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“Néo é digno de saborear o mel, aquele que
se afasta da colmeia com medo das picadas
das abelhas”

William Shakespeare
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CONSIDERACOES INICIAIS

1. ABELHAS Apis mellifera

As abelhas Apis sdo originarias do continente africano e europeu e de parte da
Asia ocidental (RUTTNER, 1988). Ao longo destas areas, elas ocupam os mais
variados ambientes, como desertos, florestas tropicais, altas montanhas e savanas,
dentre outros (SMITH, 1961). A diversidade de ambientes ocupados esta diretamente
associada as caracteristicas morfolégicas das subespécies (SHEPPARD et al., 1997,
SHEPPARD; MEIXNER, 2003), apresentando caracteristicas comportamentais e
adaptativas aos ambientes.

Atualmente existem cinco grupos de abelhas Apis mellifera: A (Africana), A. m.
scutellata, A. m. capensis, A. m. lamarckii, A. m. litorea, A. m. adansonii e A. m.
unicolor; M (Europa Ocidental), A. m. mellifera, A.m. iberica, e A. m. intermissa; C
(Europa Oriental), A. m. carnica e A. m. ligustica; O (Oriente médio); A. m. anatolica, A.
m. caucasica, A. m. syriaca, A. m. pomonella e A. m. cypria e Y (Etiopes) (FRANCK et
al., 2000; WALLBERG et al., 2014), existindo pelo menos 24 subespécies (RUTTNER,
1988).

ApOs a expansdo europeia e a coloniza¢do de novos continentes descobertos,
as abelhas A. mellifera, que a principio ocupavam somente o Velho Mundo, foram
introduzidas nos demais continentes descobertos. Os primeiros registros de abelhas A.
mellifera nas Américas datam do século XVIII com a introducdo de colmeias de A.
mellifera mellifera da Europa Ocidental nos Estados Unidos (RUTTNER, 1992).

A introducdo no Brasil das subespécies A. m. mellifera e a A. m. carnica
ocorreu em 1839, pelo padre Antbnio Carneiro Aureliano que importou colmeias de
Portugal e Espanha e instalou-as no Rio de Janeiro (CRANE, 1999). Até esse ano
havia apenas registro de abelhas sem ferrdo no territério brasileiro (NOGUEIRA-
NETO, 1972). Com a introducédo destas abelhas, além do objetivo de se produzir mel,
pretendia-se utilizar a cera branca produzida por elas para a fabricacdo de velas para
fins religiosos, uma vez que a cera produzida pelas abelhas nativas € de cor
amarronzada, por ser uma mistura de cera e resinas, entre outros produtos.
Primeiramente, foram introduzidas nove colmeias, sendo que destas apenas duas
sobreviveram. Ao final do primeiro ano o niumero de colmeias aumentou para 50. Em
1841 ja havia mais de 200 colmeias instaladas na Quinta Imperial no Rio de Janiero
(NOGUEIRA-NETO, 1972).



Os colonizadores aleméaes, em 1845, nos Estados do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Parand, trouxe consigo a A. m. mellifera, conhecidas como “Negra’
(TRINDADE et al., 2004). Entre os anos de 1870 e 1880, os imigrantes aleméaes
Hannemann, Schenck, Hanewn e Brunnet trouxeram as primeiras A. m. ligustica e A.
m. caucasica, originarias da Italia e Sul da Russia, respectivamente, para o Sul do
Brasil. Estas abelhas foram introduzidas em territério nacional, juntamente com as A.
m. mellifera (FRANCOQY, 2007).

Em 1955, a necessidade de aumentar a produtividade de mel nacional chamou
a atencao de pesquisadores e autoridades (KERR, 1967). Diante disto, o pesquisador
Prof. Dr. Warwick Estevam Kerr, em 1956, trouxe para o Brasil as primeiras abelhas A.
m. scutellata provenientes do continente africano, para a realizacdo de estudos
genéticos (GONCALVES, 1996). As col6nias foram alojadas em floresta de eucalipto,
no Horto de Camaquéa em Rio Claro — SP, onde cada caixa teve sua entrada protegida
por tela excluidora de rainhas, para evitar que rainhas e zangbdes saissem para o
ambiente (KERR, 1957).

Entretanto, mesmo com os devidos cuidados, 26 colonias de A. m. scutellata
enxamearam, estabelecendo-se como col6nias selvagens (KERR, 1967). ApOs este
acontecimento iniciou-se a rapida expansao das abelhas africanas por todo o Brasil
realizando cruzamentos com as subespécies aqui existentes (A. m. ligustica, A. m.
mellifera, A. m. carnica e A. m. caucasica). Estes cruzamentos deram origem a um
poli-hibrido denominado de abelha africanizada, com caracteristicas morfolégicas
predominantes da A. m. scutellata (PEREIRA; LOPES, 2011), possuindo desta
maneira alta ancestralidade das linhagens A, na América do Sul (70-90%) e nos
Estados Unidos (50-75%) (WHITFIELD et al., 2006; WALLBERG et al., 2014).

Devido & alta adaptacdo ao meio este poli-hibrido colonizou rapidamente a
Ameérica do Sul e posteriormente a América do Norte. As abelhas africanizadas
inicialmente colonizaram a América do Sul a uma velocidade de 300-500 km por ano
(TAYLOR, 1977), chegando ao norte da Argentina na década de 70 (KERR et al.,
1982). O primeiro relato da aparicdo de abelhas africanizadas nos Estados Unidos foi
no Texas no comec¢o da década de 90, Arizona (1993), Califérnia (1994), Novo México
(1994), Nevada (1998), Utah (1999), Oklahoma (2004), Arkansas (2005), Florida
(2005) e Lousiana (2005) (LIVANIS; MOSS, 2010).

Atualmente, as abelhas africanizadas podem ser encontradas desde o norte da
Argentina ao sul dos Estados Unidos, sendo apenas barrada pela altitude da
Cordilheira dos Andes na América do Sul e pelas baixas temperaturas presentes no

norte dos Estados Unidos e sul da Argentina.



Na década de 60, com a expansdo das abelhas africanizadas e seu elevado
instinto defensivo, muitos apicultores comerciais desistiram da atividade ou reduziram
seus apiérios. Tal fato devido ndo conhecerem técnicas de manejo para essas “novas”
abelhas (GONCALVES; STORT, 1994).

A variabilidade genética dessas abelhas é grande, havendo predominancia
das caracteristicas das abelhas europeias no sul do pais, enquanto ao norte
predominam as caracteristicas das abelhas africanas. A abelha africanizada possui
comportamento bem parecido com o da A. m. scutellata, em razdo da maior
adaptabilidade dessa subespécie as condi¢cdes climaticas brasileiras. Bastante
defensivas, porém em menor grau em relagéo as africanas, as abelhas africanizadas
tém facilidade de enxamear, alta produtividade e tolerancia a algumas doencgas
(PEREIRA et al., 2003).

Passada esta fase de declinio na apicultura brasileira, apartir da década de 70
do século XX tem se desenvolvido em virtude de estudos em melhoramento genético e
aumento de producdo (GONCALVES, 1996; MILFONT et al., 2009; SOUZA et al.,
2012; UCHOA, 2012).

2. BIOLOGIA DAS ABELHAS Apis mellifera

As abelhas do género Apis vivem em colbénias em torno de 50 a 80 mil
individuos (em média), sdo insetos eusociais especializados e apresentam complexo
padrdo de organizacédo, principalmente no interior do ninho. Esta organizagdo social
tem grande componente genético e é altamente adaptada ao ambiente externo
(AMDAM, 2010).

Vivem em colbnias organizadas e divididas em trés castas: rainha, operarias e
zangdes, nas quais os individuos assumem fun¢des bem definidas que sé&o
executadas visando sobrevivéncia e a manuteng¢do da colénia. As fungbes da rainha
de abelhas A. melifera sdo: postura de ovos, manutencdo da homeostase social na
colénia. Dependendo da idade, as operarias apresentam fungfes definidas como, por
exemplo, coleta de alimento para a manutengdo da colbnia, limpeza e producdo de
geleia real e defesa da colénia. Os zangdes possuem a uunica fungéo reprodutiva nas
colbnias de abelhas Apis (COUTO; COUTO, 2002).

As abelhas A. mellifera se utilizam de mecanismos comportamentais e
ferombnios para a manutencdo da homeostase do enxame (LIPINSK, 2001). Todas as
informacdes quimicas, tateis, auditivas e visuais necessarias para a homeostase social
de abelhas do género Apis sdo transmitidas entre os seus integrantes. As abelhas

deste género reconhecem odores que lhes trazem informagdes a serem transmitidas



para outros individuos, visando a antecipacdo de determinado comportamento. Alguns
destes odores sdo ferombnios, os quais sdo produtos quimicos segregados e,
posteriormente, liberados para todos os membros da colbnia, afetando o seu
comportamento e sua fisiologia (ROCHA, 2008).

A enxameacdo € 0 processo que ocorre a partir de diversos mecanismos
comportamentais e de feroménios, tais como: informagfes tateis, auditivas, visuais e
quimicas. A enxameacdo reprodutiva € o0 processo hormal necessario para a
sobrevivéncia das espécies (ROOT et al., 1990).

Na apicultura racional, os apicultores buscam diminuir a taxa de enxameagéo
de suas colbnias, pois a redugdo dos enxames de abelhas significa perdas em termos
de producé@o de mel e polinizagdo. Além da enxameacdo reprodutiva existem outros
tipos, como a migratéria e por abandono, que ocorrem com maior frequéncia nas
abelhas africanas e africanizadas (WIESE, 2000).

As abelhas Apis mellifera Africanizadas podem ser caracterizadas pela alta
taxa de reproducdo e crescimento da colbnia devido as operarias coletarem mais
pélen do que néctar (DANKA et al., 1987; WINSTON, 1992; FEWELL; BERTRAM,
2002) e por alocam mais nutrientes nas areas de cria (SPIVAK et al. 1991).
Apresentam alto comportamento enxameatoério (OTIS, 1991), higiénico (VANDAME et
al., 2002) e de grooming, que consiste na capacidade da abelha de se livrar de
parasitas do proprio corpo (auto-grooming) ou de outra abelha (allo-grooming)
(GUZMAN-NOVOA et al., 2012), induzindo a baixa infestacdo pelo acaro Varroa
destructor (MEDINA-FLORES et al., 2014). Possuem alta capacidade de adaptacao a
ambientes indspitos e sua reproducdo € caracterizada por ter ciclo de vida mais curto
gue as demais subespécies europeias (GONCALVES, 1994).

Para a identificagdo das abelhas africanizadas, medidas morfométricas,
embasadas no padrédo de venacgdo das asas, foram desenvolvidas e tomadas como
padréo (FRANCOY et al,. 2006, 2008, 2009).

Quanto a produtividade de mel, diversas pesquisas se contrariam. Rinderer et
al. (1984, 1985, 1986); Pesante et al. (1992); Guzman-Novoa e Uribe-Rubio (2004),
verificaram baixa producdo de mel em experimento em campo comparando abelhas
africanizadas com linhagens europeias; porém, Spivak et al. (1989), Pereira e Chaud-
Netto (2005), Zarate et al. (2008), Livanis e Moss (2010) demonstram o contrario.

3. MEL: ORIGEM E MANEJO

Dos produtos fornecidos pelas abelhas, o mel é sem divida o mais conhecido e

difundido. Praticamente, todas as civiliza¢cdes antigas o utilizaram como alimento e



recurso medicinal. O mel é utilizado desde a antiguidade, pois registros relatam que a
apicultura e seus produtos apicolas ja eram utilizados pelos egipcios ha cerca de cinco
mil anos (JATI, 2007).

Atualmente, o homem utiliza o mel como alimento, sem desconhecer suas
qualidades medicinais e seu valor nutricional. E um alimento de elevado valor
energético, consumido mundialmente e importante para a saude do organismo
humano por apresentar diversas propriedades, como antimicrobiana, regenerativo
celular, estimulante, de acdo no sistema imunoldgico, anti-inflamatério, analgésico,
expectorante e hipersensibilizante (AZEREDO et al., 1999; WIESE, 2000; KOMATSU
et al.,, 2002; BIZARRIA; FILGUEIRAS 2003; SILVA et al., 2004; SILVA et al., 2009;
ANDRADE et al., 2012).

Segundo a Instrugdo Normativa N° 11 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento — MAPA (2000), o mel é composto por solucdo concentrada de
acucares com predominancia de glicose e frutose. Contém ainda mistura complexa de
outros hidratos de carbono, aminoacidos, enzimas, acidos orgéanicos, minerais,
pigmentos, substancias arométicas e graos de pélen podendo conter cera de abelhas
resultante do processo de extracédo (BRASIL, 2000).

Segundo a legislacéo brasileira (BRASIL, 2000), o mel é definido como: “[...] o
produto alimenticio produzido pelas abelhas a partir do néctar das flores e de
secrecdes procedentes de partes vivas de certas plantas ou de secrec¢des de insetos
sugadores de plantas que vivem sobre algumas espécies vegetais e que as abelhas
recolhem, transformam, combinam com substancias especificas proprias, armazenam
e deixam maturar nos favos da colmeia”.

Em quase todos os tipos de mel a frutose predomina, sendo a glicose o
segundo agucar principal. Esses dois agucares constituem 85-95% dos carboidratos
do mel. Aclcares mais complexos, compostos de duas ou mais moléculas de glicose e
frutose, constituem os carboidratos restantes, com excecdo de um traco de
polissacarideos. O mel também contém substancias volateis responsaveis pelas
caracteristicas de odor e sabor (FINOLA et al., 2007).

Sua producéo é a partir do néctar das flores, aclcares dissolvidos secretados
pelos nectérios e colhidos pelas abelhas. Para sua elaboracdo o néctar sofre duas
reacOes: uma fisica pela desidratagédo (eliminacdo da agua), por meio da evaporacao
na colmeia e absor¢do no papo (vesicula melifera); e outra quimica, que ocorre
gquando o néctar recebe adicdo de varias enzimas das abelhas meliferas, como a
invertase, amilase e glicose-oxidase, havendo a inversdo do aclUcar composto em
acucares simples (CRANE, 1987).



A maturacdo do mel tem inicio no organismo da abelha, continua durante sua
deposicdo nos alvéolos e se finaliza com a operculacdo dos favos, tédo logo a sua
umidade seja reduzida aos 18% a 20%, o que permite sua conservacao por longo
tempo (SORIA, 2000).

A composicdo exata de qualquer mel depende principalmente das fontes
vegetais das quais ele é derivado, mas também do tempo, solo e outros fatores
(CRANE, 1987; MENDONCA, 2008). Segundo Montenegro et al. (2000) e Lengler
(2002), o mel varia muito de uma regido para outra, tanto em contetdo polinico como
em caracteristicas fisico-quimicas, sendo explicada pela possibilidade de ter origem
em mais de 2500 tipos de flores de plantas diferentes.

Com o inicio da florada aumenta-se a disponibilidade de alimento, néctar e
pélen, fazendo com que as abelhas incrementem suas atividades na col6nia. Durante
este periodo, o enxame expande sua populagéo e apds o seu desenvolvimento ocorre
a divisdo natural, conhecida como enxameacao. Neste processo ocorre a formacao de
nova rainha e a metade das abelhas da colbnia sai com a rainha pré existente a
procura de um local adequado de nidificacdo para estabelecer a sua nova moradia.
Quando o fluxo de alimento diminui, ocorre a reducdo de postura da rainha, e como
um instinto de sobrevivéncia, em casos extremos, 0s enxames abandonam a colmeia
e procuram novos locais com melhores condi¢cdes para a sobrevivéncia (COUTO;
COUTO, 2002).

O apicultor pode fazer o manejo de divisdo de suas colmeias, com o intuito
de preservar e multiplicar enxames com boas caracteristicas genéticas para assegurar
que o potencial produtivo de colbnias superiores seja aproveitado, criando novas
coldnias com caracteristicas semelhantes (BROWN, 2010)

Entretanto, a atividade apicola tradicional baseia-se na captura de enxames
migratorios (LEOPOLDINO, 2002). Esta pratica € comumente utilizada para repor ou
aumentar o niumero de colbnias dos apicultores brasileiros; porém, estes enxames
capturados podem apresentar caracteristicas genéticas desfavoraveis para a producao
de mel afetando, significativamente, a produtividade das colénias (DUAY, 1996).

Segundo Souza (2002), estas grandes diferencas entre as colmeias reduzem
a produtividade de mel e oneram os custos de producédo, diminuindo a eficiéncia e
competitividade do setor. Assim, montados os apiarios com os enxames capturados ou
divididos artificialmente, € importante estabelecer um trabalho de melhoramento
genético para aumentar a producdo de mel e também de outros produtos apicolas.

Os programas de melhoramento genético envolvem um conjunto de processos
gque visam aumentar a frequéncia de genes desejaveis ou combina¢des genéticas que

resultem em uma populacdo com as caracteristicas desejadas, que podem ser



morfoldgicas, fisioldégicas ou comportamentais (KERR, 2006). Pesquisas em sele¢édo
genética permitem manter as linhagens com as caracteristicas desejadas, o que
justifica 0 emprego desta tecnologia aos programas comerciais de criacdo de abelhas
(COBEY; SCHLEY, 2002). Os principais fatores a serem considerados na sele¢céo de
colonias segundo Souza et al. (2012), consistem na alta produtividade, baixa
defensividade, baixo potencial enxameatério e alto comportamento higiénico (defesa

natural das coldnias contra pragas e doencas).

4. COMPORTAMENTO HIGIENICO EM ABELHAS Apis mellifera

O comportamento higiénico é definido como a capacidade das abelhas
detectarem e removerem crias mortas ou doentes do interior da colmeia
(ROTHENBUHLER, 1964; GONGCALVES, 1999; OXELY et al., 2010), apesar de ser
também definido, segundo Message (1977), como a remocdo de qualquer material
estranho no interior da colmeia. Existe, ainda, a ampliacao do conceito “higiénico” nas
abelhas, como foi descrito por Moretto (1993), que consiste na capacidade das
mesmas em se livrarem do acaro Varroa destructor, que atualmente é uma das pragas
gue mais causam problemas a apicultura comercial em grande parte do mundo,
embora no Brasil as abelhas africanizadas tenham se mostrado tolerantes a este
parasita (DE JONG; GONCALVES, 1998). Nas abelhas do género Apis, este
comportamento tem se tornado cada vez mais importante, uma vez que, conforme ja
exposto, funciona como eficiente mecanismo comportamental de resisténcia a
doencas (GILLIAM et al.,1983; RATH; DRESCHER, 1990; PALACIO et al.,, 2000;
SPIVAK; REUTER, 2001).

A primeira observacdo sobre o comportamento higiénico em A. mellifera foi
registrada na década de 1930 quando se tentava determinar a existéncia de
resisténcia por parte das abelhas da colénia a Cria Putrida Americana (AFB), doenca
causada pela bactéria Paenibacillus larvae (PARK et al., 1937). Foi observado certo
grau de resisténcia a doenca e que esta era herdavel, constituida de resisténcia
fisiolégica e com componente comportamental.

Posteriormente, Woodrow e States (1943) também verificaram esta resisténcia,
e concluiram que a mesma era comportamental, na qual constataram que as abelhas
operarias tinham a habilidade de descobrir e remover crias acometidas pelo P. larvae
antes de ocorrer a esporulacéo.

Tarr et al. (1937) demonstraram que o estado vegetativo do patdégeno nado era
infeccioso e, consequentemente, quando as abelhas removiam precocemente as

larvas doentes, mas ainda sem esporos e antes de assumir a consisténcia



filamentosa, elas ndo se contaminavam e, portanto, ndo transmitiam a doenga para as
crias sadias. Desse modo, este comportamento passou entdo a ser visto como uma
das melhores alternativas no controle desta e de outras doengas de cria (BIGIO et al.,
2013).

Posteriormente, véarias pesquisas foram realizadas e muitos autores
comprovaram que O comportamento higiénico constitui uma fonte de resisténcia
natural a microorganismos, tais como: Paenibacillus larvae, agente da Cria Putrida
Americana (SPIVAK; REUTER, 2001), Ascosphaera apis, agente da cria giz
(INVERNIZZI, 2001) e Varroa destructor (SPIVAK; REUTER, 1998).

Essa caracteristica comportamental das abelhas tem sido cada vez mais
utilizada como ferramenta fundamental para o melhoramento genético da colmeia.
Segundo Gramacho (1999), o comportamento higiénico em abelhas Apis mellifera é
controlado por trés pares de genes recessivos, sendo dois responsaveis pela
desoperculagdo das crias acometidas e um pela remogéo das crias infectadas. Esses
resultados ressaltam a importancia do teste de comportamento higiénico como uma
das principais caracteristicas a ser utilizada nos programas de melhoramento genético
de abelhas.

A expressao fenotipica do comportamento higiénico é influenciada por diversos
fatores externos ambientais (temperatura e umidade, condicBes dos favos, fluxo de
néctar); quimicos (feroménios das préprias crias, odores dos &caros dentro das crias,
substancias quimicas volateis emanadas das crias putrefatas ou outros emanados
pelos acaros presentes nas células de crias); fisicos (vibragbes das pupas doentes
dentro das células ou auséncia de movimentos, diferencas de temperatura entre crias
mortas e vivas) e biolégicos (idade, sexo e tamanho das crias submetidas ao
comportamento higiénico das operarias) (MOMOT; ROTHENBULER, 1971,
MESSAGE, 1979; MESSAGE; GONCALVES, 1980; PEREZ-SATO et al., 2009), o que
pode influenciar diretamente os métodos de estudo deste comportamento.

Até o momento j& foram identificados seis QTL (Quantitative Trait Locus)
relacionados ao comportamento higiénico em abelhas europeias, sendo que: trés
influenciam operéarias no comportamento higiénico e sdo responsaveis por até 30% da
variabilidade fenotipica para comportamento higiénico; dois que influenciam o
comportamento de desoperculacdo de crias infectadas; um que influéncia a remocao
de crias infectadas. Neste mesmo estudo foram reportados genes candidatos para
comportamento higiénico, incluindo quatro genes envolvidos no sistema olfativo,
aprendizado e comportamento social e um gene envolvido na locomocéao circadiana
(OXLEY et al., 2010).
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Desta forma, o comportamento higiénico em abelhas A. mellifera é um
importante mecanismo de defesa contra doencas e pode ser utilizado em programas
de melhoramento genético conciliando a alta produtividade dos enxames com alto

comportamento higiénico.

5. COMPORTAMENTO DEFENSIVO EM ABELHAS Apis mellifera
AFRICANIZADAS

Com o objetivo de ressaltar o comportamento defensivo da A. mellifera poli-
hibrida, os norte americanos criaram o termo pejorativo “killer bee” (abelhas
assassinas), nao errbneo, pois mais de 1000 pessoas e milhares de animais
domésticos morreram atacados por abelhas africanizadas durante o processo de
colonizacdo das Américas por este poli-hibrido (BREED et al., 2004). Surgiu-se, entao,
o termo “Africanizada”, que se refere a abelhas poli-hibridas originadas no Brasil pelo
cruzamento de espécies A. mellifera e A. mellifera scutellata (GONCALVES, 2006).
Em todo o Brasil, a apicultura tem sido desenvolvida com abelhas africanizadas, que
apresentaram melhor adaptacdo as condi¢Bes climaticas do pais e que apesar de
serem mais defensivas que as subespécies europeias, respondem a manejos
adequados para producéao apicola (VILELA, 2000).

O comportamento defensivo executado pelas abelhas do género Apis
representa a defesa da colénia contra potenciais saqueadores, uma vez que seus
ninhos contém estoques de mel e pélen, além da abundéncia de cria que atrai
diversos predadores (WINSTON, 1992).

A Figura 1 mostra a organizacdo do comportamento defensivo em abelhas
europeias, similar ao comportamento defensivo praticado pelas abelhas africanizadas.
Abelhas guardids, que vigiam a entrada da colénia (ARECHAVALETA-VELASCO;
HUNT, 2003) e as abelhas guardias (BREED et al., 1990), participam de ataques em

massa a vertebrados e seguem uma sequéncia basica descritas na figura.



11

Percepgéo

v

Orientagao

v

Descriminagéo ou Identificagéo

Alerta

Desencadeamento -¢—— Recrutamento \
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Percepgdo Secundéria e
descriminagaolidentificagao

R /

Ataque

Figura 1. Sequéncia de eventos em abelhas para desencadeamento do
comportamento defensivo (BREED et al., 2004).

As abelhas africanizadas destacam-se por serem mais excitaveis e mais
defensivas do que as europeias, respondendo rapidamente aos estimulos (STORT et
al., 1982). Estas abelhas tem sido estudadas sob os mais diversos aspectos, com
énfase na andlise de seu comportamento defensivo, pois este aspecto era
considerado negativo apds seu aparecimento no Brasil. Foi demonstrado que
geneticamente o comportamento defensivo das abelhas africanizadas é controlado por
pelo menos oito pares de genes (STORT, 1971).

A manifestacéo fenotipica de alta defensividade esta relacionada com a defesa
individual ou da colénia, a qual € estimulada por fatores fisicos, quimicos ou
biol6gicos. Desta forma, esta manifestacdo esta relacionada com variantes como o
meio ambiente, disponibilidade de alimento, entre outros, que ndo permitem mastrar o
comportamento defensivo como varidvel Unica (SALAMANCA et al, 2001;
NASCIMENTO et al., 2005).

Foi verificado também que as abelhas africanizadas produzem até cinco vezes
maior quantidade de feromonio 2-heptanona (secretado pelas glandulas mandibulares)
do que as abelhas de subespécies europeias, e que a maior producéo deste feromonio
€ responsavel pela maior intensidade de ataque aos inimigos (KERR et al., 1974).

A influéncia do meio ambiente também foi demonstrada. As abelhas
africanizadas se tornavam mais defensivas em ambientes com maior umidade relativa

do ar e com menor variabilidade de temperatura durante o dia (BRANDEBURGO;



12

GONCALVES, 1990). Desta forma, os fatores meteoroldgicos possuem influéncia no
comportamento defensivo nas colonias segundo trabalho realizado por Funari et al.
(1998).

A determinacdo do comportamento defensivo pode ser feita de diversas
maneiras. Uma delas, consite em balancar durante 60 segundo uma bola de camurca
preta (cheia de algoddo com 3 cm de diametro) na frente da entrada da colbnia e
registrar as informacodes referentes as variaveis: 1- Tempo necessario para ocorrer a
primeira ferroada na bola; 2- Numero de ferrdes deixados na bola de camurca
(STORT, 1974).

Com relagdo ao comportamento defensivo, Funari et al. (1998) estudaram as
abelhas africanizadas e suas hibridas e observaram que as abelhas hibridas italiana x
africanizada foram menos defensivas que as africanizadas; as hibridas céarnica x
africanizada ocuparam posicdo intermediaria, e relataram, ainda, que os fatores
meteorologicos (precipitacdo pluviométrica, umidade do ar e temperatura meédia)
tiveram influéncia no comportamento defensivo dos grupos estudados.

Grande parte do fenoétipo para defensividade é atribuido a fatores genéticos,
possuindo alta herdabilidade para defensividade (COLLINS; RINDERER, 1991;
STORT, 1991).

Estudos genéticos iniciais do comportamento defensivo de Apis mostraram que
abelhas guardids nédo séo influenciadas aleatoriamente para o ataque a intrusos, mas
sim este comportamento é herdado das sufamilias de abelhas Apis, indicando efeitos
genéticos no comportamento de abelhas guardias. Diversos testes a campo feitos com
cruzamento de linhagens de abelhas com baixo e alto comportamento defensivo foram
conduzidos para tentar identificar dominancia do alto comportamento defensivo em F1,
porém apresentaram resultados diferentes, algumas vezes mostrando-se ser aditivo e
algumas vezes dominante (ALLAN et al., 1987; COLLINS; RINDERER, 1991; STORT,
GONCALVES, 1991).

Outro fato descrito por Guzméan-Novoa et al. (2003) é que colbnias com alto
nivel de defensividade quando estimuladas, estimulam colénias com baixa
defensividade para atacarem intrusos, uma vez que estejam proximas.

Abelhas europeias e africanizadas podem ser diferenciadas por meio de
morfometria multivariada (RUTTNER, 1988), baseada em tamanho de asa, sendo um
método fenotipico, porém n&o relacionado geneticamente com comportamento
defensivo (COLLINS et al., 1994; GUZMAN-NOVOA et al., 2002; HUNT et al., 1998;
QUEZADA-EUAN et al., 1999). No entanto, a selecdo de abelhas por tamanho

corporal seleciona indiretamente para defensividade. Uma vez que abelhas com
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alelos africanos possuem tamanho corporal reduzido. Assim, quanto menor tamanho
corporal maior a defensividade (GUZMAN-NOVOA; PAGE, 1999).

O advento de técnicas moleculares como desenvolvimento da técnica de PCR
(Reacdo em cadeia polimerase) e a descoberta marcadores moleculares em DNA
gendmico, proporcionaram a criagcdo de mapas genéticos no genoma de Apis mellifera
(HUNT; PAGE, 1995), mapeando genes que influenciam o comportamento defensivo,
explicando o comportamento defensivo nédo sO fenotipicamente mas sim
genotipicamente. Cinco l6ci para caracteristica quantitativa (QTL) que estdo
envolvidos no comportamento defensivo foram mapeados por microssatélites até o
presente momento (HUNT et al., 1998), regides as quais possuem inumeros genes
gque podem estar envolvido nesta caracteristica.

Para isso, zangdes proveniente de rainhas F1 (africanizadas/europeias) foram
utilizados para coleta de sémen, que foi utilizado na inseminacgdo artificial de uma
“super irma@” da colbnia europeia. Em Hymenoptera, que existe o sexo determinado
pelo mecanismo de haploidia, “super irmas” tem a mesma mae e pai, partilhando 75%
dos alelos por descendéncia direta.

Neste método de acasalamento, a grande maioria da variagdo genética entre
colénias deriva do genétipo do zangdo que € segregado de alelos africanizados
derivados de alelos europeus. O mapa genético resultante foi baseado na segregacéo
de alelos nos zang6es das coldnias experimentais, e o numero de ferrdes obtidos em
experimento por colbnia foi relacionado a heranca de alelos provenientes dos zangdes
africanizados de rainhas F1.

Apenas um dos cinco QTL (sting-1) foi significante. Em geral, alelos
africanizados nos QTL s&do associados ao comportamento defensivo. Embora a
maioria dos QTL atuem independentes, sting-4 e sting-1 comporta-se como
epistaticos, possuindo genes que atuam em conjunto para defensividade (HUNT et
al., 1998).

Um alto efeito do gendtipo da colbnia paternal no QTL sting-1 no numero de
ferrbes ocorre apenas quando o zang&o pai tiver o alelo africanizado no QTL sting-4.

Identificar QTL abre a possibilidade de determinar como genes especificos
influenciam o comportamento individual. Em experimentos com dois cruzamentos
marcadores em genes proximos a sting-1 foram associados com a tarefa de guardia
ou ao tempo de primeira ferroada, isso confirma o efeito do sting-1 no comportamento
defensivo (GUZMAN-NOVOA et al., 2002). Estudos similares com abelhas europeias
com alta defensividade confirmaram alelos em genes préximos aos QTL sting-1, sting-
2 e sting-3, sugerindo que 0 mesmo gene influéncia o comportamento defensivo de

abelhas europeias (Arechavaleta-Velasco et al., 2003).
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6. TECNICAS PARA ESTUDO DE POPULACOES DE Apis mellifera

O estudo de populagdes é importante para estabelecer relagdes filogenéticas e
entender alguns processos relacionados a sobrevivéncia e adaptacao das espécies a
diferentes ambientes. No caso das abelhas A. mellifera africanizadas, o estudo da sua
estrutura populacional pode ser importante para melhor entender sua din&dmica
populacional, servindo como base para estudos de melhoramento genético e melhor
exploracdo de caracteristicas desejaveis.

Pesquisas em selecdo permitem manter as linhagens com as caracteristicas
desejadas, o0 que justifica que essa tecnologia deva ser incorporada aos programas
comerciais de criagdo de abelhas (COBEY; SCHLEY, 2002).

Uma das formas de se realizar este estudo é por meio da genémica. Genbmica
€ a area da ciéncia que se dedica ao sequenciamento dos nucleotideos, mapeamento
e andlise de genomas, 0s quais S&o constituidos por todo o DNA (Acido
Desoxirribonucleico) existente nas células de um individuo, inclusive os seus genes.

O sequenciamento do genoma de A. mellifera em 2006 (The Honeybee
Genome Sequencing Consortium, 2006) é considerado um marco no campo da
sociogemonica, e vem sendo utilizado amplamente em estudos com A. mellifera
manejadas pelo homem (OLDROYD, 2012; HARPUR et al., 2012; HARPUR et al.,
2014). O primeiro sequenciamento total do genoma de Apis mellifera foi proveniente
de uma linhagem norte americana (WHITFIELD et al.,, 2006) e, em termos
moleculares, é rico em bases adenina e timina, como também observado em outros
insetos. Até hoje, apenas A. cerana e a Apis mellifera intermissa, tiveram o genoma
inteiro sequenciado (PARK et al., 2015, HADDAD et al.,, 2015), caracterizando
diferencas alélicas encontradas nesta subespécie sendo um dos principais pontos de
estudos em gendmica de insetos atualmente (ZAYED; WHITFIELD, 2008).

Estudos com o genoma total podem ser conduzidos para identificacdo de
QTLs por meio de associacdo por alelos e isso requer a identificagdo de alta
densidade de marcadores moleculares (JORDE, 1995; LANDER; SCHORK, 1994),
podendo ser desenvolvido através da identificagdo de SNPs.

O Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) acredita-se ser a forma mais
frequente de variabilidade genética dos seres vivos incluindo-se as abelhas, e
compreender os SNPs pode ajudar o estudo de genética populacional e,
consequentemente, auxiliar em programas de melhoramento genético em A. mellifera
(QIN et al., 2006).

Um SNP é um polimorfismo em Unico nucleotideo na sequéncia do DNA

gendmico; por exemplo, quando um T se torna um G. SNPs podem ocorrer dentro de
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genes e também entre eles. Alguns SNPs estdo associados com doencgas, produgéo,
comportamento e populagdes (CLARK, 2010).

Com o advento de técnicas de sequenciamento total de baixo custo,
sequenciamento de proxima geracdo (METZKER, 2010), diversos estudos com
sequenciamento de genoma total vem sendo desenvolvidos em diversas espécies,
com os mais variados objetivos (BEGUM et al, 2015; CASAS et al., 2015;
MICHAILIDOU et al., 2015; ZANKE et al., 2015).

Pesquisas realizadas empregando alta quantidade de amostras procuraram
desenvolver técnicas de preparacdo para sequenciamento para reducédo de custos e
gue obtivessem a mesma representatividade do sequenciamento total de um genoma.
Desta maneira desenvolveram a técnica de RADseq desenvolvida por Baird et al.
(2008) que simplifica e melhora a andlise genética no sequenciador Illlumina Genome
Analyzer. O DNA gendmico é digerido por uma enzima de restricdo, e um adaptador
(P1) é ligado a extremidade coesiva gerada. Este adaptador é o primer forward
lllumina e também possui de quatro a cinco pares de base para identificacdo da
amostra (barcode). O DNA entdo é aleatoriamente fragmentado com o uso de um
sonicador e ligado a um novo adaptador (P2). Este segundo adaptador constitui o
primer reverse lllumina; porém, este possui uma estrutura final com mismatch,
gerando uma estrutura em Y, o que garante a amplificacdo por PCR somente se P1
também estiver ligado ao fragmento. O pool de fragmentos é enriquecido por PCR e
carregado no sequenciador.

O ddRADseq técnica derivada do RADseq foi desenvolvida por Peterson
(2012), chamada double digest RADseq (ddRADseq). A principal diferenca é
justamente a dupla digestdo por enzimas de restricdo, uma com corte frequente e
outra rara. O passo mais importante é a escolha das enzimas utilizadas para digerir o
genoma, pois isso determinard o tamanho dos fragmentos, a porcentagem do genoma
a ser estudado e, consequentemente, o numero de marcadores identificados. Em um
exemplo no trabalho de Peterson (2012), o teste in silico com o genoma de Anopheles
gambiae digerido com a combinacdo de EcoRI-Mspl, gerou 4000 fragmentos com
aproximadamente 200 pb, como o tamanho do genoma dessa espécie é de 270 Mb,
0,36% do genoma é coberto. A ligacdo com adaptadores P1 e P2 permanece similares
a técnica de RADseq convencional.

Uma vez seqlenciadas as amostras de diferentes populacdes de abelhas
Apis mellifera, os fragmentos sequenciados devem ser alinhados em relagcdo ao
genoma de Apis mellifera padrdo versdo Amel_4.5 scaffolds.fa (The Honeybee

Genome Sequencing Consortium, 2006) e diversas analises de bioinformatica devem


http://hymenopteragenome.org/beebase/sites/hymenopteragenome.org.beebase/files/data/Amel_4.5_scaffolds.fa.gz
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ser feitas para a selecdo de SNPs ligados a caracteristica desejada (HARPUR et al.
2014), produzindo painéis de SNPs para genotipagem de coldnias.

Ap6s a selecdo dos polimorfismos ligados a caracteristica desejada, é
necessaria a padronizacdo de técnicas moleculares e desenvolvimento de um
protocolo de técnicas para a genotipagem de colénias em larga escala, tanto em
laborat6ério quanto a campo, para que possa ser difundido em programas de
melhoramento genético em apicultores comerciais.

Das técnicas laboratoriais hoje utilizadas para a genotipagem o Tagman®
(Applied Biosystems, Foster, CA, USA) é o mais difundido, sendo de baixo custo,
rapido e preciso, ele é composto por sondas de hidrélise duplamente marcadas,
contendo um fluoré6foro "repérter”, FAM ou VIC, covalentemente ligado a extremidade
5'; e um fluoréforo "quencher”, TAMRA, covalentemente ligado a extremidade 3'.

Atualmente, as sondas TagMan® sdo marcadas com moléculas "quencher"
néo fluorescentes, como "Minor Groove Binder" (MGBTM). Sondas TagMan® MGBTM
séo oligonucleotideos curtos caracterizados pela marcagdo com moléculas ligantes da
fenda menor do DNA na extremidade 3' ou, menos freqlientemente, na extremidade 5'
(KUTYAVIN et al., 2000). Essa modificacdo quimica aumenta a temperatura de melting
da sonda hibridizada e sua afinidade pelo DNA, facilitando a ligacdo especifica a
sequéncia-alvo através da fenda menor da hélice do DNA (KUBISTA et al., 2006).
Além disso, essas sondas contém um "quencher" que nao emite fluorescéncia,
liberando um dos canais de fluorescéncia do equipamento.

Esta modificacédo fez com que se elimine eventuais sobreposi¢cdes espectrais
coma fluorescéncia do "reporter”, o que leva a maior acuracia na captacao do sinal
especifico do "reporter" e permite trabalhar com mais fluorescentes simultaneamente
(WATZINGER et al. 2006).

O genodtipo dos zangbes ndo € complexo quanto de abelhas rainhas e
operarias, sendo os seus genes haploides em qualquer parte de seu genoma. Este
fato os torna ferramenta de grande potencial para selecdes e programa de
melhoramento genético, pois refletem diretamente todo o potencial da rainha a ser
estudada (JAVIER et al., 1991).

Na colénia de abelhas Apis mellifera L., os zangdes estdo presentes
principalmente durante a época de acasalamento, tendo sua fun¢do limitada ao
acasalamento com a rainha virgem (KLENK et al., 2004). Zangbdes s&o hapléides,
oriundos de partenogénese de ovos nao fertilizados postos pela rainha herdando
apenas um conjunto de cromossomos (BEYE et al., 2003).

Deste modo, o estudo de polimosfismos no genoma de abelhas Apis mellifera

africanizadas possibilitara uma vasta compreensao de diversas caracteristicas deste



17

hibrido, podendo ser utilizada em programas de melhoramento genético na selecéo de
regides polimorficas associadas a produtividade de mel trazendo beneficios para o
aumento da producdo apicola nacional e internacional e compreensdo de

comportamentos caracteristicos das abelhas africanizadas.
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