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Resumo

Discriminacao morfométrica de 26 subespécies de Apis mellifera L. e abelhas
Africanizadas por técnicas de morfometria tradicional, morfometria geométrica e
pelo sistema ABIS de identificacao automatica de espécies

Devido a sua ampla distribuicdo geogrifica as abelhas Apis mellifera apresentam
inimeras diferenciacdes morfolégicas, comportamentais e ecoldgicas, que as
possibilitam habitar os mais variados ambientes, com grande diversidade de subespécies
adaptadas a cada regido. Devido ao intenso cruzamento entre as subespécies, € a
conseqiiente hibridizagdo, como ocorreu com as abelhas africanizadas, a identificacdo
destas abelhas se tornou ainda mais dificil, fato que levou os pesquisadores a
procurarem métodos de identificacdo mais eficientes. Com esse objetivo decidimos
avaliar algumas técnicas conhecidas de morfometria. Assim, utilizamos morfometria
tradicional em 15 medidas na asa anterior direita de operarias, determinadas por Ruttner
em 1978, morfometria geométrica, mediante a utilizacdo de pacotes de softwares
disponiveis na internet, e também o sistema ABIS (Automatic Bee Identification
System) de identificacdo, para a andlise quanto a geometria do formato das nervuras das
asas. Para as andlises de morfometria geométrica e pelo sistema ABIS, utilizamos 19
marcos anatdmicos. Fotos de asas de 26 subespécies de abelhas Apis mellifera nos
foram cedidas pelo Prof. Dr. Stefan Fuchs, da J.W.Goethe-Universitit Frankfurt,
Alemanha. Para o preparo das fotos de asas de abelhas africanizadas foram coletadas
amostras de abelhas no Brasil. Aplicamos andlises estatisticas discriminante lineares,
utilizando medidas individuais e média de medidas por colonia (softwares STATISTIC
6.0 e SPSS 15.0). As distancias quadradas de Mahalanobis entre os grupos foram
calculadas, e também construimos drvores de proximidades morfoldgicas com o auxilio
do software MEGA versdao 2.1. Nossos dados evidenciaram que nos trabalhos
envolvendo diferenciacdo de subespécies recomenda-se, para a andlise, a média de cada
medida tomada por coldnia, ao invés de medidas de individuo. A morfometria
tradicional apresentou a menor taxa de acerto em todas as andlises e foi a metodologia
mais trabalhosa e demorada. A morfometria geométrica, apresentou elevadas taxas de
acerto nas andlises discriminantes realizadas por coldnia (99,5%), mostrando-se
excelente também na diferenciacdo das abelhas africanizadas, porém ao observarmos as
analises de validacdo cruzadas realizadas por individuos, esta taxa decaiu bastante
(62,4%). As trés técnicas utilizadas para a anélise de medidas de asas foram eficazes na
classificagdo das subespécies, porém ao observarmos apenas a andlise de validacdo
cruzada por individuo, o Sistema ABIS foi o mais eficiente, com taxa de acerto de 78%,
sendo que ao incluirmos as abelhas africanizadas a taxa aumentou para 82%. Porém este
sistema ndo permite o acesso aos dados brutos, e opera apenas com este tipo de andlise.
As técnicas morfométricas aplicadas confirmaram resultados obtidos anteriormente por
outros autores que usaram andlises morfométricas tradicionais das vdrias partes do
corpo da abelha, bem como trabalhos envolvendo técnicas com marcadores moleculares
como microssatélite, DNA mitocondrial, isoenzimas e etc. Nos dendogramas de
proximidade morfologica entre as subespécies nossos dados confirmaram em grande
parte a classificacdo feita por Ruttner em 1978. Em todas as nossa andlises, as abelhas
africanizadas apareceram solitdrias em um ramo. Os gréaficos de dispersdo das amostras
analisadas permitiram a visualizacdo de distintos grupos e corroboraram também, em
parte, a filogenia proposta por Arias e Sheppard em 1996. Pelo sistema ABIS, as andlise
de validacdo cruzada apresentaram os melhores resultados, levando menos de um



il

minuto para identificar cada individuo, podendo inclusive ser utilizado para insetos néo
sociais. No entanto, no estudo de abelhas sociais a morfometria geométrica foi a mais
indicada, principalmente por ter apresentado Otimas taxas de acerto nas andlises
envolvendo média de medidas por coldnia, ser de acesso livre, ndo necessitar de muito
equipamento e ser de facil utilizacdo. Este método possibilita, com bastante
confiabilidade, a identificagio de abelhas de varias colméias, em apenas um dia,
diferentemente dos métodos tradicionais que requerem muito mais tempo e trabalho
para a analise, como por exemplo os métodos com técnicas moleculares, que, apesar de
fornecerem excelentes resultados, envolvem altos investimento e pessoal especializado.
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Abstract

Morphometric discrimination of 26 subspecies of Apis mellifera L. and of
Africanized honey bees by traditional and geometric morphometrics techniques
and with the Automatic Bee Identification System - ABIS

The various populations of honey bees, Apis mellifera, diverge widely behaviorally and
ecologically, with a great diversity of subspecies adapted to each region. Due to intense
interaction between subspecies, and resulting hybridization, as occurred with
Africanized bees, the identification of bee subspecies is difficult, a fact that has led
researchers to seek more efficient methods of identification. To this end we decided to
compare some known morphometric techniques. Thus, We used 15 measures of the
worker’s right forewing, specified by Ruttner in 1978 for the traditional morphometric
analysis. For geometric morphometry, we using software packages freely available via
internet, as well as the Automatic Bee Identification System (ABIS) for geometric shape
analysis of wing veins. The same 19 anatomical landmarks were used for geometric
morphometric and ABIS system analyses. Forewing photos of 26 Apis mellifera
subspecies were provided by Prof. Dr. Stefan Fuchs of the J.W. Goethe Universitit,
Frankfurt, Germany. Africanized bee samples were collected in Brazil, and the right
forewings were photographed and mounted on microscope slides. We applied linear
discriminant statistical analysis, using individual measures and average measures per
colony (softwares STATISTIC 6.0 and SPSS 15.0). We also calculated the Mahalanobis
distances between the groups and prepared dendograms, using MEGA version 2.1
software. Based on our data, we recommend using mean measures per colony rather
than individual measures. Traditional morphometrics was least successful in
discriminating subspecies and was also the most laborious and time consuming.
Geometric morphometrics at the colony level was highly accurate in discriminating
subespecies (99.5%), and also was excellent in identifying Africanized bees; however,
when cross-validation was done by individual, the correct identification rate dropped
considerably (to 62.4%). The three techniques used to analyze wing vein anatomy were
effective in the classification of subspecies, but when individual bees were analyzed, the
ABIS system was the most effective, with a success rate of 78%; when we included
Africanized bees, the rate increased to 82%. However the ABIS system does not allow
access to the raw data, and operates only with this type of analysis. These morphometric
techniques gave results similar to those obtained by other researchers who used
traditional morphometric analysis of various bee body parts; the results were also
similar to those found with molecular markers, such as microsatellites, mitochondrial
DNA, and allozymes. In the dendograms of morphological proximity, our data were
quite similar to the classification made by Ruttner in 1978. In all analyses, the
Africanized bees appeared in a separate branch. In the dispersion graphs, we visualized
the subspecies grouped according to their evolutionary branches, agreeing in part with
the phylogeny proposed by Arias and Sheppard in 1996. Cross-validation analysis gave
the best results with the ABIS system; it took less than a minute to identify each
individual. This technique can also be used for non-social bees. However, for
comparing social bees, we found geometric morphometry to be the most appropriate
technique. It gives high rates of success in the analysis of colony samples, it is free
access, it does not require much equipment and it is easy to use as well. This method
allows, with considerable confidence, the identification of several colonies of bees per
day, unlike other methods, such as molecular techniques, which require much time and
effort for analysis, high investment and considerable specialized training.



Lista de abreviaturas

AF = Abelha africanizada

AD = Apis mellifera adami
ADI =Apis mellifera adansonii
AN =Apis mellifera anatoliaca
AR= Apis mellifera armeniaca
CA =Apis mellifera capensis
CAR =Apis mellifera carnica
CAU= Apis mellifera caucasica
CE =Apis mellifera cecropia
CY =Apis mellifera cypria

IB =Apis mellifera iberica
INT =Apis mellifera intermissa
JE =Apis mellifera jemenitica
LA= Apis mellifera lamarckii
LI =Apis mellifera ligustica
LIT =Apis mellifera litorea
MA =Apis mellifera macedonica
MED =Apis mellifera meda
MAJ =Apis mellifera major
ME =Apis mellifera mellifera
MO =Apis mellifera monticola
RU =Apis mellifera ruttneri
SA =Apis mellifera sahariensis
SC =Apis mellifera scutellata
SI =Apis mellifera sicula

SY =Apis mellifera syriaca

UN =Apis mellifera unicolor
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Infroducdo 2

As abelhas Apis mellifera, apresentam uma ampla distribuicdo
geogrdfica, ocupando um habitat bastante variado, sendo que sua
distribuicdo vai desde a Africa meridional, se estende pela savana, floresta
tropical, deserto e clima moderado do mediterrneo, até atingir o limite de

sua expansdo, o norte da Europa e a Escandindvia meridional (Ruttner, 1988).

Acredita-se que a sua origem foi no oriente médio (Ruttner, 1975) no
sudeste da Asia, India (Rothenbuhler, 1979; Dietz, 1982) ou Africa.
Independente de sua origem estas abelhas se distribuiram por toda a Europa,
Africa e Asia Ocidental onde se diferenciaram em mais de 26 racas
geogrdficas reconhecidas (Ruttner, 1992; Sheppard et al. 1997; Sheppard e
Meixner, 2003). A diferenciacdo destas subespécies tem sido atribuida &
fragmentacdo sofrida durante o Periodo Pleistoceno em decorréncia das
glaciacdes (Culliney, 1983). Trés das principais racas que adenfraram a
Europa durante este periodo foram Apis mellifera mellifera, Apis mellifera

carnica e Apis mellifera ligustica (Sheppard & Mcpheron, 1986).

Devido a imensa variedade de habitats ocupados, condicoes
climaticas e flora, podemos enconfrar esta grande diversidade de
subespécies, cada uma com caracteristicas distintas adaptadas a cada
regido (Figura 1) (Louveaux, 1966). Com o passar do tempo, resultando de
uma deliberada importacdo de abelhas pelos primeiros colonizadores

europeus e posteriormente pelos criadores de abelha durante a colonizacdo
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Figura 1: Localizagdo geogrdfica das subespécies da abelhas Apis mellifera (Franck et al., 1998 modificado)
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do Novo Mundo, subespécies européias foram introduzidas em diversas
partes do mundo, como nos Estados Unidos em 1622 (Engel ef al., 2009), na
Austrdlia em 1822 (Hopkins, 1886) e no Brasil em 1839 (Nogueira-Neto, 1972)
iniciando um grande e rdpido processo de hibridizacdo (Sheppard &
Mcpheron, 1986).

No Brasil, o dpice deste processo de hibridizacdo, ocorreu logo apds o
ano de 1956 quando devido a baixa produtividade das abelhas européias,
algumas rainhas de abelhas da Africa do Sul foram introduzidas pelo
geneticista Prof. Dr. Warwick Estevan Kerr, objetivando o aumento da
produtividade de mel no pais (Kerr, 1957). Apds um incidente, estas rainhas
juntamente com suas coldnias enxamearam e iniciaram um rdpido processo
de hibridizacdo (Kerr, 1967), com as abelhas de origem européia (Apis
mellifera mellifera, Apis mellifera ligustica e Apis mellifera caucasica) que ja
haviam sido introduzidas anteriormente no pais (Nogueira-Neto, 1972 e
Goncalves, 1994). A partir destes cruzamentos, originaram abelhas
polihibridas, as quais apresentavam caracteristicas predominantes da
subespécie africana (Apis mellifera scutellata), sendo denominadas abelhas
africanizadas (Goncalves, 1974). Estas abelhas se adaptaram faciimente ao
novo ambiente, iniciando um rdpido processo de expansdo e conquista de

novos territérios (Figura 2) (Taylor, 1977).
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Figura 2: Expansdo das abelhas africanizadas adentrando o continente americano (Ruttner, 1992).
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Neste periodo a busca por técnicas que possibilitassem a
diferenciacdo das subespécies de Apis mellifera, e principalmente a
identificacdo das abelhas africanizadas se intensificaram. Vdarios métodos
foram desenvolvidos para este fim, incluindo andlises de isoenzimas (Contel et
al., 1977; Del Lama et al., 1988), polimorfismo do DNA mitocondrial (Hall &
Muralidharam, 1989; Smith et al., 1989; Sheppard et al., 1991a, b; Seguraq,
2000), hidrocarbonetos cuticulares (Francis et al., 1985), e DNA nuclear (Hall,
1988; Clarke et al., 2002; Whitfield et al., 2006). No entanto estas técnicas
bioguimicas e moleculares requerem pessoal altamente ftreinado e
especializado, reagentes caros e laboratdrios equipados.

Métodos de morfometria tém sido amplamente usados na
identificacdo das diferentes subespécies de Apis mellifera, e em especial na
identificacdo de abelhas africanizadas, neste ultimo caso sendo utilizado
como método oficial devido ao seu baixo custo (Francoy et al., 2008), facil
aplicacdo e resultados confidveis.

A identificacdo por métodos morfométricos pode também ser feita a
partir da utilizacdo de apenas medidas de asa, como pode ser observado no
trabalho de Francoy (2006a) onde medidas de apenas uma célula radial da
asa (Figura 3) apresentou resultados bastante satisfatdrios, demonstrando
assim a possibilidade de identificacdo de subespécies de Apis mellifera,

inclusive abelhas africanizadas, com taxa de acerto em torno de 99% na
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identificacdo, sendo que existe a possibilidade ainda destas medidas

poderem ser tomadas automaticamente (Tofilski, 2007; Steinhage et al., 2007).

Figura 3: Pontos marcados na célula radial de asa de operdria, para realizacdo de identificacdo
proposta por Francoy ef al., 2006a.

1. 1 Morfometria

H& muito tempo, existe um interesse em se diferenciar e classificar as
diferentes subespécies de abelhas meliferas. Em 1906, H. Von Buttel-Reepen
(apud Ruttner, 1988), tentou organizar estas subespécies usando uma
nomenclatura trinomial, constituida de género, espécie e localidade de
ocorréncia da abelha, porém este tipo de identificacdo se apresentou
bastante impreciso, visto que utilizava como critério de classificacdo, apenas
as varidveis cor e tamanho. Assim sendo, ocorreram casos em que as abelhas

amarelas classificadas como italianas enconfradas na Europa central,
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também eram encontradas na llha de Rodes, na Grécia e no norte da Africa
(Ruttner, 1978).

Logo apds, em 1916, Cochlov (apud Ruttner, 1988) realizou os primeiros
trabalhos com morfometria tradicional, onde utilizou trés coldénias, com no
minimo 100 abelhas cada, para seis diferentes racas geogrdficas de Apis
mellifera, sendo que estas foram analisadas quanto ao comprimento da
probodscide. J& Michailov (1924, 1926); Alpatov (1929, 1935) e Skorikov (1929)
(apud Ruttner, 1988) realizaram uma série de trabalhos, com a constatacdo
de um aumento no comprimento médio da probdscide das populacdes do
norte para o sul das planicies Russas.

Posteriormente novos conjuntos de caracteristicas foram intfroduzidos
por Goetze (1940 apud Ruttner,1988) como comprimento de pélos e
venacdo da asa, sendo que ambos se mostraram muito eficientes para
discriminar as subespécies de A. mellifera.

Em 1970, Goncalves realizou no Brasil, o primeiro frabalho em grande
escala com morfometria de abelhas africanizadas no qual apds uma série de
cruzamentos e retrocruzamentos entre A. m. ligustica e A. m. scutellata, foram
extraidas medidas de vdrias partes do corpo das abelhas européiq,
africanizada e seus hibridos. Estes dados demonstraram uma dominéncia em
termos genético-morfoldgicos das abelhas africanizadas sobre as abelhas

européias. Até este momento, as andlises estatisticas realizadas em cima dos
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dados levavam em consideracdo somente uma varidvel por vez, sendo
entdo chamadas de morfometria univariada. DuPraw (1964, 1965a,b), iniciou
o uso de andlises estatisticas multivariadas, como Andlises de Componentes
Principais e Andlises Discriminantes, sendo que este novo método apresenta
muitas vantagens sobre a morfometria univariada, pois pode-se trabalhar
com a co-variacdo de vdrias medidas de uma sé vez e gerar equacoes de
classificacdo, facilitando assim a identificacdo. Outra grande inovacdo
proposta pelo mesmo autor foi o uso de medidas que sejam independentes
de tamanho, como dangulos enfre as juncdes de nervuras da asa. Esta
proposta colabora para eliminar diferencas morfoldgicas geradas por
variacdes ambientais ou interferéncia de doencas ou parasitdides entre
oufras que podem causar diferencas ndo genéticas no tamanho dos
organismos (Francoy, 2007). Logo apds, Ruttner (1975, 1976, entre outros)
realizou uma série de trabalhos que apresentaram seu ponto alto na
publicacdo de um guia de medidas necessdrias para a discriminacdo das
subespécies de Apis mellifera (Ruttner et al., 1978). Neste frabalho, o autor
propodoe 40 medidas de diversas partes do corpo das operdrias, que deveriam
ser tomadas de pelo menos 20 abelhas por colméia de determinada
populacdo para que se pudesse ter uma boa confiabilidade na indicacdo

da procedéncia destas abelhas.
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J& Daly & Balling (1978), que visavam & discriminacdo de abelhas
européias e africanizadas, propuseram um conjunto de 25 medidas de
diversas partes do corpo das abelhas, alcancando resultados altamente
confidveis. Vale ressaltar aqui que a diferenciacdo entre estes dois grupos €
bem menos complexa do que a de todas as subespécies, como proposto por
Ruttner e colaboradores (1978).

Posteriormente, Dally e colaboradores (1982), desenvolveram um
sistema de medidas acoplado a um microcomputador, o que tornava a
tommada de dados e o restante das andlises muito mais faceis e rapidas. Em
1986, Rinderer e colaboradores, desenvolveram o FABIS (Fast Africanized Bee
Identification System), sendo este um sistema de identificacdo rdpida, com
alta taxa de acerto (99% ou mais), que possibilitava seu uso em campo,
necessitando da medicdo de algumas partes do corpo da abelha, como:
asas anteriores, fémur e tfrocanter.

Em 1988, Ruttner e colaboradores publicaram grandioso trabalho de
biogeografia onde foram propostas as linhagens evolutivas de Apis mellifera,
que foram divididas em trés ramos evolutivos. O ramo A, formado pelas
subespécies da Africa (A. m. lamarckii, A. m. jemenitica, A. m. litorea, A. m.
monticola, A. m adansonii, A. m. unicolor e A. m. capensis), 0 ramo M,
incluindo as subespécies do Norte da Europa (A. m. mellifera), Espanha e

Portugal (A. m. iberica), e Norte da Africa (A. m. intermissa, A. m. sahariensis e
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A. m. major), € um ramo com as subespécies da Europa Ocidental, Norte do
MediterrGneo, e Oriente Médio, o qual foi subdividido em 1992, em dois
grupos, sendo eles, o ramo C, formado pelas subespécies da Itdlia (A. m.
ligustica), da Austria e lugosldvia (A. m. carnica), Norte da Grécia e Bulgdria
(A. m. macedonica), Sul da Grécia (A. m. cecropia), e Sicilia (A. m. sicula), e
o ramo O, formado por um grupo basal da espécie, que inclui as subespécies
presentes nas Montanhas Caucasianas (A. m. caucasica), Arménia (A. m.
armeniaca), Ird (A. m. meda), Iraque, Siria (A. m. siriaca) e Turquia (A. m.
anatoliaca), Chipre (A. m. cypria) e llha de Creta na Grécia (A. m. adami)
(Tabela 1). Posteriormente estas linhagens foram confirmadas por diversos
trabalhos envolvendo outros marcadores como microssatélite (Estoup et al.,
1995), DNA mitocondrial (Arias & Sheppard, 1996; Franck et al., 2000) e
mutacoes pontuais (Whitfield et al., 2006). Mais recentemente, uma nova
subespécie foi descrita, Apis mellifera ruttneri, localizada na ilha de Malta
(Sheppard et al, 1997). Dados morfoldgicos e filogenéticos suportam
associacdo das subespécies das ilhas do Mediterrdneo, com as do norte da

Africa (Apis mellifera intermissa) (Sheppard et al., 1997).
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Tabela 1: Classificacdo das 25 subespécies de Apis mellifera em seus ramos evolutivos (Ruttner, 1988 e

1992)

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. infermissa

A. m. macedonica

A. m. meda

A. m. scutellata

A. m. sahariensis

A. m. cecropia

A. m. anatoliaca

A. m. monticola

A. m. major

A. m. sicula

A. m. syriaca

A. m adansonii

A. m. cypria

A. m. unicolor

A. m. adami

A. m.capensis

1. 1. 2 Morfometria Tradicional

A morfometria fradicional é caracterizada pelo estudo da variagcdo e
covariacdo de medidas de distGncia, entre pares de pontos, geralmente
comprimento e largura de estruturas e, em algumas vezes proporcdes e
angulos também podem ser utilizados (Rohlf & Marcus, 1993). Ou seja, a
morfometria tradicional € o estudo de como e quanto estas medidas variam,
e de como e quanto estdo relacionadas entre si.

Inicialmente, os estudos da variacdo da forma eram feitas através de
comparagodes de vdarias medidas, uma a uma. No entanto, devido cos
organismos serem multidimensionais, notou-se que mesmo vdarias medidas
que descreviam qualquer estrutura ndo eram suficientes para descrever a
forma como um todo (Adams et al., 2004). A partir deste momento

comecaram a surgir todos os métodos multivariados usados atualmente, que
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levam em consideracdo, simultaneamente, os diferentes niveis de variacdo e
covariacdo entre as medidas.

Devido a crescente facilidade de acesso ds técnicas computacionais,
as técnicas multivariadas tradicionais tém sido amplamente usadas em
estudos de ecologia, sistemdtica e evolugcdo, e incluem técnicas bem
estabelecidas, como Andlise de Componentes Principais, Andlise de Fatores,
Regressdes MUltiplas e Andlises Discriminantes, entre outras (Moraes, 2003). No
entanto, um conjunto de dist@ncias lineares € normalmente insuficiente para
capturar a geometria do objeto original. Sendo assim, alguns aspectos da
forma sdo perdidos (Adams et al., 2004).

Diversos tfrabalhos j& foram realizados utilizando técnicas de
morfometria tradicional para diferentes finalidade (Ftayeh et al. 1994; Steele
et al., 1998; Ruttner et al., 2000; Radloff & Hepburn, 2000 e Amssalu et al.,,
2004). Em 1997, Kauhausen-Keller e colaboradores, através da analise de
componentes principais, estudaram 252 amostras de 21 subespécies de Apis
mellifera, as quais foram coletadas de 15-20 operdrias por coldénia em
diferentes localizagcdes geogrdficas. Foram analisadas 34 caracteristicas
morfométricas, de acordo com o banco de dados de abelhas criado pelo
Prof. Dr. F. Ruftner do Instituto de Pesquisas da J.W.Goethe-Universitat de
Frankfurt em Oberursel, Alemanha (Ruttner et al., 1978). Pela primeira vez, o

resultado foi apresentado em forma de uma figura tridimensional, parecida
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com um ftripé, gerada a partir de computador. Nesta figura, cada ramo
apareceu distinto e cada haste representou uma das quatro regides
principais de distribuicdo das abelhas Apis mellifera (Africa tropical,
Mediterr@neo Ocidental e Norte Europeu, Mediterr@neo Central e Sudeste
Europeu, e Oriente Médio).

J& em outro trabalho (Meixner et al.,2007) a técnica de morfometria
tradicional foi utilizada para analisar a variabilidade da subespécie A. m.
mellifera no leste Europeu. Para isso, foram coletadas 136 amostras em
diferentes localidades (Poldnia, Belarus e Ucré@nia), as quais fiveram 38
caracteristicas mensuradas de acordo com o método descrito por Ruttner
(1988). Este estudo permitiu pela primeira vez uma andlise morfométrica mais
compreensiva das abelhas A. m. mellifera do leste europeu, confirmando a
presenca destas abelhas na Poldnia e Belarus, e confribuindo com novas
informacodes sobre sua extensdo e a relacdo destas com as subespécies

adjacentes da regido.

1. 1. 3 Morfometria Geomeétrica

Oufro método que recentemente tem apresentado um avanco
significante em relacdo a andlise estatistica das formas, € a Morfometria
Geométrica (MG)(Bookstein, 1991). Esta € uma ferramenta muito Util para

detectar variagcdes morfoldégicas, as quais mesmo quando minimas



Infroducdo 15

frequentemente sdo indetectdveis por estudos de morfometria tradicional,
assim como ferramentas de morfometria cldssica (Villemant et al., 2007).

Esta nova abordagem morfométrica comecou a ser mais utilizada no
final dos anos 80 (Adams et al., 2004), refletindo o resultado da busca dos
pesquisadores em morfologia quantitativa por métodos que unissem o
cardter geométrico das formas bioldgicas e a possibilidade de um
tratamento estatistico da variacdo (Zelditch et al., 2004). Iniciando desta
forma, uma nova drea de pesquisa situada entre a biologia, a estatistica e a
geometria (Monteiro & Dos Reis, 1999).

A andlise realizada por técnicas de morfometria geométrica, esta
baseada em uma teoria bem estabelecida (Kendall et al., 1999), onde ao
invés de distGncias e dngulos, sdo usadas as coordenadas cartesianas dos
pontos, denominados marcos anatdémicos (landmarks). A vantagem do uso
de coordenadas em relacdo a medidas lineares, € que estas incluem
informacdo sobre as posicoes relativas, e deste modo permitem a
reconstrucdo da forma estudada (Rohlf & Marcus, 1993).

Esta metodologia envolve uma série de técnicas que visam descrever
e representar a geometria das formas estudadas. Sendo que uma ferramenta
bastante utilizada é o “"Espaco da forma de Kendall”, que se baseia em um
espaco matemadtico multidimensional curvo, no qual cada forma existente

no mundo real é representada por um ponto (Rohlf, 1996).
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No espaco da forma de Kendall, as distGncias sdo geodésicas,
chamadas de distGncias de Procrustes, ao invés de distncias lineares ou
euclidianas. Neste espaco multidimensional, a distncia entre dois pontos
representa, portanto o qudo diferente estas formas sdo, baseado em
informacdes de qudo distante as formas estdo entre si. Resumindo, as
DistGncias de Procrustes sdo uma maneira de medir a diferenca morfoldgica
entre duas formas.

Para andlise estatistica da DistGncia de Procrustes, usa-se uma
projecdo do Espaco da Forma de Kendall para um espaco euclidiano
tradicional, para ilustrar a idéia é compardvel com a projecdo de uma
imagem 3D em um plano. Os pontos no espaco da forma de Kendall podem
ser projetados em um espaco linear, tangente ao espaco da forma, de
modo que distdncias lineares entre pares de pontos correspondam a
projecoes das Dist@ncias de Procrustes originais. A variacdo das formas no
mundo real, por maior que seja, ocupd sempre um espaco pequeno no
Espaco da Forma de Kendall, sendo que as projecdes no espaco linear
podem ser consideradas boas estimativas das DistGncias de Procrustes

(Monteiro & Dos Reis, 1999).

Como o Espaco da Forma de Kendall é curvo, na medida em que as
formas se afastam do ponto de tangéncia entre os dois espacos, as

projecdoes tendem a se aqproximar no espaco linear. Portanto, é
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recomenddvel que o ponto de tangéncia entre os dois espacos seja definido
como sendo a média de todas as formas observadas, de modo que esta
forma média estivesse o mais equidistante de todas as formas estudadas e as
variacoes fossem as menores possiveis (Rohlf, 1998). Para isso, utiliza-se a
Configuracdo de Consenso, que corresponde a média de todas as formas,
tendo sido retiradas as diferencas decorrentes de orientacdo, posicdo e
tamanho, atfravés de uma sobreposicdo por quadrados minimos
generalizada, ou sobreposicdo de Procrustes (Rohlf, 1999). Primeiramente,
para refirar o efeito do tamanho, todas as configuracdes sdo padronizadas
para mesma medida geral de tamanho, sendo que desta maneira qualquer
diferenca observada possa ser atribuida unicamente & forma. Esta
transformacdo é feita com uma medida geral multivariada de tamanho,
chamada de Tamanho de Centréide. O centrdide equivale ao ponto médio
das coordenadas analisadas, sendo que, o Tamanho de Centrdide
corresponde d raiz quadrada do somatério dos quadrados das disténcias
entre cada ponto de referéncia e o centro de massa. Calcula-se o Tamanho
de Centrdide de cada individuo e estes sdo igualados (Monteiro & Dos Reis,

1999).

Posteriormente, é feita a sobreposicdo de Procrustes através do
seguinte processo interativo: uma das formas é escolhida aleatoriamente, e

todas as demais sdo rodadas, fransladadas e redimensionadas de modo que
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seus centrdides se sobreponham, seus Tamanhos de Cenftrdide sejam iguais e
que as Disténcias de Procrustes entre elas sejam minimizadas. A média de
todas estas configuracdes € calculada, e o processo de rotacdo,
sobreposicdo e redimensionamento € repetido, sobrepondo as formas a esta
média. A configuracdo assim calculada € entdo chamada de Referéncia,
Configuracdo Tangente, ou Configuracdo de Consenso. As demais formas
sdo entdo comparadas entre si através desta configuracdo de referéncia

(Rohlf & Marcus, 1993).

Outro método bastante empregado € o de flexdo das placas finas
(Bookstein, 1989), utilizado para avaliar as mudancas em pontos de
referéncia. Esta funcdo esta baseada em um modelo fisico, onde uma placa
de metal de espessura desprezivel permite descrever as diferencas entre
duas conformacdes de pontos como uma deformacdo confinua. Na
realidade € como se tivéssemos duas placas de metal, onde em uma
estivessem marcados pontos de referéncia e na outra os pontos da forma a

ser estudada, possibilitando assim fazer a comparacdo das formas.

Esta comparacdo ocorre de maneira que a placa que contém os
pontos da forma a ser comparada sofre uma deformacdo fazendo com que
estes pontos se encaixem sobre os pontos presentes na placa de referéncia,

possibilitando a quantificacdo das diferencas entre as formas, de modo que
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as formas parecidas usam menos forca, formas diferentes usam mais forca na
deformacdo (Monteiro & Dos Reis, 1999). Desta maneira, € possivel descrever
quantitativamente as diferencas entre duas formas através de grades de

deformacdo semelhantes s descritas por Thompson (1917).

Um método bastante Util para descrever as mudangas na forma de um
conjunto de organismos € a Andlise das Deformacdes Relativas (Rohlf, 1993),
que se baseia no uso dos pardmetros das Funcoes de Flexdo de Placas Finas.
Desta forma, a partir da Configuracdo de Referéncia € construida uma maitriz
denominada Matriz de Energia da Deformacdo, que contém todas as
distncias entre os pares de pontos de referéncia utilizados. Esta matriz €
decomposta de modo a gerar duas outras matrizes de valores particulares,
chamadas de matriz de autovalores e a matriz de autovetores, onde cada

valor da primeira matriz corresponde a um vetor da segunda matriz.

Posteriormente é realizada a projecdo de cada amostra analisada nas
Deformacdes Principais, resultando em escores, que descrevem o peso de
cada deformacdo principal para transformar a configuracdo de referéncia
na configuracdo destes individuos, e o conjunto destes escores forma a
maftriz de pesos, W. Os vetores de escores sdo chamados de Deformacoes

Parciais (Bookstein, 1991), porque cada um descreve uma porcdo da



Infroducdo 20

variacdo total, ou ainda, sdo uma caracteristica de cada amostra

(individuo).

A projecdo das coordenadas de cada individuo nas deformacdes
principais gera vetores chamados de Deformacdes Parciais, que sdo uma
caracteristica de cada individuo, assim como as Deformacdes Principais
eram caracteristicas da referéncia. Ou seja, os elementos na matriz W
descrevem cada exemplar como uma combinacdo linear das Deformacoes
Principais. A Andlise das Deformacdes Relativas equivale a realizar uma

Andlise de Componentes Principais sobre a matriz W.

Os novos autovetores gerados deste modo sdo chamados de
Deformacdes Relativas, e estes descrevem o0s eixos ortogonais de maior
variacdo da forma a partir das deformagcdes parciais. Assim, & possivel
capturar e representar a maior parte da variacdo ao longo de alguns poucos
eixos, reduzindo o numero de dimensdées sem perder a maior parte da

informacado.

Esta metodologia j& é bastante utilizada para abelhas do género Apis,
no entanto, atualmente tem sido amplamente utilizada também para
abelhas sem ferrdo, apresentando bons resultados, solucionando até
problemas taxondmicos como o observado em bombus (Aytekin et al., 2007).

Também tem sido aplicada na andlise de mudancas no perfil de algumas
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populacdoes de abelhas africanizadas com o decorrer do tempo (Francoy et
al., 2009b).

O estudo da morfologia da asa tem apresentado 6timos resultados
também na identificacdo de diferentes subespécies e espécies de abelhas
(Schroder et al., 1995; Steinhage et al., 2001; Drauschke et al., 2007; Francoy et
al., 2008). Isto pode ser observado em frabalho realizado recentemente por
Francoy e colaboradores (2009a) onde foram analisados o desenho da
venacdo da asa de machos e operdrias de cinco espécies de abelha sem
ferrdo (Nanotrigona testaceicornis, Mellipona quadrifasciata, Friesiomelitta
varia, Scaptotrigona aff. depilis e Plebeia remota). Neste trabalho, foi possivel
concluir que a forma da asa entre operdrias e machos da mesma espécie é
mais parecida do que a forma da asa dos individuos do mesmo sexo de
espécies diferentes. A forma da asa de operdric e macho, gquando
analisados separadamente, é suficiente para diferenciar as 5 subespécies
mencionadas acima. Desta forma programas computacionais de
diferenciacdo de espécie se constituem em uma ferramenta importante no
auxilio de estudos de conservacdo e manutencdo da biodiversidade.

Esta técnica também foi testada por Francisco e colaboradores (2008)
para a andlise das asas de Meliponini, de duas populacdes de Plebeia
remota pertencentes a diferentes biomas. Estas populacdes foram

discriminadas e mantiveram seus padroes, indicando uma auséncia de fluxo
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génico entre os dois grupos, mesmo quando as duas populacdes foram
colocadas artificialmente em simpatria por mais de 10 anos. Assim, a técnica
de morfometria geométrica baseada em andlises de deformacdes relativas
se mostrou eficiente na discriminacdo de grupos de meliponineos. Esta
técnica também se mostrou eficiente na discriminacdo de espécies do
género Plebeia (Silva, 2006), em subespécies de abelhas Apis mellifera
(Francoy et al., 2006 b), em populacdes de Nannofrigona testaceicornis
(Mendes et al., 2007) e de abelhas africanizadas (Francoy, 2007) .

Outro trabalho envolvendo técnicas de morfometria geomérica da asa
foi realizado recentemente (Bischoff et al., 2009) com 228 espécimes de
abelhas polinizadoras de abdbora (Peponapis pruinosa) coletadas em 15
pontos entre Mississipi e Ontdrio. Estas populacdes foram analisadas visando
avaliar a hipétese de sua origem e possivel rota de expansdo apds a
dispersdo de sua hospedeira floral (Curcubita). Para isso foram marcados na
asa anterior direita 23 marcos anatdémicos, e o resultado foi analisado por
estatistica multivariada. Os resultados suportam a hipdtese de que as abelhas
polinizadoras da abdbora (squashbee) da América do Norte se originaram
no ocidente.

Também, j& tem sido demonstrado que espécies de diferentes tipos de
inseto podem ser identificadas com base exclusiva em morfologia de asa.

Alguns estudos tem focado este tipo de informacdo para discriminar grupos
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infra-especificos como populacdes e subespécies (Gaston & O’'Neill, 2004;
Tofilski, 2004; Steinhage et al, 2007). Apds a constatacdo de que
caracteristicas extraidas da venacdo das asas sdo suficientes para discriminar
espécies entre os insetos, varios estudos passam a utilizar este método, como
podemos observar em Vilemant e colaboradores (2007), onde foram
realizadas andlises de morfometria geométrica em espécies irmds do género
Eubazos (Hymenoptera, Braconidae) parasitdide de besouros da casca de
coniferas do género Pissodes (Coleoptera, Curcolionidae). Neste estudo,
obteve-se taxa de acerto na classificacdo das fémeas de 98,6% e nos
machos de 93,1%, utilizando-se apenas medidas de asa, sendo que em
estudos preliminares sé foram obtidas taxas de acerto similares quando se
utilizou em conjunto andlises de isoenzima e vdarias andlise de variacdo
candnica, incluindo diversas medidas morfométricas. A  morfometria
geométrica também foi eficiente na divisdo destes insetos em quatro grupos,
confirmando a divisdo feita previamente mediante oufras andlises. Desta
forma este resultado foi comparado com estudos prévios realizados
envolvendo morfometria tradicional, andlise de isoenzimas, acasalamentos
cruzados e observacdes a respeito da biologia. Ainda, ao comparar as
medidas necessdrias para as técnicas de morfometria cldssica, a
mensuracdo da venacdo de asa gasta menos tempo, € mais confidvel de

forma que requer menos conhecimento da taxonomia dos braconides.
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1. 1. 4 Sistema ABIS de identificagao

Devido ao baixo numero de taxonomistas ativos aftualmente
(Drauschke, et al., 2007), a identificacdo das espécies de praticamente todos
0s grupos animais fica bastante comprometida. Assim, visando disponibilizar
uma ferramenta de fdcil utilizacdo e que apresente resultados de alta
confiabilidade, foi desenvolvido um sistema semi-automdtico de obtencdo
de medidas, classificacdo e identificacdo de espécies denominado ABIS
(Automatic Bee Identification System) (Schroder et al., 1995; Steinhage et al.,
1997).

Este sistema de idenfificacdo possui  padroes rigidos de
reconhecimento de formas e frabalha com base em um banco de dados,
montado com individuos previamente identificados (Francoy, 2007). O banco
de dados € montado com pelo menos 30 individuos por espécie, subespécie
ou populacdo estudada, sendo que apds este procedimento, a
identificacdo se torna bastante rapida.

A automatizacdo do sistema ABIS foi apresentada em 2001 por
Steinhage e colaboradores. Neste trabalho, o uso do soffware foi facilitado e
a classificacdo das amostras tornou-se ainda mais precisa. As melhorias
proporcionadas no programa foram, a deteccdo automdtica dos pontos de

juncdo de nervuras e marcagcdo automdtica dos marcos anatdémicos
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(landmarks) utilizados na andlise, além da utiizacdo de andlises
discriminantes ndo lineares de kernel (KDA), que se dobram no espaco. Assim,
houve uma melhora na classificacdo dos grupos estudados, possibilitando
uma taxa de acerto de até 99,8% nas classificacoes dos individuos dentro de
suas respectivas espécies. Isto foi observado mesmo quando 0s grupos
utilizados na andlise apresentavam grandes similaridades, como no caso das
abelhas dos géneros Europeus de Colletes, Andrena e Bombus (Schroder et
al., 2006).

Juntamente com os métodos morfométricos (tradicional e geométrico),
este programa tem apresentado bastante eficiéncia na identificacdo de
abelhas, possibilitando também a diferenciacdo de amostras de abelhas
africanizadas, conforme observado em experimento realizado por Drauschkle
e colaboradores no ano de 2007. No experimento em questdo o sistema ABIS
foi testado com abelhas africanizadas e subespécies de Apis mellifera
obtendo um o&timo resultado, atingindo 94% de acerto nas taxas de
classificacdo, utilizando apenas a andlise de caracteristicas das asas.

Em trabalho realizado para a identificacdo de quatro subespécies de
abelha Apis mellifera (Apis mellifera scutellata, Apis mellifera mellifera, Apis
mellifera ligustica e Apis mellifera carnica) e abelhas africanizadas, tanto a

andlise utilizando o sistema ABIS, quanto a morfometria geométrica, levaram
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menos de cinco minutos para a andlise de cada imagem, e apresentaram
taxa superior a 99% de acerto na identificacdo (Francoy et al., 2008).

Devido o sistema morfométrico ABIS ser um sofftware que foi
desenvolvido para uma finalidade muito especifica, que € a identificacdo de
espécies de abelhas a partir dos padroes de venacdo das asas anteriores, o
sistemma ndo permite aos usudrios o acesso aos dados brutos, mostrando

somente o procedimento de andlise e o resultado final.
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2.1 Objetivos gerais

Devido a continua busca por métodos de identificacdo de espécies e
subespécies que relnam caracteristicas como, facil aplicacdo, baixo custo e
sobretudo, que apresentem resultados confidveis e satisfatorios. Ojetivamos
com este trabalho comparar as diferentes metodologias morfométricas e
suas taxas de acerto na identificacdo e classificacdo das 26 subespécies de
Apis mellifera e abelhas africanizadas dentro de seus respectivos grupos. Para
tanto, foram testadas as técnicas de morfometria tradicional, morfometria
geométrica e sistema ABIS de identificacdo, aplicadas apenas em medidas

extraidas das asas anteriores das abelhas.
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2.2 Objetivos especificos

Caracterizar as asas anteriores de 26 subespécies de Apis
mellifera e amostras de abelha africanizada por meio de frés
diferentes metodologias morfométricas (Morfometria Tradicional,

Morfometria Geométrica e ABIS);

Comparar as trés diferentes metodologias morfométricas quanto
ad sua eficiéncia na identificacdo de 26 subespécies de Apis
mellifera e amostras de abelha africanizada baseada somente
em caracteristicas das asas anteriores, bem como o tempo

necessArio para execucdo e precisdo dos resultados;

Comparar os dendogramas de proximidade morfolégica das
subespécies de Apis mellifera, gerados a partir das dist@ncias
produzidas pelas andlises de morfometria tradicional e

morfometria geométrica.
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3.1 Material biolégico

Foram analisadas amostras das 26 subespécies (Tabela 2) de Apis
mellifera e abelha africanizada, através do uso de técnicas de morfometria
tradicional, morfometria geométrica e pelo sistema ABIS de identificacdo. As
fotografias digitais das asas anteriores das 26 subespécies de Apis mellifera
foram cedidas pelo Prof. Dr. Stefan Fuchs, da J.W.Goethe-Universitat Frankfurt,
Alemanha. Estas amostras de asas sdo provenientes dos individuos utilizados
como representantes puros das subespécies de Apis mellifera. Também
utilizamos amostras de asas de abelhas africanizadas coletadas no estado de

Sergipe, em Aracaju - Brasil.
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TABELA 2: Subespécies e nUmero amostral de colméias e individuos analisados por
MG=morfometria geométrica (mesmo nimero para o ABIS) e MT= morfometria

fradicional.

Subespécie N¢ de colméias | N° de indiv. MG | N° de indiv. MT
Africanizada 10 49 49
Apis mellifera adami 5 45 52
Apis mellifera adansonii 12 113 131
Apis mellifera anatoliaca 5 50 9
Apis mellifera armeniaca 6 59 56
Apis mellifera capensis 3 30 38
Apis mellifera carnica 15 150 227
Apis mellifera caucasica 11 120 116
Apis mellifera cecropia 9 89 85
Apis mellifera cypria 4 40 49
Apis mellifera iberica 2 20 18
Apis mellifera intermissa 6 59 73
Apis mellifera jemenitica 14 133 121
Apis mellifera lamarckii 7 70 59
Apis mellifera ligustica 11 110 108
Apis mellifera litorea 6 55 52
Apis mellifera macedonica 2 20 18
Apis mellifera major 1 10 0
Apis mellifera meda 8 79 78
Apis mellifera mellifera 13 139 131
Apis mellifera monticola 8 79 68
Apis mellifera ruttneri 5 49 48
Apis mellifera sahariensis 2 20 20
Apis mellifera scutellata 11 119 114
Apis mellifera sicula 1 10 0
Apis mellifera syriaca 9 86 137
Apis mellifera unicolor 7 69 64
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3. 2 Estrutura analisada

Buscando formas de ofimizar o processo de identificacdo das
amostras, optamos por trabalhar unicamente com medidas de asa, visto que
esta estrutura é especialmente apropriada para estudos morfoldgicos (Nunes
et al., 2007). Além de ser facilmente mensurada, sabe-se que em abelhas do
género Apis, a herdabilidade, no sentido restrito (proporcdo da variGncia
genética aditiva sobre a varincia total), para esse cardter usualmente é
alta, préoxima de 1, sofrendo pouca variagcdo do ambiente (Diniz-Filho & Bini,

1994).

3. 2. 1 Preparagcao das asas

Todos as operdrias de abelhas africanizadas estudadas tiveram sua
asa anterior direita retirada com o auxilio de pincas, foram umedecidas em
dlcool 70% e dgua e posteriormente com o auxilio de um pincel niUmero dois
estas asas foram montadas entre duas [Gminas de microscopia seladas com
massa de modelar, previamente identificada com o nome da subespécie e o
nUmero da abelha (Figura 4). As asas foram fotografadas com o auxilio de
uma cémera digital acoplada a um estereomicroscopio e armazenadas de

modo digital.
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Figura 4: Ldminas seladas com massa de modelar, contendo as asas direita previamente identificadas
de operdrias de Apis mellifera.

3. 3 Morfometria Tradicional

As andlises de morfometria tradicional foram realizadas de acordo com
as medidas de asas propostas por Ruttner (1988), sendo estas (Figura 5):

e Comprimento da asa anterior (FL);

Largura da asa anterior (FB);

Distncia a da veia cubital;

DistGncia b da veia cubital;

e 11 dngulos de venacdo da asa* (Figura 6);
*(Angulos n° 21= A4, 22=B4, 23=D7, 24=E9, 25=G18, 26=110, 27=116, 28=K19, 29=L13, 30=N23, 31=026);
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Figura 5: llustracdo das medidas utilizadas na andlise de asa através da técnica de morfometria
tradicional, onde a e b representam as dist@ncias da veia cubital, FL representa o comprimento da asa

e FB a largura (Ruttner,1988)

Estas medidas foram realizadas com o auxilio do software SigmaScan

5.0 (SPSS Inc.).

Figura 6: llustracdo dos 11 &ngulos utilizadas na andlise de asa através da técnica de morfometria
tradicional (Ruttner, 1988).
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3. 4 Morfometria Geomeétrica

Para andlise de morfometria geométrica das asas, foram utilizados
software que se encontram disponiveis gratuitamente na internet

http://life.bio.sunysb.edu/morph/). Estas asas foram analisadas quanto &

geometria do formato de suas nervuras. Para isso foram marcados
manualmente 19 marcos anatdémicos (Figura 7) nas juncdes de nervuras das
asas anteriores com o auxilio do software tpsDig2 versdo 2.04 (Rohlf, 2005a) e
foram analisadas quanto a sua forma com o auxilio do software tpsRelw

versdo 1.42 (Rohlf, 2005b).

Figura 7: Asa anterior de operdria de Apis mellifera com os 19 pontos homdlogos marcados (Francoy,
2007).



Materiais e Métodos 37

Metodologicamente, as andlises em morfometria geométrica
compreendem trés fases (Bookstein, 1996):

1°Fase: Conversdo dos marcos anatébmicos digitalizados de cada
organismo em um Unico ponto no espaco da forma de Kendell, e
posteriormente, a projecdo destes pontos no espaco linear tangente. No
espaco da forma de Kendall, a configuracdo de marcos anatémicos de
cada organismo estudado € cenfralizada, de modo que o centrdide (ponto
médio ou centro de massa) de cada configuracdo de marcos anatdémicos
coincida com a origem do sistemma cartesiono. Em seguida, cada
configuracdo de marcos anatdbmicos homodlogos € escalonada, onde o
tamanho é definido em termos de centréide da configuracdo. O tamanho
do centréide é definido como a raiz quadrada do somatério do quadrado
das distancias de cada um dos marcos anatdémicos até o centrdide. A ultima
transformacdo é a remocdo dos efeitos de orientacdo, onde todas as
configuracdes sdo rotacionadas, com a finalidade de minimizar a soma das
distGncias quadrdticas entre os marcos anatémicos homaodlogos (disténcia de
Procrustes) de um par de espécimes (Figura 8). Esse mesmo procedimento foi
feito para todas as asas na amostra.

2°Fase: Realizacdo da andlise multivariada no espaco linear tangente.

3°Fase: Retorno ao espaco curvo de Kenddall, exibindo os resultados das
andlises multivariadas através de métodos grdficos com a finalidade de

permitir a visualizacdo, interpretacdo e compreensdo do fendbmeno.



Materiais e Métodos 38
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Figura 8 :Sequéncia de padronizacdo das asas para o mesmo tamanho e alinhamento dos marcos
anatémicos para a andlise de MG (Asas de Drosophila, Zelditch et al. 2004).

3.5 J-ABIS

O Sistema ABIS (Automatic Bee Identification System) consiste em um
software de identificacdo automdtica, que trabalha com dados
morfométricos extraidos dos padroes de nervacdo das asas anteriores de
abelhas. Devido o programa ter sido criado para um fim muito especifico
(identificacdo de abelhas), 0 mesmo ndo permite ao usudrio o acesso aos
dados brutos, apresentando somente o procedimento de andlise e o

resultado final.
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Na andlise realizada pelo sistema morfométrico ABIS, foram utilizados os
mesmos 19 marcos anatémicos escolhidos para andlise de morfometria
geométrica.

Para iniciar o uso do programa, € necessdria a criagcdo de um banco
de dados utilizando-se no minimo 30 individuos por grupo a ser estudado, o
qual posteriormente serd utilizado na identificacdo das amostras. Apds a
elaboracdo deste banco de dados, o sistema estd apto para iniciar os testes,
a andlise e posterior classificacdo, que ocorrem da seguinte maneira:

o Andlise automatizada das imagens das asas anteriores das
abelhas, resultando na completa rede de venacdo das asas;

o Andlise estatistica, que pode ser Andlise Discriminante de Fisher
(LDA) ou Andlises Discriminantes Ndo-Lineares de Kernel (KDA) (Roth &
Steinhage, 1999);

o Apresentacdo dos resulfados em forma de tabela de

classificacdo e graficos de dispersdo;

3. 6 Andlise Estatistica

Os dados de morfometria tradicional e morfometria geométrica foram
processados mediante andlises discriminante lineares nos softwares STATISTIC
6.0 (Statsoft, 2001) e SPSS 15.0 (SPSS Inc.) As distGncias quadradas de

Mahalanobis entre os grupos foram calculadas, e também construimos
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drvores de proximidades morfoldgicas com o auxilio do software MEGA
versdo 2.1 (Kumar et al., 2001).

Os dados do sistema morfométrico ABIS, sdo apresentados em forma
de tabela de classificacdo e grdficos de dispersdo, no entanto, devido o
programa ser totalmente automatico, ndo € permitido o acesso aos dados
brutos extraidos das asas, o que impossibilita uma andlise mais detalhada,
como por exemplo, dos par@metros que mais diferenciam os grupos.

Este programa readliza dois tipos de andlises estatisticas, andlise
discriminante linear e andlise discriminante ndo linear, sendo que neste
trabalho apenas a andlise ndo linear foi utilizada, uma vez que trabalhos
anteriores (Francoy et al., 2008) comprovaram ser esta andlise mais

adequada e eficiente.
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4.1 Morfometria geométrica

4.1.1 Andlise por colénia

A partir dos 19 marcos anatébmicos de cada asa de operdria
analisada, foram geradas 34 medidas de deformacodes relativas (seguindo
a formula: k = 2n-4, sendo que k é igual ao numero total de deformacdes
relativas e n é igual ao nUmero de marcos anatémicos).

De acordo com as andlises discriminantes, das 34 medidas geradas,
31 conftribuiram significantemente (<0,05) para a discriminacdo dos grupos
(Wilk’s A = 0,00000001; p = 0,00001), apresentando 99,5% de taxa de acerto
na classificacdo(Tabela 3). Ao introduzir amostras de abelhas africanizadas
(AF), a taxa de acerto ndo foi alterada (Tabela 4). Durante estas andlises
apenas uma amostra da subespécie A. m. jemenitica foi identificada
erroneamente, como A. m. litorea.

Utiizando a classificacdo proposta por Ruttner (1988), onde as
subespécies de A. mellifera foram classificadas em quatro ramos evolutivos,
ramo M (Oeste e Norte da Europa), ramo C (Europa Ocidental), ramo O
(Oriente proximo e Asia Central) e ramo A (Africa), a qual é bastante
fundamentada, visto que muitos outros trabalhos foram realizados,
envolvendo diferentes marcadores como andlises de microssatélite (Estoup

et al., 1995), DNA mitocondrial (Arias & Sheppard, 1996; Franck et al., 2000)
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e mutacdoes pontuais (Whitfield et al., 2006), sendo que todos confirmaram
a existéncia das linhagens evolutivas previomente descritas por Ruttner,
mediante apenas estudos morfométricos de caracteres morfoldgicos. Este
ermro pode ter ocorrido devido ambas as subespécies estarem
geograficamente bem  proximas, compartiihando  caracteristicas
morfoldgicas e principalmente por compartiharem o mesmo ramo

evolutivo (ramo A), sendo evolutivamente bem préoximas.



Resultados e Discussdo 44

Tabela 3: Classificacdo das amostras em porcentagem dentro de suas respectivas subespécies gerada a partir da andlise

discriminante da média das medidas por colénia das 26 subespécies de Apis mellifera. Em destaque estdo os valores das
classificacdes corretas das amostras dentro de sua respectiva subespécie, e em negrito na parte inferior esquerda o valor da

taxa de acerto. (N

tamanho amostral)
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discriminante da média das medidas por da coldnia das 26 subespécies de Apis mellifera e abelha africanizada. Em destaque
estdo os valores das classificacdes corretas das amostras dentro de sua respectiva subespécie, e em negrito na parte inferior

Tabela 4: Classificacdo das amostras em porcentagem dentro de suas respectivas subespécies gerada a partir da andlise
esquerda o valor da taxa de acerto. (N

tfamanho amostral)

N

SY UN

LT MA MAJ MED ME MO RU SA SC SI

INT JE LA LI

AF AN AR CA CAR CAU CE CcCY

AD ADI
100 0 O
100 O

AD

12
10

0

0
0

ADI
AF

0

100 O

0
0

0

100 O

0
0

AN

0

100 O

0

AR

CA
CAR O

15

11

0
0

CAU O

0
100 O

100 O
0
0

0
0

0

CE

0

cYy

0

100 O

0
0

IB
INT

0

100 O

0

14

JE
LA
LI

0
100 O

100 O
0
0

0
0

0

11

0

100 O

0
0

0
0

LIT
MA

100

0

MAJ
MED O

0

13

0

100 O

0
0

0

ME

0

100 O
0
0

0
0

MO

0

100 O
0
0

100 O

RU
SA
SC
Sl

0

100 O

0
0

11

0

100 O

0

100 O

0
0

9

0

SY
UN

100

99.5%



Resultados e Discussdo 46

Os testes de validacdo cruzada de acordo com as equacoes
geradas a partir das andlises discriminantes apresentaram éxito de 77,4%
na classificacdo das coldnias como pertencentes aos seus respectivos
grupos (Tabela 5). Destas amostras analisadas, 95,5% foram classificadas
dentro de seu respectivo ramo evolutivo. Ao infroduzir amostras de abelhas
africanizadas apesar da taxa de acerto ser um pouco superior, 78,8%
(Tabela 6), o valor da classificacdo das subespécies dentro de seu
respectivo ramo evolutivo decaiu para 95%. Nesta andlise apenas uma
colénia de abelha africanizada foi identificada como sendo da
subespécie A. m. scutellata. Este resultado € de certa forma j& esperado,
devido a grande quantidade de caracteres morfoldgicos e genéticos
compartilhhados por estas abelhas. Tendo em vista que esta subespécie é
uma das que deram origem ao polihibrido denominado abelha
africanizada.

Em ambas as andlises, as subespécies pertencentes ao ramo C se
destacaram por obterem 100% de acerto na classificacdo dentro de seu
respectivo ramo evolutivo. J& a subespécie A. m. sahariensis obteve 100%
de suas colméias classificadas como pertencentes ao ramo A. Os valores
referentes a taxa de acerto nas andlises discriminante e de validacdo
cruzada, foram obtidos a partir da divisdo do niumero de classificacdo e

identificacdo correta das subespécies pelo niUmero total de coldnias.
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No grdfico de dispersdo (Figura 9), elaborado a partir da posicdo
relativa dos centréides das distribuicdes das subespécies, utilizando apenas
dados de deformacdes relativas, observamos o agrupamento das

subespécies de Apis mellifera nos quatro ramos evolutivos.



Resultados e Discussdo 48

Tabela 5: Classificacdo das amostras em porcentagem dentro de suas respectivas subespécies gerada a partir da andlise de validacdo

cruzada da média de medidas por coldnias das 26 subespécies de Apis mellifera. Em destaque estdio os valores das classificacdes corretas

das amostras dentro de sua respectiva subespécie, em letras colorida as subespécies que apresentaram zero na taxa de acerto, e em

negrito na parte inferior esquerda o valor da taxa de acerto. (N

tamanho amostral)
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Tabela é: Classificacdo das amostras em porcentagem dentro de suas respectivas subespécies gerada a partir da andlise de validacdo

cruzada da média de medidas por colénias das 26 subespécies de Apis mellifera e abelhas africanizadas. Em destaque estdo os valores das
classificacdes corretas das amostras dentro de sua respectiva subespécie, em letras colorida as subespécies que apresentaram zero na taxa

de acerto, e em negrito na parte inferior esquerda o valor da taxa de acerto. (N

tfamanho amostral)
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adami
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Figura 9: Representacdo grdfica da andlise de discriminantes candnicas das 26 subespécies de Apis mellifera, analisadas quanto a média
dos individuos provenientes da mesma coldnia. Dentro dos baldes os ramos evolutivos em destaque (seta) a subespécie A. m. ruttneri.
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Um grupo mais afastado, deslocado para a direita em relacdo a
funcdo discriminante 1 formado pelas subespécies A. m. ligustica, A. m.
carnica, A. m. cecropia, A. m. macedonia e A. m. sicula, que compdem o
ramo C. Na parte superior em relacdo a funcdo discriminante 2, e
deslocado para a esquerda em relacdo a funcdo discriminante 1,
enconframos as subespécies pertencentes ao ramo M, A. m. mellifera, A.
m. iberica, A. m. intermissa, A. m. sahariensis € A. m. major, sendo que esta
Ultima se localizou mais distante do grupo. Dentro deste grupo, ainda
conseguimos visualizar a formacdo de dois subgrupos, um representado
pelas subespécies localizadas no Norte da Africa, A. m. intermissa e A. m.
sahariensis e o outro pelas subespécies, A. m. iberica e A. m. mellifera
localizadas no Oeste do Mediterdneo e no Norte da Europaq,
concordando com a classificacdo feita por Ruttner (1978). Abaixo deste
grupo visualizamos as subespécies, A. m. lamarckii, A. m. jemenitica, A. m.
litorea, A. m. scutellata, A. m. monticola, A. m. adansonii, A. m. unicolor e
A. m. capensis, que compde o ramo A. Finalizando, observamos as
subespécies A. m. caucasica, A. m. armeniaca, A. m. meda, A. m.
anatoliaca, A. m. adami, A. m. cypria € A. m. syriaca, que constituem o
ramo O. Ruttner (1988) menciona em seu livro, que amostras da subespécie
A. m. syriaca, quando observada em grdficos formados a partir de andlise
multivariada (Andlise de Componentes Principal), apresentam-se na

periferia do grupo oriental, em direcdo as racas africanas. Nossos
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resultados, apesar de serem gerados a partir de andlise discriminante,
apresentam esta mesma caracteristica atribuida a subespécie A. m.
syriaca. A subespécie A. m. ruttneri ficou mais proxima das abelhas
pertencentes ao ramo A. Por esta subespécie ter sido descoberta mais
recentemente (Sheppard et al., 1997), ela ndo esta inclusa em nenhum
ramo evolutivo.

Quando infroduzimos amostra de abelha africanizada (Figura 10),
ainda foi possivel visualizar os quatro ramos evolutivos, e as abelhas
africanizadas ficaram bastante proximas das subespécies do ramo O, em

especial A. m. adami, A. m. anatoliaca e a. m. caucasica.
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Figura 10: Representacdo grdfica da andlise de discriminantes candnicas das 26 subespécies de Apis mellifera e abelhas
africanizadas, analisadas quanto d média dos individuos provenientes da mesma colénia. Dentro dos baldes os ramos
evolutivos em destaque (seta azul) a subespécie A. m. ruttneri e (seta rosa) abelha africanizada.
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O posicionamento das abelhas africanizadas  proximas — As
subespécies do ramo O, confraria a maior parte dos frabalhos j&
realizados. Nestes trabalhos foram utilizados diversos tipos de marcadores
moleculares, como isoenzimas (Lobo et al., 1989; Del Lama et al., 1990;
Sheppard et al., 1991b; Rotta, 1999) DNA mitocondrial (Sheppard et al.,
1991a; Rotta, 1999; Diniz et al., 2003; Collet et al., 2006) microssatélite
(Clarke et al., 2001) e mutacdes pontuais de DNA nuclear (Whitfield et al.,
2006). E verifica-se em todos o agrupamento das abelhas africanizadas
juntamente com as abelhas do ramo A, em especial a subespécie A. m.
scutellata.

Este posicionamento inesperado das abelhas africanizadas proximas
as subespécies do ramo O ao invés das abelhas africanas, em especial A.
m. scutellata, pode ter ocorrido segundo Rinderer e colaboradores (1990)
por estas abelhas terem um perfil morfométrico diferente da subespécie A.
m. scutellata. Ou mesmo devido a variagcdes genético-morfolégicas,
ocorridas no decorrer do tempo, como observado por Francoy (2007, 2008
e 2009).

Através das disténcias quadradas de Mahalanobis, foi construido um
dendograma de proximidade morfoldgica entre as subespécies (Figura 11),
onde visualizamos no ramo mais basal, a presenca das subespécies que
formam o ramo evolutivo C e, logo acima, um ramo formado unicamente

pela subespécie A. m. major, que nos graficos de dispersdo também
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apareceu mais isolada. Em outra ramificacdo logo acima, visualizamos as
subespécies do oeste do mediterrdneo e Norte europeu, integrantes do
ramo M, A. m. mellifera e A. m. iberica. Mais acima, em outra ramificacdo
encontramos A. m. unicolor, representante do ramo A. E possivel que esta
subespécie apareca sozinha por se localizar em uma ilha(Madagascar),
isoladas de conftato com outras coldnias. Desta forma, ndo apresenta
contato sexual com outras subespécies, o que impossibilita interferéncia de
outro material genético, sofrendo entdo um possivel efeito de inbreeding, o
que pode influenciar nos padrées de venacdo das asas.

Mais acima, temos uma ramificacdo, formada pelas subespécies
infegrantes do ramo O, (A. m. cypria, A. m. anatoliaca, A. m. armeniaca,
A. m. adami, A. m. meda) e a subespécie A. m. caucasica,a qual no
passado foi agrupada junto com subespécies do ramo C, em
dendograma formado a partir de dados de DNA mitocondrial (Cornuet et
al., 1991). Logo apds, observamos em um mesmo ramo as subespécies A.
m. infermissa € A. m. ruttneri, corroborando com trabalho de Sheppard e
colaboradores (1997), no qual a subespécie A. m. ruttneri foi diferenciada
como uma raca geogrdfica (localizada na ilha de Malta) a partir de
andlises discriminantes morfolégicas. De acordo com este trabalho
(Sheppard et al., 1997), andlises de DNA mitocondrial e caracteristicas
comportamentais, suportam uma relacdo bem mais estreita de A. m.

ruttneri com a subespécie A. m. intermissa do Norte da Africa, do que com
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subespécies Européias. Finalmente encontramos outro ramo formado pelas
subespécies que constituem o ramo A, A. m. litorea, A. m. scutellata, A. m.
adansonii, A. m. jemenitica, A. m. monticola, A. m. capensis, A. m. lamarkii,
bem como A. m. sahariensis (ramo M) e A. m. syriaca (ramo O).

Ao infroduzir amostra de abelha africanizada (Figura 12) na andlise,
observamos a mesma distribuicdo apresentada anteriormente na Fig. 11,
porém com a presenca das abelhas africanizadas em um ramo solitdrio.
Estas abelhas apareceram como grupo irmdo de todas as subespécies dos
ramos A e O, sem apresentarem qualquer relacdo com as subespécies

europeéics.
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Figura 11: Dendograma de proximidade morfoldgica das 26 subespécies de
Caracteristicas de todos os individuos foram utilizadas como base de dados.

Apis mellifera.
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Figura 12: Dendograma de proximidade morfoldgica das 26 subespécies de Apis mellifera e
abelhas africanizadas. Caracteristicas de todos os individuos foram utilizadas como base de

dados.
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4.1.2 Andlise por individuo

Na andlises discriminantes realizada por individuos, todas as 34
medidas geradas contribuiram significantemente  (<0,05) para a
discriminacdo dos grupos (Wilk's A = 0,003; p = 0,00001), apresentando
69.7% de taxa de acerto na classificacdo (Tabela 7), sendo este um valor
relativamente baixo. Nesta andlise, apesar de ter ocorrido ero na
classificacdo de todas as subespécies, estas foram classificadas com taxa
de acerto de 89,7% dentro de seus respectivos ramos evolutivos. Ao
acrescentar amostras de abelhas africanizadas (Tabela 8), a taxa de
acerto foi razoavelmente menor, 69,3% (Wilk's A = 0,003; p = 0,00001), sendo
que 89,4% dos individuos foram classificados corretamente dentro de seu
ramo evolutivo.

Nos testes de validacdo cruzada de acordo com as equacoes
geradas a partir das andlises discriminantes, apresentaram éxito de 62,4%
de acerto na classificacdo das asas como pertencentes aos seus
respectivos grupos (Tabela 09). Ao acrescentar amostras de abelha
africanizada (AF) a taxa de acerto ndo foi alterada (Tabela 10). Nas
andlises realizadas envolvendo individuos, os resulfados obtidos na taxa de
acerto foram baixos, independente da presenca ou ndo de amostras de
abelhas africanizadas, sendo que a maior parte das amostras ainda foram

classificadas fora de seu ramo evolutivo.
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Tabela 7: Classificacdo das amostras em porcentagem dentro de suas respectivas subespécies gerada a partir da andlise
discriminante por individuo das 26 subespécies de Apis mellifera. Em destaque estdo os valores das classificacdes corretas das
amostras dentro de sua respectiva subespécie, e em negrito na parte inferior esquerda o valor da taxa de acerto. (N= famanho
amostral)

ADI AN AR CA CAR CAU CE CY IB INT JE LA LI LT MA MAJ MED ME MO RU SA SC SI SY UN
49 73 24 O 0 49 0 24 O 0 0 0 0 0 0 0 0 24 O 0 0 0 0 0 0
584 09 0 27 0 09 0 09 O 18 71 09 0 18 O 0o 09 27 35 09 09 115 0 2,7 09
10 62 4 0 0 4 0 2 0 0 0 2 0 0 0 0 2 2 0 0 2 4 0 2 0
34 17 627 0 17 68 0 1,7 O 0o 1,7 O o o0 14,7 0O 68 00 O 1,7 0 34 17 1,7 17
133 33 0 40 0 33 O 0 0 0 33 33 O 33 00 O 33 67 0O 33 0 133 O 0 33
0 0 0 0 753 0 93 O 0 07 O o 127 o0 13 0 07 O 0 0 0 0 0 0 0
08 1,7 08 O 0 908 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25 0 33 O 0 0
0 0 0 0 213 00 753 O 0 0 0 o 11 0 11 0 11 O 0 0 0 0 0 0 0
0 5 10 0 25 5 0 &0 0 25 25 0 25 O 0 0 75 25 0 0 0 50 O 5 0
0 0 0 0 0 0 0 0 8 O 0 0 0 0 0 0 0 15 0 0 0 00 O 0 0
51 1,7 0 0 0o 1,7 0 0o 1756 0 68 34 34 O 0 0 51 17 51 0 0 0 51 17
75 0 o o8 0 08 0 08 O 3 594 38 0 15 O 0 08 0 45 0 23 75 O 6 15
43 0 0 0 29 O 0o 14 0 14 29 729 O 0 0 0 0O 57 0 29 0 0 0 43 O
0 0O 09 0 127 0 18 O 0 0 0 0 /836 O 0 0 09 O 0 0 0 0 0 0 0
20 O 0O 36 0 18 0 0 0 0 145 18 0 327 O 0 0 0o 73 O 0o 12,7 0 18 3,6
0 0 0 0 10 O 10 O 0 0 0 0 0 0O 80 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 10 O 0 0 0 0 0 0 0 0 9 O 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 13 O 0 25 0 38 O 0 13 0 0 0 0 0 /835 O o 13 13 13 0 13 25
0o 07 0 07 O 0 0 o o7 07 14 07 07 O 0 0 07 89 0 07 0 22 O 0 0
1,3 1,3 0 0 0 25 O 0 0 0o 76 38 00 13 O 0 0 25 5857 13 0 17,7 0 13 3,8
0 0 0 2 0 0 0 0 0 41 O 2 0 2 0 0 2 2 0 796 0 61 O 0 0
10 O 0 0 5 0 0 0 0 5 5 5 0 5 0 0 5 5 0 0 3 150 O 0 5
76 26 0 25 08 08 O 08 O 08 109 08 O 5 0 0 42 42 42 34 08 454 0 25 25
0 0 0 0 0 00 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 O 0 0 0 9 O 0
23 0 0 0 0 12 0 12 0 0 93 47 0 12 O 0 35 O 0 0 0 23 0 733 1.2
0 14 14 O 0 0 0 43 O 0 14 O 0 0 0 0 0 29 14 00 0 29 O 0 84,1

41
113
50
59
30
150
120
89
40
20
59
133
70
110
55
20
10
79
139
79
49
20
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10
86
69
69,7%
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Tabela 8: Classificacdo das amostras em porcentagem dentro de suas respectivas subespécies gerada a partir da andlise discriminante por
individuo das 26 subespécies de Apis mellifera e abelha africanizada. Em destaque estdo os valores das classificacdes corretas das amostras
dentro de sua respectiva subespécie, e em negrito na parte inferior esquerda o valor da taxa de acerto. (N= famanho amostral)
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Tabela 9:Classificacdo das amostras em porcentagem dentro de suas respectivas subespécies gerada a partir da andlise de
validacdo cruzada dos individuos das 26 subespécies de Apis mellifera. Em destaque estdo os valores das classificacoes
corretas das amostras dentro de sua respectiva subespécie, e em negrito na parte inferior esquerda o valor da taxa de acerto.
(N=tamanho amostral)

ADI AN AR CA CAR CAU CE CY B INT JE LA LI LIT MA MAJ MED ME MO RU SA SC SI SY UN N
49 122 24 0 0 49 24 49 0 0 0 0 0 0 0 0 24 24 0 0 0 0 0 24 0 41
54,0 27 0 2,7 0 0,9 0 0,9 0 18 71 1.8 0 1,8 0 0 09 27 35 09 09 124 0 35 09 113
14 | 46 6 0 0 8 0 4 0 2 0 2 0 0 0 0 2 2 0 0 2 4 0 2 0 50
339 34 /559 O 1,7 85 0 34 0 0 1,7 0 0 0 1,7 0 6,8 0 0 1,7 0 34 17 17 17 59
20 3,3 0 267 O 3,3 0 0 0 0 33 33 0 33 0 0 33 67 0 6,7 33 133 O 0 33 30
0 0 0 0 72 0 10,7 O 0 1,3 0 0 14 0 1,3 0 0,7 0 0 0 0 0 0 0 0 150
08 25 5 0 0 85 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2,5 0 33 0 08 0 120
0 0 0 0 225 0 730 O 0 0 0 0 22 0 1,1 0 1,1 0 0 0 0 0 0 0 0 89
0 5 125 0 5 5 0 325 0 25 5 0 25 0 0 0 10 25 0 0 0 5 0 125 0 40
0 0 0 0 0 0 0 0 65 5 0 0 0 0 0 0 0 30 0 0 0 0 0 0 0 20
51 17 0 0 0 1,7 0 0 1,7 542 0 68 34 34 0 0 0 6,8 1,7 51 0 0 0 68 17 59
75 08 0 1,5 0 0,8 0 1,5 0 38 519 38 0 23 0 0 08 08 45 0 23 83 0o 75 23 133
4,3 0 0 0 2,9 0 0 1,4 0 14 57 [ 70 0 0 0 0 0 5,7 0 2,9 0 0 0 43 0 70
0 0 1,8 0 173 O 3,6 0 0 0 0 0 755 O 0 0 0,9 0 0 0 0 0 0,9 0 0 110
255 0 0 3,6 0 3,6 0 0 0 0 182 18 0 164 O 0 0 0 7,3 0 1.8 164 0 1,8 3,6 55
0 0 0 0 10 0 15 0 0 0 0 0 0 0 75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20
0 0 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 90 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10
0 1,3 13 0 0 2,5 0 38 0 0 1,3 1,3 0 0 1,3 0 772 O 0 3,8 0 25 0 1,3 25 79
0 0,7 0 0,7 0 0 0 0 07 22 14 14 07 0 0 0 0,7 878 0 07 0 22 0 0 0 139
1,3 13 0 0 0 2,5 0 0 0 0 76 6,3 0 1,3 0 0 0 25 519 13 0 17,7 0 1,3 5,1 79
0 0 0 2,0 0 2,0 0 0 0 61 0 2,0 0 20 0 0 20 41 0 694 0 82 20 0 0 49
10 0 0 0 5 0 0 0 0 5 10 5 0 5 0 0 5 10 0 0 25 15 0 0 5 20
84 25 0 25 17 08 0 1,7 0 08 126 038 0 59 0 0 42 42 50 34 17 30 0 25 34 119
0 10 0 0 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 20 0 0 0 0 40 0 0 10
3,5 0 0 0 0 2,3 0 35 0 0 116 7,0 0 23 0 0 3,5 0 0 0 0 23 0 628 1,2 86
0 1,4 1,4 0 0 0 0 43 0 0 29 0 0 0 0 0 0 43 43 0 0 43 0 0 76,8 69

62,4%
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Tabela 10: Classificacdo das amostras em porcentagem dentro de suas respectivas subespécies gerada a partir da andlise de
validacdo cruzada dos individuos das 26 subespécies de Apis mellifera e abelhas africanizadas. Em destaque estdo os valores
das classificacoes corretas das amostras dentro de sua respectiva subespécie, e em negrito na parte inferior esquerda o valor
da taxa de acerto. (N= tamanho amostral)

AD ADI AF AN AR CA CAR CAU CE CY IB INT JE LA LI LIT MA MAJ MED ME MO RU SA SC SI SY UN N
AD 644 44 0 89 44 O 0 44 22 22 O 0 0 0 0 0 0 0 22 22 0 0 0 22 0 22 O 45
ADI 09 513 27 27 0 27 0 69 o o009 o 18 71 18 0 18 0 0 09 27 35 09 09 124 O 35 09 113
AF 0 41776 O 2 2 0 0 0 0 0 0 2 0 2 0 0 0 4,1 0 0 0 0 41 0 2 0 49
AN 6 14 0 46 6 0 0 8 0 4 0 2 0 2 0 0 0 0 2 2 0 0 2 4 0 2 0 50
AR 34 34 0 34 559 0 1,7 85 0 34 O 0o 17 O 0 0o 17 1,7 68 0 0 0 o 34 17 17 17 59
CA o0 20 33 33 0 233 O 3,3 0 0 0 0 33 33 0 33 O 0 33 67 0 6,7 33 133 O 0 33 30
CAR 0 0 0 0 0 0o 713 0 10,7 O 0o 13 O 0 147 0 13 0 0,7 0 0 0 0 0 0 0 0 150
CAU 0 08 0 25 5 0 0 8,8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25 0 33 O 0 0 120
CE 0 0 0 0 0 0 225 0 719 O 0 0 0 0 34 0 11 0 1,1 0 0 0 0 0 0 0 0 89
cYy 0 0 25 5 125 O 5 5 0 3825 0 25 5 0 25 O 0 0 10 25 O 0 0 5 0 10 0 40
IB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 65 5 0 0 0 0 0 0 0 30 0 0 0 0 0 0 0 20
INT 0 51 0o 17 0 0 0 1,7 0 o 17525 17 68 34 34 O 0 0 6,8 1,7 5,1 0 0 0 68 17 59
JE o 75 0 08 0 15 0 08 0 15 0 3 541 38 0 23 O 0 08 08 45 0 23 75 0 68 23 133
LA 14 43 14 0 0 0 2,9 0 0o 14 0 14 57 70 0 0 0 0 0 57 0 29 0 0 0 29 O 70
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LIT 0 236 O 0 0 3,6 0 36 0 0 0 0 20 18 0 182 O 0 0 o 73 0 18 145 0 18 36 55
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MAJ © 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 90 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10
MED 0 o 13 13 13 O 0 25 0 38 O 0 0 0 o 13 13 0 772 O 0 25 13 25 0 13 25 79
ME 0,7 O 0o 07 0 07 0 0 0 0O 07 29 14 14 07 O 0 0 07 81 0 07 0 22 O 0 0 139
MO o 13 0 13 0 0 0 25 0 0 o 13 63 63 0 13 O 0 0 25 519 13 0 177 0 13 51 79
RU 0 0 6,1 0 0 2 0 2 0 0 0 6,1 0 2 0 2 0 0 0 6,1 0 653 0 6,1 2 0 0 49
SA 0 10 0 0 0 0 5 0 0 0 0 5 10 5 0 5 0 0 5 10 0 0 25 15 0 0 5 20
sC 08 84 17 25 o0 34 17 08 O 17 O 084 118 08 0 59 08 O 42 42 5 34 17 3836 0 34 34 119
Sl 0 0 0 10 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0 10 20 0 0 0 0 40 0 0 10
SY 0 35 0 0 0 0 0 12 0 35 O o 128 70 0 23 O 0 3,5 0 0 0 0 23 0 628 1,2 86
UN 14 O 0 0 14 O 0 0 0 43 O 0 29 O 0 0 0 0 0 43 43 O 0 43 O 0 768 69

62,4%
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A partir da andlise de discriminantes candnicas das 34 medidas de
deformacodes relativas, foi possivel observar que nos graficos de dispersdo
(Figura 13), que as subespécies ndo ficaram tdo bem agrupadas de
acordo com seus ramos evolutivos. Foi possivel visualizar apenas o grupo
formado pelas subespécies do ramo C. As abelhas da subespécies A. m.
ruttneri ficaram localizadas proximas a subespécie A. m. intermissa, mais
uma vez corroborando com frabalho readlizado por Sheppard e
colaboradores (1997). Diferente do verificado na andlise realizada
utilizando a média de todas as coldnias para cada subespécie observado
na Figura 9. Ao introduzir amostras de abelhas africanizadas (Figural4),
visualizamos uma distribuicdo similar das subespécies a observada na
andlise anterior (Figura 13), com uma Unica diferenca, que foi a inclusdo
das abelhas africanizadas proxima as subespécies A. m. intermissa, A. m.

ruttneri e A. m. cypria.
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Figura 13: Representacdo grdfica da andlise de discriminantes candnicas das 26 subespécies de Apis mellifera, a partir da
andlise de individuos. Dentro do baldo as subespécies pertencentes ao ramo C e em destaque (seta azul) a subespécie A. m.
ruttneri.
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Figura 14: Representacdo grdfica da andlise de discriminantes candnicas das 26 subespécies de Apis mellifera, a partir da
andlise de individuos. Dentro do baldo as subespécies pertencentes ao ramo C, em destaque (seta azul) a subespécie A. m.
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Ao analisar os resultado da classificacdo das subespécies de Apis
mellifera fornecidos pelos testes de validacdo cruzada, observamos a
grande diferenca apresentada na taxa de acerto quando frabalhamos
com medidas referentes & média da colénia observado nas tabelas 5 e 6,
e quando frabalhamos com medidas individuais observado nas tabelas 9
e 10. De acordo com Ruttner (1988), as subespécies ndo sdo formada por
um grupo de individuos uniformes, mas sim por uma grande variedade de
populacdes, as quais estdo expostas a diferentes e diversos processos
evolutivos. Desta forma para estabelecer caracteristicas morfoldgicas de
uma subespécie, devemos trabalhar com média de colbnia, pois assim
eliminamos parte da variabilidade intracolonial que passa a ser aleatdria e
ndo medidas de individuos. Outro fator observado, € que a presenca de
amostra de abelhas africanizadas nestas andlises, em relacdo a taxa de
acerto, foi indiferente, praticamente ndo alterando o resultado final da

classificacdo das subespécies dentro de seu respectivo ramo evolutivo.
4.2 Morfometria Tradicional
4.2.1 Andlise por coldénia

Para realizar a andlise estatistica, a partir de medidas de morfometria
tradicional, foi necessaria a mensuracdo de comprimento e largura da asa

anterior, famanho das veias cubitais a e b, além da medida de mais 11

dngulos formados enfre as nervuras das asas. Porém algumas das
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subespécies de Apis mellifera (A. m. major e A. m. sicula) foram excluidas
destas andlises, por terem apenas uma colénia amostrada impossibilitando
a execucdo da andlise discriminante. Desta forma apenas 24 das 26
subespécies foram utilizadas nesta andlise.

Das 15 medidas analisadas, 11 contribuiram significantemente
(<0,05) nas andlises discriminantes para a discriminacdo dos grupos (Wilk's A
= 0,0008;, p = 0,00001), apresentando 74,5% de taxa de acerto na
classificacdo (Tabela 11). Nesta andlise, a taxa de acerto foi relativamente
baixa, visto que das 24 subespécies, apenas oito apresentaram resultado
superior a 80% na identificacdo denfro de seu respectivo grupo. Ao
infroduzirmos amostras de abelhas africanizadas (AF), a taxa de acerto na
identificacdo das amostras dentro de sua respectiva subespécie foi de
76,6% (Tabela 12) (Wilk's A = 0,0007; p = 0,00001), sendo que das 25
amostras analisadas, 15 apresentaram taxa de acerto inferior ou igual a
80%, e na maior parte dos casos as amostras foram identificadas
erroneamente, inclusive em relacdo ao seu ramo evolutivo, como
podemos observar (Tabela 12) no caso de A. m. syriaca pertencente ao
ramo O, que foi identificada como uma subespécies pertencente ao ramo
A, sendo que ao incluirmos amostras de abelhas africanizadas, a faxa de

acerto (76,6%) foi pouco maior que na andlise anterior (74,5%).
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Tabela 11: Classificacdo das amostras em porcentagem dentro de suas respectivas subespécies gerada a partir da andlise

discriminante da média de colbnias de 24 subespécies de Apis mellifera. Em destaque estdo os valores das classificacoes
corretas das amostras dentro de sua respectiva subespécie, e em negrito na parte inferior esquerda o valor da taxa de acerto.
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Tabela 12: Classificacdo das amostras em porcentagem dentro de suas respectivas subespécies gerada a partir da andlise

discriminante da média de coldénias de 24 subespécies de Apis mellifera e abelhas africanizadas. Em destaque estdo os valores

das classificagcdes corretas das amostras dentro de sua respectiva subespécie, e em negrito o valor da taxa de acerto. (N
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Nos testes de validacdo cruzada de acordo com as equacoes
geradas a partir das andlises discriminantes houve éxito de 57,7% na
classificacdo das amostras como pertencentes as suas respectivas
subespécies (Tabela 13). Embora uma grande parte das subespécies
tenham sido classificadas erroneamente estas apresentaram taxa de
acerto de 87,2% na classificacdo denfro de seu ramo evolutivo. Ao
acrescentar amostras de abelhas africanizadas esta taxa aumentou para
88.7% de acerto dentro do ramo evolutivo. J& a classificacdo dentro da

respectiva subespécie foi de 58,7% (Tabela 14).
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Tabela 13: Classificacdo das amostras em porcentagem dentro de suas respectivas subespécies gerada a partir da andlise de
validacdo cruzada por média das coldnias de 24 subespécies de Apis mellifera. Em destaque est@o os valores das
classificacoes corretas das amostras dentro de sua respectiva subespécie, em letras colorida as subespécies que apresentaram
zero na taxa de acerto, e em negrito na parte inferior esquerda o valor da taxa de acerto. (N= tamanho amostral)

AD ADI AN AR CA CAR CAU CE CY IB INT JE LA LI LIT MA MED ME MO RU SA SC SY UN N

AD 0 0 60 0 0 0 0 0 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0 5
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RU o0 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0 0 | 60 0 0 0 0 5
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UN O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 143 0 857 7
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Tabela 14: Classificacdo das amostras em porcentagem dentro de suas respectivas subespécies gerada a partir da andlise de
validacdo cruzada das médias de coldnias de 24 subespécies de Apis mellifera e abelhas africanizadas. Em destaque estdo os
valores das classificacdes corretas das amostras dentro de sua respectiva subespécie, em letras colorida, as subespécies que
apresentaram zero na taxa de acerto, e em negrito na parte inferior esquerda o valor da taxa de acerto. (N= tamanho
amostral).

AD ADI AF AN AR CA CAR CAU CE CY IB INT JE LA LI LT MA MED ME MO RU SA SC SY UN
0 0 0 60 0 0 0 0 0 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
0 571 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0o 71 0 0 0 0 0 143 O o 71 71 71
0 0 90 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0 0 0 40 0 0 0 0 0 0 0 20 0 0 0 0 0 20 0
0 0 0 0 50 0 0 16,7 O 0 0 0 0 0 16,7 O 0 16,7 O 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 40 0 0 0 0 0 0 0 20 0 20 0 0 0 0 0 0 0 20 0
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No grdfico de dispersdo das subespécies (Figura 15), elaborado a
partir das posicoes relativas dos centréides das distribuicdes dos grupos,
podemos visualizar a presenca dos quatro ramos evolutivos, sendo que
semelhante ao observado na andlise de morfometria geométrica, as
subespécies representantes do ramo C, se organizaram mais afastadas das
demais amostras em relacdo a funcdo discriminante 1. Na parte superior
do grdfico em relagcdo a funcdo discriminante 2, estdo localizadas as
subespécies A. m. mellifera, A. m. intermissa e A. m. iberica, formando o
ramo M. Logo abaixo, estdo as subespécies componentes do ramo A,
junfamente com elas estdo as subespécie A. m. sahariensis (ramo M) e A.
m. ruttneri. Abaixo, no centro em relacdo a funcdo discriminante 1, estdo
as subespécies que compdem o ramo O. Ao acrescentarmos amostras de
abelhas africanizadas (AF), observamos a mesma disposicdo das
subespécies. A Unica mudanca observada foi a inclusdo das abelhas
africanizadas (Figura 16) que se localizaram juntamente com as amostras
infegrantes do ramo A, proxima das subespécies, A. m. lamarckii e A. m.
ruttneri. O posicionamento das abelhas africanizadas no grdfico de
dispersdo (Figuralé) proximo as subespécies pertencentes ao ramo A (Apis
m. scutellata, Apis m. unicolor, Apis m. adansonii, Apis m. capensis, Apis m.
litorea, Apis m. monticola, Apis m. lamarkii € Apis m. jemenitica), corrobora
com o frabalho de Arias & Sheppard ( 1996), tendo em vista que estas

abelhas correspondem a um polihibrido entre vdarias subespécies no qual
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as caracteristicas africanas sdo predominantes, embora alguns trabalhos
(Francoy et al., 2007, 2008, 2009) demonstrem a ocorréncia de variacdo no
perfil genético-morfolégico e nossos dados fornecidos a partir da andlise
de morfometria geométrica também demonstrem um outro agrupamento,
como jG mencionamos anteriormente.

Através das distdnciaos quadradas de Mahalanobis, construimos
dendograma de proximidade morfoldgica (Figura 17), onde observamos
um ramo mais distante formado pelas subespécies A. m. carnica, A. m.
ligustica, A. m. cecropia e A. m. macedonica integrantes do ramo C, no
ramo seguinte, estdo todas as outras 20 subespécies, agrupadas da
seguinte forma: em um ramo mais distante temos as subespécies A. m.
iberica e A. m. mellifera, que compdem um subgrupo dento do ramo M,
formado pela abelhas localizadas no Oeste do Mediterrdneo € no Norte
da Europa. Outro ramo é formado pelas subespécies A. m. litorea, A. m.
adansonii, A. m. syriaca, A. m. scutellata, A. m. lamarckii e A. m. jemenitica,
representantes do ramo A, com excecdo de A. m. syriaca, que pertence
ao ramo O. O segundo se fragmenta de maneira que as subespécies A. m.
montico, A. m. sahariensis, A. m.unicolor, A. m. intermissa € A. m. capensis
figuem agrupadas. No proximo ramo, temos a subespécie A. m. ruttneri
isolada, e por ultimo temos um ramo formado pelas subespécies A. m.
meda, A. m. armeniaca, A. m. cypria, A. m. caucasica, A. m. anatoliaca e

A. m. adami, todas integrantes do ramo O. Ao incluirmos amostras de
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abelhas africanizadas na andlise (Figura 18), observamos as mesmas
caracteristicas de agrupamento apresentada no dendograma da andlise
anterior, porém a novidade é a insercdo das abelhas africanizadas que se
localizou em um ramo individual, ao lado do ramo formado pelas
subespécies A. m. litorea, A. m. adansonii, A. m. syriaca, A. m. scutellata, A.
m. lamarckii e A. m. jemenitica. Nossos dados corroboram em partes com
a filogenia proposta por Arias e Sheppard (1996), construida a partir de
dados de seqgUéncia de DNA mitocondrial, onde as subespécies A. m.
adansonii e, A. m. scutellata aparecem agrupadas com abelhas
africanizadas. Também concordam com o agrupamento formado pelas
subespécies integrantes do ramo C, A. m. carnica, A. m. ligustica e A. m.
macedonica. Porém se contrapde ao agrupamento apresentado por Arias
e Sheppard (1996) para o ramo M, onde as subespécies A. m. iberica, A.
m. intermissa, A. m. sahariensis e A. m. sicula, aparecem agrupadas, sendo
que em nossos dados, apenas A. m. mellifera e A. m. iberica aparecem

juntas.
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Figura 15: Representacdo grdfica da andlise de discriminantes candnicas de 24 subespécies de Apis mellifera, analisadas
quanto d média dos individuos provenientes da mesma colénia. Em destaque os grupos representando os quatro ramos
evolutivos e a seta indica a subespécie A. m. ruttneri.
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Figura 16: Representacdo grdfica da andlise de discriminantes candnicas das 24 subespécies de Apis mellifera e abelhas
africanizadas, analisadas quanto d média dos individuos provenientes da mesma colénia. Em destaque os grupos formando os
quatro ramos evolutivos e as setas indicam as subespécies A. m. ruttneri (azul) e abelhas africanizadas (rosa).
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Figura 17: Dendograma de proximidade morfolégica de 24 subespécies de Apis mellifera.

Caracteristicas de todos os individuos foram utilizadas como base de dados.
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Figura 18: Dendograma de proximidade morfolégica de 24 subespécies de Apis mellifera
e abelhas africanizadas. Caracteristicas de todos os individuos foram utilizadas como
base de dados.
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4.2.2 Andlise por individuo

De acordo com as andlises discriminantes, das 15 medidas
analisadas, 11  contribuiram  significantemente  (<0,05) para a
discriminacdo dos grupos (Wilk's A = 0,1234060; p = 0,0001), apresentando
27,.5% de taxa de acerto na classificacdo (Tabela 15). Sendo que na
andlise em questdo, apenas uma subespécie (A. m. carnica) apresentou
taxa de acerto superior a 80%. Também observamos que duas
subespécies (A. m. litorea e A. m. macedonica) apresentaram taxa de
acerto igual a zero, e as outra subespécies, embora ocorra algum nivel de
acerto na classificacdo, estas tiveram grande parte de suas amostras
identificadas como subespécies diferentes e ainda pertencentes a ramos
evolutivos diferentes, apresentando taxa de acerto de apenas 60,6% para
a classificacdo dentro do respectivo ramo evolutivo. Ao acrescentarmos
amostra de abelhas africanizadas (AF) (Tabela 16) na andlise, olbservamos
um pequeno aumento na taxa de acerto, que foi de 35,5% (Wilk's A =
0,1222; p = 0,00001), apesar de esta ainda ser considerada baixa. Ainda
observamos que apenas uma subespécie (A. m. carnica) apresentou taxa
de acerto superior a 80%, como visto na andlise anterior. Também
observamos que duas subespécies (A. m. litorea e A. m. anatoliaca)
apresentaram taxa de acerto igual a zero, e as outra subespécies, tiveram
grande parte de suas amostras identificadas como subespécies diferentes

e ainda pertencentes a ramos evolutivos diferentes, sendo que a taxa de
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acerto para a classificacdo correta dentro dos respectivos ramos
evolutivos foi de apenas 57,7%.

Nos testes de validacdo cruzada de acordo com as equacoes
geradas a partir das andlises discriminantes, houve éxito de 32,1% de
acerto na classificacdo das asas como pertencentes aos seus respectivos
grupos (Tabela 17), ao acrescentar amostras de abelhas africanizadas
(AF), obtivemos éxito de 32,7% na taxa de acerto (Tabela 18). Estes valores
sdo considerados bastante baixos, assim como o valor da taxa de acerto

na andlise discriminante.
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Tabela 15: Classificacdo das amostras em porcentagem dentro de suas respectivas subespécies gerada a partir da andlise
discriminante por individuo de 24 subespécies de Apis mellifera. Em lilds, estdo os valores das classificacdes corretas das
amostras dentro de sua respectiva subespécie, em roxo as subespécies que apresentaram zero na taxa de acerto, e em
negrito na parte inferior esquerda o valor da taxa de acerto. (N= tamanho amostral).

AD ADI AN AR CA CAR CAU CE CY B INT JE LA LI MED ME MO RU SA SC SY UN
77 115 0 19 0 38 96 0 38 O 0 135 19 O 0O 38 77 1156 0 0 0 0 21,2 19
0 22 0 15 15 08 92 0 15 0 46 92 31 O 0 0 53 11,6 31 53 08 3,1 92 53
53 1,8 583 0 0 0O 193 18 18 0 18 7 35 0 0 0o 123 105 1,8 O 0 18 228 35
o 54 0 89 18 71 71 18 36 O 0 36 0 10,7 O o 10,7 0o 18 54 18 18 36 O

0 132 O 0 10,5 10,5 53 O 0 26 53 53 26 O 0 0 53 O 0 53 0 105 13,2 10,5
0 0 0o 09 0 86 0 75 0 0o 13 0 0 44 O o 13 04 0 04 o0 13 13 04
09 69 0 6 0 09 3t 0 09 O o 129 17 1,7 09 0O 34 121 34 09 0 26 78 6
0 0 0 0 0 612 0 318 O 0 o 24 0 24 0 12 0 12 O 0 0 0 0 0
82 41 2 2 0 122 41 0 122 O 2 41 61 O 0 0 82 41 2 0 0 41 224 2
0 56 O 0 0 00 O 0 0 278 16,7 O 0 0 0 0 0 444 0 56 O 0 0 0
0 55 0 0 0 41 O 0 14 14 479 14 55 O 0 0O 14 151 0 41 0 41 82 O
1,7 10,7 25 33 O 08 5 1,7 O 0O 33 289 25 O 1,7 O 58 83 08 1,7 O 0 182 33
0o 102 0 34 O 68 34 0 17 0 119 102 169 1,7 O 0O 51 85 17 34 0 85 51 17
69 19 09 28 0 583 0 19 09 O 09 O 09 194 O 0O 46 o0 19 28 0 09 0 09
0 154 O 0 o 19 19 0 38 0 19 192 19 O -ﬁ 58 58 19 77 0 19 173 13,5
56 O 0 0 0 556 0 16,7 O 0 0 0 0 0 0 0 56 O 0 0 56 11,1 0
1,3 51 0 9 0 13 51 0 0 o 13 77 26 77 0 0 474 26 0 38 O 0 38 13
08 46 O 0 0o 15 15 0 0 08 61 31 31 0 0 0O 08 626 08 0 08 38 6,1 38
15 132 0 44 O 88 74 15 15 o0 15 74 29 0 29 0 74 59 162 29 0 29 118 O
0 42 0 42 0 42 21 O 0 21 42 21 42 O 0 0 63 42 0 563 0 42 21 O
0 25 O 0 0 5 0 0 0 0 0 5 0 5 0 0 10 15 10 O 5 15 0 5
09 158 0 09 09 44 96 35 09 18 70 44 26 26 O 0 0 123 44 09 0 96 14 35
22 88 0 0o 07 29 58 0 22 00 58 95 07 07 O 0o 29 109 07 15 0 6,6 328 5,1
0 63 O o 16 0 78 O 0 0o 16 78 0 0 0 0 47 63 0 0 0 3,1 10,9 50
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Tabela 14: Classificacdo das amostras em porcentagem dentro de suas respectivas subespécies gerada a partir da andlise
discriminante por individuo de 24 subespécies de Apis mellifera e abelhas africanizadas. Em destaque na cor lilds, estdo os
valores das classificacdes corretas das amostras dentro de sua respectiva subespécie, em roxo, as subespécies que
apresentaram taxa de acerto igual a zero, e em negrito na parte inferior esquerda, o valor da taxa de acerto. (N= famanho

amostral).
AD ADI AF AR CA
77 115 0 0 19 0
0 244 31 0 15 15
0 163 847 0 41 0
o 00 11,10 o o
0O 54 0 0 339 18
0 132 26 0 0 105
O 0 0 0 09 O
09 60 09 0 6 0
O 0 0 0 0 O
82 41 20 0 2 0
0O 56 56 0 0 O
0 55 1,4 0 0 0
1,7 10,7 1,7 0 33 0
0 102 1,7 0 17 0
19 1,9 00 0 37 O
0 154 19 0 1,9 0
56 0 0 0 0 O0
1,3 26 51 0 103 O
08 38 08 0 0 O
15 88 59 0 29 0
0 42 21 0 42 0
0 25 5 0 5 0
09 158 1,8 0 09 09
22 80 07 0 0 07
O 63 0 0 0 16

CAR
3,8
0,8

8,9
10,5
81,1
0,9
58,8
12,2

4.1
0,8
6,8
58,3
1,9
50
1,3
1,5
8,8
4,2

4,4
2,9
0

CAU
9,6
9,2
6,1

22,2
7,1
5,3

OO o oOomNOo

3.4
1,9

3,8
1,5
7,4
2,1

9,6
5,8
7,8

CE

O OO OoOOoOOo

7,5

32,9

1,7
1,9

16,7

cYy
3,8
1,5

3,6

0
0,9
1,2

12,2

0

cocoococom

2,6

0
0
0

27,8

1,4

OOO-CODOOOOOO

1,8

INT

1,9

4,6

12,2

5,3
1,3

11,1
47,9
3,3
11,9
0,9
1,9

1,3
6,1
1,5
4,2

7,0
5,8
1,6

JE
13,5
9,2

1,8
2,6

12,9
2,4
4,1

1,4
28,1
8,5

19,2

7,7
3,1
7,4
2,1

4,4
9,5
7.8

LA
1,9
3,1

2,6

1,7
0,0
6,1

55
2,5
16,9
0,9
1,9

2,6
3,1
2,9
2,1

2,6
0,7
0,0

LI MA
0 0 38
0O 0 O0
0O 0 0
0O 0 O0
10,7 00 O
00 26 0
4 0 0
17 09 0
24 0 12
0 0 0
0O 0 O0
0O 0 0
0 1,7 0
17 0 0
194 0 O
o Il o
0 0 56
77 0 0
O 0 0
0 29 0
0O 0 0
0O 0 0
26 0 0
07 0 0
00 0 0

MED ME

7,7
53
10,2
11,1
12,5
5,3
1,3
3,4

8,2

1,4
6,6
6,8
4,6
3,8

44,9
0,8
7.4
6,3
10

2,9
4,7

11,5
11,5
6,1
33,3

0,4
12,1
1,2
4,1
44,4
15,1
9,1
8,5

5,8
5,6
2,6
62,6
5,9
4,2
15
12,3
10,9
6,3

MO

0,8

RU

3,8

54
2,6
0,4
0,9

5,6
2,7
1,7
3,4
2,8
7,7

3,8
0

16,2 2,9

0,0 /58,3

5
3,5
0,7

0

0
0,9
1,5

0

(7]
>

o

o
o

—
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0

o O

OO OO O0OO0OO0ODO0OO0OOO0OO0OOo
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O O O 01 OO

SC

3,1
4.1

1,8
10,5
1,3
2,6
0,0
4,1

4,1

8,5
0,9
1,9
5,6

3,8
2,9
4,2
15
9,6
6,6
3,1

SY
19,2
9,2
2,0
22,2
3,6
13,2
1,3
7,8
0,0
24,5

8,2
19
5,1
0,0
17,3
11,1
3,8
6,1
11,8
2,1

14
32,8
10,9

UN
1,9
4,6

10,5

13,5

1,3
3,8

2,6
5,1
50

N

52
131
49

56

227
116
85
49
18
73
121
59
108
52
18
78
131
68
48
20
114
137
64
35,5%
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Tabela 17: Classificacdo das amostras em porcentagem dentro de suas respectivas subespécies gerada a partir da andlise de
validacdo cruzada dos individuos de 24 subespécies de Apis mellifera. Em destaque estdo os valores das classificacdes corretas
das amostras dentro de sua respectiva subespécie, em letras colorida, as subespécies que apresentaram zero na taxa de
acerto, e em negrito na parte inferior esquerda o valor da taxa de acerto. (N= tamanho amostral).

ADI AN AR CA CAR CAU CE (Y IB INT JE LA LI MED ME MO RU SC SY
11,5 19 19 0 38 96 0 3,8 0 1,9 135 1,9 0 0 38 77 115 0 0 0 0 21,2
22,1 0 15 15 08 92 0 1,5 0 46 92 31 0 0,8 0 53 122 31 53 15 31 9,2
1,8 | 3,5 0 0 0 193 18 18 0 18 70 35 0 0 0 12,3 105 1,8 0 0 1,8 246
5.4 0 268 18 71 71 1,8 54 0 0 3,6 0 10,7 0 0 16,1 0 18 54 18 18 3,6
13,2 0 0 79 105 53 0 0 26 79 53 26 0 0 0 5,3 0 0 5,3 0 10,5 13,2
0 0 0,9 0 80,6 0 7,0 0 0 1,3 0 0 4,4 0 0 13 04 04 04 0 1,3 1,3
69 09 6,0 0 0,9 259 0 0,9 0 09 147 17 17 09 0 34 121 34 09 0 26 95
0 0 0 0 64,7 0 28,2 0 0 0 2,4 0 2,4 0 1,2 0 1,2 0 0 0 0 0
4,1 20 20 0 12,2 4,1 0 10,2 0 20 41 6,1 0 0 0 82 41 2,0 0 0 41 224
5,6 0 0 0 0 0 0 0 222 222 0 0 0 0 0 0 44,4 0 5,6 0 0 0
55 0 0 0 55 0 0 1,4 1,4 425 137 55 0 0 0 1,4 151 0 41 0 6,8 9,6
116 25 33 0 08 58 17 0 0 33 223 25 0 1,7 0 6,6 9,1 08 17 0 0,8 20
10,2 0 3,4 0 6,8 34 0 1,7 0 11,9 10,2 16,9 1,7 0 0 5,1 85 1,7 34 0 85 5,1
19 09 28 0 60,2 0 28 19 0 0,93 0 0,9 148 0 0 4,6 0 1,9 28 0 0,9 09
15,4 0 1,9 0 1,9 19 0 3,8 0 1,92 192 1,9 0 0 0 38 58 19 77 0 1,9 173
0 0 0 0 55,6 0 16,7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5,6 0 0 0 56 111
5,1 0 9,0 0 1,3 64 0 0 0 13 7,7 26 7,7 0 0 46,2 2,6 0 3,8 0 0 3,8
4,6 0 0 0 1,5 15 0 0 0,8 6,1 3,1 3,1 0 0 0 08 618 08 08 08 38 6,1
14,7 0 4,4 0 88 74 15 15 0 1,5 74 29 0 2,9 0 74 59 15 2,9 0 29 11,8
6,3 0 4,2 0 42 21 0 0 2,1 42 21 4,2 0 0 0 83 4.2 0 52,1 0 2,1 4,2
30 0 0 0 5 0 0 0 0 0 5 0 5 0 0 10 15 10 0 0 15 0
15,8 0 09 09 44 96 35 09 18 7 44 26 26 0 0 0 123 44 09 0 88 149
8 0,7 0 07 22 58 15 22 0 58 95 07 07 0 0 29 11,7 07 15 07 6,6 307
6,3 0 0 1,6 0 7,8 0 0 0 16 94 0 0 0 0 47 63 0 0 0 3,1 10,9

UN
1,9
6,1
3,5

10,5

0,9
13,5

1,3
3,8

3,5
5,1
48

121
59
108

18
78
131

114

137

64
32,1%
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Tabela 18:Classificacdo das amostras em porcentagem dentro de suas respectivas subespécies gerada a partir da andlise de
validacdo cruzada dos individuos de 24 subespécies de Apis mellifera e abelhas africanizadas. Em destaque estdo os valores
das classificacdes corretas das amostras dentro de sua respectiva subespécie, em letras colorida, as subespécies que
apresentaram zero na taxa de acerto, e em negrito na parte inferior esquerda o valor da taxa de acerto. (N= tamanho
amostral)

AD ADI AF AN AR CA CAR CAU CE CY IB INT JE LA LI MED ME MO RU SC SY UN
58 115 0 0 19 0 38 96 0 38 0 19 135 19 0 0 388 77 115 0 0 0 0 212 1,9
0 214 3,1 o 15 15 08 9.2 0 15 0 46 92 31 0 08 O 53 122 31 38 15 31 92 53
0 184 306 0 41 0 0 6,1 0 0 0 122 20 O 0 0 0 122 6,1 0 0 0 41 20 20
0 o 1110 0 0 0 222 O 0 0 0 0 0 0 0 0 11,1 333 0 0 0 0 222 O
0 54 O 0 268 18 89 7,1 0 54 O o 18 0 10,7 O o 179 o0 18 54 18 18 36 O
0 132 26 O 0o 79 105 53 0 0 26 79 26 26 0 26 O 53 0 0 26 0 105 13,2 105
0 0 0 0O 09 0 80,6 O 7 0 0 13 0 0 44 O 0 13 04 04 04 O0 13 132 04
09 60 09 0 60 O 09 276 0 09 O 0 138 1,7 17 09 0 34 121 34 09 0 26 103 6,0
0 0 0 0 0 0 624 0 294 12 O o 24 0 24 0 12 0 12 0 0 0 0 0 0
82 41 20 0 20 o0 122 20 0 102 0 20 41 61 0 0 0 82 41 20 O 0 41 245 41
0 56 56 0 0 0 0 0 0 0 222 16,7 O 0 0 0 0 0 444 0 56 O 0 0 0
0 68 14 O 0 0 55 0 0o 14 14 411 137 55 0 0 0 14 151 0 41 0 55 82 14
1,7 116 1,7 0 33 0 08 66 1,7 0 0 33 231 25 o0 1,7 O 74 91 08 17 0 0 198 33
o 10,2 1,7 0 1,7 O 68 34 o0 1,7 0 119 85 153 1,7 O 0 68 85 1,7 5,1 0 85 51 17
19 19 0 0 37 0 602 O 28 19 0 09 0 09 148 ©0 0 4,6 0 09 28 0 09 09 09
0 154 19 0 19 O 1,9 19 0o 19 0 19 192 19 0 0 0 38 58 19 77 0 19 173 135

56 O 0 0 0 0 556 0 167 O 0 0 0 0 0 0 0 0 56 0 0 0 56 11,1 0
13 26 64 0 103 O 13 64 0 0 o 13 77 26 77 O 0 41 26 0 38 O 0 38 13
08 38 08 O 0 0 1,5 15 0 0 08 61 31 31 0 0 0 08 618 08 08 08 38 6,1 38
15 1083 59 O 29 O 88 74 15 15 0 15 74 29 0 29 O 74 59 147 29 0 29 118 0
0 42 21 0 42 0 42 21 0 0o 21 42 21 21 0 0 0 83 42 0 542 0 42 21 0
0 30 5 0 5 0 5 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 10 15 5 0 0 15 0 5
09 158 18 0 09 09 44 96 35 09 18 70 44 26 26 O 0 0 123 35 09 0 88 149 26
22 73 07 0 0o 07 29 58 07 22 0 58 95 07 07 ©0 0 29 12 07 15 0,7 6,6 30,7 5,1
0 63 O 0 0 16 0 7,8 0 0 0 16 94 O 0 0 0 47 63 0 0 0 31 10,9 484

52
131

121

108
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J& no grdfico de dispersdo (Figura 19), mais uma vez visualizamos um
grupo mais afastado, deslocado para a esquerda em relacdo a funcdo
discriminante 1, formado pelas subespécies (A. m. carnica, A. m.cecropiaq,
A. m. ligustica e A. m. macedonica ) representantes do ramo C, na parte
superior direita em relacdo a funcdo 1, visualizamos subespécies (A. m.
iberica, A. m. mellifera e A. m. intermissa) do ramo M. Mais abaixo temos
um grupo formado pelas subespécies dos ramos A e O, apresentando uma
tendéncia a separacdo. Neste grande grupo, proximo da subespécies A.
m. syriaca, encontramos a subespécie pertencente ao ramo M, A. m.
sahariensis. A subespécie A. m. ruttneri, também apareceu neste grupo,
proxima das subespécies A. m. adami e A. m. monticola. Ao introduzirmos
amostras de abelhas africanizadas (Figura 20) na andlise, o grafico de
dispersdo se manteve praticamente o mesmo, sendo que a Unica
alteracdo foi a presenca das abelhas africanizadas ao lado da subespécie
A. m. ruttneri, junto com o grupo formado pelas subespécies dos ramos A e
O, porém mais proxima das subespécies do ramo O, assim como o

observado na andlises de morfometria geométrica.
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Figura 19: Representagdo grdfica da andlise de discriminantes candnicas das 24 subespecies de Apis mellifera, analisadas
quanto aos individuos. Em destaque os grupos formados pelos quatro ramos evolutivos e a seta indica a subespécies A. m.
ruttneri (azul).
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Figura 20: Representacdo grdfica da andlise de discriminantes candnicas das 24 subespécies de Apis mellifera e abelhas
africanizadas, analisadas quanto aos individuos. Em destaque os grupos formados pelos quatro ramos evolutivos e as setas

indicam as subespécies A. m. ruttneri (azul) e abelhas africanizadas (rosa).
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4.3 Sistema ABIS de identificacao

O ABIS é essencialmente um programa de identificacdo de espécies
e subespécie de abelhas totalmente automatizado, que tfrabalha com
medidas de morfometria fradicional como, disté@ncias, dngulos e curvaturas
(Drauschke et al.,2007). Estas medidas podem ser estudadas mediante
andlises discriminantes lineares e andlises discriminantes ndo lineares. Em
nossos estudos usamos s6 as andlises ndo lineares, por estas apresentarem
melhor poder de discriminacdo (Francoy, 2007), proporcionando resultados
bem mais satisfatorios.

Este software trabalha exclusivamente com a andlise de medidas de
asas, e precisa seguir padrdes rigidos de reconhecimento de formas.
Exatamente pelo motivo da rigidez das formas a serem analisadas, alguns
grupos de abelhas ficam excluidos das andlises realizadas com o ABIS,
entre elas abelhas sem ferrdo. Em vista que a reducdo da venacdo das
asas anteriores € uma sinapomorfia dos Meliponini e a segunda célula
discoidal é aberta o que impossibilita a andlise destas asas no ABIS.

Para nossas andlises, utilizamos os mesmos 19 marcos anatémicos
usados para a andlise de morfometria geométrica. Como j& mencionamos
anteriormente, para o funcionamento do programa, € necessario construir
previamente um banco de dados com no minimo 30 individuos por
amostra (Schroder et al.,2006). Caso o numero amostral seja inferior, a

andlise ndo se realiza.
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Dentre as 26 subespécies de Apis mellifera, cinco (A. m. iberica, A.
m. macedonica, A. m. major, A. m. sicula e A. m. sahariensis) possuem
tamanho menor que o minimo necessdrio, ficando fora da andlise. Desta
forma, durante a andlise com o sistema ABIS de identificacdo, trabalhamos
apenas com 21 subespécies de Apis mellifera e abelhas africanizadas.

Ao analisarmos os resultados do feste de validacdo cruzada ndo
linear observamos 78% de taxa de acerto (Tabela 19), sendo que dentre as
21 subespécies estudadas nesta andlise, 10 foram identificadas com taxa
de acerto superior ad 80%, com destaque para A. m. caucasica com 99,3%
e A.m. ruttneri com 96,7% de éxito na identificacdo.

A subespécie A. m. litorea, apresentou baixo indice de acerto
(32,5%) na classificacdo, sendo que 25% de suas amostras de asas foram
classificada erroneamente como A. m. adansonii € 30% como A. m.
jemenitica, isto possivelmente esta relacionado com o fato destas
subespécies pertencerem ao mesmo ramo evolutivo (ramo A)
compartiihando diversas caracteristicas morfoldgicas. A taxa de acerto
das subespécies dentro de seu respectivo ramo evolutivo foi de 91,5%
demonstrando o alto nivel de caracteres morfoldégicos compartihados

dentro destes grupos.
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Tabela 19: Taxa de acerto em porcentagem na classificacdo de 21 subespécies de Apis mellifera através da andlise de
validacé&o cruzada néo linear.

LA AD ADI JE INT CY CE CAU CA AR AN UN SY SC RU MO ME MED LT L N
CAR

LA (833 O 58 1)1 0 0 0 0 0 0 0O 33 O 0O 72 0 11 0 0 0.6 06 180
AD | O 70 0 0O 33 O 0O 038 0 1.7 5 08 O o 83 O 17 0 83 0 0 120
ADI| O 0O 841 85 0 0 0 0 0O 07 O 0 0 O 33 0 15 O 0 1.6 0 270
JE 2 0 43 90 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 1,7 0 300
INT[O7 O 0 0 813 O 0 0 0 0 2 67 0 0O 87 07 O 0 0 0 0 150
Cy| O 0 0 0 0 34 0 0 1,1 0 o 11 22 11 167 1,1 189 0 133 O 0 90
CE| O 0 0 0 0 1 773 0 145 O o 19 O 0 1,6 0 0 1 0.5 0 39 207
0 0 0 0 0 0 0 993 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 07 0 0 300

CAU
0 0 0 0 0 o 16 12 531 O 0 37 O 0O 04 O 0 0 1.2 0 17 243

CAR
CA| O 33 1.7 O 0 0 0 67 O 46,7 67 O 0 0 233 O 0O 33 83 0 0 60
AR | O 0 0 0 0 0 o 17 0 0 625 5 0 0 1,7 0 0 0 292 O 0 120
AN | O 0O 27 O 1.3 0 0O 73 0 0O 13 78 0 0O 27 O 4 0 2 0 07 150
UN| 07 O 4 0 0O 07 O 0 0 0 2 0 853 O 6 0 0 0 0 1.3 0 150
sy (1.7 06 1,7 22 1.7 11 O 0 0 0 0O 28 0 7046 106 O 1,1 0O 22 44 0 180
sC|13 0 92 08 O 1.3 0 0 0 33 O 0 0 46 742 04 13 0 21 1,7 0 240
RU| O 0O 25 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0O 08 967 O 0 0 0 0 120
MO | 1,1 0O 128 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O 106 O 756 O 0 0 0 180
ME | O 0 0 0 0O 48 O 0 0 0 0 0 0 0O 33 0 33 848 05 0 33 210
0 0O 06 O 0 0 0 0 0 0 5 06 1,1 0 0 0 0 0 928 O 0 180

MED
ur | 1,7 O 25 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 .7 92 O 0 0 0 325 0 120
LI 0 0 0 0 0 0 21 0 28 0 09 O 0 0 3 0 0 0 1.3 0 851 235

78%
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Ao incluirmos amostras de abelhas africanizadas na andlise de
validacdo cruzada, a taxa de acerto foi ainda maior, alcancando 82%
(Tabela 20), de forma que dentre as 22 amostras analisadas (21
subespécies e abelha africanizada), 13 apresentaram taxa de acerto
superior a 80%, e ainda 93% das amostras estudadas foram corretamente
classificadas dentro de seu ramo evolutivo. A subespécie A. m. caucasica
foi identificada com 99% de taxa de acerto, e quando ocorreu erro ela foi
identificada como pertencente a subespécie A. m. meda, sendo que
ambas pertencem ao mesmo ramo evolutivo, logo compartiham além de
a mesma origem evolutiva, diversas caracteristicas genético-morfoldgicas.
Outro resultado bastante animador € que pela primeira vez neste trabalho,
em andlise readlizada por individuo as abelhas africanizadas foram
identificadas com 100% de éxito.

Corroborando com nossos resultados, Francoy e colaboradores
(2008), utilizando métodos de morfometria geométrica e o sistema ABIS,
para identificar as abelhas africanizadas obtiveram resultados bastante
animadores, como erro de apenas 0,08% na identificacdo feita pelo
sistema ABIS, e 0,8% quando utilizando morfometria geométrica. Sendo que
em ambos 0s casos, as amostras identificadas erroneamente foram
classificadas como A. m. scutellata. Fazendo um paralelo entre estes
métodos utilizados na andlise com outros comumente usados na

identificacdo de abelhas africanizadas como o USDA-ID (Rinderer et
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Tabela 20: Taxa de acerto em porcentagem na classificacdo de 21 subespécies de Apis mellifera e abelhas africanizadas
através da andlise de validacdo cruzada ndo linear.

AD LA ADI L LT MED ME MO RU SC AN SY UN AFR AR CA CAR CAU CE CY INT UJE N

AD |575 0 08 O o 1756 0 33 0 33 5 0 0 0O 58 0 0 1.7 0 0 5 0 120
LA 0 83 28 O 0 0 0 22 0 61 1.7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 39 180
ADI | O 0O 848 O 1,9 04 0 1.1 0 3 0 0 0 0 0 1.5 0 0 0 0 0O 74 270
LI 0 0 0O 898 O 2,1 0O 09 0 1.7 0 0 0 0O 09 0 3.8 0 0.9 0 0 0 235
LIT 0 0 20 0 333 O 0 0 O 108 0 42 O 0 0 0 0 0 0 0 0 31,7 120
MED | O 0 1.7 0 0 94 0 0 0 0 0 0 1.1 0O 28 0 0 0 0 0 0 0 180
ME 0 0 0 1.4 O 0 9214 1 0O 48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 05 0 210
MO | O 0O 67 O 0 0.5 0 81,7 O 924 O 0O 05 O 0 0 0 0 0 1.1 0 0O 180
RU 0 0 0 0 0 0 0 0 967 33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 120
SC 0O 25 8 1.3 0 42 04 25 0 75 0 2,1 0 0O 04 08 0 0 0 1.7 0 1.3 240
AN 0 0 0 07 O 6 0 27 0 2 807 O 0 o0 27 0 0 5.3 0 0 0 0O 150
SY ({28 05 17 O 5 1.7 0 0 0O 83 05 739 O 0 0 0 0 0 0 1.7 05 33 180
UN 0 1.3 4 o 07 07 0 0 0 8 0 0 84 O 1.3 0 0 0 0 0 0 0 150
AFR | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0O 100 O 0 0 0 0 0 0 0 270
AR 0 0 0 0 0O 209 O 0 0 1.7 3.3 0 0 0O 709 O 0 3.3 0 0 0 0 120
CA 5 0O 67 O 0 6.7 0 0 0 15 0 0 0 0O 33 5,7 0 6,7 0 0 0 0 60
CAR| O 0 0 16 0 1.2 o 08 0 08 37 0 0 0 0 O 757 12 04 O 0 0 243
CAU| O 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 99 0 0 0 0 300
CE 0 0 0 2,9 0 1.9 24 O 0 1.9 1 0 0 0 0 O 145 0 754 O 0 0 207
Cy | 1.1 0 0 0 O 267 0 11,1 22 122 89 0O 44 O 0 0 0 0 0 333 O 0 90
INT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 73 13 07 O o 27 0 0 0 0 0 88 0 150
JE 0 2 4 o 1.7 0 0 0 0 1.3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ?1 300
82%
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al,1993), o qual necessita de diversas medidas do corpo e requer um
procedimento bastante demorado, constatamos que os métodos aqui
abordados sdo extremamente mais vidveis, primeiramente por serem
faceis de usar e rapidos, de forma que a andlise utilizando a morfometria
geométrica demora cerca de cinco minutos por asa j& com o ABIS leva
cerca de um minuto por asa. Além de oferecerem resultados altamente
configveis, e ainda no caso da morfometria geométrica, se trata de um
software de acesso livre.

Devido o sistema morfométrico ABIS ser um software que foi
desenvolvido para uma finalidade muito especifica que é a identificacdo
de espécies de abelhas a partir dos padroes de venacdo das asas
anteriores, o sistema ndo permite aos usudrios o acesso aos dados brutos,
mostrando somente o procedimento de andlise e o resultado final.

O uso de técnicas morfométricas e do sistema ABIS de identificacdo
oferece muitas vantagens, visto que ambos sdo métodos de fdcil
execucdo, além de gerarem resultados altamente satisfatérios e se
tratarem de técnicas bem mais rdpidas e com custos reduzidos. Isto é
facilmente observado ao se comparar estes mecanismos de andlise com
outros métodos de identificacdo, como os moleculares. No caso de
andlises morfométricas, mesmo pessoas ndo especializadas, como os

proprios apicultores ou pesquisadores em laboratdrios menos equipados,
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podem fazer uso da tecnologia. Assim, ndo necessita de grandes e
equipados laboratdrios, podendo analisar seus exemplares mesmo em
campo, sendo estes métodos prdaticos e aplicdveis com vantagens

bastante considerdveis.



2 Conclusées e
Consideracoes Gerais
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A partir das andlises realizadas em nosso trabalho, podemos fazer as

seguintes conclusdes e consideracoes:

X/
o

Em tfrabalhos envolvendo diferenciacdo de subespécies, ou até
mesmo populacdes por medidas morfométricas, € importante que
se utilize para andlise, a média de cada medida tomada do
grupo, ao invés de trabalhar com medidas de individuos. Este
procedimento deve ser tomado, devido & grande variacdo
encontrada enfre os individuos de uma mesma colénia,

minimizando assim, essa variacdo.

A técnica de morfometria tradicional, quando utilizada apenas na
andlise de medidas de asa, se apresentou eficiente na
identificacdo das subespécies, porém a taxa de acerto foi a
menor em comparacdo com as outras andlises realizadas. Esta
metodologia também foi considerada a mais trabalhosa e
demorada. Ao acrescentarmos amostras de abelhas africanizadas
na andlise de validacdo cruzada realizada por coldnia, a taxa de
acerto almentou, e estas amostras foram classificadas com 90%

de acerto. Porém na andlise de validacdo cruzada realizada por
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individuo, a taxa de acerto na identificacdo das abelhas

africanizadas decaiu para 30,6%.

A técnica de morfometriac geométrica teve um  &Ofimo
funcionamento na diferenciacdo das subespécies de Apis
mellifera, obtendo 99, 5% de taxa de acerto na classificacdo
realizada mediante andlise discriminante a partir da média dos
grupos. Ao realizarmos andlise de validacdo cruzada, a taxa de
acerto foi inferior, sendo que a queda é ainda mais proeminente
qgquando a andlise de validacdo cruzada € realizada por
individuos. Ao acrescentarmos amostras de abelhas africanizadas,
nos testes de validacdo cruzada, a taxa de acerto se mantém a

mesma ou se torna maior.

O Sistema ABIS de identificacdo frabalha exclusivamente com
andlise de validacdo cruzada de individuos. Desta forma este foi o
programa que afingio a melhor taxa de acerto mediante este
critério de andlise, sendo que ao acrescentarmos amostras de
abelhas africanizadas, estas foram identificadas com 100% de
taxa de acerto. Este também foi o programa mais rdpido e pratico

de utilizar. Porém este programa ndo é de livre acesso e s6
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0

funciona para espécimes que possuam asas com venacdo

fechada;

Apesar de a morfometria geométrica ter apresentado taxa de
acerto menor que o sistema ABIS mediante a andlise de validacdo
cruzada por individuo, esta metodologia apresenta resultados
muito bons em andlise realizada a partir da média das medidas,
sendo de grande aplicacdo para estudos envolvendo insetos
sociais. Também foi uma técnica de facil aplicacdo e rdpida.
Outro beneficio desta técnica é utilizar softwares de livre acesso,

possibilifando o seu uso para qualquer interessado.

Quanto ao grupo de insetos ndo sociais que apresentam asas
com tipo de venacdo fechada a ulizacdo do sistema ABIS de

identificacdo é o mais recomendado.

As técnicas morfométricas aplicadas na andlise de medidas de
asa, foram eficientes na classificacdo das subespécies,
apresentando resultados satisfatérios e confirmando resultados
obtidos anteriormente por outros autores sobre trabalhos
envolvendo a andlise morfométrica de diversas partes do corpo

da abelha, assim como frabalhos utilizando marcadores
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moleculares, como microssatélite, DNA mitocondrial, isoenzimas

entre outros.

Os dendogramas de proximidade morfoldgica agruparam as
subespécies corroborando, na maioria das vezes com a proposta

de Ruttner (1988).

Os graficos de dispersdo das 24 subespécies e das abelhas
africanizadas (andlise de discriminantes candnicas) na andlise de
morfometria fradicional permitraom a visualizacdo dos distintos
grupos em seus ramos evolutivos e corroboraram em parte a

flogenia proposta por Arias & Sheppard (1996).
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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