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Aplicacdo de Analises Multivariadas para Determinacédo da Casta de Abelhagpis
mellifera L. (Africanizadas), Obtidas em Laboratorio

Izabel Christina da Silva 1, Dejair Message 2, Cosme Dami&o Cruz 3, Marcos Vinicius Gualberto
Barbosa da Silva 4

RESUMO - A técnica de criacao de larvas de abelkpis melliferaem laboratério tem sido utilizada freqiientemente em estudos
de desenvolvimento larval, determinacédo de castas e, mais recentemente, em testes de patogénese. A quantidade e alquehtade do
fornecido as larvas em laboratdrio podem levar a formacao de castas diferentes (rainha, operérias ou intercastas).hdestaasabal
de abelhas africanizadas foram desenvolvidas a partir de larvas de 18-24 horas de idade até atingir a fase adultaguilizandas
alimentacdao, 4, 15, 25, 50 e[Tl@le dieta por larva, respectivamente, do primeiro ao quinto dia de alimentag&o. Para determinar se as abelha
adultas obtidas em laboratdrio eram pertencentes a casta de operarias, de rainhas ou se eram intermediarias (intencastgs); doies
com um controle constituido por operarias e rainhas da mesma origem das operarias desenvolvidas no laboratério, utilEsudo-se o
e as medidas dos seguintes caracteres: a) comprimento da cabeca; b) largura da cabecga; ¢c) comprimento do olho comypasto; d) larg
olho composto; e) comprimento do mesoscuto; f) largura do mesoscuto; g) comprimento da tibia; h) largura da tibia. Fadas utili
a Funcao Discriminante de Anderson e a técnica de Componentes Principais, de modo a efetuar a discriminagéo das dastas das abe
adultas obtidas em laboratério em relacao aquelas desenvolvidas naturalmente. Entre os caracteres avaliados, os quiuigaras cont
para a determinacao das castas foram o comprimento do mesoscuto e alargura da cabeca, sendo, portanto, dispensaveisiers estudos

Palavras-chaveApis melliferg criacéo de larvas em laboratorio, determinagéo de casta, fungdo discriminante de Anderson, técnica
dos componentes principais

Aplication of Multivariate Analysis for Caste Determination in HoneybeesApis mellifera
L. (Africanized) Obtained in Laboratory Conditions

ABSTRACT - Apis mellifera loneybee brood rearing in laboratory conditions has been frequentely used to search for larval
development, caste determination, and more recently for tests of pathogenesis. The amount and quality of food receieatlibynarva
the feeding time can produce different castes (queen, worker or intercaste). In the present work, brood were reared fwath larvae
18-24 hours old to adult bee stage and fed 4, 15, 25, 5Qukof@ special diet . To determine if the adult bees obtained in laboratory
conditions were worker, queen caste or intercaste, they were compared with worker and queen adult bees obtained in iatnsal cond
from the same colony. To discriminate the caste, the weight and the measures of the following characters were usedf h¢éehgth
b) width of head; c) length of compound eyes; d) width of compound eyes ; e) length of mesoscutum; f) width of mesoseuntyiim; g) |
of tibia; h) width of tibia. Anderson Function Discriminant and the technique of Main Components were used to allow mhi@aismuri
of the caste of\pis melliferaobtained in laboratory conditions compared with worker and queen naturally obtained. Among the studied
characteres the ones that fewer contributed to the determination of the castes were the length of the mesoscuto anfittecheiaiih o
These characteres can be discarded in future studies.

Key Words: Anderson function discriminartpis mellifera brood rearing in laboratory conditions, caste determination, main
components technique

Introducao Michener (1974), os mecanismos envolvidos na dife-
renciacdo das castas apresentam certa generalidade,
As abelhas sociais apresentam a populacao femini- diferindo apenas em pormenores nas diversas espécies
na, em cada colméia, dividida em duas castas (opera-de abelhas. O mecanismo basico de determinacédo das
rias e rainhas) muito diferentes entre si, tanto do ponto castas en\pis melliferaé reguladgelaquantidade e
de vista morfolégico quanto fisiolégico, conforme a qualidade do alimento larval (Townsend & Shuel,
atividade de cada uma (Campos, 1979). Segundo1962; Jay, 1963; Rembold, 1964; Weaver, 1974;
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Beetsma, 1979). Segundo Peng & Jay (1977), toda larvaem minirecrias e obtidas pelo método Doolittle (Corbella,
fémea com menos de trés dias de idade pode se desert981). As abelhas recém-emergidas no laboratério (em
volver como operaria ou rainha, dependendo da alimen-um total de 115) e aquelas emergidas em condi¢cfes
tacao fornecida pelas abelhas nutrizes. Esta diferencia-naturais (10 rainhas e 70 operérias) foram pesadas e
¢ao emrainha ou operariadepende dos niveis de hormdnidixadas em Bouin alcodlico, durante 24 horas, sendo
juvenil durante o periodo sensitivo do desenvolvimento mantidas posteriormente em alcool a 70%. As medidas
larval (Wilde & Beetsma, 1982). A producdo deste dos caracteres morfolégicos foram tomadas, direta-
hormonio estéa relacionada a quantidade e a composicaanente, em régua micrométrica, acoplada a ocular (20x)
do alimento larval (Asencot & Lensky, 1977). de um microscopio estereoscopico. Para elementos
Quando se realiza a criacdo de larvas fémeas depares, foi tomada a medida daquele situado no lado
A. melliferg em laboratério, dependendo da qualidade direito do corpo do inseto. A perna posteriorérada
do alimento fornecido e da quantidade ingerida pelalarva, do inseto e montada entre laminas para realizagdo das
pode-se obter umarainha, uma operariaou umaintercastamedidas. Os dados foram processados utilizando-se as
Objetivou-se, com este trabalho, avaliar a utiliza- medidas em unidades, sem fazer transformagéo para
cdo de analises multivariadas por meio da Funcao milimetros. No entanto, com o aumento utilizado, cada
Discriminante de Anderson e da Técnica dos Compo- unidade da régua micrométrica equivaleu a 0,3 mm.
nentes Principais, para discriminar a casta das abe- Os caracteres morfoldgicos, discriminativos entre
Ihas adultas, criadas, desde a fase de larva até imagotainhas e operérias, foram definidos segundo Campos
em laboratério. (1977), Woyke (1978), Bonetti (1982) e Hartfelder &
Engels (1992): a) comprimento da cabeca— medida que
Material e Métodos corresponde a distancia do ocelo mediano até a base do
clipeo; b) largura da cabeca — distancia maxima entre
A criacao de abelhas em laboratério, a partir de as tangentes externas aos olhos compostos; ¢c) compri-
larvas de 18 a 24 horas, até a idade adulta, foi mento do olho composto — distancia maxima entre as
desenvolvida segundo metodologia de Vandenberg & tangentes paralelas aos bordos superior e inferior do
Shimanuki (1987), modificada por Silva (1995). Para olho composto; d) largura do olho composto — medida
alimentacdo das larvas, utilizou-se a dieta, segundoda largura maxima do olho composto; e) comprimento
Rembold & Lackner (1981), com modificacdes nas do mesoscuto — distdncia desde o contorno anterior até
proporcdes dos seus nutrientes, conforme a seguinteo limite com o escutelo; f) largura do mesoscuto —
composicao: geléia real (49%), agua (36,3%), d- distancia entre as extremidades dos I6bulos pronotais;
frutose (6,8%), d-glicose (6,8%) e extrato de levedo g) comprimento da tibia — distancia entre a articulacao
(1,1%). A dieta oferecida a cada dia do desenvolvi- com o fémur até a extremidade do bordo distal da tibia
mento larval foi: 4 pl no primeiro dia; 15 pl no segundo; posterior; h) largura da tibia — medida da largura
25 plnoterceiro, 50 plno quarto e 70 pl no quinto dia. tomada junto ao bordo distal e perpendicular ao compri-
Para determinar se as abelhas adultas obtidas enmento da tibia posterior.
laboratério eram pertencentes a casta de operarias, Para determinar a casta das abelhas desenvolvi-
de rainhas ou se eram intermediarias (intercastas),das em laboratorio, foram utilizados procedimentos
foram comparadas com um controle constituido por de analise multivariada por meio da Funcgéo
operarias e rainhas da mesma origem das larvasDiscriminante de Anderson e da Técnica dos Compo-
desenvolvidas no laboratério. O controle para a castanentes Principais. Os pormenores da aplicacao destas
de operarias foi feito a partir de 10 operarias recém- metodologias para determinar a casta de abelhas sé&o
emergidas de cada um dos favos de sete colénias deapresentados a seguir.
abelhasA. mellifera (africanizadas) capturadas na A técnica multivariada denominada Funcéo
regido de Vigcosa-MG, totalizando-se 70 operarias Discriminante, proposta por Anderson (1958), tem
obtidas em condic¢des naturais. Para se ter a idade dagpor finalidade classificar um ou mais individuos em
larvas controladas, a rainha de cada coldnia foi presapopulacfes ja conhecidas. Neste estudo, considerou-
em um favo vazio, por meio de uma tela excluidora de se a existéncia de duas populacdes, representadas por
rainha, durante cerca de 12 horas. Apos este tempo, foirainhas e operarias. O problema estatistico consiste em
liberada e os ovos, mapeados. Para o controle da castastabelecer aforma de classificar os individuos obtidos
de rainhas, foram coletadas 10 rainhas recém-emergidagm laboratorio, quando néo é possivel caracteriza-los
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diretamente, sem que se faca uso de um conjunto deintermédio de sua dispersao grafica, utilizando-se os dois
caracteres. Assim, como a determinacéo de castas na@rimeiros componentes principais como eixo de referén-
€ um carater simples, julgou-se apropriada a classifi- cia. De acordo com Cruz (1990), cada componente
cacgdo dos individuos obtidos em laboratorio, por meio principal € uma combinagéo linear das variaveis origi-
de funcdes discriminantes que considerem, simultane- nais. Além disso, os Componentes Principais sédo inde-
amente, os caracteres comprimento da cabeca, largurgendentes entre si e estimados com o propésito de reter,
da cabega, comprimento do olho composto, largura doem ordem de estimacédo, o0 maximo da informacéo, em
olho composto, comprimento do mesoscuto, largura do termos de variagéo total, contida nos dados iniciais.
mesoscuto, comprimento da tibia, largura da tibia e Para classificar os individuos obtidos em laborat6-
peso do individuo recém-emergido. rio, considerou-seijxo valor padronizado do j-ésimo

Nesta etapa, foram consideradas as informacdescarater (j=1,2,...,p), avaliado no i-ésimo individuo
dos individuos, sabidamente, rainhas e operarias: (i=1,2,...,p), e R a matriz de correlacdes fenotipicas

entre os caracteres, com base nos dados originais. A

T, populagéo de rainhas; técnica dos Componentes Principais consiste em trans-

u,: vetor de médias dos p caracteres avaliados naformar o conjunto de p variaveis xx,,..., Xpemum
populacaar; novo conjunto ¥, Yip, .-, Yo €M que 0Sy S&o

21 matriz de covariancia entre os caracteres funcdes lineares dos.x e independentes entre si.
avaliados na populacéau; Assim, as seguintes propriedades sio verificadas:

T,: populagéo de operarias; a) se y é um componente principal, entao:

Uo: veNtor de médias dos p caracteres avaliados na Vi = &Xig + &Xip + .3 Xip;
populagam,z;_ o b) se yj' € outro componente principal, entao:

ZZ: matriz de covariancia entre os caracteres Vi’ = byXip + ByXip + X
avaliados na populacan,; e . .

X: vetor representativo dos p caracteres estudados. Z:,azj:z:,szzl

j= j=

Considerando-se que ha homogeneidade das ma-i:ajbj -0, OU seja, 0os componentes sdo nao-
trizes de covariancias, e } ,, obtém-se a matrig, ! _
a partir dey ; e ¥, considerando-se os respectivos correlacionados; e

graus de liberdade. Neste caso, obtém-se: c) entre todos os componenteg, gpresenta a
_ ) R maior variancia, ¥ a segunda maior variancia e,
Dr(x)=1n (py) + [x - (2) u] , 2 _1u1 assim, sucessivamente.
Do(x)=1n (p) + [x - (2) WI' 377 U, Neste caso, tanto as variaveis das abelhas, obtidas

Neste estudo, Dr(x) e Do(x) sdo as fungdes emlaboratério, quanto as das operérias e rainhas obtidas
discriminantes que possibilitaram a obtenc&o de esco-em condi¢es naturais, foram utilizadas para a obtencao
res para classificagé@o dos individuos nas populagéesda matriz de correlacéo (R). A partir desta matriz, foram
T, €T, consideradas rainhas e operarias, respectiva-obtidos os autovalores, que expressam a quantidade de
mente, e pe p, (@dmitidos como iguais a 0,5) sdo as variancia envolvida pelo componente e os respectivos
probabilidades de pertencerem as populagges,, autovetores, cujos elementos sdo os coeficientes de cada
respectivamente. caracteristica estudada. Apos a determinac¢éo do numero

Pelo critério de classificacdo de Anderson (1958), de componentes que envolvem um minimo de 80% da
classifica-se o i-ésimo individuo com vetor de obser- variac&o, foram estimados os escores, para cada abelha,
vacao Xnapopulacam (j= 1, ou 2) se, e somente se, relativos aos primeiros Componentes Principais.

D(x;) for o maior entre os elementos do conjunto Os Componentes Principais foram utilizados tam-
[D1(%), Dy(x;)]. Portanto, classifica-se determinado bém para identificar a disposicdo das médias das
individuo como operaria, se Do(x) for maior que Dr(x) caracteristicas obtidas em um gréafico bidimensional,
e, como rainha, em caso contrario. utilizando-se a disperséo dos valores das referidas

Os principios basicos da técnica dos Componentesabelhas, em relagdo aos eixos representativos dos

Principais séo descritos por Mardia et al. (1979), dois primeiros Componentes Principais. A classifica-

Dunteman (1984) e Cruz & Regazzi (1994). O objetivo ¢zo dos adultos obtidos em laboratério foi feita, por meio
dessatécnica e avaliar asimilaridade dos individuos, porde exame visual da dispersdo de seus escores, em

R. Bras. Zootec., v.34, n.2, p.635-640, 2005



638 SILVA etal.

relagdo aos escores obtidos para a média das operariaso espaco bidimensional das 115 abelhas operarias,

e para a média das rainhas estudadas. desenvolvidas em laboratério, em relacdo ao grupo da

Todas as andlises estatisticas foram realizadasrainha e da operaria, adotando-se o primeiro e o segun-

por intermédio do aplicativo computacional GENES do Componentes Principais, correspondentes aos eixos
(Cruz, 2001). Y e X, respectivamente.

Na dispersao dos escores, formou-se um grupo em

Resultados e Discussio relagéo a operaria-padréo, enquanto a rainha-padrao

ficou isolada em relacdo as demais. Estes resultados

Para identificar as abelhas adultas obtidas em S80 COerentes com os obtidos por Vandenberg &
laboratério, quanto ao tipo de casta, foi empregada aShlmanukl (1987), que nao obtiveram nenhuma rainha

técnica multivariada, baseada em fungao discriminante, ouintercasta, conseguindo, apenas, o desenvolvimento

que pressup8e uma otimizacao daidentificacédo quandocIe abglhas 9pe.rar|as.. _
Aimportanciarelativa das medidas dos caracteres

se considera simultaneamente um conjunto de caracteres fol6ai q |assifi <o d
tomados em cada abelha. Para obtencdo das fun(;éegmr 0 og.|cos € : 0 peso para .a. classilicacao das

discriminantes, foi necessario o conhecimento prévio castas foi determinada pelos coeficientes e autovalores,
das abelhas que, sabidamente, pertenciam a cada umgpresentados ha Tabela 2. Considerando-se que a

das castas, nas quais se pretendia alocar as abelhd@porténciarelativa dos Componentes Principais de-
desconhecidas, obtidas em laboratério. cresce do primeiro para o ultimo, tem-se que 0s

As funcdes discriminantes das abelhas rainhas e Utimos componentes sao os responsaveis pela expli-
operarias desenvolvidas em condicBes naturais, €680 de umafragao minima da variancia total dispo-
representadas por Dr(x) e Do(x), respectivamente, Nivel- Assim, o critério adotado na dete.rmlna(;a.lo do§
foram obtidas pela técnica multivariada proposta por caracteres de menor importancia consistiu na identi-
Anderson (1958) e os resultados s&o apresentados ndcacao daqueles que apresentaram maior coeficiente
Tabela 1. Pode-se observar que cada funcéo é umd€em valor absoluto), a partir do ultimo componente.
combinacéo linear dos caracteres comprimento da Portanto, conclui-se que os caracteres que menos
cabeca, largura da cabeca, comprimento do olho contribuiram para a classificacdo das castas foram o
composto, largura do olho composto, comprimento do comprimento do mesoscuto e a largura da cabeca,
mesoscuto, largura do mesoscuto, comprimento dacom maiores pesos em y9 (-0,779) e y8 (0,801),
tibia, largura da tibia e peso.

Todas as abelhas adultas obtidas em laboratério

foram classificadas corretamente quanto a morfologia, 10+ .\ ° o,
como operarias, pois Do(x) apresentou maior valor  *7 =~ . VRES
que Dr(x) em todos os casos analisados. 33: 8; °‘§o

Na Tabela 2, constam as estimativas dos vie.t °o°§’§°§'%%f/ ¢
autovalores Xi) correspondentes aos Componentes 95 §°§%é °
Principais (y;) € os respectivos coeficientes de ponde- 2;‘: Fo?®
racdo (autovetores), associados as variaveis originais. g | %, %

Os dois primeiros componentes explicam cerca « — ; ;

de 61,40% da variacao total (40,22% para o primeiro
componente e 21,18% para o segundo). Apesar de
os dois primeiros Componentes Principais ndo envolve- figura 1 - Dispersao grafica dos escores, em relagéo aos

rem 80% da variagdo total, a analise ndo foi eixos representativos dos dois componentes
complementada com a dispers&o grafica, em relacso ao principais ( Y1 e Y2), de nove caracteres,

i . avaliados em 115 abelhas Apis mellifera
terceiro e ao quarto componentes, pois, provavelmente (africanizadas), desenvolvidas em laboraté-
isto ndo mudaria a distribuigdo dos escores, em relagédo rio, em rainhas (R) e em operarias (O) desen-

. £ . c e volvidas em condi¢Bes naturais.
ao grupo da rainha e da operaria. Assim, foi feita a Figure 1 -  Graphic dispersion of the scores, in relation to the

classificacdo das castas obtidas em laboratério, permi- representative axes of the two main components (Y1
tindo-se a transposigéo de um espaco p_dimensiona| and Y2), of nine characterses, evaluated in 115 bees

~ Ly . Apis mellifera (africanizadas), developed in laboratory
(p=9, no caso em questdo) para bidimensional.

. i . - . conditions, in queens (R) and in workers (O)
Na Figura 1, esta representada a dispersao grafica developed in natural conditions.
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Tabela 1 - Coeficiente da Fungéo Discriminante de Anderson das abelhas rainhas e operérias
desenvolvidas em condi¢gBes naturais
Table 1- Anderson Discriminant Function coefficient of the bees queens and workers developed in

natural conditions

Caracteristica

Coeficiente da func¢éo para classificagdo como:

Trait Function coeffcient to classificati@s:
Rainha Operéria
Queen Worker

Constante -4255,66 -4616,24

Constant

Comprimento da cabeca 46,41 68,60

Lenght of the head

Largura da cabeca 87,08 98,27

Width of the head

Comprimento do olho composto 97,17 111,64

Lenght of compound eye

Largura do olho composto -48,10 -47,00

Widht of compound eye

Comprimento do mesoscuto 66,37 60,66

Lenght of mesoscutum

Largura do mesoscuto -37,06 -51,77

Widht of mesoscutum

Comprimento da tibia 25,25 6,76

Lenght of the tibia

Largura da tibia -48,31 -25,50

Widht of the tibia

Peso -2,85 -3,27

Weight

Tabela 2 - Estimativas dos autovalores (Ai), das contribuicdes percentuais (%Ai) e dos autovetores obtidos da matriz de

correlagéo, envolvendo os caracteres comprimento da cabecga (CC), largura da cabeca (LC), comprimento do
olho composto (CO), largura do olho composto (LO), comprimento do mesoscuto (CM), largura do mesoscuto
(LM), comprimento da tibia (CT), largura da tibia (LT) e peso (P), avaliados em 115 abelhas adultas
desenvolvidas em laboratério, em 70 abelhas operarias desenvolvidas em condi¢cfes naturais (controle) e
em 10 abelhas rainhas desenvolvidas em condi¢fes naturais (campo)

Table 2 - Eigenvalues estimates (Ai), percentual contribution (%MAi) and eigenvectors obtained of the correlation matrix, involving

the characters length of the head (CC), width of the head (LC), length of the compound eye (CO), width of the compound

eye (LO), length of the mesoscutum (CM), width of the mesoscutum (LM), length of the tibia (CT), width of the tibia (LT)

and weight (P), evaluated in 115 adult bees, developed in laboratory conditions, in 70 worker bees, developed in natural

conditions (controls) and in 10 bees queens, developed in natural conditions (field)
Componente Autovalores Autovetores
Component Eigenvalues Eigenvectors
) Ai %Ai CcC LC CO LO CM LM CT LT P
1 3,62 40,22 0,346 0,435 0,236 0,175 0,429 0,395 0,152 0,356 0,340
2 1,91 21,18 0,340 0,192 0,490 0,481 -0,291 -0,335 -0,196 0,038 -0,375
3 0,96 10,71 0,174 0,096 -0,093 -0,191 -0,227 -0,183 0,852 0,213 -0,242
4 0,76 8,44 -0,063 0,082 0,111 -0,565 -0,010 -0,128 -0,370 0,679 -0,211
5 0,57 6,38 -0,610 -0,314 0,446 0,256 0,168 0,256 0,236 0,219 -0,263
6 0,43 4,84 0,124 -0,092 0,68 -0,531 0,008 -0,017 0,100 -0,420 0,196
7 0,32 3,59 -0,260 -0,061 0,115 0,173 -0,213 -0,506 0,079 0,273 0,710
8 0,26 2,93 -0,524 0,801 0,012 -0,076 -0,006 -0,100 0,015 -0,247 -0,086
9 0,15 1,70 -0,042 0,081 0,044 -0,017 -0,779 0,592 -0,057 0,082 0,152
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respectivamente, sendo, portanto, dispensaveis emCORBELLA, E.Selecéo para aumento de peso de rainhas de

futuros estudos. Caracteres dispensaveis sao redun-
dantes, por estarem correlacionados com outros

caracteres (Cruz & Regazzi, 1994).

Apis mellifera e influéncia de varidveis climéaticas na
criacéo artificial de rainhas. Ribeirdo PretoUniversidade
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(-0,779) é minimizado pela presenca da largura do
mesoscuto (0,592), assim como o descarte do caracter
largura da cabeca (0,801) é minimizado pelo compri-

mento da cabeca (-0,524) (Tabela 2).
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MARDIA, K.V.; KENT, J.T.; BIBBY, J.M. Multivariate
analysis London: Academic Press, 1979. 512p.

mesoscuto, Iargura do mesoscuto, comprimento daMICHENER,C.D.The social behavior of the beesCambridge:

tibia, largura da tibia e peso), os que menos contribu-

Havard University Press, 1974. 404p.

fram para a classificacdo das castas foram o Compri-PENG,Y-S.C.;JAY,S.C. Larval rearing by worker honey bees lacking

mento do mesoscuto e a largura da cabeca, sendo,

portanto, dispensaveis em futuros trabalhos.
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