, sendo o Unico com posicionamento racial diferente
e possuindo uma maior similaridade com as abelhas africanas puras (Apis mellifera scutellata) do

que com os ecotipos africanizados.
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Resumo: As abelhas meliferas podem apresentar uma ampla variedade de comportamentos, e a
intensidade de expressdo destes dependem tanto da composicdo genética quanto de fatores
ambientais. As abelhas africanizadas, por exemplo, possuem caracteristicas genéticas que
proporcionam uma maior capacidade de dispersao e adaptacao, além de terem desenvolvido mais
intensamente comportamentos sociais que contribuem para a saude das colbnias, como o
comportamento higiénico. Nos ultimos anos, as analises morfométricas estdo sendo incorporadas
a estudos de populagbes como ferramenta de caracterizacdo de materiais genéticos,
frequentemente utilizadas em estudos comportamentais de abelhas para avaliar possiveis
correlag@es entre a morfologia do animal e seu comportamento. Essas analises consistem em medir
e comparar diferentes caracteristicas fisicas das abelhas, como o tamanho e a forma do corpo, as
dimensGes das asas, entre outras. Podem ser comparadas entre diferentes individuos ou grupos de
individuos, como abelhas de diferentes idades, castas ou ecétipos. Essa analise pode revelar
possiveis relagdes entre a morfologia das abelhas e seu comportamento, como a preferéncia por
determinadas tarefas dentro da coldnia como, por exemplo, a atividade de remocédo de células
mortas ou danificadas ou ainda infestada com acaro, conhecido como comportamento higiénico.
Diante disso, objetivou-se, com o presente estudo, verificar a existéncia de variagcbes morfologicas

nas asas de abelhas africanizadas de linhagens higiénicas e ndo higiénicas. Foram utilizadas 33
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colbnias de abelhas africanizadas oriundas do setor de Apicultura da UFERSA junto ao Nucleo de
Capacitacdo Tecnologica em Apicultura — NCTA, nas quais foram aplicados o teste de
comportamento higiénico e a analise morfométrica da asa mesotoracica direita de operarias
adultas. As coldnias foram divididas em grupos Higiénicos e ndo Higiénicos. A partir da analise
da forma e analises multivariadas, comparadas com o comportamento higiénico e as asas de
abelhas originarias, foi possivel identificar que existem variacdes morfoldgicas entre as abelhas
higiénicas e ndo higiénicas. Além disso, foi observado que coldnias 100% higiénicas possuem
maior proximidade das abelhas africanas (Apis mellifera scutellata) e as menos higiénicas sdo mais
proximas das carnicas (Apis mellifera carnica). Pelos resultados aqui expostos, a variagao
morfométrica das col6nias higiénicas esta diretamente relacionada com o0s genes de abelhas
africanas e esta proximidade genética provavelmente tenha favorecido a maior resisténcia natural
a doencas, 0 que torna esse ecétipo como grande potencial para o desenvolvimento da apicultura

no semiarido.

Palavras-Chave: Morfometria Geométrica. Abelhas africanizadas. Semiarido. Comportamento
higiénico.

1. Introducéo

O processo de africanizacdo das abelhas Apis nas américas tem inicio no Brasil em 1956 com a
introduc&o de rainhas africanas Apis mellifera scutellata, as quais acidentalmente séo liberadas no
meio ambiente (COELHO, 2005), iniciando cruzamentos naturais das abelhas africanas com as
italianas Apis mellifera lingustica, alemas Apis mellifera mellifera e carnicas Apis mellifera
carnica, subespécies europeias introduzidas no Brasil no século XIX, dando origem a abelha
africanizada (DINIZ-FILHO & MALASPINA, 1995).

A africanizacdo das abelhas é considerada uma das invasfes biologicas mais bem-
sucedidas, sua dispersdo chegou a uma taxa estimada de 480 km/ano, indo do Brasil ao estado do
Texas no Estados Unidos em menos de 50 anos (TAYLOR, 1985; SCHNEIDER, et al. 2004). A
eficiéncia da africanizacdo esta ligada a dominancia dos caracteres africanos, justificando assim o
fitness reduzido dos hibridos; a precocidade de nascimento das rainhas africanas; maior taxa de

crescimento e enxameagem apresentadas pelas africanas e dominancia de alelos africanos
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(SCHNEIDER, et al. 2004), afirmando assim que a capacidade de dispersdo € heranca das abelhas
africanas (CALFEE et al., 2020), mas vale lembrar que durante a sua evolucgéo, as abelhas (Apis
mellifera) aperfeicoaram-se em mecanismos de imunidade social com base em comportamentos,
reduzindo o risco de patologias em suas colonias (LECLERCQ et al., 2017), entre estes

aperfeicoamentos, surge como destaque o comportamento higiénico.

O comportamento higiénico é uma caracteristica genética hereditaria das operarias
(WILSON-RICH et al., 2009), a qual traduz a capacidade das operéarias para identificar e remover
crias doentes antes da doenca alcancar o estagio infeccioso, danificadas, mortas, ou com alguma
ma-formacdo, evitando a transmissdo de esporos e influenciando diretamente na sanidade da
colonia, diretamente na sanidade da colonia (GRAMACHO & GONCALVES, 1994;
GRAMACHO, 2004; GONCALVES et al., 2008; WILSON-RICH et al., 2009) e também remove

acaros no interior de suas células, interrompendo o ciclo do mesmo (SPIVAK & DANK, 2021).

Tratando do comportamento higiénico em diferencas subespécies de abelhas Apis
mellifera, foi observado que existem divergencias entre os resultados da literatura, alguns apontam
que ndo tem diferenca entre o comportamento higiénico das abelhas africanizadas e as abelhas
Cérnicas (Apis mellifera carnica) (Gramacho & Gongalves 2009), ja Gramacho (1995), demonstra
que o comportamento higiénico em abelhas carnicas no Brasil foi bem inferior e as mesmas
demoraram muito mais para remover as pupas mortas quando comparadas com as abelhas
africanizadas e italianas, outros demonstram uma superioridade da abelha africanizada sob as
abelhas Italianas em relagcdo ao comportamento higiénico (GUERRA JR et al., 2020), levando em
consideragdo que as abelhas africanizadas sdo uma das Apis mellifera com maior variabilidade
genética (NOVOA, et al., 2020) dentre outras abelhas Apis, faz-se necessario o estudo das suas
diversas populacdes, buscando identificar possiveis padrdes morfoldgicos que identifiquem

variacdes genéticas passiveis de selecdo em diferentes populactes

Tendo em vista a distribuicdo e a hibridizacdo da abelha africanizada (Apis mellifera L.),
tornasse-se necessario entender sua dindmica populacional, podendo adotar possiveis programas
de melhoramento genético e conservacdo em abelhas africanizadas, mantendo ecotipos, linhagens
mais resistentes e com as caracteristicas desejadas, trazendo uma viabilidade comercial para esse
tipo de estudo (COBEY & SCHLEY, 2002). Uma das maneias para realizacdo de estudos de
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populacbes € a utilizacdo das técnicas gendmicas, a qual tem como funcdo sequenciar 0s
nucleotideos, mapear e analisar os genomas das especies (CHAMPMAN, et al., 2015;
LECLERCQ et al.,2018; BOARDMAN, et al., 2019).

A gendmica se destaca nos estudos populacionais, mas ndo é a unica capaz de fornecer
bons resultados, além de ser técnicas bem caras. A morfometria geométrica de asas surge como
uma alternativa simples, rapida e de baixo custo, com resultados chegando a taxas de 99,5% de
acerto na identificacdo de ecétipos africanizados (FRANCOY, 2008) e podemos reafirmar a
eficiéncia da mesma em Henriques et al (2020) o qual realizou o estudo populacional das Apis
mellifera iberiensis utilizando SNPs e morfometria geométrica de asa, obtendo como resultado a
capacidade da morfometria geométrica das asas capturar padrdes genéeticos complexos, oferecendo
uma alternativa confiavel e de baixo custo para estimativa preliminar da estrutura populacional e

deformac6es morfologicas que possam explicar certos comportamentos (MORETT], et al., 2018).

Neste trabalho, buscou-se identificar padrdes morfolégicos nas asas de abelhas
africanizadas que estariam ligados ao seu comportamento higiénico. Além disso, investigou-se
também a influéncia da origem racial destas abelhas no seu comportamento higiénico. A
morfometria geométrica de asas foi usada pois oferece eficiéncia nos resultados e baixo custo.
Com essa metodologia, procurou-se detectar deformag6es morfoldgicas individuais que poderiam

ser selecionadas em estudos posteriores.

2. Materiais e Métodos

Amostragem

As amostras do presente estudo foram coletadas no periodo de junho a agosto de 2022, no
municipio de Mossord - Rio Grande do Norte, regido de clima semiarido situada no Nordeste
brasileiro. Foram utilizadas 37 colénias de abelhas africanizadas alocadas nos apiarios
experimentais da Fazenda Experimental da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (-
5.061975908576271, -37.401546345902474). Em cada col6nia foram coletadas 10 abelhas

operarias adultas, totalizando 370 individuos analisados. Todos os individuos coletados foram
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armazenados em alcool etilico para preservacao das amostras e todas as colonias passaram pelo

teste do comportamento higiénico.

Para analise morfométricas das subespécies puras, foram utilizados os padrdes de venacao
das asas anteriores das subespécies Apis mellifera ligustica, Apis mellifera carnica, Apis mellifera
melifera e Apis mellifera scutellata que foram obtidas a partir de imagens digitais cedidas do banco
de dados do Dr. Tiago Mauricio Francoy.

Avaliacédo do comportamento higiénico

Quanto ao comportamento higiénico (CH), as coldnias foram fenotipadas de acordo com o
método de perfuracdo de crias de Newton e Ostasiewski (1986) modificado por Gramacho e
Gongcalves (2009). Foi escolhido um quadro com cria operculada (quadro este) com idade entre 10
a 14 dias de idades. Neste quadro foi delimitada uma area na forma de paralelograma contendo
duas areas, cada uma contendo 100 células (10 x 10 células), uma area destinada para 0 método de
perfuracdo de rias e a outa area destinada ao controle (sem perfurar as crias), 100 crias operculadas
de operérias foram mortas com a perfuracdo com alfinete entomolégico (n°1) e ap6s 24 horas foi
contabilizado o numero de crias mortas removidas pelas abelhas operarias. As col6nias que

removeram 80% ou mais das crias mortas foram consideradas como higiénicas (Figura 1).
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Figura 1. Quadro teste de uma coldnia de abelhas africanizadas que foi submetido ao teste do
comportamento higiénico pelo método de perfuracio de crias. Area (A) representa o controle e (B)

o tratamento pds 24 horas.

Andélises morfométricas

As asas anteriores diretas de 370 operarias, foram removidas de cada uma com a ajuda de
uma pinga, fixadas com esmalte incolor a uma lamina de microscopio previamente montada em
uma escala de 5 mm e fotografadas com uma lupa portéatil acoplada a um notebook. Dezenove
marcos anatdmicos foram plotados nas interse¢cdes das nervuras das asas (Figura 2) usando o
programa tpsDig2 versdo 2.64 de acordo com Francoy et al. (2008), as imagens foram alinhadas
pelo quadrado de Procrustes e o tamanho do centroide obtidos com o auxilio do software MorphoJ
(KLINGENBERG, 2011).
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Figura 2. Asa com os 19 marcos anatdbmicos plotados nas interseccGes das asas da abelha

africanizada Apis melifera L.

Para identificacdo de nervuras e de cada célula da asa, foi utilizado o modelo de Porporato

et al. (2014) (Figura 3), facilitando a identificacdo das deformacdes apontadas com a morfometria

geomeétrica.
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Figura 3. Asa mesotoracica direita de Apis mellifera mostrando uma nervura regular com células
definidas por veias longitudinais e transversais, as Ultimas sdo indicadas por duas letras indicando

quais veias longitudinais elas conectam (veia anterior primeiro, depois posterior) e abreviadas por
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letras minGsculas. 1: célula radial; 2: célula marginal; 3: 12 célula submarginal; 4: 22 célula
submarginal; 5: 32 célula submarginal; 6: 12 célula medial; 7: 22 célula medial; 8: 12 célula cubital;
9: 22 celula cubital. A: veia anal; C: veia costal; Cu: veia cubital; M: veia medial (basal); D: veia
radial; Rs: setor radial; Sc: veia subcostal. A célula costal entre as veias C e Sc+M é tdo reduzida

que parece praticamente ausente. Imagem retirada de Porporato et al. (2014).

Utilizando os softwares MORPHOJ e PAST, foi realizada analise de Variaveis Candnicas
(AVC), maximizando a variacao entre os grupos estudados explicada por cada varidvel canénica,
testando se as médias destes grupos eram significativamente diferentes e também, possibilitando
identificar similaridades entre eles. Para facilitar a interpretacdo geométrica, os dados foram
apresentados em graficos de dispersdo bidimensionais, tendo cada um dos Seus eixos

representando uma variével canénica.

Para obter o dendrograma utilizamos método da ligacdo média entre grupos ndo ponderado,
mais conhecido como UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Avarages),
utilizando a distancia Mahalanobis D?, onde a distancia intergrupos foi obtida pela média das

distancias pareadas dos integrantes dos grupos estudados.

Para medir a confiabilidade dos resultados, quantificamos o erro de medicdo, analisando
cada asa trés vezes em dias separados e aplicando em seguida uma andlise de variancia univariada
(ANOVA) para testar o desvio de erros de medicdo aleatorios entre as repeticGes. Além de
quantificar o erro de medicao, foi realizado o teste de Validagdo Cruzada (Cross-Validation), o
qual analisa os percentuais de alocagéo correta dos individuos em seus respectivos grupos. O teste

de Validacdo Cruzada foi realizado com o programa PAST.

3. Resultados

3.1. Origem racial: Sua influéncia no comportamento higiénico em abelhas africanizadas

(Apis mellifera L.) do semiarido brasileiro.
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Com os resultados do teste de comportamento higiénico, selecionamos 23 coldnias, das
quais 19 colbnias obtiveram resultados acima de 80%, sendo classificadas como higiénicas e 4
colbnias com n&o higiénicas, atingindo porcentagem menor que 80%. Os resultados possibilitaram
a formagéo dos grupos higiénicos e nédo higiénicos. A selecdo de 23 entre as 37 col6nias foi

realizada buscando homogeneizar os dados.

Utilizando as varidveis canbnicas (CV) para associar col6nias higiénicas (H) e ndo
higiénicas (N.H) com a sua origem racial, 5 variaveis foram suficientes para determinar 100% da
variacgéo total, sendo 83,56% identificadas ja nas duas primeiras variaveis. Na variavel canonica 1
- CV1 56,94%) foi possivel diferenciar as abelhas italianas (Apis mellifera lingustica) e carnicas
(Apis mellifera carnica) localizadas no eixo negativo, das abelhas africanizadas higiénicas e ndo
higiénicas, no eixo positivo. Na variavel candnica 2 - CV 2 (82,17%) foi identificado que as
abelhas alemas (Apis mellifera mellifera) no eixo positivo, diferenciam das abelhas italianas (Apis

mellifera lingustica), no eixo negativo (Figura 4).

@ Hygienic africanized honey bee
b 6.0 Non-hygienic africanized honey bee
O Apis mellifera carnica
0O Apis mellifera mellifera
Apis mellifera lingustica
. Apis mellifera scutellata

cv2

Figura 4. Grafico de dispersdo de col6nias higiénicas e ndo higiénicas de abelhas africanizadas
Apis mellifera L. e subespécies, carnica Apis mellifersa carnica, italiana Apis mellifera lingusta,
alemd Apis mellifera mellifera e a africana Apis mellifera scutellata, em relacdo aos eixos

cartesianos estabelecidos pelas variaveis candnicas 1 e 2 obtidos a partir da morfometria das asas.
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Em seguida, foi gerado as grades de deformacéo da forma média (Figura 5) possibilitando
assim a identificacdo das areas que sofrem mais deformacdes. Tendo a forma media (Figura 5- €),
quando observado a grade de deformacdo do lado negativo do eixo CV1 (Figura 5- b), onde
encontram-se as abelhas italianas (Apis mellifera lingustica) e carnicas (Apis mellifera carnica),
foi encontrado uma expansao da regido da primeira célula medial, situada entre os pontos 8, 9 e
10. Ja nas regides da célula marginal e terceira submarginal, pontos 13 e 15, identificamos que
area se comprime. O oposto ocorre no lado positivo do eixo CV1(Figura 5- d), a regido da primeira

célula medial se comprime e as regides da célula marginal e terceira submarginal se expandem.

Com os resultados do eixo positivo da CV 2 (Figura 2- c¢), identificamos que as maiores
variagoes no formato das asas foram nas abelhas alemés (Apis mellifera mellifera) ocorrem com a
expansdo da célula marginal, situada entre os pontos 12 e 13 e uma compressdo da area da segunda
e da terceira célula submarginal, pontos 10 e 14. Ao lado negativo do eixo CV 2 (Figura 2- a), as
abelhas italianas (Apis mellifera lingustica) como o esperado, apresentaram o resultado oposto,

comprimindo célula marginal e expandindo a area da segunda e da terceira célula submarginal.

(b) Outline — Deformag3o gerada no lado negativo do eixo CV1.
(a) Outline — Deformag3o geradano lado negativo do eixo CV2.

“ Outline: +4

(c) Outline — Deformagdo gerada no lado positivo do eixo CV2. (d) Outline — Deformacio gerada no lado positive do eixo CV1.

(e) Forma média da asa direita as abelhas meliferas (4pis
mellifera)

Figura 5. Variagdo média da forma das asas de abelhas Apis mellifera de diferentes subespécies e

africanizadas de linhagens higiénicas e nao higiénicas. O contorno em azul claro significa a forma
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média da asa anterior direita, a forma padrdo, e o contorno azul escuro refere-se a forma de asa
anterior direita da abelha no respectivo a deformacao referente a sua variavel canénica, tanto no

eixo positivo como no negativo.

Na validacdo cruzada foram identificadas que as abelhas carnicas sdo as que mais diferem
do grupo higiénico e ndo higiénico, seguido das abelhas italianas, que também apresentou
resultado de 100% (p<.0001) gquando comparados com o0 grupo ndo higiénico. Os grupos que
apresentaram maior similaridade foram o higiénico e ndo higiénico (p<0.0080). Mesmo com a
similaridade, o grupo higiénico e ndo higiénico foram estatisticamente diferentes entre si e entre

as subespécies analisadas no presente estudo (Tabela 1).

Tabela 1. Classificacdo das amostras em porcentagem dentro de suas respectivas subespécies e
linhagens gerada a partir da analise de validagdo cruzada entre abelhas carnicas (Apis mellifera
carnica) - CA, italianas (Apis mellifera lingustica) - LI, alemas (Apis mellifera mellifera) - ME,
africanas (Apis mellifera scutellata) e africanizadas (Apis mellifera L.) higiénicas - H e nédo

higiénicas - N.H.

P-Valeu
Grupos Validagao Procrustes
cruzada (%) | distancia(p<0.01)
CAxH 100 <.0001
CAXxXNH 100 <.0001
Hx LI 99 <.0001
H x ME 97 <.0001
H x N.H 69 0.0080
H x SC 96 <.0001
LIxN.H 100 <.0001
ME x N.H 96 <.0001
N.H x SC 90 <.0001

104



Os resultados da Distancia de Mahalanobis e Procrustes mostraram que houve diferencas
estatisticas (p<0.01) entre os grupos higiénico e ndo higiénico e as subespécies avaliadas (Tabela
2). A ancestralidade dos grupos higiénico e ndo higiénico foi avaliada (Tabela 3) e ambos
mostraram maior proximidade com as abelhas africanas (Apis mellifera scutellata). O grupo néo
higiénico foi aquele que apresentou a maior proximidade (p<0.0001). Em relacdo as abelhas
alemds (Apis mellifera mellifera), foi a segunda raca mais proxima dos grupos higiénicos e nédo
higiénicos, tendo maior proximidade com o grupo higiénico. As abelhas italianas (Apis mellifera
lingustica) foram a terceira raca na proximidade, e como as alemas, também foram mais proximas
do grupo higiénico. Por fim, as carnicas (Apis mellifera carnica) estiveram mais distantes dos
grupos observados, tendo, mesmo assim, uma maior proximidade com as abelhas higiénicas. As
abelhas africanizadas higiénicas e ndo higiénicas do presente estudo, quando comparadas
apresentam ancestralidade similar, onde ambos 0s grupos possuem maior proximidade com as
africanas, seguida pelas alemas, italianas e carnicas. Observar-se-a que, embora semelhantes, o
grupo de abelhas de higiene teve, de modo geral, uma maior similaridade com as abelhas europeias
(Tabela 3).

Tabela 2. Diferencas estatisticas das distancias quadradas de Mahalanobis (diagonal inferior) e
distancia de Procrustes. (diagonal superior) entre abelhas carnicas (Apis mellifera carnica) - CA,
italianas (Apis mellifera lingustica) - LI, alemas (Apis mellifera mellifera) - ME, africanas (Apis
mellifera scutellata) e africanizadas (Apis mellifera L.) higiénicas - H e ndo higiénicas - N.H,

obtidas a partir da analise das variaveis canonicas.

CA H LI ME N.H SC

CA 0 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001

H <.0001 0 <.0001 <.0001 0,0090 <.0001

LI <.0001 <.0001 0 <.0001 <.0001 <.0001

ME <.0001 <.0001 <.0001 0 <.0001 <.0001

N.H <.0001 0,0044 <.0001 <.0001 0 <.0001
SC <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0
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Tabela 3. Distancias quadradas de Mahalanobis (diagonal inferior) e Distancia de Procrustes.

(diagonal superior) entre abelhas carnicas (Apis mellifera carnica) - CA, italianas (Apis mellifera

lingustica) - LI, alemas (Apis mellifera mellifera) - ME, africanas (Apis mellifera scutellata) - SC

e abelhas africanizadas (Apis mellifera L.) higiénicas - H e Nao Higienicas - N.H, obtidas a partir

da analise das variaveis canonicas.

CA H LI ME N.H SC
CA 0 0.0277 0.0124 0.0274 0.0283 0.0274
H 5.6238 0 0.0264 0.0175 0.0062 0.0123
LI 2.82 4.9489 0 0.0273 0.0281 0.0287
ME 5.2344 4.4148 5.2864 0 0.0179 0.0166
N.H 5.721 1.2096 5.1309 4.4583 0 0.012
SC 4.7548 3.0321 5.0147 3.9786 2.9584 0

Por fim verificamos a formacao de grupos distintos por subespécie e linhagens na anélise

de agrupamento UPGMA (Figura 3) com base na AVC, tendo alcancado uma correlacao

cofenética de 99%, demonstrando que apesar de proximos, todos 0s grupos estudados sao

diferentes.
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Figura 6. Dendrograma gerado pelo UPGMA ilustrando as medias de distancias morfométricas
entre as diferentes subespécies de abelhas meliferas (Apis mellifera) e linhagens higiénicas e ndo

higiénicas de abelhas africanizadas do semiarido brasileiro.

3.2. Diferentes taxas do comportamento higiénico e suas influéncias nas variagdes

morfoldgicas nas asas de abelhas africanizadas.

Por meio do teste de comportamento higiénico, foram selecionadas 31 coldnias, as
quais foram divididas em 4 grupos de acordo com sua taxa de comportamento higiénico. O
primeiro grupo contou com 10 colénias com 100% de comportamento higiénico; o segundo, 9
colbnias com taxa entre 90 e 99%; o terceiro, 8 colbnias entre 80 e 89%; e o quarto, 4 colbnias

com taxa de comportamento abaixo de 80%, sendo consideradas néo higiénicas.

Ao classificar os grupos 100%, 90 - 99% e 80 a 89% como higiénicos e nédo higiénicos de
acordo com suas taxas de comportamento higiénico, foi possivel usar variaveis canonicas (CV)
para identificar a proximidade e semelhanca entre eles. 3 varidveis foram necessarias para
determinar 100% da variacéo total, sendo que 84,68% da identificacdo foi alcancada com as 2

primeiras variaveis. Com a variavel canénica 1 - CV1 (51,57%) conseguimos diferenciar o grupo
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100% e o grupo 80 - 89%, localizados no eixo negativo, do grupo 90 - 99%, localizado no eixo
positivo. Ja com a varidvel candnica 2 - CV2 (84,68%) foi possivel identificar que o Grupo 100%

no eixo positivo é diferente do Grupo 80 a 89%, localizado no eixo negativo (Figura 7).
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Figura 7. Gréafico de dispersdo dos grupos de colbnias de abelhas africanizadas com diferentes
taxas de comportamento higiénico em relacdo aos eixos cartesianos estabelecidos pelas variaveis

candnicas 1 e 2 obtidos a partir da morfometria das asas.

Gerando as grades de deformacédo da forma média (Figura 8) identificamos as areas que
sofrem mais deformacdes. Ao lado negativo do eixo CV1 (Figura 8 — d), onde esta grande parte
do grupo 100% e grupo 80 - 89%, foi encontra uma contracdo no ponto 12, o qual € a nervura que
se localiza na parte superior da asa entre a célula submarginal 1 e a célula marginal. No lado
positivo do eixo CV1 (Figura 8 — b), grupo 90 — 99%, como esperado, a deformacdo ocorre de
forma oposta, gerando uma expansdo no ponto 12, identificando assim uma diferenciacao na céelula
submarginal 1 e a célula marginal quando comparadas entre os grupos. Na CV2 foi possivel
identificar deformacéo na célula submarginal nos pontos 10, 11 e 12, apresentando uma expansao
dos pontos no lado negativo do eixo CV2 (Figura 8 — c) referente ao grupo 80 - 89% e contracédo

dos pontos 10, 11 e 12 no lado positivo do eixo CV2 (Figura 8 — a), onde se encontra 0 grupo
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100%. Os resultados apontam as deformac6es da célula submarginal 1 e a célula marginal com as

principais diferencas morfométricas entre os grupos.

(@) Outline — Deformagéo gerada no lado positivo do eixo CV2. (b) Outline — Deformagso gerada no lado positivo do eixo CV1.

(c) Outline — Deformagio gerada no lado negativo do eixo CV2. (d) Outline — Deformagéio gerada no lado negativo do eixo CV1.

on
(e) Forma media da asa

Figura 8. Variagdo media da forma das asas dos grupos de abelhas africanizadas do semiérido
brasileiro (Apis mellifera) com diferentes taxas de comportamento higiénico. O contorno em azul
claro significa a forma média da asa anterior direita, a forma padrdo, e o contorno azul escuro
refere-se a forma de asa anterior direita da abelha no respectivo a deformacéo referente a sua

variavel canonica, tanto no eixo positivo como no negativo.

Na validacdo cruzada identificamos que apesar da similaridade, todos os grupos
apresentaram diferenca estatistica. Os grupos que mais diferem sdo 100% x 80 - 89% e 80 - 89%
x 90 - 99% (p<.0001). J& 0 que possui maior similaridade € 0 80 - 89% x N.H (0,0084), apesar de
todos os grupos possuirem uma certa similaridade, conseguimos atingir em média 62% de certeza

de identificagdo com a validagdo cruzada.
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Tabela 4. Classificacdo das amostras em porcentagem dentro dos seus respectivos grupos gerada

a partir da analise de validacéo cruzada.

P-Valeu
Grupos Validagdo | Procrustes
cruzada (%) distance
(p<0.01)
100% x 80 - 62 <.0001
89%
100% x 90 - 68 0,0056
99%
100% x N.H 55 0,0060
80 - 89% x 90 63 <.0001
-99%
80 - 89% x 62 0,0084
N.H
90 - 99% x 67 0,0040
N.H

Na analise de agrupamento UPGMA (Figura 9) com base na AVC, confirmamos que

apesar de préximos, os grupos do presente estudo sdo diferentes, obtendo uma correlacdo

cofenética de 64%. Sendo mais similares os grupos 100% e 90 — 99% e mais distante o grupo 80

— 89%.
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Figura 9: Dendrograma gerado pelo UPGMA ilustrando as médias de distancias morfométricas
entre os grupos de abelhas africanizadas do semiarido brasileiro (Apis mellifera) com diferentes

taxas de comportamento higiénico.

Tratando as coldnias de forma individual, observando a taxa de comportamento higiénico
de cada uma e utilizando as Distancia de Procrustes, como nos resultados da origem racial,
obtivemos o0 mesmo padrdo de proximidade encontrado anteriormente, todos 0s grupos
apresentaram maior proximidade com as africanas, seguida das alemas, italianas e carnicas, porém,
podemos destacar que as colonias com taxa de 100% de comportamento higiénico sdo as que
possuem respectivamente maior proximidade com as abelhas africanas(0,0116), alemées (0,0172)
e italianas (0,0266), diferente das colénias com taxa de comportamento higiénico em 54%, que

apresentaram maior distancia tanto das africanas como das europeias
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4. Discussao

Os dados aqui apresentados mostram claramente, que as abelhas africanizadas tanto de
linhagens higiénicas, como de linhagens ndo higiénicas possuem maior similaridade com a
subespécie africana (Apis mellifera scutellata) e uma menor similaridade com a subespécie italiana
(Apis mellifera lingustica) e carnica (Apis mellifera carnica). Esse padrdo de similaridade
encontrado no presente estudo corrobora com o resultado encontrado por Santos e Silva et al.
(2019) estudando posicionamento racial de abelhas africanizadas em trés municipios do Piaui, 0s
quais apresentaram o mesmo padrdo de similaridade com as subespécies puras. A grande
similaridade encontrada entre as linhagens das abelhas africanizadas esta relacionada a dois
fatores, o primeiro é que séo individuos da mesma subespécie ou do mesmo poli hibrido, segundo
Novoa et al. (2020) as colbnias de abelhas africanizadas estdo entra as Apis mellifera com maior
diversidade genética registrada, ja o segundo fator esta associado ao distanciamento geografico,
trabalhos com Ken Tal et al. (2005), Kekecoglu & Soysal (2010) ,Parker et al. (2010) e Nunes et
al. (2012) demonstram que a distribuicdo geografica das populagdes de abelhas ao longo de regides
ecologicamente diferentes influéncia na similaridade entre grupos. Os dois fatores apresentados
justificam a similaridade entre as duas linhagens de abelhas africanizadas do presente estudo, onde

todas as coldnias estavam alocadas no municipio de Mossoro6 - Rio Grande do Norte.

Com as grades de deformacdo foi possivel identificar que as asas das abelhas africanizadas
de ambas as linhagens sofrem uma compressé@o na primeira célula medial e uma expanséo da célula
marginal e terceira submarginal. Corroborando com os dados encontrados por Francoy et al.
(2006), os quais identificaram que apenas com cinco marcos anatdmicos na célula marginal é
possivel discriminar tipos raciais de Apis mellifera, conseguindo com eficiéncia separar o

polihibrido africanizado das demais subespécies puras.

A eficiéncia da identificacdo dos grupos pode ser confirmada com a validacéo cruzada, a
qual teve uma meédia de acerto de 95%, resultado proximo ao encontrado por Francoy et al. (2008)
0s quais obtiveram uma taxa de acerto de 99,2%. A diferenca de 4,2% entre o presente trabalho e
o realizado por Francoy et al. (2008) esta relacionado ao fracionamento do grupo de abelhas

africanizadas em duas linhagens, as quais mesmo apresentando diferenca estatistica entre as
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linhagens apresentaram um erro de identificacdo de 31%. Vale ressaltar que apesar da taxa de erro
da validacdo cruzada entre as linhagens higiénicas e ndo higiénicas, os resultados apresentaram
diferenca estatistica entre as linhagens, estes resultados sdo importantes para realizacdo de
trabalhos de selecdo e melhoramento genético.

Quando observamos os resultados da validag&o cruzada realizado por Nunes et al. (2012)
0 qual foi aplicado o teste em apenas abelhas africanizadas de diferentes regites do Brasil,
encontramos resultados muito similares ao encontrado na validacdo cruzada entre as linhagens
higiénica e ndo higiénica, onde foi achado 69% de acerto e 62% no trabalho dos autores citados.
A similaridade entre os grupos de abelhas africanizadas, de linhagens diferentes ou néo, ja foi
apontada em 1995 como resultado da apicultura migratoria, a qual ndo so6 é responsavel pela deriva
genética das populacdes como pela introducdo de novas subespécies (DINIZ — FILHO &
MALASPINA, 1995). Nos dias atuais € de conhecimento geral o comercio de rainhas no Brasil,
muitas vezes sendo obtidas dos mesmos fornecedores e sem os devidos cuidados, afetando assim

a similaridade em diversos pontos do pais.

A proximidade encontrada entre as abelhas africanizadas de linhagens higiénicas e ndo
higiénicas com as abelhas africanas (Apis mellifera scutellata), ja era esperada, pois muitos sao
os fatores que justificam a dominancia dos caracteres africanos, os principais sdo: o fitness
reduzido dos hibridos; a maior producdo de zangdes africanos; a precocidade de nascimento das
rainhas africanas; maior taxa de crescimento e enxameagem apresentadas pelas africanas e
dominancia de alelos africanos (SCHNEIDER, et al., 2004). A capacidade adaptativa da abelha
africanizada, resultado da predominancia africana, permite que as col6nias de abelhas
africanizadas estabelecam suas populacdes nos mais diferentes climas (Freitas et al., 2007). Calfee
et al. (2020) aponta a capacidade de dispersdo como heranca das abelhas africanas, utilizando o
mapeamento genético de populacdes situadas na California e Buenos Aires foi demonstrado a
prevaléncia de genes africanos em ambas as populagdes situadas em regides opostas do continente,

corroborando assim com a predominancia africana das amostras utilizadas no presente estudo.

Quando analisadas as linhagens higiénicas e ndo higiénicas individualmente, foi observado
que ambas se diferenciavam e que a linhagem nédo higiénica foi o mais proximo do grupo das

abelhas africanas (Apis mellifera scutellata), essa proximidade pode estar ligada ao nivel de
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selecdo que ocorreu para genes derivados de africanos e europeus em diferentes regides (Novoa et
al., 2020), criando um pool de genes na colénia usando as frequéncias alélicas para observar a
expressdo final do fenédtipo na col6nia como um todo (Harpur et al., 2020). Vale ressaltar que
apesar do comportamento higiénico ser apontado como o principal mecanismo de resisténcia e
muitas vezes ser associado a heranca africana, Nganso et al. (2016) encontram resultados que o
comportamento higiénico ndo tem diferenca estatistica entre as subespécies de Apis mellifera,
porém, o comportamento de grooming foi mais bem expresso em Apis mellifera scutellata do que
em hibridos de Apis mellifera de origem europeia. Os dados do presente estudo sugerem que a
eficiéncia do comportamento higiénico ndo esta apenas ligada a predominéancia africana e sim a
um conjunto de fatores, como € o caso da defensividade, o qual ndo é um comportamento oriundo
de apenas um alelo e sim das frequéncias de alelos especificos dentro das colonias (Avalos et al.,
2020).

As distancias das linhagens de abelhas africanizadas em relacdo as subespécies puras se
apresentaram de forma igual, como citados anteriormente, pelo fato de todas as amostras serem
oriundas da mesma localidade, evitando assim a criagdo de ecotipos localmente adaptados, como
ocorre nos resultados de Nunes et al. (2012), os quais possuem amostras de cinco regides diferente
do Brasil, ou até mesmo diferencas morfologicas como as encontradas em Apis cerana por
Montero-Mendieta et al. (2018) em altitudes diferentes, gerando modificagfes no tamanho e na
cor dos individuos. O presente trabalho foi realizado com coldnias situadas na mesma localidade
visando anular a variacdo ambiental e garantir somente o a variagdo dos cruzamentos naturais entre
as populacdes locais, com isso foi possivel agrupar as amostras com o0 UPGMA, ndo sO a
proximidade entre as linhagens estudas e as subespécies puras, como demonstrar a formacéo de

grupos estatisticamente diferentes.

Sendo o Comportamento higiénico uma caracteristica genética hereditaria das operarias
(WILSON-RICH et al., 2009) e existir uma forte correlacdo entre o gendtipo mitocondrial e a
morfologia das abelhas (Neilsen et al., 1999). Buscamos diferencas morfoldgicas que possam
facilitar a selecdo artificial para desenvolver linhagens com maiores taxas de comportamento
higiénico, assim como Francoy et al. (2018) facilitaram a identificacdo de linhagens com baixa
tendéncia a enxamear identificando diferencas morfol6gicas encontradas entre as abelhas que

resistiram a seca e ndo enxamearam e as abelhas que migraram. Identificamos as principais
114



diferencas morfoldgicas entre os grupos com diferentes taxas de comportamento higiénico estdo
na célula submarginal 1 e a célula marginal, apresentando um padréo diferente se comparados com
o identificado por Francoy et al. (2006) para discriminacéo racial de Apis mellifera. De fato, mais
estudos sdo necessarios antes dessa etapa de selegdo, mas esses resultados trazem uma necessidade

para trabalhos futuros.

Com a validagdo cruzada dos grupos, foi possivel identificar um acerto médio de 62%,
resultado muito similar aos de Nunes et al. (2012), devido ao fato de ambos os trabalhos terem
usado apenas colénias de abelhas africanizadas. Embora similares todos os grupos apresentaram
diferenca significativa. Essa diferenca deve estar associada ao mix de genes de cada grupo (Harpur
etal., 2020), essa variacdo genética se deu ndo sé devido aos cruzamentos naturais entre as abelhas
africanas e europeias, como também ao manejo ano ap6s ano selecionando as abelhas mellifera
com foco apenas em producdo (Harpur et al. 2012), muitas vezes deixando de lado fatores como
a resisténcia a patologias e capacidade de adaptacdo, criando variagOes teoricamente boas de
producédo, mas que em campo nédo se desenvolve. Essa falta de cuidado gera a necessidade de
criacdo de programas e estudos voltados para a conservagdo do ecotipos localmente adaptados,
como é o caso do estudo realizado por La Rua et al. (2009), os quais buscaram conhecer a
biodiversidade, identificar as principais ameacas e assim dar inicio a possiveis programas de
conservagao das abelhas europeias. O presente trabalho busca contribuir para a identificacdo de
diferengas morfologicas entre as linhagens higiénicas e ndo higiénicas, possibilitando assim no

futuro conservar as linhagens mais bem adaptadas as suas localidades.

A associacdo realizada entre as coldnias com diferentes taxas, demonstraram que as
colbnias com comportamento higiénico 100% foram as que possuiram maior proximidade com as
abelhas africanas, alemées e italianas, diferente das colonias com taxa de comportamento higiénico
em 54%, que apresentaram maior distancia tanto das africanas como das europeias. Estés
diferencgas entre os individuos higiénicos (100%) e ndo higiénicos (54%) estd associada & sua
origem racial, onde ndo s6 parte da origem importa, mas sim o conjunto de diferentes
caracteristicas herdadas (Uzunov et al. 2014). E possivel observar essas variagdes em trabalhos
como Aumeier et al. (2000), no qual foi identificado que quando comparadas com as abelhas
Cérnicas, as abelhas africanizadas apresentam uma variagdo maior a cria infestada pelo acaro

Varroa, em Gramacho & Gongalves (2009) as abelhas Carnicas também foram mais higiénicas
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que as africanizadas, mas a diferenca néo foi significativa. Porém, em Guerra Jr et al. (2020) foi
observado que a cada 10 crias infestadas pelo acaro varroa, em média 6,5 eram removidas pelas
africanizadas e nas italianas em média 3,5 das crias infectadas eram removidas. Com os resultados
encontrados no presente trabalho foi identificado que colonias mais africanas sao mais higiénicas,
porém se faz necessdrio a realizacdo de novos estudos para identificar quais niveis de

ancestralidade sdo necessarios para refletir cada tipo de comportamento.

As abelhas africanizadas apresentam muito menos problemas com sanidade apicola se comparadas
com outras subespécies de origem europeia, podemos observar de forma clara essa resisténcia com
0 acaro Varroa destructor, onde em 43 anos no Brasil as abelhas africanizadas mantiveram uma
taxa média de infestacdo em 4%, ndo tendo relatos de impacto negativo nas colbnias
(CASTILHOS, et al. 2023), diferente do que acontece com as abelhas europeias, as quais ainda
possuem poucas linhagens resistentes ao acaro Varroa destructor, ocasionando perdas de col6nias
(LE CONTE, et al., 2020). Corroborando com os resultados encontrados no presente trabalho, os
quais colonias com 100% comportamento higiénico s&o mais africanizadas. A literatura aponta
que além do comportamento higiénico, as abelhas africanizadas também apresentam uma grande
eficiéncia no comportamento de grooming se comparados as europeias (INVERNIZZI et al.,
2016), os dados encontrados mostram que a africanizacao no Brasil foi vantajosa para o controle
de patologias apicolas.

Em conclusdo, utilizando a morfometria geométrica de asas, foi possivel identificar as
abelhas africanizadas tanto de linhagens higiénicas, como de linhagens n&o higiénicas possuem
maior similaridade com a subespécie africana (Apis mellifera scutellata) e uma menor similaridade
com a subespécie italiana (Apis mellifera lingustica) e carnica (Apis mellifera carnica) e que
mesmo apresentando maior similaridade, as linhagens higiénicas e ndo higiénicas possuem
diferenca estatistica significante. E identificar que as asas das abelhas africanizadas de ambas as
linhagens sofrem uma compressdo na primeira célula medial e uma expansao da célula marginal e
terceira submarginal. Com relacdo a origem racial, foi encontrado que as distancias das linhagens
de abelhas africanizadas em relacdo as subespécies puras se apresentaram de forma igual e a
linhagem ndo higiénica foi o mais préximo do grupo das abelhas africanas (Apis mellifera

scutellata).
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Com as analises em grupos com diferentes taxas de comportamento higiénicos, foi possivel
concluir que as principais diferencas morfoldgicas entre os grupos com diferentes taxas de
comportamento higiénico estdo na célula submarginal 1 e a célula marginal e comprovar com a
validagdo cruzada a diferenga entre os grupos estudados. E por fim, concluimos que coldnias com
taxa de comportamento higiénico de 100% foram as que possuiram maior proximidade com as
abelhas africanas, alemées e italianas, diferente das colénias com taxa de comportamento higiénico

em 54%, que apresentaram maior distancia tanto das africanas como das europeias.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados encontrados na tese foram de suma importancia para o entendimento
das populacdes de abelhas africanizadas do Semiarido Brasileiro, chamando assim a atengdo para
a conversacdo, cuidados e selecdo dos ecoOtipos presentes em cada local da regido. Nossos
resultados afirmam que apesar de serem colbnias de abelhas africanizadas situadas no Semiarido,

cada populagéo possui suas particularidades e necessitam protecao.

Os ecdtipos encontrados demonstram a influéncia da acdo humana no material genético
disponivel na natureza, reafirmamos a importancia da conservagdo dos ecoOtipos para evitar
problemas futuros, os quais ja ocorrem em outros paises. Novamente chamamos atencdo para a
comparacdo entre as populacdes do Rio Grande do Norte e Sergipe, estados com niveis de
profissionalizacdo diferentes na apicultura e que nossos dados apontam como fator determinante

para o posicionamento racial destas populacées, reafirmando a influéncia antrdpica.

Por fim, deixamos registrado as diferengas morfometricas entre linhagens higiénicas e ndo
higiénicas, tornando futuramente um possivel padréo de sele¢cdo das mesmas e deixando claro que
a introducdo da abelha africana (Apis mellifera scutellata) trouxa beneficios para a apicultura
brasileira, onde foi encontrado que colonias mais proximas das africanas possuem comportamento

higiénico mais elevado.
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