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RESUMO

A abelha rainha é fundamental para a satde, produtividade e sobrevivéncia das colonias,
sendo a Unica responsavel pela postura de ovos férteis. Sua qualidade reprodutiva
influenciada por fatores como genética, condigdes ambientais e praticas de manejo do
apicultor, que impactam diretamente o desempenho da col6nia. Assim, investir na selecdo
e producdo de rainhas de qualidade é crucial para o sucesso da atividade e a
sustentabilidade das col6nias de abelhas. Por outro lado, a falha ou a baixa qualidade das
rainhas € uma causa significativa de perdas nas col6nias de abelhas meliferas no mundo.
Nesse sentido, definir parametros quantitativos e qualitativos que permitam avaliar o
desempenho da rainha, é indispensavel para o sucesso econdmico da apicultura. Os
objetivos desta tese foram determinar o panorama de pesquisa em relacdo a caracteristicas
qualitativas das abelhas rainhas em termos de ano, paises, institui¢fes, areas de pesquisa,
revistas, autores e palavras-chave envolvidas na pesquisa cientifica com abelhas, por
meio de um estudo cienciométrico no banco de dados Web of Science no periodo de 1997
a 2023. Além disso, selecionamos as seguintes caracteristicas: peso da rainha e peso dos
ovarios em conjunto com a contagem de ovariolos, como variaveis quantitativas
destacadas na cienciometria para serem avaliadas a campo em abelhas rainhas
descartadas, provenientes de apiarios comerciais localizados no estado de Santa Catarina-
BR. Depois de avaliar 278 registros com 6979 citagdes, os resultados indicam que a
maioria destes registros foram publicados em inglés, o pais com o maior nimero e a maior
relevancia de pesquisas publicadas sobre qualidade de rainhas foi Estados Unidos,
enquanto a principal instituicdo também localizada neste pais foi a North Carolina State
University e o autor associado a esta universidade, David Tarpy com o maior nimero de
publicacbes. A area que mais se interessa neste tipo de pesquisa é a entomologia, com

avaliagdes que envolvem a idade e o peso a emergéncia da rainha, dentro desta area, a



revista Apidologie lidera o ranking com 37 artigos publicados. Além disso, foram
identificados hot spots nesta area de conhecimento relacionados com evolucéo da abelha,
comportamento da rainha, armazenamento de espermatozoides e expressao génica. Em
relacdo a avaliacdo quantitativa das rainhas, 137 abelhas rainhas Apis mellifera
africanizadas de descarte provenientes de 28 apiarios comerciais localizados nos
municipios de Jupid, S&o Lourenco do Oeste e Novo Horizonte, estado de Santa Catarina-
Brasil, foram avaliadas durante o ano de 2021. A coleta seguiu as orientagcdes dos
apicultores, descartando principalmente, rainhas com baixa producdo de mel na safra,
rainhas com falha na postura, rainhas que vieram de coleta de enxames ou rainhas de
coldnias fracas. As caracteristicas de peso da rainha, peso do ovario direito e esquerdo e
a contagem de ovariolos de ambos os ovérios foram avaliadas sem encontrar diferencas
estatisticas entre apiarios (Kruskal Wallis, p > 0,05). O peso das rainhas variou entre
115,5 e 230,4 mg, com mediana de 191,4 mg. O peso do ovario esquerdo variou de 2 a
37,70 mg com mediana de 22,70 e de 1,90 a 39,7 com mediana de 39,79 mg para 0 ovario
direito. Quanto a contagem de ovariolos, os valores variaram de 58 a 340 ovariolos para
0 ovario esquerdo e de 68 a 290 para o direito. Esses resultados, quando comparados a
estudos prévios, indicam que as rainhas descartadas ainda podem ser consideradas como
de boa qualidade e sugerem cautela na hora de descartar as rainhas para evitar atraso nas
coldnias devido & troca e possiveis perdas econdmicas.

Palavras-chave: cienciometria, fecundidade, qualidade da rainha, reproducéo



ABSTRACT

The queen bee is fundamental to the health, productivity, and survival of colonies,
being the sole responsible for laying fertile eggs. Its reproductive quality, influenced by
factors such as genetics, environmental conditions, and beekeeper management practices,
directly impacts the colony's performance. Thus, investing in the selection and production
of high-quality queens is crucial for the success of beekeeping and the sustainability of
bee colonies. On the other hand, queen failure or poor queen quality is a significant cause
of honey bee colony losses worldwide. In this sense, defining quantitative and qualitative
parameters to assess queen performance is essential for the economic success of
beekeeping. The objectives of this thesis were to determine the research landscape
regarding the qualitative characteristics of queen bees in terms of year, countries,
institutions, research areas, journals, authors, and keywords involved in scientific
research on bees, through a scientometric study using the Web of Science database from
1997 to 2023. Additionally, we selected three characteristics, queen weight, ovary weight
and ovariole count as key quantitative variables highlighted in the scientometric analysis
to be evaluated in the field using discarded queen bees from commercial apiaries. After
evaluating 278 records with 6,979 citations, the results indicate that the majority of these
records were published in English. The country with the highest number and relevance of
published research on queen quality was the United States, while the leading institution,
also located in this country, was North Carolina State University, and the author affiliated
with this institution, David Tarpy, had the highest number of publications. The area most
interested in this type of research is entomology, with assessments involving the queen’s
emergence weight and longevity. Within this field, the journal “Apidologie” leads the
ranking with 37 published articles. Additionally, hot spots were identified in this field of
knowledge related to bee evolution, queen behavior, sperm storage, and gene expression.



Regarding the quantitative evaluation of queens, 137 discarded Africanized Apis
mellifera queens from 28 commercial apiaries located in the municipalities of Jupid, S&o
Lourengo do Oeste, and Novo Horizonte, state of Santa Catarina, Brazil, were evaluated
during the year 2021. The collection followed the beekeepers' guidelines, primarily
discarding queens with low honey production in the season, queens with egg-laying
failure, queens collected from swarms, or queens from weak colonies. The characteristics
of queen weight, right and left ovary weight, and ovariole count of both ovaries were
evaluated without finding statistical differences between apiaries (Kruskal Wallis, p >
0.05). Queen weight ranged from 115.5 to 230.4 mg, with a median of 191.4 mg. The left
ovary weight ranged from 2 to 37.70 mg with a median of 22.70 mg, and from 1.90 to
39.7 mg with a median of 39.79 mg for the right ovary. As for the ovariole count, values
ranged from 58 to 340 ovarioles for the left ovary and from 68 to 290 for the right one.
These results, when compared to previous studies, indicate that the discarded queens can
still be considered of good quality and suggest caution when discarding queens to avoid
delays in colonies due to replacement and potential economic losses.

Keywords: fecundity, queen quality, reproduction, scientometrics



|. INTRODUCAO

Cada colonia de abelhas Apis mellifera compde-se de machos zangdes, e fémeas que
se distinguem em dois grupos de individuos do mesmo sexo, especializadas na execugao
de tarefas diferentes, também conhecidas como castas (Wilson, 1976). Sendo estas
divididas em 2 grupos, sendo, uma casta geralmente inativa ou pouco ativa
reprodutivamente, denominada de operarias. Cujo papel principal é a manutencdo do
ninho. Ea outra casta, é a reprodutiva, que inclui arainha, cuja qualidade define a salde,
produtividade e sobrevivéncia da coldnia (Rangel et al., 2013).

Além disso, a qualidade das abelhas rainhas desempenha um papel fundamental na
producdo eficiente de mel, na polinizacdo de culturas, na resisténcia a doencas, na
producdo de cria, na sobrevivéncia durante o inverno e, consequentemente, N0 sUCesso
econémico da apicultura (Akyol et al., 2008; Biichler et al., 2013; Rangel et al., 2013;
Doke et al., 2019). Colb6nias lideradas por rainhas de alta qualidade demonstram
desempenho superior em comparacdo com aquelas lideradas por rainhas de baixa
qualidade, exibindo baixa defensividade, menor propensdo a enxamear, comportamento
higiénico aprimorado e uma taxa elevada de producéo de crias (Hatjina et al., 2014).

Por outro lado, a falha e a baixa qualidade das rainhas sdo apontadas como as
principais razdes reportadas para as perdas de colénias de abelhas meliferas (Amiri et al.,
2017). Altos numeros de rainhas deficientes, ou seja, com incidéncia de troca precoce,
morte inexplicada, postura prematura de ovos de zangdo ou interrupgao da postura foram
relatados (Lee et al., 2015; Kulhanek et al., 2017).

Para classificar as abelhas rainhas em grupos de alta ou baixa qualidade séo
consideradas por um lado caracteristicas fisiologicas e morfomeétricas como secrecao de
feromonios, peso a emergéncia, comprimento total da rainha e comprimento e largura do
torax e asas (Tarpy et al., 2012; Njeru et al., 2017). Por outro lado, consideram-se também

as caracteristicas reprodutivas como peso dos ovarios, contagem de ovariolos, peso e



volume da espermateca, numero de espermatozoides armazenados neste Orgao,
viabilidade espermatica e oviposicao (Tarpy et al., 2012; Chaimanee et al., 2016; Abou-
Shaara, Adgaba e Al-Ghamdi, 2021).

A producdo de rainhas de alta qualidade em escala comercial para fornecer aos
apicultores é parte essencial da industria apicola. Entretanto, h& um ndmero baixo de
criadores comerciais de abelhas rainhas no Brasil, considerando o tamanho potencial do
mercado no pais. A falta de rainhas disponiveis afeta o desenvolvimento da atividade e
prejudica o apicultor, pois sabe-se que devido a intensidade da oviposicdo, as rainhas tém
longevidades que variam de 6 a 9 meses sendo necessario troca-las apos esse periodo
(Souza et al., 2013; Gomes et al., 2022).

Melhorar e aumentar a producdo de rainhas no Brasil garantira que a industria possa
competir no mercado internacional, e a longo prazo, o sucesso do setor dependera da
qualidade das rainhas em relacdo aos fornecedores mundial. Assim, é crucial reconhecer
as caracteristicas que definem a qualidade nas abelhas, bem como a estrutura histologica
normal e as funcdes de todo o trato reprodutivo da abelha rainha.

REVISAO DE LITERATURA

1.1. Anatomia e caracteristicas reprodutivas das abelhas rainhas

O sistema reprodutivo da abelha rainha € composto por ovarios pareados, conectados
por célices aos ovidutos laterais, que se fundem para formar um oviduto mediano
conectado dorsalmente a espermateca e caudalmente a porcdo terminal do trato
reprodutivo (Kozii et al., 2022). A espermateca esta ligada ao oviduto mediano por meio
do ducto espermatecal. As glandulas espermatecais pareadas conectam-se a espermateca
por meio do ducto comum (Figura 1). Na rainha acasalada, a espermateca contém
espermatozoides densamente empacotados que ficam armazenados por toda a vida fértil
da rainha, sendo utilizado gradativamente na fecundacdo dos ovdcitos. O namero de
espermatozoides armazenados é alto em rainhas de um més de idade (4.365.000 +
680.903) e diminui significativamente em rainhas com idades superiores a um ano
(1.560.000+ 290.000) (Baer et al., 2016).



Figura 1. Trato reprodutivo superior da abelha rainha, incluindo ovarios (1), célices (2),
ovidutos laterais (3), o oviduto direito esta distendido com ovos, oviduto mediano (4) e
espermateca coberta por uma rede traqueal (5) (barra =1 mm). (Adaptado de Kozii et al.,
2022).

Paises como a Bulgaria, a Grécia e a Eslovénia, utilizam o didmetro da espermateca
em vez da contagem de espermatozoides para avaliar o sucesso reprodutivo da rainha,
com base na suposicdo de que uma espermateca maior, permite armazenar mais
espermatozoides necessarios para fecundacdo e producédo de operarias (Winston, 2003).
Valores de referéncia para esta variavel foram reportados por Hatjina et al. (2014) em que
o diametro da espermateca de abelhas rainhas criadas em quatro centros de reproducéo
de rainhas registrados perante a Associacdo Nacional de Criacdo de Abelhas da Bulgaria,
variou entre 1,10 e 1,35 mm.

A espermateca apresenta um sofisticado sistema de defesa antioxidante composto
por nove diferentes enzimas, que exercem papel crucial na protecdo contra o superoxido,
o0 peroxido de hidrogénio e os peroxidos lipidicos. Estas defesas desempenham um papel
fundamental na prevencdo de danos oxidativos ao esperma durante seu prolongado
periodo de inatividade (Collins, Williams e Evans, 2004; Baer et al., 2009; Gonzalez et
al., 2018). Além disso, a presenca de varias proteinas quelantes na espermateca, algumas
com funcdes de ligacdo a Fe?*, sugere uma defesa antioxidante adicional, impedindo a

producédo de espécies reativas de oxigénio catalisadas por metal e/ou eliminando metais



para evitar seu uso no crescimento e proliferacdo de infec¢Ges bacterianas ou fungicas
(Baer et al., 2009; Paynter et al., 2017).

Um aspecto notavel na rede metabdlica da espermateca é o metabolismo glicolitico,
uma via que conduz a degradacéo da frutose em acidos organicos, gerando a nicotinamida
adenina dinucleotideo (NADH) e o trifosfato de adenosina (ATP). O NADH é crucial
para sustentar as atividades das enzimas antioxidantes mencionadas anteriormente (Baer
et al., 2009). O ATP, produzido pela glicdlise extracelular, pode ser empregado para
alimentar a ATPase semelhante ao vacuolo. Uma hipotese intrigante é que essa via
glicolitica também fornece substratos de carbono ao esperma, contribuindo para manter
seu préprio metabolismo interno (Baer et al., 2009).

Por outro lado, o fluido seminal masculino pode ser particularmente importante para
a viabilidade do esperma durante o armazenamento provisério dos ejaculados no trato
sexual feminino, antes do armazenamento final. O fluido seminal afeta principalmente a
viabilidade espermatica a curto prazo, enquanto o fluido espermético é mais importante
para a viabilidade a longo prazo apds o armazenamento (Baer et al., 2009, den Boer et
al., 2009). Os perfis proteicos da secrecdo espermatica e das glandulas espermatecais e
da secrec¢do do fluido espermatico mal se sobrepdem, o que sugere que machos e fémeas
usam proteinas diferentes para aprimorar a viabilidade espermaética durante a ejaculacdo
e, 0 armazenamento final de espermatozoides (den Boer et al., 2009).

No que diz respeito ao par de ovarios, € importante destacar que cada ovario é
composto por aglomerados densamente compactados de ovariolos que sdo correntes finas
de ovos que se alargam posteriormente, representando a maturacdo sequencial e linear
dos odcitos e trofécitos (Aamidor et al., 2022). Macroscopicamente, a estrutura de um
ovario é reminiscente de um cacho de bananas, onde cada banana simboliza um ovariolo
independente (Kozii et al., 2022). Cada ovariolo apresenta quatro regides distintas: um
filamento terminal curto, um germario de comprimento intermediario e um vitelario longo
que termina com o pedunculo do ovariolo, todos envolvidos por uma bainha epitelial
(Cruz-Landim, 2009).

O germaério é composto por uma massa de células ndo diferenciadas e desempenha
um papel na formacdo de odcitos, células nutrizes e células foliculares. Durante o
crescimento inicial, as céelulas nutrizes alimentam os odcitos, enquanto as ceélulas
foliculares promovem o aumento dos oocitos com um epitelio e cérion a medida que
amadurecem em ovos (Hartfelder et al., 2018). Tanto o peso do ovario quanto o nimero

de ovariolos por ovario sdo considerados medidas da qualidade reprodutiva da rainha. O



numero de ovariolos € uma caracteristica que ndo se altera durante toda a vida da rainha
e esta relacionado a sua origem, bem como as condic¢des de reproducao (Avetisyan, 1961;
Woyke, 1971). Quanto mais ovariolos, mais ovos a rainha potencialmente pode colocar.
Em geral, o nimero de ovariolos por ovario varia entre 100 e 180 (Delaney et al., 2011;
Jackson et al., 2011).

Em rainhas produzidas na Alemanha, o nimero de ovariolos tem sido relacionado
com a idade da larva para transferéncia, rainhas criadas a partir de larvas de operérias de
primeiro e segundo instar apresentaram numeros de ovariolos variando de 146 a 204, com
média de 175 por ovario. O numero de ovariolos em fémeas criadas como rainhas a partir
de larvas do inicio do quinto estadio variou consideravelmente, de 23 a 135 ovariolos e
valor médio de 100,2. Para fins praticos de criacdo de rainhas, apenas o uso de larvas de
primeiro e segundo instar resultara em rainhas com ovarios contendo um nimero maximo
de ovariolos, conferindo assim alta fecundidade (Dedej et al, 1998).

Woyke (1971) relatou resultados semelhantes, com larvas de um dia apresentando
uma média de 154 ovariolos por ovario, larvas de dois dias com uma média de 146, e
larvas de trés dias com uma média de 136. Além do nimero de ovariolos, a idade larval
também influencia o peso da rainha, o volume da espermateca e o tamanho do saco de

veneno (Njeru et al., 2017).

1.2. Peso da rainha a emergéncia e sua relacdo com outras caracteristicas

morfométricas

Caracteristicas como peso a emergéncia, diametro da espermateca e nimero de
espermatozoides na espermateca também sdo indicadores de qualidade e sdo
influenciados pelo método de criacdo de rainhas. Dodologlu, Emsen e Genc (2004)
relataram que abelhas criadas pelo método Doolittle apresentaram realeiras mais
compridas, pesos ao emergir mais elevados, didametros de espermatecas superiores e
maior numero de espermatozoides em comparacdo com aquelas criadas pelo método
natural. Além disso, existe correlacdo alta e positiva (r = 0,828) entre o comprimento da
realeira e 0 peso a emergéncia da rainha. Isso significa que realeiras mais compridas
devem ser usadas para produzir rainhas com pesos de emergéncia mais altos. No mesmo
trabalho, os autores concluiram que usar geleia durante a transferéncia de larvas aumenta

o0 tamanho da realeira e diminui o periodo pre-oviposicao das rainhas.



Na producdo comercial de rainhas, controlar o tamanho da cupula na qual sera
transferida a larva contribui para o aumento do peso a emergéncia da rainha atribuido a
maior disponibilidade de espago, que permite um maior desenvolvimento do corpo e dos
Orgdos. Rainhas virgens criadas em cupulas de cera de 9,0 mm tém peso corporal, peso
das trés partes do corpo (cabeca, torax e abdome) e tamanho do térax e abdome
significativamente maior que aquelas criadas em clpulas comerciais de 8,0 mm (Mattiello
et al., 2022). Wu et al. (2018) também relataram um aumento significativo de alguns
parametros morfologicos de rainhas Apis mellifera ligustica recém emergidas, como peso
corporal, comprimento e largura do torax, dependendo do didametro da ctpula (9,4; 9,6;
9,8 e 10 mm).

O peso a emergéncia € um critério utilizado para a selecdo de rainhas de alta
qualidade devido a sua correlacdo positiva com varios parametros, como a producao de
cria (r = 0,90), o numero de espermatozoides na espermateca (r = 0,97), o diametro (r =
0,98) e o volume da espermateca (r= 0,258) (Gilley et al., 2003; Dodologlu et al., 2004;
Akyol et al., 2008; Arslan et al., 2015; Arslan et al., 2021). As rainhas podem ser
classificadas em diferentes categorias com base em seus pesos a emergéncia, resultando
na formacdo de trés grupos: leve (<185 mg), médio (185-199 mg) e pesada (>200 mg).
As rainhas com peso igual ou superior a 200 mg s@o consideradas de alta qualidade.
Aquelas mais pesadas (207,63 = 0,95 mg) exibem uma taxa de aceitagdo
aproximadamente 10% maior, iniciam a postura de forma precoce, apresentam um maior
didmetro da espermateca, armazenam mais espermatozoides nesse Orgao e produzem
mais crias 30 dias apds o inicio da postura em comparagdo com as rainhas mais leves
(175,00 + 0,62 mg) (Akyol et al., 2008). Além disso, as rainhas mais pesadas tém
significativamente mais chances de sobreviver em lutas fatais durante as épocas
reprodutivas da col6nia, tornando-se assim a préxima ovipositora da col6nia, conforme
relatado por Tarpy e Mayer (2009), que observaram que 69,7% das lutas foram vencidas
pela rainha mais pesada do par.

As rainhas virgens adotam estratégias especificas de defesa contra suas rivais,
frequentemente atacando e picando outras rainhas antes mesmo de emergirem da realeira.
Além disso, durante o conflito, as rainhas virgens adotam a estratégia defensiva conhecida
como "comportamento de spray”, espalhando seu conteudo retal em direcéo a rainha rival
(Tarpy e Fletcher, 2003).

Outro fator que influencia o peso a emergéncia, é o tamanho do alvéolo. Muitos

apicultores em todo o mundo continuam utilizando favos na colmeia por cerca de 4 a 6



anos (Taha e Samir, 2007). Essa préatica faz com que aumente o acimulo de casulos, pélen
e propolis (Taha et al., 2010) e diminua a dimensdo do alvéolo (Shawer et al., 2020)
alterando as caracteristicas morfométricas das abelhas (Al-Kahtani, 2018; Shawer et al.,
2020). Da mesma forma, o peso da geleia real contida nas realeiras diminui
significativamente com a idade do favo (Taha et al., 2021). Durante 0 més de marco no
Egito o peso da geleia foi de 209,0 mg para favos novos (1-3 anos) e 132,2 mg para favos
velhos (4-6 anos). O peso dos individuos reprodutores também tem influéncia da idade
do favo, rainhas no mesmo més, apresentaram peso médio de 162,2 mg para favos novos
e 137,4 mg para favos velhos, por outro lado, o peso dos zangdes foi de 235,1 mg para
favos novos e 191,5 mg para favos velhos. Além disso, favos novos permitem maior
armazenamento de pdlen e mel que favos velhos (polen: 1031,55 in? vs 616,43 in? e, mel:
1719,70 in? vs 910,70 in?), o peso reduzido das rainhas e dos zangdes possivelmente
resulta da alimentacdo deficiente das larvas de zangdo e rainha pelas abelhas nutrizes
devido ao volume reduzido da celula (Taha et al., 2021).

Taha et al (2021) também relataram que o fato dos tamanhos corporais das abelhas
individuais (rainhas, zangdes e operarias), 0 armazenamento de pdlen e mel, a producéo
de crias e a producdo de geleia real diminuirem nas colonias com favos velhos em
comparagdo com as coldnias com favos novos, faz com que seja recomendado substituir
os favos apds trés anos de uso para incentivar o crescimento e aumentar a produtividade

da coldnia.

1.3. Sistema de acasalamento

A qualidade de uma rainha ndo é apenas uma funcdo de seu potencial reprodutivo
préprio, mas também ¢é resultado do sucesso de seu acasalamento, o qual € determinado
pela avaliacdo do nimero de espermatozoides armazenados na espermateca (Lodesani et
al., 2004; Al-Lawati et al., 2009). A rainha virgem estara pronta para acasalar seis a oito
dias apds a emergéncia e comecara a colocar ovos trés a cinco dias apds o voo nupcial. O
sistema natural de acasalamento das abelhas meliferas é altamente poliandrico
prolongando a duragdo dos voos nupciais, 0 que aumenta 0S custos e 0S riscos para a
rainha (Genger et al., 2014; Rousseau et al., 2015).

Todas as rainhas realizam um ou dois voos de orientacdo (duracéo do voo inferior a
5 minutos, sem sinal de acasalamento) e posteriormente se acasalam naturalmente em voo
com um a 17 (Woyke, 1960), seis a 18 (Gencer e Kahya, 2011), oito a 25 (Hernandez-



Garcia et al ., 2009), 10 a 20 (Cobey et al., 2013), 15 a 20 zangdes (Cobey, 2016),
realizando um ou dois voos de acasalamento (Hasnat, 2018) na area de congregacdo dos
zangdes, onde aproximadamente 10.000 a 30.000 zangdes de diferentes fontes genéticas
estdo presentes (Cobey, 2016).

O acasalamento dos zangdes com a rainha ocorre muito rapidamente. A duracdo do
voo nupcial em caso de disponibilidade normal de zangdes, varia de 10 a 30 minutos. As
rainhas recebem informagGes sobre seu sucesso de acasalamento durante o Voo,
influenciadas pelo volume de esperma nos ovidutos ou pela concentragdo de
espermatozoides na espermateca e retornam a coldnia assim que encontram um numero
suficiente de zangdes (Ruttner, 1954). Koeniger e Koeniger (2007) relataram correlagéo
negativa significativa entre a duracdo do voo de acasalamento e o numero de
espermatozoides nas espermatecas (r = -0,38).

Assim, rainhas com voos mais longos recebem menos esperma. Rainhas com
duracdo de voo inferior a 30 minutos tem uma media de 3,0 £ 0,77 milhGes de
espermatozoides em suas espermatecas e, aquelas que permanecem fora por mais de 30
minutos tem 1,1 £ 1,04 milhdo de espermatozoides (Koeniger e Koeniger, 2007). 1sso
apoia a hipétese de que o nimero de zangdes disponiveis influencia a duracdo do voo
nupcial das rainhas e pode ser uma indicagdo inicial de que as rainhas monitoram o
sucesso do acasalamento. No entanto, Simone-Finstrom e Tarpy (2018), ndo encontraram
diferencas significativas no nimero de espermatozoides e na viabilidade espermatica
entre rainhas que iniciaram a oviposicdo apds um voo (1,016 milhdo de espermatozoides
e viabilidade de 92,7%) e aquelas que tentaram voos multiplos (0,784 milhdo e 92,4%).

No ultimo acasalamento com o zangao, parte do 6rgdo reprodutivo do macho fica
aderente na rainha e mostra o sinal de acasalamento (Buescu et al., 2015). Cada zangao,
durante o acasalamento, ejacula em torno de 6 a 12 milhdes de espermatozoides. Uma
parte muito pequena dos espermatozoides € transferida para a espermateca, e o restante é
armazenado no oviduto lateral da rainha. No acasalamento natural, a rainha retorna com
aproximadamente 80-90 milhdes de espermatozoides nos ovidutos (Woyke, 1960) e
apenas 10% dos espermatozoides sdo coletados e armazenados na espermateca.

Pesquisas com rainhas acasaladas naturalmente e inseminadas, relataram que as
rainhas usam o0 esperma de todos os zangbes em todos os periodos, diferindo
significativamente na frequéncia das diferentes subfamilias de um més para outro, o que
sugere que a abelha usa o esperma de forma aleatéria (Haberl e Tautz, 1998). No entanto,

em rainhas acasaladas naturalmente, as frequéncias de subfamilias particulares



permaneceram constantes no curto prazo e em rainhas inseminadas a variancia das
proporg¢des de subfamilias diminuiu ao longo do tempo, sugerindo que a mistura de
esperma na espermateca € incompleta no inicio do periodo de postura de ovos da rainha
e, melhora progressivamente durante os primeiros meses apos o acasalamento (Haberl e
Tautz, 1998; Franck et al., 1999). Se ocorrer atraso no acasalamento das rainhas, a taxa
de morte celular aumentara consideravelmente, observando-se morte similar a apoptose
em células da linhagem germinal e morte similar a autofagia em células sométicas. Em
rainhas virgens de 15 dias de idade, extensas regides dos ovariolos sdo completamente
tomadas pela morte celular (Berger e Cruz-Landim, 2008).

Quando a rainha inicia a postura, o padrdo de deposicdo de ovos pode variar entre
coldnias. A densidade e a aparéncia da cria de operarias sdo, sem duvida, caracteristicas
de uma rainha adequadamente acasalada, assim como de uma rainha com
espermatozoides viaveis em sua espermateca, conforme demonstrado por Collins (2000).
Baixa densidade de cria resulta em uma aparéncia irregular no favo, indicando uma
colbnia doente, falha da rainha ou consanguinidade (Hatjina et al., 2013). No cenério
ideal, a rainha tende a colocar ovos fertilizados no centro da colmeia, enquanto as células
destinadas aos zangdes, ao polen e ao mel sdo preferencialmente posicionadas na periferia
(Figura 2). Uma rainha de qualidade deve apresentar um padrdo de cria consistindo em
circulos concéntricos, onde as crias mais velhas ocupam o centro e as mais jovens se
distribuem na periferia, incluindo algumas células vazias deixadas propositalmente pela
rainha (Moore et al., 2015).

Figura 2. Padrdo de cria em circulos concéntricos. A) favo completo (fonte prépria), B)

regido do favo com postura de qualidade (Fonte: Moore et al., 2015).

Um estudo recente mostrou claramente que as rainhas de abelhas tém a capacidade

de alterar o tamanho dos ovos em resposta a fatores genéticos e ambientais (Amiri et al.,
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2020). A dimenséo dos ovos é ajustada pela rainha em fungdo do tamanho da col6nia. De
maneira previsivel, as rainhas aumentam o tamanho dos ovos em coldnias pequenas e
diminuem em colbnias grandes (Han et al., 2022). Simultaneamente, o tamanho dos
ovarios segue uma tendéncia oposta, rainhas transferidas de colbnias grandes para
pequenas aumentam significativamente o tamanho dos ovos, enquanto aquelas
transferidas de coldnias pequenas para grandes diminuem significativamente o tamanho
dos ovos. Adicionalmente, rainhas em colnias pequenas exibem ovarios notavelmente
mais leves do que suas contrapartes em coldnias grandes (Drummond, 2022).

A analise comparativa do proteoma entre os ovarios de rainhas que produzem ovos
grandes e aquelas que produzem ovos pequenos revelou diferengas quantitativas em 290
proteinas. Notavelmente, a abundéncia de proteinas nos ovarios associados a producéo de
ovos grandes foi significativamente maior (Drummond, 2022) em compara¢cdo com 0s
ovarios que produzem ovos pequenos, onde apenas 15 proteinas eram menos abundantes.
A plasticidade no tamanho do ovo correlacionou-se com alteracGes quantitativas em 290
proteinas ovarianas, predominantemente ligadas ao metabolismo energético, transporte
de proteinas e citoesqueleto (Drummond, 2022).

A investigacdo funcional dos principais genes candidatos destacou a importancia de
Rhol (Ras Homolog Family Member 1) na regulagéo do tamanho dos ovos, evidenciada
por uma expressao significativa nos odcitos em crescimento do vitelario, em contraste
com as células nutridoras e foliculares durante essa fase de desenvolvimento (Kim et al.,
2018). Nos odcitos maduros, a expressdo de Rhol diminuiu novamente, como indicado
pela baixa expressdo. Em termos de localizagdo, o Rhol nos odcitos estava
predominantemente préximo ao cértex celular lateral, possivelmente indicando areas de

crescimento longitudinal (Han et al., 2022).

1.4. Feromonios produzidos pela rainha

Fora do periodo de enxameacdo, as duas principais tarefas da rainha sdo a postura de
ovos e a producdo de feromdnios (Seeley, 1979; Moritz e Kuhnert, 1984; Naumann et al.,
1991; Tibor et al., 1987; Cobey, 2007). Os feromonios informam aos membros da coldnia
sobre a presenca da rainha e provocam a formacédo de um séquito (Butler, 1957; Butler e
Fairey, 1963, Hoover et al., 2003; Slessor et al., 2005) sendo o mais significativo o
ferom6nio mandibular da rainha, que € uma mistura de acidos graxos e alguns compostos

aromaticos (Butler et al., 1961).
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Este feromonio, produzido por rainhas férteis e exalado na col6nia, € crucial para
regular a divisdo de trabalho reprodutivo na colbnia e, é interpretado como um sinal
quimico restritivo, capaz de disparar o processo de morte celular programada nos ovarios
das operarias adultas (Le Conte et al., 2001, Ronai et al., 2016; Hartfelder et al., 2018).
Como consequéncia, o0s ovarios das operarias sofrem degeneracdo de o00citos
desenvolvidos ou em desenvolvimento, o que resulta no bloqueio da oogénese, impedindo
a producéo de ovos haploides (Tanaka e Hartfelder, 2004; Ronai et al., 2015; Tanaka et
al., 2017).

A rainha passa por muitas mudancas na fisiologia e no comportamento, desde uma
virgem recém-emergida até a idade de acasalamento, maturacdo e producdo de ovos. A
composicdo do feromoOnio da rainha muda drasticamente entre rainhas virgens e
acasaladas. As mudancas quantitativas e qualitativas dependem do status da rainha e tais
mudancas sdo Unicas para cada individuo (Apoegaite e Skirkevicius, 1995). Os
feroménios da rainha consistem em acido 9-oxo-(E) 2-decenoico (ODA), acido (R)- e
(S)-9-hidroxi-(E)-2-decenoico (9-HDA), metil p-hidroxibenzoato (HOB) e 4-hidroxi-3-
metoxifeniletanol (HVA) e sdo produzidos pelas glandulas de Dufour e as glandulas
mandibulares (Richard et al., 2011).

Essas complexas misturas quimicas comunicam o status reprodutivo da rainha,
mantém a coesdo social, provocam respostas como atracdo de companheiros no
acasalamento e influenciam o comportamento e a fisiologia das abelhas operérias. As
abelhas operéarias sdo menos atentas as rainhas virgens e jovens em comparagao com as
rainhas que realizam postura (Cobey, 2007).

Koeniger et al. (2000) relataram que as abelhas operarias aumentam
significativamente a frequéncia de batimento de asas quando estdo em contato com a
rainha apds a remocdo dos favos com cria aberta (cria jovem) do ninho. Esse
comportamento € utilizado pelas operarias para estimular a rainha a colocar ovos em uma
taxa mais elevada em resposta a uma quantidade insuficiente de cria na col6nia. No
entanto, a taxa de postura de ovos da rainha ndo teve diferenca significativa antes e apos
a remogéo da cria aberta do ninho (Lopuch e Tofilski, 2021).

Fora das colbnias, o ferom6nio da rainha tem o papel de atrair zangdes para o
acasalamento com rainhas virgens (Butler e Fairey, 1964). O 9-ODA ¢ sugerido como
responsavel por atrair zangdes a longas distancias (Loper et al., 1993; Wanner et al.,

2007), podendo atrair zangdes a uma distancia de até 60 metros (Brockmann e Briickner,
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1998), e essa atracdo se da pelo fato de existir um receptor especifico para 9-ODA

presente nas antenas dos zangdes (Engels et al., 1997).

1.5. Longevidade da rainha

As rainhas tém uma vida Util de trés a quatro anos, no entanto, longevidades
reduzidas (<1 ano) sdo comumente observadas em paises tropicais como causa das altas
temperaturas e oviposicao continua (Cobey, 2007; Amiri etal., 2017; Gomes et al., 2022).
Para manter col6nias fortes com operarias suficientes para produzir mel ou para polinizar
culturas, € necessario que a abelha rainha seja substituida regularmente, pois é o que
acontece naturalmente com rainhas que ndo conseguem manter uma boa oviposi¢do
(Woyke, 1971).

No Brasil, a baixa longevidade das abelhas rainhas é determinada pelas condi¢Ges
climéticas tropicais, com temperaturas elevadas. As rainhas tém uma oviposi¢éo continua
ao longo do ano, com intensidade variavel de acordo com a disponibilidade de néctar e
polen (Silva et al., 1991), o que aumenta o envelhecimento da abelha rainha, pelo que se
recomenda sua substituicdo anual para melhorar a produtividade média dos apiarios
(Martinez e Soares, 2012). Gomes et al. (2022) relataram que rainhas africanizadas em
regides Umidas tropicais do nordeste brasileiro tem longevidade média de 6,4 meses e a
intensidade da sua oviposicdo aumenta com 0 aumento da temperatura e a reducdo da
umidade. Da mesma forma, abelhas rainhas produzidas em Ribeirdo Preto-SP com pesos
superiores a 200 mg tiveram longevidade média de 9 meses (Souza et al., 2013).

A longevidade da abelha rainha se relaciona diretamente a quantidade de
espermatozoides adquiridos durante o acasalamento, seja por meio natural ou
inseminacao instrumental. Os voos de acasalamento desempenham um papel significativo
nesse processo, sendo que a quantidade de voos esta diretamente relacionada ao nimero
de espermatozoides na espermateca, conforme destacado por estudos anteriores (Woyke,
1960, 1964; Tarpy e Page, 2000; Schlins et al., 2005). No contexto comercial, rainhas
acasaladas nos Estados Unidos e na Nova Zelandia tém uma media de armazenamento de
4 a 5 milhGes de espermatozoides, conforme evidenciado por pesquisas como as de
Harizanis e Gary (1984) e Severson e Erickson (1989). A variagdo no numero de
espermatozoides, esta documentada entre 4,36 e 5,5 milhdes, ressaltando a complexidade

desse processo reprodutivo (Cobey, 2007).
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A qualidade dos zangbes também interfere no desempenho da rainha, Rousseau et
al. (2015) relataram que apenas 55,3% dos zangdes do estudo realizado no periodo de
maio a julho no Canada produziram uma quantidade suficiente de sémen para ser coletada
com o dispositivo Gilmont (0,2 uL) o que se relacionou com a idade e a data na qual se
produzem os zangdes. Machos jovens ndo liberam sémen por meio de eversdao manual.
De acordo com Varios autores que utilizaram essa técnica, zangdes com idades entre 10 e
21 dias sdo considerados maduros, e caracteristicas do sémen como volume e contagem
de espermatozoides e viabilidade dos mesmos sdo mais adequadas para a inseminacéo de
rainhas (Woyke e Jasinsky 1978; Harbo e Williams 1987; Zhao et al., 2021).

A longevidade das rainhas também esta relacionada a teoria do estresse oxidativo,
que postula que o envelhecimento é primariamente causado pelo acumulo de danos
oxidativos, cuja taxa determina a expectativa de vida (Harman, 1972).
Surpreendentemente, a longevidade das rainhas parece ter evoluido por meio de
mecanismos distintos da simples expresséo elevada de genes antioxidantes (Collins et al.,
2004). Com uma expectativa média de vida em torno de um ano e tempo maximo
registrado de oito anos (Page e Peng, 2001). As rainhas podem ndo depender de uma
expressao antioxidante elevada se produzirem menos espécies reativas de oxigénio (ROS)
devido a uma eficiéncia respiratoria aprimorada (Corona et al., 2005).

Ao analisar rainhas de um ano em comparagdo com operéarias de um més, observou-
se que as primeiras apresentaram quantidades significativamente menores de genes
antioxidantes em 38 de 48 comparagfes (Corona et al., 2005). Além disso, em abelhas
rainhas, os niveis de mRNA para genes relacionados a respiragdo diminuiram
significativamente com a idade. Esses achados sugerem que a longevidade das rainhas
ndo se baseia necessariamente em capacidades aprimoradas de degradacdo de ROS,
conforme indicado por estudos anteriores (Corona et al., 2005).

Outra medida comumente usada para avaliar a qualidade reprodutiva da fémea € o
nivel de expressdo do gene vitelogenina, pois além de ser uma proteina do ovo (Hagedorn
e Kunkel 1979), tem propriedades antioxidantes que levam ao aumento da longevidade
da rainha em relacdo as operarias (Seehuus et al., 2006; Corona et al., 2007). A
vitelogenina é uma glicolifosfoproteina identificada pela primeira vez no final dos anos
60 por seu papel na producdo de ovos e por fornecer lipidios e outros nutrientes para o
embrido, servindo como um precursor da proteina vitelina (Pan et al., 1969). Nos insetos,
a vitelogenina é sintetizada principalmente no corpo gorduroso, um érgdo analogo ao

figado de vertebrados que desempenha um papel importante na nutricdo, metabolismo,
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imunologia e producao de feromdnios (Oliveira e Cruz-Landim, 2003; Oliveira e Cruz-
Landim, 2006; Arrese e Soulages, 2010; Makki et al., 2014).

Corona et al. (2007) relataram a expressdo de vitelogenina em células do corpo
gorduroso do torax e da cabeca de maneira dependente da idade, com rainhas mais velhas
mostrando expressdo muito mais alta do que as operarias. As rainhas também eram mais
resistentes ao estresse oxidativo do que as operarias. Esses resultados apoiam a hipétese
de que as diferencas especificas de casta na expressdo do gene vitelogenina estdo
envolvidas na longevidade da rainha. Assim, mecanismos conservados e especificos da
espécie interagem para regular a longevidade das rainhas de abelhas sem sacrificar a
fecundidade (Corona et al., 2007).

Hsu et al. (2022) também relataram que as atividades celulares, incluindo a atividade
de utilizacdo de energia mitocondrial, a de regulacéo de energia celular, a de degradacéo
celular e a de metabolismo celular de energia nos trofécitos e oendcitos de abelhas
rainhas, sdo superiores as das abelhas operarias, com base nos resultados dos niveis de
dinucledtido de nicotinamida e adenina (NAD+), razdo NAD+/NADH, niveis de
trifosfato de adenosina (ATP), atividades de AMPK, atividades lisossomais e niveis de
MRNA da proteina ribossémica S6. Essas descobertas sugerem que as vias de sinalizacdo
CAMP/PKA e RAS/MAPK podem aumentar as atividades celulares, levando a

longevidade das abelhas rainhas.

1.6. Producéo e substituicédo de rainhas

A substituicdo da rainha é custosa, no entanto, como ja foi documentado
anteriormente, coldnias lideradas por rainhas jovens (1 a 2 anos de idade) sdo até 30%
mais produtivas em termos de producdo de crias e rendimento de mel do que coldnias
lideradas por rainhas mais velhas (Avetisyan, 1961; Kostarelou-Damianidou et al., 1995;
Akyol et al., 2008). As abelhas operarias podem criar rainhas adicionais em trés casos:
emergéncia, substituicdo ou enxames reprodutivos. Rainhas de emergéncia séo criadas
em col6nias sem rainha, enquanto a substituicdo ocorre em coldnias lideradas por rainhas
doentes, com falhas ou velhas. O enxame reprodutivo ocorre durante as estagdes ativas
(Butler, 1957).

Rainhas de primeiro ano produzem significativamente mais crias do que rainhas mais
velhas, e os apicultores comerciais tentam mitigar a perda de col6nias substituindo as

rainhas apds um ano (Collins, 2000). A troca natural da rainha é causada por producgao
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insuficiente de feromonios, a atratividade da rainha para as operarias e a sua capacidade
de inibir a construcéo de realeiras. Hauser e Lensky (1994) mensuraram durante dois anos
consecutivos o desenvolvimento da col6nia (area de cria aberta e fechada e populagéo de
operarias), sobrevivéncia das rainhas, construcdo de realeiras e producdo de mel de
rainhas jovens (6-7 meses de idade) e rainhas velhas (10-12 meses de idade) relatando
que, rainhas jovens tiveram melhores resultados que rainhas velhas em todas as variaveis.

O desempenho da rainha para produzir prole viavel também esté relacionado com
sua idade, a prole de rainhas de dois anos de idade apresenta uma taxa de mortalidade trés
vezes maior do que a prole de rainhas jovens. Seus ovos sdo em média 30% menores € 0
tamanho do embrido em cada estdgio experimental € significativamente menor
comparado com embrides de rainhas jovens, isso se deve ndo apenas a capacidade
reduzida de postura e/ou a producdo de feroménios das rainhas mais velhas, mas também
a maior mortalidade e possivelmente a reduzida vitalidade da prole sobrevivente das

rainhas mais velhas (Al-Lawati e Bienefeld, 2009).

1.7. Inseminacéo instrumental

Técnicas de inseminacdo instrumental para rainhas de abelhas foram desenvolvidas
no inicio dos anos 1900 (Watson, 1928). A técnica na qual o sémen é coletado do zangdo
selecionado e utilizado para inseminar um grande grupo de rainhas € uma ferramenta
importante para a criacdo de A. mellifera (Van Praagh et al., 2014). Essa préatica é muito
comum na Polbnia, onde anualmente sdo inseminadas de 50.000 a 90.000 rainhas,
enquanto no restante do mundo apenas de 6.000 a 10.000 rainhas s&o inseminadas
instrumentalmente (Gabka e Cobey, 2018).

Vaérios fatores, como condicBes de criacdo, estresse, habilidades do inseminador,
disponibilidade de alimento, idade de acasalamento da rainha, armazenamento das
rainhas, temperatura ambiental, qualidade e quantidade de espermatozoides armazenados
na espermateca, manejo e armazenamento do sémen, tratamentos com COg, nitrogénio, e
feromonios das rainhas e dos zang@es, afetam o desempenho reprodutivo das rainhas
inseminadas instrumentalmente. A inseminacdo foi aprimorada nos Gltimos anos, e a
maioria do sucesso da técnica depende das habilidades dos inseminadores (Khan et al.,
2022). Qutros fatores que podem causar estresse e afetar os resultados do processo de

inseminacado instrumental sdo a contaminagdo com pesticidas e acaricidas, as condig0es



16

climaticas desfavoraveis, os parasitas, 0s patdgenos e outras questdes ambientais (Zhao
etal., 2021).

A maioria dos estudos ilustra que rainhas inseminadas instrumentalmente sdo mais
produtivas do que rainhas acasaladas naturalmente, e alguns estudos mostram o
desempenho igual de ambos os grupos. Coldnias de A. mellifera lideradas por rainhas
inseminadas instrumentalmente mostraram mais produtividade do que colonias lideradas
por rainhas acasaladas naturalmente (Pritsch e Bienefeld, 2002; Hasnat, 2018; Shawer et
al.,, 2021). No entanto, o numero de espermatozoides na espermateca de rainhas
inseminadas com uma dose de 10 mL n&o difere significativamente das rainhas acasaladas
naturalmente, mas o inicio da oviposi¢cdo em rainhas inseminadas é atrasado (Gabka,
2022).

Rainhas inseminadas com sémen armazenado por periodos longos (duas ou quatro
semanas) produziram pouca ou nenhuma cria e maiores quantidades de cria de zangdes
em células de operarias comparado com rainhas inseminadas com sémen fresco. Além
disso, se tornaram rainhas zanganeiras (sem esperma) muito mais cedo do que as rainhas
controles considerando a concentracdo de esperma encontrada nas espermatecas das
rainhas (Collins, 2005).

As préticas apicolas podem otimizar ou prejudicar o desempenho reprodutivo das
rainhas, sendo que um fator importante para o sucesso da inseminacao instrumental é o
fornecimento abundante de sémen de zang@es saudaveis e maduros (Collins, 200). As
condicdes em que os zangBes sdo criados e mantidos até a maturidade afetam sua
qualidade e sobrevivéncia. Fatores como a nutricdo da colonia, a temperatura e a idade
do zangdo afetam a quantidade de sémen produzido, a viabilidade espermatica e a
ejaculacdo (Zhao et al., 2021). Além disso, a producdo de zangdes é sazonal, dependente
da disponibilidade de recursos, satde e populacdo da colbnia, e esta sujeita a uma alta
taxa de perda (Currie, 1987).

1.8. Nutrigdo da col6nia e seu impacto na rainha

Dentro da colénia, a rainha raramente, ou nunca, se alimenta por si mesma, ao invés
disso, ela ¢ alimentada com geleia real produzida pelas abelhas nutrizes (Simuth, 2001;
Wright et al., 2017). A qualidade da geleia real produzida, pode ser influenciada pelo tipo
de polen consumido (Pattamayutanon et al., 2018). Alguns autores relataram correlagdes

positivas entre o alimento disponivel, o crescimento da colbénia e a producdo de
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reprodutores, 0 que sugere que a producéo sincronizada de zangdes e rainhas é definida
pelo fluxo de nutrientes na colonia. Se o fluxo for alto, a coldnia comeca a crescer, quando
a colbnia é grande o suficiente, zangfes e rainhas sdo produzidos, e eventualmente a
colbnia enxameia. Durante os periodos de escassez, as coldnias minimizam a producgéo
de crias em resposta as condicdes desfavoraveis (Chinch, Boot e Sommeijer, 2005).

Rainhas alimentadas com fontes poliflorais depositam significativamente mais ovos
do que rainhas alimentadas unicamente com soja ou com Onagra (Oenothera biennis).
Esses resultados fornecem evidéncias diretas de que o ambiente nutricional pode
influenciar a fecundidade de uma rainha impactando principalmente a satde da mesma
(Clair, Suresh e Dolezal, 2022).

1.9. Transporte da rainha

As rainhas séo frequentemente transportadas via correio em gaiolas individuais com
5-8 operarias acompanhantes que alimentam e limpam a rainha, por um periodo de até 10
dias. Rainhas engaioladas ndo botam ovos, tém comida restrita e seus abdomens
diminuem muito de tamanho (Laidlaw e Page, 1997). No entanto, assim que a rainha é
introduzida em sua nova coldnia, ela geralmente retoma a postura de ovos em poucos dias
(Rhodes et al., 2004). Esta pratica é comum nos EUA, onde produtores comerciais de
rainhas enviam as rainhas para seus clientes. Frequentemente, as abelhas experimentam
temperaturas altas o suficiente para reduzir sua viabilidade (Finley et al., 1999).

O estresse ocasionado durante o transporte pode fazer com que as rainhas fiquem
mais susceptiveis a doencas. No entanto, Webster et al. (2008) relataram que rainhas
fecundadas alimentadas com xarope de agucar contendo esporos de Nosema apis que
foram transportadas no correio experimentando temperaturas de até 31°C, ndo exibiram
diferencas significativas em relacdo a sobrevivéncia e nimero de abelhas infetadas pelo
parasita quando foram comparadas com rainhas mantidas engaioladas em laboratério com

temperaturas menores ou iguais a 25°C.
1.10. Introducdo da rainha na coldnia e banco de rainhas
Frequentemente a introducéo de rainhas na col6nia falha, seja porque as rainhas ndo

sdo aceitas pelas operarias, ou porque elas sdo substituidas em um curto periodo apds a

introdugdo. A substituicdo de rainhas com mais frequéncia aumentaria os custos para a
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industria apicola, mas também aumentaria a produtividade das col6nias e manteria 0s
estoques genéticos desejaveis no apiario (Guzman-Novoa et al., 1998). Para aumentar as
chances de as operarias aceitarem as rainhas quando introduzidas na colonia, 0s
apicultores canadenses recomendam o uso da esséncia de baunilha (Alberta Agriculture,
1982).

Normalmente, vérias rainhas ndo podem viver na mesma col6nia sem lutar entre si.
No entanto, quando uma barreira fisica € mantida entre elas, como no banco de rainhas,
elas podem coexistir por um periodo prolongado (Farrar, 1953; Reid, 1975). Quando
produzidas em grandes quantidades, as rainhas virgens ou acasaladas, devem ser mantidas
fora da coldnia receptora por um periodo antes da sua introdugdo. Uma alternativa para
manter estas rainhas até o0 momento da sua introducdo na colbnia, é armazena-las em
bancos de rainhas (Levesque, 2022). As col6nias usadas como banco de rainhas sao
criadas durante o inverno pela fusdo de duas coldnias fortes sem rainha, deixando pelo
menos 16 favos de cria cobertos com abelhas, para garantir uma populacdo forte de
nutrizes (Levesque, Rousseau e Giovenazzo, 2023).

Os estudos disponiveis sobre este assunto sugerem que o0 armazenamento de rainhas
ndo compromete sua qualidade reprodutiva, aceitacdo em uma colbnia ou desempenho
durante a temporada de reproducdo (Wyborn et al., 1993; Gen, 2003). Durante o inverno
ndo prejudica seu desempenho reprodutivo, a aceitagdo, o inicio da postura de ovos e 0
desempenho pés-armazenamento das rainhas durante a temporada seguinte (Genger,
2003).

A fim de testar se a sobrevivéncia ou qualidade da rainha é influenciada pela
densidade de reprodutoras alocadas nos bancos, coldnias banco com 40 e 80 rainhas
engaioladas individualmente no centro da colénia tem sido testadas e comparadas com
col6nias controles (colénias com uma Unica rainha e cinco favos, quatro com cria e
abelhas nutrizes e um com mel e p6len) mantidas em ambiente controlado durante oito
meses no inverno Canadense (Levesque, Rousseau e Giovenazzo, 2023). Os resultados
mostram que rainhas alojadas em bancos de 40 individuos tiveram significativamente
maior sobrevivéncia comparadas com rainhas alojadas em bancos de 80 individuos. As
rainhas controle, tinham abdémen significativamente mais longo, eram mais pesadas e
tinham ovarios mais pesados em comparagdo com as rainhas do banco. A viabilidade
espermatica e contagem de espermatozoides ndo tiveram diferenga entre os grupos.

Além disso, rainhas controle, produziram significativamente mais crias (ovos e

larvas) que as rainhas do banco de 40 individuos. No entanto, ap6s 12 dias da introducgao
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nas colonias, a largura abdominal, o comprimento abdominal e o peso corporal foram
equivalentes entre todos os grupos (Levesque, Rousseau e Giovenazzo, 2023).

Os ovérios das rainhas controle, foram aproximadamente 14 mg mais pesados que
as rainhas do banco de 80. No entanto, ndo tiveram diferenca estatistica com as rainhas
do banco de 40. Pelo contréario, a contagem de espermatozoides das rainhas controle foi
significativamente menor do que a das rainhas do banco de 80, mas foi equivalente a das
rainhas do banco de 40. Esses resultados mostram que a sobrevivéncia de rainhas durante
o0 inverno é significativamente reduzida quando usadas altas densidades de rainhas nas
coldnias bancos. Embora o0 armazenamento de rainhas em colonias bancos tenha reduzido
seu peso e tamanho, essas mudancas fisioldgicas foram temporarias. O armazenamento
das rainhas em bancos ndo afetou o conteido de suas espermatecas nem sua aceitacao nas
colénias. No entanto, 12 dias ap0s sua introducdo, as rainhas armazenadas em bancos,
produziram menos cria do que as rainhas controle (Levesque, Rousseau e Giovenazzo,
2023).

Em relacdo aos ovarios, pesquisas com estereomicroscopia mostraram que rainhas
engaioladas, tanto fora quanto dentro da coldnia, apresentam ovarios anormais (Berger,
Poiani e Cruz Landim, 2015). No geral, quanto mais tempo uma rainha ficar engaiolada
fora da coldnia, menores ficardo os ovarios. Além disso, rainhas engaioladas fora da
coldnia apresentam ovogénese anormal ja no quarto dia apds serem engaioladas (Aamidor
et al., 2022). O comprimento do germario aumenta como consequéncia do crescimento
retardado tanto dos o6citos quanto das camaras de células nutridoras. Esse deslocamento
resulta em odcitos subdesenvolvidos na fase final do vitelario. No sétimo dia depois de
engaioladas fora da col6nia, algumas camaras de células nutridoras falharam em passar
pelo 'dumping’ ou o fizeram prematuramente (Aamidor et al., 2022).

Também, o confinamento das rainhas em gaiolas durante e ap6s a inseminacao pode
ter um efeito na vida da rainha, pois pode induzir lesbes nas pernas das rainhas causadas
pelas operarias (Gerula, 2007), o que eventualmente pode levar a substituigéo.

Por outro lado, o nivel de expressdo de cinco genes associados a morte programada
de células, genes Anarchy, Buffy, Tudor, Lncovl e Draper, é afetado pelo tempo em que
a rainha fica engaiolada e, aumenta com a duracdo desta varidvel tanto fora quanto dentro
da col6nia (Aamidor et al., 2022). Estes resultados enfatizam a importancia do ambiente
da rainha em sua capacidade reprodutiva e sugerem que a nutricdo e um ambiente social
adequado, normalmente sdo necessarios para uma ovogénese regular. No entanto, a

ovogénese para rainhas engaioladas dentro da col6nia € menor do que para rainhas
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engaioladas externamente a col6nia e, manter rainhas dentro do ambiente da coldnia deve
ser 0 método preferido para 0 armazenamento de rainhas tentando minimizar o periodo

em que a rainha fica engaiolada (Aamidor et al., 2022).

1.11. Virus e doencas que afetam a qualidade da rainha

A reducdo na qualidade das rainhas esta vinculada a varios fatores, tais como o uso
de pesticidas (Haarmann et al., 2002; Wu-Smart e Spivak, 2016), a presenca de parasitas
como a Varroa destructor e doengas como nosemose (Alaux et al., 2011; Traver e Fell,
2012; Simeunovic et al., 2014) e infeccOes virais (Gauthier et al., 2011). Os insetos
sociais, notadamente as abelhas meliferas (Apis mellifera), frequentemente sao alvos de
patdgenos causadores de doencas (Cornman et al., 2012). A infeccdo pelo virus da asa
deformada (Deformed Wings Virus - DWV) pode resultar em infeccdes de baixo nivel
em abelhas assintomaticas ou, em casos mais severos, infeccdes de alto nivel que
manifestam sintomas clinicos, como asas deformadas, abdomens encurtados,
descoloracGes, anormalidades comportamentais e reducdo da expectativa de vida (De
Miranda e Genersch, 2010; De Miranda et al., 2013).

A transmissdo dos virus, tanto entre individuos de uma mesma coldnia (transmissdo
horizontal) quanto dos pais para a prole (transmissdo vertical), pode ocorrer através de
diversos meios. A transmissdao horizontal envolve contato corporal, trofalaxia,
alimentacdo ou visitas comuns a flores. Por outro lado, a transmissdo vertical ocorre
através da propagacéao do virus dos pais para a prole, podendo ocorrer por meio de ovos
ou sémen. As abelhas desenvolveram diversas linhas de mecanismos de defesa contra
patégenos, como o comportamento social cooperativo (Cremer et al., 2007), as barreiras
fisicas (Stanley e Miller, 2006) e o sistema imunoldgico inato (Randolt et al., 2008). A
imunidade inata dos insetos é geralmente categorizada em imunidade celular e humoral,
permitindo que os membros infectados resistam, tolerem ou reduzam as cargas
patogénicas (Casteels-Josson et al., 1994; Shin et al., 2003).

A imunizacéo transgeracional, processo pelo qual a descendéncia adquire resisténcia
aumentada a infeccdo devido a experiéncia imunologica dos pais, foi demonstrada em
alguns insetos, contrariando ideias anteriores sobre a falta de especificidade de patdgenos
nos insetos e sua incapacidade de transmitir memdria imunoldgica (Hernandez Lépez et

al., 2014). Harwood et al. (2019) relataram que a imunizag&o transgeracional viral pode
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depender da rota de exposicao dos pais, da genética do hospedeiro e de efeitos epistaticos
ou epigenéticos, influenciando a expressdo desse fenébmeno. A inoculagdo venérea de
rainhas mostrou maior resisténcia ao DWV na prole em comparagdo com a inoculagéo
oral.

Prodé¢lalova et al. (2019) destacaram que tanto a inseminagao instrumental quanto o
acasalamento natural so rotas eficientes de transmisséo do virus da asa deformada, sendo
0 acasalamento natural predominante devido ao contato com zangdes infectados. A taxa
de infestacdo por meio da inseminacdo instrumental é baixa reduzindo a ameaca de
transmissdo de pragas perigosas (Buescu et al., 2015; Prod¢lalova et al., 2019).

A foulbrood ou cria patrida americana, uma doenca infecciosa grave em abelhas
meliferas, é causada pela bactéria formadora de esporos Paenibacillus larvae com origem
desconhecida e distribuicdo global (Matheson, 1993; Shimanuki, 1997; Genersch et al.,
2006). Infeccdes graves podem enfraquecer ou aniquilar col6nias inteiras. O teor de
proteina nos ovérios das rainhas aumenta significativamente apds o tratamento
bacteriano, possivelmente como resposta a infeccdo ou para fortalecer o sistema
imunoldgico. Gomaa et al. (2021) observara bactérias nos ovarios de abelhas infectadas,
possivelmente devido a regulacdo positiva do gene vitelogenina, o que pode contribuir
para criar abelhas resistentes a doencas e entender como col6nias de insetos sociais
sobrevivem a ataques de patdgenos.

Nosema apis (Zander), um parasita microscopico que infecta abelhas meliferas, é
classificado como um fungo microsporideo e, causa uma doenca conhecida como
nosemose. O parasita invade o intestino das abelhas, interferindo na digestéo e no sistema
imunoldgico, o que pode levar a diminuicdo da saude e da produtividade das colbnias
(Bailey, 1995). Em abelhas rainhas os efeitos do fungo sao particularmente graves devido
a que os ovarios ndo se desenvolvem adequadamente, o que pode levar a infertilidade e
substituicdo das rainhas infectadas (Farrar, 1947; Furgala, 1962). Além disso, nutrizes
que alimentam rainhas infectadas, sofrem reducdo na atividade das glandulas
hipofaringeas (Wang e Moeller, 1969, 1971).

O Nosema apis € uma preocupacgdo significativa para os apicultores, pois pode
enfraquecer as coldnias e contribuir para o declinio das populagGes de abelhas meliferas.
Sua erradicacdo e desafiadora devido a viabilidade prolongada dos esporos no favo de
cria, tornando-se eventualmente infecciosos quando ingeridos pelas abelhas durante a

limpeza do favo.
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1.12. Agrotoxicos e seu impacto na rainha

Ao desempenharem o crucial papel de polinizadoras agricolas, as abelhas meliferas
frequentemente se veem expostas a agroquimicos. Durante a coleta e armazenamento de
alimentos, como néctar e pdlen, que contém residuos, as forrageiras depositam esses
elementos na colmeia, resultando na presenca comum de residuos quimicos,
especialmente pesticidas, na cera das abelhas e nos recursos alimentares. Pettis (2013)
observou que a utilizacdo de pesticidas pode ser associada a uma reducéo de até 50% na
viabilidade espermatica, contribuindo assim para falhas nas rainhas. O impacto negativo
dos inseticidas-acaricidas na criacdo de rainhas também foi documentado, como
demonstrado por Sokol (1996), que destacou perturbac@es na oviposicao e perda da rainha
devido a persisténcia prolongada do fluvalinato. Além disso, Wallner (1999) identificou
o coumafds como o acaricida mais prevalente na cera de abelha, com concentracdes
elevadas, resultantes da sua resisténcia a degradacdo natural e acumulagdo devido a
aplicacdes repetidas.

Para avaliar o acimulo de acaricidas nos tecidos das abelhas e na cera, bem como
seu impacto na salde e desenvolvimento da rainha, foram conduzidos experimentos
utilizando doses baixas (duas fitas impregnadas com acaricida) e altas (oito fitas) de
fluvalinato, além de doses baixas (uma fita) e altas (quatro fitas) de coumafoés durante a
producdo de rainhas. Em resposta a exposicao a altas doses de fluvalinato, as rainhas
recém-emergidas apresentaram peso estatisticamente inferior (181 mg) em comparagao
com o grupo controle, que ndo foi exposto ao acaricida (197 mg). No entanto, ndo houve
diferenca significativa em relacdo ao peso dos ovarios e ao numero de espermatozoides.
Da mesma forma, rainhas expostas a baixas e altas concentracdes de coumafos
demonstraram pesos inferiores (189 mg e 184 mg, respectivamente) em comparagdo com
0 grupo controle (197 mg). Além disso, o coumafds provocou uma diminuigédo
significativa no peso dos ovarios (dose baixa = 0,035 g; dose alta = 0,036 g) € no nimero
de espermatozoides (baixa = 3.547.917; alta = 3.297.710) em comparagdo com 0 grupo
controle (peso dos ovarios = 0,040 g e nuimero de espermatozoides = 4.818.750).
Adicionalmente, realeiras expostas ao coumafds durante 6 dias foram destruidas pelas
operarias devido a morte ou desenvolvimento anormal (Haarmann et al., 2002).

Quando misturados taufluvalinato (204 ppm) e coumafos (91,9 ppm) na clpula

utilizada para transferéncia, ndo se observou diferenca no nimero de visitas que as
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nutrizes realizam as larvas da rainha em comparacdo com o grupo controle, pois nao
houve alteracBes na composi¢do quimica do feromdnio da cria. Além disso, ndo foram
observados efeitos desses acaricidas no nimero de ovariolos e na morfologia externa de
rainhas virgens e fecundadas, incluindo peso, largura da cabeca e largura do torax (Walsh
etal., 2021).

Larvas de rainhas expostas a coumafos e fluvalinato ndo conseguem se desenvolver.
Apenas uma rainha foi aceita quando doses de 1000 mg/kg de coumafds foram utilizadas,
e 70-80 % menos rainhas foram aceitas em comparagdo com o grupo controle quando a
dose de 100 mg/kg foi aplicada na cipula de cera onde a rainha foi criada. Doses de 1
mg/kg e 10 mg/kg ndo apresentaram diferencas em relacdo ao grupo controle. O
fluvalinato, na dose de 1000 mg/kg, foi menos toxico do que o coumafds na mesma
concentracdo, mas reduziu significativamente a producdo de rainhas, alcancando apenas
um quarto em comparacao com o grupo controle (Pettis et al., 2004).

No que tange ao tamanho, a Unica rainha criada em uma ctpula com 1000 mg/kg de
coumafds tinha metade do tamanho de uma rainha normal. No entanto, as rainhas criadas
com 10 mg/kg de coumafos foram significativamente maiores do que as rainhas do grupo
controle. O fluvalinato, na cipula de cera a 1000 mg/kg, reduziu o nimero de rainhas
criadas, mas ndo afetou o nimero de rainhas aceitas durante a introducdo na coldnia.
Entretanto, com 100 mg/kg, aproximadamente metade do nimero de larvas é criada como
rainhas, sendo significativamente menores e parece que as mesmas se desenvolvem mais
lentamente, sugerindo que as larvas ou pupas em si sdo diretamente afetadas pelo produto
quimico. O uso inadequado de produtos quimicos para controlar acaros, resulta em altos
niveis de pesticidas na cera de abelha nas col6nias e, pode significar uma reducdo
significativa no desenvolvimento e desempenho reprodutivo das rainhas (Collins et al.,
2004).

Os piretroides sdo, provavelmente, os pesticidas repelentes mais conhecidos e tem
se tornado um risco crescente para as abelhas meliferas, devido a que a exposicao a estes
inseticidas, afeta a quantidade de espermatozoides na espermateca da rainha, a
oviposicdo, o peso das larvas, a taxa de emergéncia das abelhas, o desenvolvimento
normal, a aprendizagem das abelhas e a duracdo dos estagios de ovo, cria aberta e cria
fechada (Decourtye et al., 2004; Liao et al., 2018). Piretroides como a bifentrina e a
deltametrina reduzem significativamente a fecundidade da rainha, e os efeitos no

desenvolvimento das larvas podem influenciar o comportamento das abelhas adultas,
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afetando, portanto, a sobrevivéncia da col6nia. Todos esses efeitos tém um grande
Impacto na populagéo da colonia (Dai et al., 2010).

O metoxifenozida (insect growth regulator methoxyfenozid - MEOF), um regulador
de crescimento de insetos, destaca-se como um dos pesticidas mais frequentemente
identificados em abelhas. Sua classificacdo na categoria de risco reduzido pela
Environmental Protection Agency (EPA) ressalta sua baixa toxicidade para insetos néo-
alvo, distinguindo-o de outros pesticidas (Wade et al., 2019). No entanto, Carroll et al.,
(2022) indicaram que rainhas criadas em cupulas de cera contaminadas com MEOF ou
alimentadas com geleia proveniente de pélen contaminado armazenam uma quantidade
inferior de espermatozoides (aproximadamente 2.500.000 espermatozoides) em
comparagdo com o grupo controle (>4.000.000 de espermatozoides). Esse menor
armazenamento de esperma pode resultar na producédo reduzida de operérias ao longo da
vida funcional das rainhas, além de aumentar a probabilidade de substitui¢do precoce.

Por outro lado, os fungicidas azois, incluindo os triazéis, conhecidos como inibidores
da 14-alfa-demetilase (DMIs), formam uma classe de fungicidas de amplo espectro com
mais de quatro décadas de uso eficaz e relativamente econdmico no controle de doencas
em plantas de cereais, vegetais e frutas (Branchiccela et al., 2019). No estado de Maine,
nos Estados Unidos, o propiconazol € um dos varios fungicidas triazéis empregados no
controle da doenca da baga mumia no mirtilo americano, junto com febuconazol,
metaconazol e prothioconazol (Koch et al., 2017). Esses fungicidas, no entanto, exibem
efeitos prejudiciais para as abelhas, com concentracdes de propiconazol nas flores,
superiores as encontradas nas abelhas forrageiras, e essas concentracdes sao ainda mais
elevadas do que aquelas no pélen transportado para a col6nia.

Em um estudo de trés anos consecutivos, Drummond (2022) ndo observou efeitos do
fungicida na taxa de postura da rainha, taxa de eclosdo, sobrevivéncia, porcentagem de
cria aberta e fechada, atividade de forrageamento e infestacdo por acaros quando aplicado
nas plantas antes do periodo de floragdo do mirtilo. No entanto, quando utilizado durante
a floracdo, a mortalidade das operarias em laboratério foi 17,3% maior em comparagdo
com o grupo controle e houve hipertrofia nos acinos das glandulas hipofaringeanas em
nutrizes com cinco dias de idade. Isso sugere que a exposicdo da prole em
desenvolvimento ao propiconazol durante a floracdo pode impactar a longevidade das
operarias e. destaca a importancia de os produtores de mirtilo reduzirem a exposicao das
abelhas ao fungicida. Sugerindo que a pulverizacdo seja feita apenas antes da floracéo,

conforme indicado por Annis et al. (2022).
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Similarmente, Traynor et al. (2021) reportaram que coldnias alimentadas com polen
contaminado por clorotalonil e propiconazol apresentaram um consumo de ragéo
significativamente menor em comparagdo com as colonias controle (83,2 % vs. 92,4 %
respectivamente) e 8,7 % das abelhas operarias tratadas com estes fungicidas tiveram as
glandulas hipofaringeanas atrofiadas. Em relacdo as rainhas, os fungicidas induziram
aumento na substituicdo da rainha da col6nia.

A dependéncia das col6nias em abelhas nutrizes para fornecer alimentos ricos em
proteinas para as larvas ressalta a importancia desses alimentos, produzidos
principalmente nas glandulas hipofaringeas das abelhas. Traynor et al. (2021) relataram
que 8,7 % das abelhas tratadas com fungicidas (clorotalonil e propiconazol) apresentavam
glandulas hipofaringeas completamente atrofiadas, tornando sua disseccdo inviavel.
Colbnias tratadas com inseticida também apresentaram as maiores perdas de crias,
principalmente na fase larval, e maior taxa de substituicao da rainha (Traynor et al., 2021).

Embora as abelhas nutrizes tenham a capacidade de reduzir duas a trés vezes a
exposicao da rainha a agroquimicos por meio da filtragem de agentes toxicos, a exposi¢do
de abelhas rainhas ao pélen tratado com uma combinacdo de agroquimicos durante a
floracdo das amendoeiras mostra concentracbes duas a trés vezes maiores nos
ingredientes ativos do pdlen tratado em comparacdo com as secre¢Bes glandulares das
abelhas nutrizes (Ricke et al., 2021). Essa exposi¢do indireta aos agroquimicos resulta em
uma reducdo significativa na taxa de emergéncia das rainhas, chegando a 75% nos grupos
alimentados com polen contendo o controle positivo Dimilin 2L (Dif) e aproximadamente
30 % nas rainhas criadas com polen contendo uma combinagdo de Altacor (Chl), Tilt
(Pro) e Dyne-Amic (Dyn), em comparagdo com o grupo de controle negativo. Essas
descobertas apoiam as praticas recomendadas, evitando a combinacdo de inseticidas e
adjuvantes com fungicidas durante a floragdo das amendoeiras para preservar a
polinizacdo (Ricke et al., 2021).

No que se refere a exposi¢do aguda a pesticidas comuns na cera, a administracdo de
diferentes concentracdes (de 1 a 32 vezes) de pesticidas (coumaféds, fluvalinato, 2,4-
DMPF, clorotalonil, clorpirifos e atrazina), frequentemente encontrados, ndo parece ter
impactos adversos nas rainhas. N&o foram observados efeitos na morfometria das rainhas,
quantidade de esperma armazenado, viabilidade do esperma ou expressao proteica do
corpo gorduroso, independentemente da dose utilizada (McAfee et al., 2021).

Os neonicotinoides, uma classe comum de inseticidas sistémicos, destacam-se pela

eficacia contra uma ampla variedade de insetos-praga, apresentando uma consideravel
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seguranca para mamiferos em comparacdo com o0s produtos de protecdo vegetal
anteriormente empregados (Simon-Delso et al., 2015). Em experimentos com larvas de
rainhas expostas a doses de 0, 5 ou 50 ng de tiametoxam, colocadas diretamente na geleia
real, observou-se uma reducao na porcentagem de operculacédo das realeiras, passando de
100 % no tratamento controle para 88 % no tratamento com alta dose de tiametoxam
(THI). Além disso, rainhas expostas a 50 ng de THI apresentaram uma reducédo de 31 %
(25/36) e 46 % (13/24) na sobrevivéncia geral nos experimentos A e B, respectivamente,
em comparagdo com os controles (Kozii et al., 2021).

Quando as rainhas receberam 50 ng do neonicotinoide, houve uma diminuicédo de 18
% na viabilidade dos espermatozoides em relagcéo ao grupo controle e uma reducdo de 15
% em comparagdo com o grupo que recebeu 5 ng. No entanto, o tiametoxam né&o
influenciou a porcentagem de acasalamento, o peso da rainha, 0 ndmero de
espermatozoides na espermateca, a contagem total de ovariolos e nem a taxa de apoptose
nos ovarios. Contudo, a avaliagdo inicial dos tecidos identificou as glandulas
mandibulares e os ovéarios das rainhas como 6rgdos potencialmente afetados pela
toxicidade do THI. A camada epitelial das glandulas mandibulares, de forma subjetiva,
apresentava-se atenuada e/ou hipoplasica (com menos corrugacdo proeminente) em
rainhas expostas a 50 ng de THI (Kozii et al., 2021).

Especificamente, as rainhas no grupo de 50 ng de THI demonstraram uma reducdo
de 25 % na area total do epitélio da glandula mandibular em comparacdo com o controle.
Consequentemente, a exposicao tardia de larvas de abelhas rainhas a doses de THI pode
resultar em reducdo na sobrevivéncia das pupas, na viabilidade espermatica e em
hipoplasia das glandulas mandibulares (Kozii et al., 2021).

No contexto do controle de acaros varroa (Varroa destructor) e acaros traqueais
(Acarapis woodi) em abelhas Apis mellifera L, o acido formico, utilizado como acaricida,
ndo demonstrou impacto significativo no desempenho das rainhas quando expostas a
diferentes tempos e concentra¢des durante o inverno. Nao foram observadas diferencas
na producéo de crias, taxas de substituicdo ou producdo de mel em rainhas expostas ao
acido férmico em comparagdo com as ndo expostas, conforme constatado por Underwood
e Currie (2008).
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1.13. Relagdo dos parametros genéticos com a qualidade das rainhas

A arquitetura genética das caracteristicas reprodutivas em abelhas € intrincada, com
herdabilidade baixa e limitada pelo sexo (Manfredini et al., 2015; Chen e Fu, 2021). Nesse
contexto, métodos tradicionais de sele¢cdo demonstram um progresso genético lento. No
entanto, avangos na biologia molecular permitiram o desenvolvimento de novas
abordagens, como a selecdo assistida por marcadores moleculares e a selecdo genémica
(Boecking et al., 2000). Recentemente, também foi descoberto que RNAs nédo
codificadores, como micro RNAs (miRNAs), RNAs longos ndo codificantes (INCRNAS)
e RNAs circulares (circRNAs), desempenham papéis em uma rede complexa que regula
a postura de ovos. Um exemplo é o RNA circular ame_circ_0002015 (abreviado como
circ_2015) que tem sido relacionado com o processo de ativacdo do ovario e cuja super
expressdo promove 0 aumento do nimero de ovos postos ao sequestrar o miR-14-3p e
regular a expressdo do gene alvo Receptor de Ecdisona (EcR), importante na postura de
ovos em abelhas por seu papel na via dos ecdisterdides, tornando ao circ_2015 um
potencial fator de selecdo (Chen, Wan e An, 2023).

A influéncia de elementos especificos no processo reprodutivo das abelhas também
foi observada. A diminuigdo da expressdo de miR-14 e 0 aumento da expressdo do
receptor de ecdisona (EcR) tiveram impactos positivos no nimero de ovos postos pelas
rainhas. O miR-14, atingindo diretamente 0 mMRNA do EcR, demonstrou que rainhas com
super expressao de miR-14 apresentaram uma reducdo de 35% no numero de ovos em
comparagdo com o grupo controle. Da mesma forma, a super expresséo do EcR resultou
em um aumento de 94% no numero de ovos. Esses resultados indicam a forte relacéo
entre miR-14 e EcR na regulacdo da postura de ovos em abelhas (Chen e Fu, 2021).

Considerando os efeitos maternos, amplamente reconhecidos em animais e plantas
(Roach e Wulff, 1987; Bernardo, 1996), observa-se que o fenétipo da prole é mais
fortemente influenciado pelo fendtipo materno do que pelo seu proprio genoétipo
(Schwabl e Groothuis, 2019). Em abelhas, essa influéncia materna se manifesta na
diferenciacdo de castas e no desenvolvimento de rainhas, em que ovos provenientes de
realeiras resultam em rainhas de qualidade superior em comparagdo com ovos de alvéolos
de operarias (Yu et al., 2023). As rainhas depositam ovos maiores em realeiras, resultando
em rainhas mais pesadas, com mais ovariolos, padrOes de expressdo génica distintos,

comprimento e largura de torax significativamente maiores.
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Fatores ambientais como dieta das larvas e efeitos maternos contribuem para a
diferenciacdo das castas e o desenvolvimento da rainha (Wei et al., 2019). Analises
epigenéticas destacam que existe influéncia do efeito materno na metilagdo do DNA
durante a producdo de rainhas, ovos de rainhas e larvas de operérias de dois dias
apresentam o maior numero de genes metilados de maneira diferente (DMGs, 612), estes,
estédo envolvidos nas vias de sinalizagdo mTOR, MAPK, Wnt, Notch, Hedgehog, FoxO
e Hippo, desempenhando papéis na regulacdo da diferenciacdo de castas, reproducdo e
longevidade (He et al., 2021).

Cardoso-Junior et al. (2018) contribuiram para a compreensdo desses fenémenos ao
demonstrar que a metilagdo do DNA influencia a longevidade das rainhas, regulando a
expressdo do gene vitelogenina. O efeito materno, que influencia a metilacdo do DNA
em rainhas, resulta em diferencas significativas no tamanho do torax entre rainhas
provenientes de ovos de rainha, ovos de operéaria e larvas de dois dias. Além disso, a
andlise de 35 genes diferencialmente expressos (DEGS) relacionados a imunidade e ao
desenvolvimento revelou que as diferencas na expressao génica e na metilacdo do DNA
aumentam com a idade das larvas de operarias transferidas.

Os resultados dos estudos do Chen et al. (2012) e (2017) indicam que existe um forte
efeito materno no desenvolvimento das rainhas, potencialmente contribuindo para a
qualidade das rainhas. As comparacdes entre diferentes grupos (QE/2L, WE/2L, QE/WE)
destacam variagdes nas regides diferencialmente metiladas (DMRs) e nos genes
diferencialmente metilados (DMGs), sendo QE/2L o grupo com maior incidéncia.
Notavelmente, 42 DMGs estdo envolvidos em 11 vias de sinalizag&o, incluindo mTOR,
MAPK, Wnt e Notch, conhecidas por regular a diferenciagdo de castas e o
desenvolvimento das rainhas (Chen et al., 2012; Chen et al., 2017).

A regulacdo da metilacdo do DNA por efeitos maternos é evidenciada pela influéncia
de diferentes dietas durante o estagio larval, que alteram a metilacdo do DNA. A absorcao
de nutrientes, como a vitelina, pelos ovos durante os 21 dias de desenvolvimento contribui
para essas mudancas (Li e Zhang, 2017). No entanto, a relagdo direta entre a metilacdo
do DNA e a expressdo génica ainda ndo é completamente compreendida, sendo necessario
explorar fatores como splicing alternativo, estrutura cromossémica e modificacdes de
histonas (Dmitrijeva et al., 2018; He et al., 2021).

As rainhas resultantes desse processo, com um elevado nimero de ovos postos,
desempenham um papel crucial no rapido crescimento das coldnias, preparando-as para

futuras atividades de polinizagdo e produgdo. Contudo, dada a complexidade da
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arquitetura genética das caracteristicas reprodutivas e a baixa herdabilidade, a selecdo

precoce com métodos tradicionais torna-se desafiadora, retardando o progresso genético.

1.14.Cienciometria

A cienciometria surgiu na década de 80, como a avaliacdo da producéo cientifica por
meio de indicadores numéricos como publicacdes e patentes, desempenhando um papel
fundamental na andlise quantitativa do cenario académico (Borner et al., 2003).
Juntamente com a bibliometria, que se ocupa de diversas medicdes relacionadas a
literatura, documentos e outros meios de comunicacdo, a cienciometria foca na
produtividade e utilidade cientifica através de indicadores numéricos de publicacGes
(Spinak, 1998).

O campo da cienciometria abrange o estudo de aspectos quantitativos da producédo
cientifica, utilizando técnicas bibliométricas para explorar tendéncias, concentracao e
emergéncia de temas cientificos. 1sso inclui a mensuracdo do desempenho académico em
instituicdes, nacdes e autores (Dutra e Souza, 2017). Além disso, a cienciometria busca
estabelecer conexdes entre assuntos e questfes cruciais, como o desenvolvimento e as
politicas cientificas, o avanco da ciéncia e tecnologia, e 0 progresso econdmico e social,
visando analisar seus possiveis aspectos sustentaveis (Spinak, 1998).

A expressdo "cienciometria” teve origem na antiga Unido Soviética, com o propdsito
original de estudar o fluxo da informac&o e da comunicacdo cientifica. Isso foi alcangcado
por meio da aplicacdo de métodos quantitativos no estudo da histéria da ciéncia e do
progresso tecnoldgico no contexto do poés-guerra (Spinak, 1996; Vanti, 2002). Desde
entdo, a cienciometria evoluiu para desempenhar um papel crucial na compreensao e
aprimoramento do cenério cientifico global, contribuindo para a tomada de decisdes
informadas e o desenvolvimento sustentavel.

Para atingir esses objetivos, a cienciometria utiliza documentos publicados,
especialmente artigos de periodicos, como fontes primarias para construir uma viséo geral
das producdes cientificas e tecnoldgicas em areas especificas do conhecimento, paises ou
regides (Cobo et al., 2011). Esse enfoque possibilita uma percepgdo aprofundada do

cenario de evolucéo e aplicagdo do conhecimento dentro do campo analisado.
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De acordo com Spinak (1998), Hayashi (2013), Parra, Coutinho e Pessano (2019)
e Moreira, Salerno e Tsunoda (2020), o uso de indicadores cienciométricos para
mapeamento de pesquisas permite:

a) identificar as tendéncias de crescimento do conhecimento em uma determinada area;
b) identificar as revistas do nucleo de uma disciplina;

c) identificar os usuarios (publico-alvo) de uma disciplina;

d) prever tendéncias de publicagdes;

e) estudar a dispersdo e obsolescéncia da literatura cientifica;

f) estudar a produtividade de autores e medir o grau de colaboracdo entre eles;
g) analisar os processos de citacdo e co-citacao;

h) avaliar aspectos estatisticos da linguagem, palavras e frases;

i) medir o crescimento de determinadas areas e o surgimento de novos temas;
J) desenvolver processos de indexacdo e classificacdo de resumos; e

K) obter o nimero de cita¢fes nos artigos, entre outras possibilidades.

Dessa forma, a cienciometria emerge como uma ferramenta valiosa para
compreender e analisar o panorama cientifico, oferecendo insights fundamentais para a
tomada de decisdes informadas e 0 avanco continuo do conhecimento. Na década de 70
o0s estudos cienciométricos iniciaram-se no Brasil, quando professores do atual Instituto
Brasileiro de Informacdo em Ciéncia e Tecnologia (IBICT) do curso de P6s-Graduagao
em Ciéncias da Informacdo, convidaram cientistas internacionais para lecionarem aos
alunos do curso de mestrado, disciplinas referentes ao tema cienciometria. Entre 1980 e
1990, vérios pesquisadores passaram a colaborar em estudos cienciométricos em parceria
com a IBICT, percebendo um crescimento dos estudos nessa area (Pinheiro e Silva,
2008).

No que se refere a abelhas, tem sido publicadas analises cienciométricas que
relacionam a contaminacdo por pesticidas e, o declinio da populacdo de abelhas
observado nos ultimos anos (Abati et al., 2021). Além disso, foi realizado o levantamento
de abelhas no Brasil nas Ultimas seis décadas, descrevendo lacunas na amostragem
espacial, na frequéncia e nos métodos de amostragem preferidos, nas praticas de
identificacdo de espécies e vouchering, entre outros parametros para abelhas Apidae e
Euglossini (Pereira, Gongalves e Ramos, 2021). Também foram analisados 0s usos e 0s
efeitos da propolis, padronizacdo de extratos e seus compostos bioativos para uso em
farmacologia e terapéutica experimental (Sousa et al., 2023). Ainda, foram levantados 0s

tipos de pdlen descritos no Brasil em publicagdes entre 2005 e 2017, produzindo um
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banco de dados melissopalinoldgico (Souza, Abreu e Novais, 2019). Além disso, um
estudo bibliométrico sobre o uso médico e, a aplicagdo de produtos das abelhas-
Apiterapia entre 1980 e 2016 também foi publicado (Senel e Demir, 2018). No entanto,
ndo existe analise cienciométrica publicada sobre tépicos de qualidade de abelhas rainhas

Apis mellifera tornando-se um dos objetivos da tese.
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I1. OBJETIVOS GERAIS

Explorar e analisar de forma abrangente os registros publicados na area de pesquisa
com abelhas rainhas da espécie Apis mellifera no banco de dados Web of Science (WoS),
fornecendo descri¢des detalhadas e insights sobre aspectos cruciais como a identificagéo
de tendéncias de pesquisa, contribuicbes de diferentes paises, instituicbes dos autores e,
mapeamento de colaboracdes entre estes, analise dos trabalhos mais citados e destaque
das principais agéncias de financiamento mencionadas nos documentos publicados.

Avaliar pardmetros quantitativos identificados na analise cienciometrica (peso da
rainha, peso dos ovarios e nimero de ovariolos por ovario), em abelhas rainhas
descartadas por motivos como baixa producdo de mel na safra, falhas na postura, colénias
fracas ou por coleta de enxames, provenientes de apiarios comerciais localizados nos
municipios de Jupia, S&80 Lourenco do Oeste e Novo Horizonte, do estado de Santa

Catarina- Brasil.
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I11. Parametros de avaliacdo qualitativa de abelhas rainhas Apis mellifera: uma
revisao cienciométrica

(Journal of Apicultural Research - JAR)

Resumo

A pesquisa cientifica sobre abelhas rainhas da espécie Apis mellifera cresceu
substancialmente nas Gltimas décadas, por um lado devido a necessidade dos apicultores
de trocar anualmente a rainha e, por outro lado como tentativa de minimizar a perda de
colbnias reportada a nivel global. Com este estudo, objetivamos realizar uma analise
cienciométrica da pesquisa sobre qualidade de abelhas rainhas de 1973 até 2023. Com
base em 43 palavras relacionadas a caracteristicas de qualidade da rainha, o estudo
recuperou 1091 documentos da base de dados Web of Science que, apds refinamento
resultaram em 278 documentos para analise. O pais que mais pesquisou sobre qualidade
de rainhas foram os Estados Unidos, com a North Carolina State University como a
principal instituicdo e o David Tarpy que faz parte desta universidade como o autor com
maior nimero de pesquisas publicadas. Por outro lado, a area que mais se interessou neste
tipo de pesquisa foi a entomologia com a revista Apidologie liderando o ranking.
Finalmente foram identificados hot spots relacionados com a evolucdo da abelha,
armazenamento de espermatozoides na espermateca e expressao génica. Esses resultados
fornecem uma referéncia para pesquisadores e permitem identificar lacunas sobre a
pesquisa com abelhas rainhas.

Palavras-chave: cienciometria, Citespace, insights, perda de coldnias, qualidade da

rainha, Web Of Science
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Abstract

Scientific research on Apis mellifera queen bees has grown substantially in recent
decades, partly due to beekeepers' need to annually replace the queen and partly as an
attempt to minimize colony losses reported globally. In this study, we aimed to conduct
a scientometric analysis of research on queen bee quality from 1973 to 2023. Based on
43 keywords related to queen quality traits, the study retrieved 1,091 documents from the
Web of Science database, which, after refinement, resulted in 278 documents for analysis.
The country with the highest number of studies on queen quality was the United States,
with North Carolina State University as the leading institution, and David Tarpy,
affiliated with this university, as the author with the most published research. On the other
hand, the field most interested in this type of research was entomology, with the journal
“Apidologie” leading the ranking. Finally, hot spots related to bee evolution, sperm
storage in the spermatheca, and gene expression were identified. These results provide a
reference for researchers and help identify gaps in the study of queen bees.

Key-words: Citespace, colony loss, insights, scientometric analysis, quality of queen bee,

Web Of Science

Introducéo

A qualidade da abelha rainha estéa diretamente relacionada com a produtividade da coldnia
(Hauser & Lensky, 1994; Levesque et al., 2023). Por isto, ao longo do tempo,
caracteristicas morfometricas, fisiologicas, reprodutivas e genéticas destas rainhas tém
sido avaliadas com a finalidade de entender e melhorar seu desempenho e, para gerar
programas de selecdo e melhoramento genético que favorecam o desenvolvimento da

apicultura.
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Inicialmente, caracteristicas como: tamanho da realeira, peso umido, largura e
comprimento do térax, largura e comprimento da asa e volume do saco de veneno foram
consideradas na avaliacdo das rainhas (Tarpy et al., 2000; Mattiello et al., 2022).
Posteriormente, a idade da larva transferida na criacdo de rainhas e numero de ovariolos
por ovario, foram adicionadas, revelando que, apenas a transferéncia de larvas de primeiro
e segundo instar resultaria na emergéncia de rainhas com alto niamero de ovariolos e,
portanto, alta fecundidade (Dedej et al, 1998).

Existem outras caracteristicas que tornariam uma rainha reprodutivamente superior
como (1) o tamanho dos ovarios, indicando mais ovariolos por ovario e/ou ovariélos mais
longos; (2) tamanho da espermateca, isso porque espermatecas grandes permitem maior
armazenamento de espermatozoides e, portanto, maior longevidade da rainha fértil. (3)
viabilidade espermética e proporcdo de espermatozoides vivos e mortos e (4)
metabolismo mais eficiente, o que permitiria uma maior taxa de assimilacao de alimento
e uma maior taxa de producdo de ovécitos por ovariolo (Collins, 2000; Tarpy et al., 2000;
Berger et al., 2016; Gabka, 2022). Todos esses fatores supracitados podem ser medidos
direta ou indiretamente por meio do peso e do tamanho corporal da rainha (Delaney et
al., 2011).

Por outro lado, avaliagbes a campo tem considerado variaveis como area de cria com
larvas de todas as idades, percentagem de operarias vs. zangdes, area de cria operculada,
namero de alvéolos vazios e resisténcia a doencas, parasitas e agrotoxicos para medir o
desempenho da rainha (Collins, 2004; Walsh et al., 2021).

Devido ao rapido crescimento do setor apicola e a0 aumento das pesquisas em
abelhas, o estudo do comportamento das pesquisas globais sobre qualidade das abelhas

rainhas, por meio de uma abordagem cienciométrica utilizando o Web of Science, é
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necessario para compreender e analisar de forma sistematica a evolucgéo, as tendéncias e
0s padrdes da pesquisa académica sobre o assunto (Chen, 2014).

No que se refere a abelhas, tem sido publicadas analises cienciométricas que
relacionam a contaminacdo por pesticidas e, o declinio da populacdo de abelhas
observado nos Gltimos anos (Abati et al., 2021). Também os métodos de amostragem
preferidos nas préticas de identificacdo de especies (Pereira, Gongalves e Ramos, 2021).
Usos e efeitos da propolis, para uso em farmacologia e terapéutica experimental (Sousa
et al., 2023). Além do levantamento dos tipos de p6len descritos no Brasil (Souza, Abreu
e Novais, 2019). E o uso meédico de produtos das abelhas- Apiterapia (Senel e Demir,
2018). No entanto, ndo existem documentos cienciometricos publicados que estudem a
qualidade das abelhas rainhas.

Dessa forma, o presente artigo propde-se explorar e analisar de forma abrangente a
area de pesquisa com abelhas rainhas no banco de dados Web of Science (WoS)
fornecendo descricdes detalhadas e insights sobre aspectos cruciais como a identificacéo
de tendéncias de pesquisa, contribuicdes de diferentes paises, instituicdes e autores,
mapeamento de colaboracdes entre paises e autores, analise dos trabalhos mais citados e
destaque das principais agéncias de financiamento mencionadas nos documentos

publicados.

Material e métodos

Coleta e processamento de dados

A fonte de recuperacéo de artigos para a analise foi a Colecéo Principal do Web of Science
(WoS). Os termos de busca foram os seguintes: TS (Topic Search) = (queen* AND Apis
mellifera * AND (“commercial honey bee*” OR “apiculture industry*” OR “aging” OR
“egg production” OR “fertilized eggs” OR “hatching” OR “honey bee breeding” OR

“juvenile hormone” OR “longevity” OR “morphological attributes” OR “number of eggs
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laid” OR “oocyte” OR “oogenesis” OR “ovariole number” OR “ovary” OR “ovary
activation” OR “ovary size” OR “physogastric queens” OR “protein vitellogenin” OR
“queen age at introduction” OR “queen bee rearing” OR “queen failure” OR “queen
fitness” OR “queen health” OR “queen performance” OR “queen physical
characteristics” OR “queen quality” OR “queen replacement” OR “queen success” OR
“queen longevity” OR “senescence” OR “sperm storage” OR “trophocyte” OR “vitellin”
OR “vitellogenin” OR “wet weight” OR “wing length” OR “size” OR “thorax” OR
“spermatheca”)) NOT (Title) worker* NOT (Title) ant* NOT (Title) Drosophila.

Para o levantamento dos dados foram incluidas todas as publicacdes sobre qualidade
de abelhas rainhas desde 1973 (ano do primeiro registro de publicacdo na plataforma
WoS) até 2023. No total, foram recuperados 1091 registros. Ap0Os essa primeira busca,
foi realizado um screening em que 327 registros foram removidos por estarem
duplicados, por titulos que ndo concordam com a pesquisa ou por terem sido realizados
em outras espécies e ndao em abelhas. O segundo refinamento, consistiu em ler
detalhadamente o resumo e, em algumas ocasides a metodologia de cada artigo para
identificar se realmente era uma pesquisa sobre qualidade de abelhas rainhas. Assim,
foram removidos 477 registros que avaliaram caracteristicas em operarias, variaveis
reprodutivas em zangdes ou diferenca no desenvolvimento das castas, e foram incluidos
os artigos que avaliassem caracteristicas morfométricas, produtivas, reprodutivas ou
moleculares nos diferentes estagios larvais, pupas ou na idade adulta das rainhas Apis
mellifera. Posteriormente, dos 287 registros selecionados, foram identificados oito, que
apos leitura completa do texto ndo avaliaram caracteristicas da rainha em si. Finalmente,
um total de 278 registros, incluindo titulos, resumos e referéncias citadas, foram

exportados para o CiteSpace para andlise subsequente (Figura 1).

Identificacao de estudos na base de dados Web of Science (Wo0S)
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Figura 1. Fluxograma do prisma, mostrando o fluxo de obtencdo dos registros sobre

qualidade de abelhas rainhas.

Métodos de analise cienciométrica

O CiteSpace e um software de visualizag&o cientifica baseado no Java, foi desenvolvido

pelo Dr. Chaomei Chen em 2006, e tem por objetivo analisar e visualizar redes de

modelagem que exploram a paisagem intelectual de uma area de conhecimento. Desse

modo, este recurso ajuda a discernir quais perguntas os investigadores tém tentado

responder e, quais 0s métodos e as ferramentas que eles desenvolveram para atingir seus

objetivos. Neste estudo, foram rodadas e analisadas redes para identificar os topicos atuais
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da pesquisa sobre a qualidade de abelhas rainhas, os paises com maior nimero de
publicacOes e a cooperacao entre eles, as instituicdes que executam as pesquisas, as areas
de pesquisa que se interessam pela qualidade das rainhas, as revistas que publicam sobre
0 assunto, os autores com mais registros publicados, as palavras-chave que definem os
hotspot, os artigos com maior indice de citacao e as principais agéncias financiadoras.
Ao visualizar os mapas, um nd representa um item como uma palavra-chave, revista
ou referéncia. Além disso, os links descrevem a cocitagdo ou co-ocorréncia entre esses
nos. Cada no é representado com uma série de anéis de cores diferentes, onde o azul
indica o mais antigo e o amarelo indica o mais recente. O CiteSpace também torna mais
facil identificar pontos cruciais reconhecendo os noés com alta centralidade de
intermediacdo (Freeman, 1977). Pontos cruciais sdo destacados com um anel roxo em
uma rede visualizada e os circulos vermelhos em alguns mapas representam o citation

burst.

Construcao de mapas

Para visualizar melhor a distribuicdo do nimero de publicacdes que foram realizadas nos
diferentes paises, foi gerado um mapa om o pacote ggplot do Software R versdo 4.2.3 (R
Core Team, 2023) com o numero de registros por pais e distribuido por cores segundo a
quantidade publicada. Sendo assim, a cor roxa foi usada para paises com mais de cem
documentos publicados, a azul escuro para paises com 20 a 25 documentos publicados, a
azul marinho para paises com 15 a 20 documentos publicados, a verde para paises com
10 a 15 documentos, a cor amarelo para paises com 5 a 10 documentos e, a cor rosa para
paises com menos de 5 documentos publicados segundo o registro do Web of Science.

Resultados e Discussao

Caracteristicas das publicacdes
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Na Figura 2 séo apresentados os resultados do nimero e do tipo de publicacgdes registradas
anualmente entre 1973 e 2023. O numero total de publicacbes no Web of Science no
periodo avaliado (1973 a 2023) foi de 278, passou de um registro em 1973 para 18
registros em 2023, e foram categorizadas em quatro tipos de documentos (artigo, reviséo,
capitulo de livro e early access). Os artigos sdo o tipo de publicacdo dominante,
compreendendo 93,53% do total de publicacdes, seguidos por revisdes com 6,48%, early

access com 1,08% e capitulos de livro com 0,36%.
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Figura 2. Numero e tipo de publica¢des registradas anualmente entre 1973 e 2023.

Conforme podemos ver na Figura 3, uma linha crescente descreve o ndmero
acumulado anual de artigos de 1973 a 2023, pois aumentaram de um registro em 1973
para 278 registros em 2023. O nimero acumulado de artigos publicados em 2023 (278)
foi aproximadamente trés vezes maior do que em 2013 (104) e aproximadamente 13 vezes
maior que em 2003 (21).

Em relagdo ao nimero de citages anuais, pode-se observar um crescimento continuo
que comeca com uma citacdo no ano de 1993, aumenta a 989 citagdes no ano de 2021,

ano com maior nimero de citacdes e, decresce no ano de 2022 com 661 registros (Figura
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4). Posteriormente, para 0 ano de 2023, o nimero de publicacbes aumentou em 100
citacGes (Figura 4). Sendo assim, o banco de dados recebeu 6979 citacdes, uma media de
25,1 citagOes por item. Além disso, o indice H foi igual a 44, ou seja, existem 44 artigos

que foram citados pelo menos 44 vezes.
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Figura 3. Producdo cientifica sobre qualidade de abelhas rainhas. A linha vermelha
representa 0 numero de citagdes dos artigos publicados por ano e a linha azul o nimero

acumulado de publicagdes.

Na sequéncia, pode-se destacar que os artigos foram publicados em trés idiomas
diferentes, 276 em inglés, um em alem&o e um em Turco. O primeiro artigo identificado
foi “An 10nic basis for a possible mechanism of sperm survival in spermatheca of queen
honey bee (Apis-mellifera L)” publicado na revista Comparative biochemistry and
physiology” (Verma, 1973). Neste artigo, foram analisadas as concentracdes i6nicas do
sémen, hemolinfa e liquido espermatico. Para o autor, os ions sédio e potassio estdo
mais concentrados no fluido da espermateca em comparagdo com os outros fluidos.

Dessa forma, Verma verificou que a espermateca é um 0rgao separado com ions
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diferentes a hemolinfa e, concluiu que as concentragdes de calcio e magnésio foram

maiores na hemolinfa da rainha em comparacdo com o zangao.

Analise de cooperacao entre paises

Os dados dos paises foram avaliados no periodo de 1994 a 2023. Os resultados
demonstram que 57 paises participam das pesquisas publicadas, a maioria, localizados na
Asia (China, Jap3o, Tailandia e Taiwan), na América do Norte (EUA e Canadd), na
Europa (Pol6nia, Alemanha, Franca e Espanha) e na América do Sul (Brasil e Argentina).
Observando-se a Figura 4, a cor de cada pais no mapa representa 0 numero de
publicagdes. Os EUA, a Alemanha, a China, a Australia e o Brasil compdem o top 5 com

108, 25, 25, 22 e 21 registros, respectivamente.

50- Registros

-50-
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long
Figura 4. Paises que publicam sobre qualidade de abelhas rainhas. Este mapa foi

construido pela autora deste estudo usando o software R.

Os servigos de polinizacdo por abelhas Apis foram estimados entre 11,68 e 19 bilhdes

de délares nos EUA (Calderone, 2012; Khalifa et al., 2021). No entanto, tem se reportado
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declinio na populacdo de abelhas deste pais (Ratnieks & Carreck, 2010) e uma das
principais razGes para a morte em massa das abelhas segundo os apicultores € a baixa
qualidade das abelhas rainhas, seguido da presenca de varroa na colonia (Aurell et al.,
2023).

Ao longo de quatro anos de monitoramento, o programa de inspecéo de apiarios da
Pensilvania relatou que, em média, 2,36% de todas as colbnias inspecionadas estavam
sem rainha (van Engelsdorp et al., 2011; Lee et al., 2019). Por isto, o pais tem investido
no desenvolvimento de pesquisas que visem melhorar caracteristicas fisicas e
reprodutivas das rainhas, técnicas de criacdo, inseminacdo instrumental, tolerancia a
diferentes temperaturas e principalmente a sobrevivéncia das rainhas a virus, parasitas e
ao uso de agrotoxicos (Delaney et al., 2011; Cobey, 2016; Souza et al., 2019; McAfee et
al., 2020; McAfee et al., 2021; Lang et al., 2022).

Similarmente, a Europa é a principal consumidora de mel, representando mais de
20% do consumo global total. Em 2019, os consumidores de mel predominantes foram a
Alemanha (69 mil toneladas), a Franca (52 mil toneladas) e o Reino Unido (45 mil
toneladas) (Popescu et al., 2021). Em relacdo aos paises produtores, a lista é encabecada
pela Espanha com 37 mil toneladas e a Alemanha ocupa a quarta posi¢cdo com 26 mil
toneladas (Popescu et al., 2021).

Popescu et al. (2021) assegura que, a producdo de mel na Unido Europeia é uma das
prioridades em sua Politica Agricola Comum (PAC), devido a que aumenta a producéo
agricola por meio da polinizacéo e, contribui para a manutencéo da biodiversidade e dos
ecossistemas. Em consequéncia, a Unido Europeia implementa programas para promogao
da apicultura com orcamentos de até 240 milhdes de euros ao ano, e realiza pesquisas

relacionadas com a qualidade das rainhas usadas nestas atividades apicolas.
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Estas pesquisas, tem foco principal, 0 uso e a armazenagem de esperma na
espermateca, a longevidade da rainha e os efeitos do calor e dos agrotoxicos nas
caracteristicas da rainha (Kressin et al., 1996; Haberl & Tautz, 1998; Korb, 2016; Traynor
& Lamas, 2021; Medina et al., 2023).

Por outro lado, a China é o maior produtor e exportador de mel e de geleia real no
mundo, respondendo por mais de 25 e 90% do mercado global respectivamente (Popescu
etal., 2021). Em 2014, o valor total da geleia exportada pela China atingiu os 39.457.197
ddlares representando cerca de 743.000 kg de geleia fresca e 220.000 kg de geleia em po
(Cao et al., 2016).

Na apicultura comercial, rainhas velhas sdo periodicamente substituidas por rainhas
recém-emergidas porque a reproducado e a produtividade da coldnia diminuem a medida
que as rainhas envelhecem (Simeunovic et al., 2014). Na China, essa substituicdo de
rainhas geralmente ocorre uma ou duas vezes por ano e tem um efeito positivo na
sobrevivéncia das coldnias (Tang et al., 2023).

Para atingir esses resultados, o pais investiu no desenvolvimento e na selecdo de uma
linhagem de abelhas para alta producéo de geleia real criada a partir de abelhas italianas
(A. m. ligustica) (Wu et al., 2019) e, no avanco de pesquisas de genética molecular
relacionadas ao efeito materno, a regulacdo da expressdo génica, a epigenémica, a
epigenética e a transcriptémica.

Essas analises permitem entender os mecanismos regulatorios da diferenciacdo de
castas, o papel da genética no armazenamento de esperma, a regulacdo gendmica das vias
de desenvolvimento das rainhas, além de identificar genes candidatos associados a
atividade ovariana e genes diferencialmente expressos em rainhas virgens e fecundadas
(Wang et al., 2012; Wu et al., 2012; Niu et al., 2014; He et al., 2017; Yin et al., 2018;

Chen & Shi, 2020).
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No entanto, as contribuicdes feitas por paises emergentes como Brasil, Mexico,
Rassia e Indonésia sugerem que 0s avangos da pesquisa sobre a qualidade de rainhas nao
se limitam as poténcias tradicionais e, indica o potencial de colaboracéo transfronteirica
de troca de conhecimento, demonstrando a importancia da cooperacéo internacional para
o0 desenvolvimento e avango da pesquisa na apicultura mundial.

Quanto a centralidade, a Figura 5 apresenta um circulo de cor roxo ao redor do no
dos paises com publicac@es relevantes, sendo que a Alemanha (0,33), os Estados Unidos
(0,18), a Beélgica (0,18), a Croéacia (0,14) e a China (0,13) fazem parte do top 5 em
centralidade. Quando analisado o numero de publicacdes e centralidade em conjunto,
percebe-se que os Estados Unidos, a Alemanha e a China sdo os paises que mais

desenvolvem pesquisa em relacdo ao tema de interesse.
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Figura 5. Mapa de cocitacdo de paises que desenvolvem pesquisas sobre qualidade de
abelhas rainhas. Cada circulo representa um pais, em que, cores mais escuras (azul e
verde) representam publicagdes de anos mais antigos e cores mais claras (laranja e

amarelo) publicagbes mais recentes, comegando no ano 1994 e finalizando no ano de

2023. Imagem criada pela autora deste estudo usando o software CiteSpace.



S7

Top 20 Instituicdes

O mapa de instituicdes que participam das pesquisas relacionadas a qualidade de rainhas
gerou 225 nos que representam 225 instituicdes e 431 links que representam as parcerias
entre estas institui¢des (Figura 6). Em termos de centralidade, o top 5 de instituigdes inclui
a North Carolina State University (0,28), a Agricultural Institute Slovenia (0,28), a
Mississippi State University (0,28), a Swiss Federal Research Station Agroscope (0,14) e
a United States Department of Agriculture (USDA) (0,11). Como observado na Figura 6,

os vinculos entre as institui¢des sdo ténues, indicando que a cooperagao é fraca.
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Figura 6. Mapa de cocitacao de instituicdes que desenvolvem pesquisas sobre qualidade
de abelhas rainhas. Na legenda cores mais escuras (azul e roxo) representam publicacdes
de anos mais antigos e cores mais claras (vermelho, laranja e amarelo) publicagdes mais
recentes, comegando no ano 1994 e finalizando no ano de 2023. Imagem criada pela
autora deste estudo usando o software CiteSpace.

Conforme a Tabela 1, as instituicdes com maior nimero de publicagdes foram a

North Carolina State University que contribuiu com 34 documentos, a United States



Department of Agriculture -USDA com 32, a Universidade de Sdo Paulo com 13, a
Pennsylvania State University e a Pennsylvania Commonwealth System of Higher
Education — PCSHE com 10 documentos cada uma. E importante observar, que 10 das
20 principais instituices estdo localizadas nos Estados Unidos, demonstrando
contribuicdes extraordinarias de institutos deste pais no campo de qualidade de rainhas.

Instituicdes da China (3), Brasil (2), Alemanha (2), Australia (1), Taiwan (1) e Eslovénia

(1) também fazem parte do top 20.
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Tabela 1. Top 20 das instituicbes com maior nimero de publicacdes na area.

Ranking Instituicdo Publicac6es Indice H
1 North Carolina State University 34 19
2 United States Department of Agriculture (USDA) 32 16
3 Universidade de Sao Paulo 13 6
4 Pennsylvania State University 10 9
5 Pennsylvania Commonwealth System of Higher Education 10 9

(PCSHE)
6 Chinese Academy of Agricultural Sciences 10 5
7 Institute of Apicultural Research 9 5
8 Jiangxi Agricultural University 9 6
9 Pennsylvania State University - University Park 8 9
10 Chang Gung University 8 5
11 Texas A&M University College Station 7 6
12 Universidade Estadual Paulista 7 3
13 Agricultural Institute Slovenia 6 5
14 Texas A&M University System 6 6
15 Macquarie University 6 5
16 University of Illinois System 6 6
17 University of Illinois Urbana-Champaign 6 6
18 Martin Luther University Halle Wittenberg 5 4
19 Goethe University Frankfurt 5 5
20 University of California System 5 6

O programa de apicultura da Universidade Estadual de Carolina do Norte,
coordenado pelo Professor Doutor David Tarpy tem sido lider em pesquisa, extensdo e

assisténcia técnica sobre abelhas meliferas. Parte de sua missdo € auxiliar os apicultores
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ajudando a desenvolver e divulgar informacgdes sobre novas técnicas de manejo para
melhorar a satde e a produtividade das col6nias (North Carolina Africanized Honey Bee
Action Plan, 2016).

As principais pesquisas do programa incluem topicos como desenvolvimento
ovariano de rainhas em laboratério e, outros indicadores de qualidade, como as anélises
reprodutivas em zangdes, a quantificacdo de feromonios, as exposicdes larvais a
diferentes pesticidas e os efeitos dos tratamentos de acaros e da temperatura de transporte,
na aceitacdo e sobrevivéncia das rainhas (Lee et al., 2019; Metz & Tarpy, 2019; Withrow
et al., 2019: McAfee et al., 2020; Traynor & Lamas, 2021). Além disso, a universidade
possui uma clinica de rainhas e de doencas para que os apicultores avaliem a qualidade
reprodutiva de rainhas (e zangdes), incluindo peso, tamanho da cabeca e do torax,
quantidade de esperma e viabilidade espermatica, niveis de doencas em suas col6nias e a

frequéncia de paternidade efetiva da rainha (nUmero de acasalamentos).

Anélise de clusters para areas de pesquisa
A anélise de cluster pode agrupar objetos similares que representam areas de estudo.
Foram identificados nove clusters, numerados na ordem decrescente em relagdo ao seu
tamanho, comecgando pelo maior cluster #0, o segundo maior #1, e assim por diante.
Observando-se a Figura 7, com base no algoritmo LLR e usando as palavras-chave para
caracterizar os clusters, vé-se que a maior area (cluster #0 com o maior nimero de
referéncias) foi a entomologia, com pesquisas realizadas em temas relacionados a
qualidade, idade e peso da rainha, criacdo de rainhas, e mais recentemente, efeitos
maternos e atratividade.

A segunda maior foi a ecologia (cluster #1) com temas como Varroa destructor,

ativacdo dos ovarios em abelhas operarias, reproducdo, comportamento higiénico e mais
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recentemente resisténcia a agrotoxicos como coumafos e fluvalinato (Figura 7). A terceira
area observada foi geriatria e a gerontologia (cluster #2) com temas como hormonio
juvenil, diferenciacdo de castas, divisdo do trabalho, expressdo génica e plasticidade
fenotipica.

A quarta maior area foi a biologia reprodutiva (cluster #3) com temas relacionados
a inseminacdo instrumental, espermatozoides e armazenamento do esperma, selecéo,
genes diferencialmente expressos e feromonios da glandula mandibular (Figura 7). A
ultima area observada do top 5 foi a agricultura e as ciéncias animais (cluster #4) com
temas como sémen, sobrevivéncia, salde, mortalidade e perda de abelhas. Portanto, agora
se tem uma ideia geral do que constituiu a pesquisa sobre qualidade de abelhas rainhas

durante o periodo 2013 e 2023 (Figura 7).
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Analise e cocitagdes de revistas
Estudos sobre a qualidade de abelhas rainhas estdo disseminados em 111 revistas. A
Tabela 2 contém as 10 revistas que mais publicam na area. As revistas com maior nimero
de publicacdes e cocitacdes foi Apidologie com 37 registros publicados e 203 links de
cocitacdo. Em seguida vem o Journal of Apicultural Research com 34 registros e 167
links de cocitagdo e a Plos One com 16 publicacdes e 158 links de cocitacGes.

Sem davida, no nivel Fator de Impacto da revista (FI) que representa 0 nimero médio
de citaces de artigos publicados naquela revista em um periodo de 2 anos (Garfield,

2006), calculado na base de dados Web of Science como:

Citacoes no ano de 2022 para documentos publicados em 2020 +documentos publicados em 2021
Numero de documentos publicados em 2020 + documentos publicados em 2021

se destacam nomes como a Nature Sustainability (27,6), a Proceedings of the National
Academy of Sciences (PNAS) (11,1), a Science of the Total Environment da editora
Elsevier (9,8), a Currente Biology (9,2), a Environmental Pollution (8,9), a Elife (7,7), a
Entomologia Generalis (6,9), a Ecotoxicology And Environmental Safety (6,8), a
Geroscience (5,6) e a Frontiers in Cell and Developmental Biology (5,5) que tiveram uma

profunda influéncia na pesquisa relacionada.
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Tabela 2. Top 10 das revistas que mais publicaram sobre qualidade de abelhas rainhas.

Ranking Revista Publicagtes

% do total

Pais

Fator de Impacto

(FI) 2022
1 Apidologie 37 13,4 Francia 2,4
9 Journal of Apicultural 34 12.6 Reino Unido 1.9
Research

3 Plos One 16 4,8 USA 3,7
4 Scientific Reports 12 4,5 Reino Unido 4,6
5 Insects 9 3.4 Suica 3

5 Journal of Economic 9 34 USA 2.2

Entomology

7 Insectes Sociaux 7 2,6 Suica 1,3
8 Journal of Apicultural Science 7 2,6 Polonia 0,6
9 Journal of Insect Physiology 7 2,6 Reino Unido 2,2
10 Insect Molecular Biology 6 2,2 Reino Unido 2,6

Para obter mais informacao sobre as revistas envolvidas na pesquisa sobre qualidade

de abelhas rainhas, foi realizada uma rede de cocitacdo considerando o Top 50 no periodo

2013-2023, cada no6 na rede representa uma revista, o tamanho do né representa o nimero

de citacdes e as linhas que conectam os nos séo links de co-citagdes (Figura 8).

A Current Biology (0,21), a Annual Review of Entomology (0,13), a Experimental

Gerontology (0,12), a Scientific Reports (0,11), a Proceedings of the National Academy

of Sciences (PNAS) (0,10) e a Journal of Cell Science (0,1) foram as revistas de maior

destaque com centralidade maior ou igual a 0,1 indicando que s&o revistas importantes

no topico qualidade de rainhas.
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Autores e analise de citacdes

O numero total de autores que participaram dos 278 documentos publicados foi de 857.
A Tabela 3 contém o top 10 de autores em relagdo ao numero de documentos publicados.
Encabecando a lista aparece David Tarpy com 32 documentos publicados e, a posicdo
numero dez é ocupada por Carminda da Cruz Landim, autora brasileira com seis artigos
publicados. Para a analise de cocitacdo foram avaliados os autores e os paises em que foi
realizada a pesquisa dividido em dois periodos, de 1994 a 2008 e de 2009 a 2023, usando

um intervalo de tempo de dois anos, e com o g-index como critério de seleco.
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Tabela 3. Top 10 dos autores com maior nimero de publicaces.

Documentos

Ranking Autor oublicados %
1 Tarpy DR 32 115
2 Grozinger CM 9 3.2
3 Pettis JS 9 3.2
4 Rangel J 9 3.2
5 Hsu CY 8 2.9
6 Zeng ZJ 8 2.9
7 Baer B 7 2.5
8 Nifio EL 7 2.5
9 Barron AB 6 2.2
10 Cruz-landim C 6 2.2

Para o periodo 1994 a 2008, foram realizados clusters de topicos de pesquisa, em
que se observa claramente quatro grupos. O primeiro (#0 commercial queen) que agrupa
autores dos Estados Unidos e do México que trabalharam em pesquisas relacionadas a
producdo comercial de rainhas. Vale destacar aqui a Anita M. Collins autora afiliada ao
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) a qual no primeiro periodo
avaliado teve cinco documentos publicados, dois deles na Apidologie e trés no Journal of
Apicultural Research (Figura 9).

Seu artigo com maior numero de citagdes (57) se intitula “Performance of honey bee
(Apis mellifera) queens reared in beeswax cells impregnated with coumaphos”, seu indice
H é 30 e possui um total de 97 publicac6es (Figura 9). O valor do indice H é baseado em
uma lista de publica¢des classificadas em ordem decrescente pelo numero de citagdes.
Um indice H significa que existem H artigos que foram citados pelo menos H vezes cada
um. O indice H é baseado nas citacdes da Web of Science Core Collection das publicacdes

mostradas no registro do autor.
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O segundo grupo, contém autores da Turquia e da Poldnia que trabalharam
principalmente no uso do método Doolittle (1889) para transferéncia de larvas (Figura 9).
Destaca-se o autor turco Ahmet Dodologlu que publicou trés artigos no periodo avaliado,
e seu artigo com maior numero de citac@es (15) foi “Comparison of some characteristics
of queen Honey Bees (Apis mellifera L.) reared by using Doolittle method and natural
queen cells”, publicado em 2004, seu indice H € 9 e tem 18 documentos publicados.

Na Figura 9, observa-se também que o terceiro grupo esta composto por autores de
diferentes nacionalidades que trabalharam com pesquisas relacionadas ao hormonio
juvenil. Os autores Kimberly Hughes da Universidade Estadual da Florida e, Miguel
Corona da Universidade Nacional da Colémbia se destacam por seu artigo publicado em
2007 na revista Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, intitulado “Vitelogenina, Hormonio juvenil, insulina e longevidade da rainha”
que acumula 481 citacdes.

O dltimo grupo deste periodo rene autores do Canada que direcionaram suas
pesquisas nas caracteristicas reprodutivas das abelhas. Neste grupo vale a pena nomear
ao reconhecido Mark Winston autor do livro “A biologia da abelha” (Winston, 1991),
com indice H de 49 e 154 registros de publicacfes. No ano de 2007, Winston em
companhia da autora estado- unidense Christina Grozinger publicaram o artigo intitulado
“Genome-wide analysis reveals differences in brain gene expression patterns associated
with caste and reproductive status in honey bees (Apis mellifera)” que acumula um total

de 167 citacOes.
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No periodo 2009- 2023 oito clusters foram formados, sendo o # 0 apis melifera, que
retne paises como os EUA e a Tailandia (Figura 10). Quanto aos autores, o cluster
apresenta por um lado, ao David Tarpy, da Universidade da Carolina do Norte nos
Estados Unidos, quem tem o maior numero de cita¢des, seu indice H é de 42 e tem 131
publicacdes no total. Além disso, tem o maior nimero de links no mapa, o que significa
que ele realizou varias parcerias.

Por outro lado, aparece o Jeffery Pettis com indice H de 35 e 88 documentos
publicados no total, em que, 32 foram sobre qualidade de abelhas, este autor tem feito
grandes contribui¢fes em relacdo a viabilidade espermética, o tamanho da rainha, o
contetido da espermateca e as alteracGes da fertilidade causadas por calor e por exposicao

a acaricidas (Collins e Pettis, 2013; McAfee et al., 2020; McAfee et al., 2021).
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O cluster #1 agrupa os paises e 0s autores que realizam pesquisas em biologia
reprodutiva da abelha como China, Arabia Saudita, Egito e Turquia. Autores chineses
como Chen Xiao e Chen Chao com indice H de 8 e 11 respectivamente, se destacam no
cluster com pesquisas na area de biologia molecular para avaliar processos de ativacdo
dos ovarios e oviposicdo (Figura 10).

O cluster #3 reune autores que trabalharam com exposicdo das abelhas a diferentes
contaminantes principalmente no Canada, onde novamente o autor David Tarpy teve
grandes contribuicdes. Outra autora que aparece neste cluster é a Juliana Rangel,
colombiana afilhada a Universidade do Texas A&M nos Estados Unidos que possui oito
registros no banco de dados analisado (Figura 10). A autora, possui artigos que analisaram
o efeito de acaricidas e pesticidas na expressao génica, no desenvolvimento larval e nas
caracteristicas reprodutivas das rainhas Apis melifera (Dickey et al., 2023; Rangel et al.,
2021).

Finalmente, no cluster #4 estdo reunidos os autores Brasileiros que vem trabalhando
na contagem de ovariolos das rainhas. Os homes com maior contribuicdo sdao Carminda
da Cruz Landim, autora do livro “Abelhas: Morfologia e fungdo de sistemas” quem faz
grandes contribuicdes histologicas do desenvolvimento ovarico de rainhas Apis mellifera
virgens e fecundadas e outras espécies como Melipona quadrifasciata (Figura 10).

Outros autores como Bruno Berger que trabalha em parceria com Cruz Landim.
Daiana Souza. que faz pesquisa em relacdo a caracteristicas morfomeétricas e reprodutivas
das abelhas e, o grupo conformado por Michele Potrich, Fabiana Martins Costa-Maia e
Fernanda Raulino que contribuem com artigos que, por um lado descrevem o método para
otimizar a contagem de ovariolos e por outro, realizam a avaliacdo de entomopatogenos

em abelhas Apis mellifera africanizadas. Na Figura 10 é possivel ver que os grupos de
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autores trabalham dentro dos grupos principais, mas ndo realizam parcerias com 0S grupos

externos.
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periodo 2009-2023. Imagem criada pela autora deste estudo usando o software CiteSpace

Analise de co-ocorréncia de palavras-chave
As palavras-chave podem ser consideradas a alma de um artigo, pois sdo palavras
descritivas, e diferenciadas, sendo utilizadas para compilar e compreender 0s conceitos e
conteddo dos artigos, além de facilitar a busca de conteudo na literatura. Neste estudo um
total de 287 palavras-chave foram encontradas para o periodo de 1994-2023. A analise
de co-ocorréncia de palavras-chave é o método mais informativo usado em revisdes
cienciométricas, pois mostra as tendéncias e caréncias no estado da arte de um
determinado campo.

A Figura 11a mostra a rede de cocitagdo. A inter-relacdo das palavras é determinada
com base no numero de documentos em que elas ocorrem juntas. O termo “Apis
mellifera” é a palavra-chave que apresenta maior frequéncia de citagdo (110) e

centralidade (0,17) sendo, portanto, o termo mais efetivo e mais visivel dentre as malhas
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pesquisadas por ser 0 nome cientifico da espécie em estudo. NOs acreditamos que esse
resultado também esteja relacionado com o crescimento populacional de coldnias de
abelhas Apis manejadas que foi estimado em 72,6 milhdes em 2007 e passou a 91,6
milhGes em 2022 (FAO, 2024). Este aumento global no nimero de coldnias, gera alta
demanda de producéo e fornecimento de rainhas aos apicultores

Fora as palavras relacionadas a classificacao taxonémica das abelhas (Hymenoptera,
apidae, Apis mellifera, genus Apis, Cerana) e aos diferentes nomes usados para se referir
aelas (honey bee, bee, bees honey bees), as palavras com maior frequéncia e centralidade
foram: evolucédo (f = 44, ¢ = 0,15), colbnia (f = 41, ¢ = 0,10), horménio juvenil (f = 25, ¢
=0,13), comportamento (f = 21, ¢ = 0,05), espermatozoide (f = 19, ¢ = 0,05), vitelogenina
(f =17, c =0,07), expressdo génica (f = 13, ¢ = 0,08), divisdo do trabalho (f = 11, c =
0,08) e armazenamento de esperma (f = 2, ¢ = 0,03). Estas palavras representam os hot
spots da época e observa-se que elas se relacionam com a producao e selecao das abelhas
rainhas (Figura 11a).

A figura 11b contém o top 15 em termos de frequéncia e centralidade das palavras-
chave mais usadas na literatura cientifica sobre qualidade de abelhas rainhas. A
centralidade da palavra Apis mellifera no periodo avaliado foi superior a 0,1, indicando

gue a maior parte das pesquisas foram desenvolvidas nesta espécie.
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Artigos com maior indice de citacao

Como observado na Tabela 4, o artigo com maior indice de citacdo foi publicado no ano
de 2007 pelo autor Miguel Corona, que acumula um total de 482 citagdes com média de
25,9 citagdes por ano. O ultimo do top 10 intitulado “Sexual selection in Apis bees” foi
publicado na revista Apidologie pelo autor B Baer e acumula um total de 105 citagdes. E
interessante observar que a maioria dos artigos classificados no top 10 abordam temas
relacionados com a influéncia da expressdao génica das abelhas a diferentes agentes

contaminantes como inseticidas neonicotinoides.



Tabela 4. Top 10 de artigos com maior nimero de citagdes.
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queen honey bees (Hymenoptera: Apidae) Weaver, B; Glenn, T

Entomology

CitacOes
Ranking Titulo Autores Revista /arglo Ii?;?;légg Referéncia
Corona, Miguel; Velarde, Rodrigo; The Proceedings of
Vitellogenin, juvenile hormone, insulin Remolina, Silvia; Moran-Lauter, the National 95 9 482 Corona et al.,
signaling, and queen honey bee longevity  Adrienne; Wang, Ying; Hughes, Academy of ’ 2007
Kimberly; Robinson, Gene Sciences
Royalactln induces queen differentiation Kamakura, Masaki Nature 29,5 429 Kamakura, 2011
in honeybees
Genome-wide analysis reveals differences
in brain gene expression patterns Grozinger, Christina; Fan, Yongliang; Molecular 99 167 Grozinger et al.,
associated with caste and reproductive Hoover, Shelley; Winston, Mark Ecology ’ 2007
status in honey bees (Apis mellifera)
Williams, Geoffrey; Troxler, Aline,
Neonicotinoid pesticides severely affect ~ Retschnig, Gina; Roth, Kaspar; . Williams et al.,
honey bee queens Yanez, Orlando; Shutler, Dave; Scientific Reports 158 162 2015
Neumann, Peter; Gauthier, Laurent
Impact of Chronic Neonicotinoid Sandrock, Christoph; Tanadini,
P Matteo; Tanadini, Lorenzo; Fauser- Sandrock et al.,
Exposure on Honeybee Colony ol . . , Plos One 13 149
Misslin, Aline; Potts, Simon; 2014
Performance and Queen Supersedure
Neumann, P
Gene expression patterns associated with  Corona, M; Hughes, K; Weaver, DB; XIec_hamsms of Coronaetal.,
. X geing And 7,6 148
queen honey bee longevity Robinson, GE 2005
Development
Sub-lethal effects of dietary neonicotinoid o -
insecticide exposure on honey bee queen Wu_—Smart, Judy) [1]; Spivak, M Scientific 17,4 144 Wl_J-Smart €
; (Spivak, Marla Reports Spivak, 2016
fecundity and colony development
Effects of fluvalinate and Coumaphos on  Haarmann, T; Spivak, M; Weaver, D; Journal Qf Haarmann et al.,
Economic 6,05 122

2002



in two commercial queen rearing
operations

Sperm viability and gene expression in
honey bee queens (Apis mellifera)

Chaimanee, Veeranan; Evans, Jay;

Journal Of Insect

74

Chaimanee et

9 following exposure to the neonicotinoid  Chen, Yanping; Jackson, Caitli; Physiology 114 107
. A : : al., 2016
insecticide imidacloprid and the Pettis, Jeffery
organophosphate acaricide coumaphos

10 Sexual selection in Apis bees Baer, B Apidologie 5,7 105 Baer, 2005
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Agéncias de financiamento

InstituicOes e agéncias que financiam as pesquisas sobre qualidade de rainhas estéo
listadas na Tabela 5. O United States Department of Agriculture — USDA dos Estados
Unidos, financiou 30 pesquisas e ocupou a primeira posi¢cdo no top 10. Em seguida,
aparece a National Natural Science Foundation of China — NSFC com 16 pesquisas €, 0
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico - CNPq com 12
pesquisas. O National Institute of Food and Agriculture ficou no décimo lugar na lista
com seis pesquisas financiadas. No que se refere as instituicdes brasileiras, apesar de
ocuparem os primeiros lugares o que significa que é feito grande investimento no
desenvolvimento de pesquisas, seu indice H é baixo o que indica que os documentos

publicados sdo pouco citados na literatura.

Tabela 5. Top 10 agéncias que financiam as pesquisas sobre qualidade de abelhas rainhas.

Ranking Agéncia financiadora Pais Publicaces Indice H
1 United States Department of Agriculture (USDA) USA 35 22
2  National Natural Science Foundation of China (NSFC) China 17 9

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e . 5
3 L Brasil 12

Tecnologico (CNPQq)

Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo . 4
4 (FAPESP) Brasil 10
5 National Science Foundation (NSF) USA 10 7
6  Australian Research Council Australia 8 6
7 Chang Gung Memorial Hospital Taiwan 8 5
8 National Institute of Food and Agriculture (NIFA) China 8 7
9  USDA Agricultural Research Service USA 8 5
10 Earmarked Fund for China Agriculture Research System  USA 7 6

Conclus6es
Este estudo cienciométrico destaca a tendéncia crescente na pesquisa sobre qualidade de
abelhas rainhas Apis mellifera em todo o mundo, revelando interesse por parte de paises

desenvolvidos e em desenvolvimento, das diferentes areas de pesquisa, principalmente, a
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entomologia e de autores norte americanos e chineses. Além disso, foi possivel
identificarmos os temas de interesse dos diferentes grupos de pesquisa e que estas
pesquisas tém sido realizadas principalmente com abelhas Apis mellifera devido a sua
grande parcela de contribuicdo econdmica. Esse estudo ndo s ofereceu um instantaneo
do cenério atual da pesquisa sobre qualidade de rainhas, mas também lanca luz sobre
tendéncias emergentes e &reas teméticas de interesse como a genética molecular,
protebmica e transcriptdmica. O Brasil investe bastante em pesquisa com grande nimero
de publicacdes e a presenca das instituicdes e agencias financiadoras nos primeiros
lugares do ranking. No entanto, estas pesquisas ndo sao citadas na literatura internacional

pelo qual propde-se redirecionar os topicos de pesquisa utilizados.
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IV. Avaliagdo do peso vivo, peso dos ovarios e contagem de ovariolos como
estimativas de qualidade de abelhas rainhas Apis mellifera em apiérios comerciais
localizados em Santa Catarina
(Journal of Apicultural Research)

Resumo

Caracteristicas morfologicas como peso vivo, peso dos ovarios e nimero de ovariolos séo
indices importantes na fecundidade da rainha e, estdo relacionados & origem, bem como,
as condigdes de reproducdo das abelhas rainhas. Neste estudo, 137 abelhas rainhas Apis
mellifera africanizadas de descarte provenientes de 28 apiarios comerciais localizados
nos municipios de Jupia, Sdo Lourenco do Oeste e Novo Horizonte, estado de Santa
Catarina- Brasil, foram avaliadas durante o ano de 2021. A coleta seguiu as orientagoes
dos apicultores, descartando principalmente, rainhas com baixa producédo de mel na safra,
rainhas com falha na postura, rainhas que vieram de coleta de enxames ou rainhas de
coldnias fracas. As caracteristicas de peso da rainha, peso do ovario direito e esquerdo e
a contagem de ovariolos de ambos os ovéarios foram avaliadas sem encontrar diferencas
estatisticas entre apiarios (Kruskal Wallis, p > 0,05). O peso das rainhas variou entre
115,5 e 230,4 mg, com mediana de 191,4 mg. O peso do ovario esquerdo variou de 2 a
37,70 mg com mediana de 22,70 e de 1,90 a 39,7 com mediana de 39,79 mg para 0 ovario
direito. Quanto a contagem de ovariolos, os valores variaram de 58 a 340 ovariolos para
0 ovario esquerdo e de 68 a 290 para o direito. Esses resultados, quando comparados a
estudos prévios, indicam que as rainhas descartadas ainda podem ser consideradas como
de boa qualidade. Este estudo destaca a importancia de levar registros a campo e realizar
avaliacOes para estabelecer um padrdo de qualidade para abelhas Apis mellifera
africanizadas no Brasil e, para evitar trocas antecipadas de rainhas que possam trazer

prejuizo econémico ao produtor.
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Abstract

Morphological characteristics such as live weight, ovary weight, and number of ovarioles
are important indicators of queen fecundity and are related to the queen bee's origin as
well as reproductive conditions. In this study, 137 discarded Africanized Apis mellifera
queens from 28 commercial apiaries located in the municipalities of Jupia, Sdo Lourengo
do Oeste, and Novo Horizonte, in the state of Santa Catarina, Brazil, were evaluated
during the year 2021. The collection followed the beekeepers' guidelines, primarily
discarding queens with low honey production during the season, queens with laying
failures, queens collected from swarms, or queens from weak colonies. The
characteristics of queen weight, right and left ovary weight, and the ovariole count of both
ovaries were evaluated, with no statistical differences found between apiaries (Kruskal
Wallis, p > 0.05). The queens' weight ranged from 115.5 to 230.4 mg, with a median of
191.4 mg. The left ovary weight ranged from 2 to 37.70 mg with a median of 22.70 mg,
and from 1.90 to 39.7 mg with a median of 39.79 mg for the right ovary. Regarding
ovariole count, the values ranged from 58 to 340 ovarioles for the left ovary and from 68
to 290 for the right ovary. These results, when compared to previous studies, indicate that
the discarded queens can still be considered of good quality. This study highlights the
importance of maintaining field records and conducting evaluations to establish a quality
standard for Africanized Apis mellifera queens in Brazil, as well as to avoid premature
queen replacement that could result in economic losses for producers.

Keywords: discarded queens, quality parameters, queen replacement, reproduction

Introducéo
O sistema reprodutivo da abelha rainha apresenta uma complexa organizagdo, com

ovarios pareados, que ocupam a maior parte de sua cavidade abdominal, conectados por
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calices aos ovidutos laterais, que se amalgamam para formar um oviduto mediano. Esse
oviduto estabelece conexdes vitais, vinculando-se dorsalmente a espermateca e
caudalmente a porcdo terminal do trato reprodutivo (Kozii et al., 2022). Cada um dos
ovarios da rainha contém entre 110 e 211 ovariolos (Dedej et al, 1998; Jackson et al.,
2011; Hatjinaetal., 2014; Wei et al., 2019), estes, destacam-se por sua notavel capacidade
de produzir até 2000 ovos diariamente (Page & Erickson, 1988; Macedo et al., 2016).

Cada ovariolo exibe uma complexa organizacdo em quatro regies distintas: um
filamento terminal curto, um germario de comprimento intermediério e um vitelario longo
que culmina com o pediculo ovariano, todos revestidos por uma bainha epitelial (Aamidor
etal., 2022). O filamento terminal, consiste em uma continuacdo da membrana peritoneal,
contendo no interior, pilhas de células poliédricas pobres em organelas, com um grande
nacleo central e um grande nucléolo (Berger & Cruz Landim, 2009). As células
germinativas-tronco provavelmente estdo localizadas na ponta do ovariolo no filamento
terminal (Tanakae & Hartfelder, 2004).

No germério encontram-se células germinativas e sométicas. As células sométicas
sdo as pré-foliculares e as germinativas sdo as ovogonias primérias e secundarias. O
germario consiste em uma massa de células indiferenciadas, as quais, ao longo do
desenvolvimento, ddo origem a odcitos, células nutridoras e células foliculares (Kozii et
al., 2022). As células nutridoras, nutrem os odcitos durante o crescimento inicial,
enquanto as células foliculares atuam no aumento dos odcitos. A morfologia e tamanho
do germario variam de acordo com a idade da rainha. Em rainhas recém-emergidas, o
germario ocupa uma pequena porc¢do na regido basal do ovariolo enquanto em rainhas
com 5 dias de idade ou mais, 0 germario ocupa quase 2/3 de seu comprimento (Berger &

Cruz Landim, 2009).
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Na por¢édo distal do germario, os odcitos sdo organizados em uma unica fileira,
separados por cdmaras de células nutridoras, marcando a transi¢do para o vitelario
(Aamidor et al., 2022). O vitelario possui oito estagios definidos pelo surgimento do
odcito, pela formacdo de uma camada de células foliculares somaticas ao seu redor, as
células nutridoras acompanhantes que formam uma camara de células nutridoras e, 0s
nacleos dos odcitos que sdo posicionados na parte anterior-dorsal (Wilson et al., 2011).

Nas rainhas africanizadas A. mellifera ha um padrdo de desenvolvimento ovariano
bastante especifico, o qual se divide em dois periodos: pré-vitelogénico ou antes do
acasalamento (Tanaka & Hartfelder, 2004; Berger & Abdalla, 2005) e vitelogénico, ap6s
o0 acasalamento (Patricio & Cruz-Landim, 2002; Berger & Abdalla, 2005). Uma vez que
a rainha tenha se acasalado, as células foliculares passam por vitelogénese, aumentando
de tamanho (Tanaka & Hartfelder, 2004; Hartfelder et al., 2018).

Em um ovario de abelha rainha ativado, cada ovariolo contém varios o6citos (ovos
imaturos) em diferentes estagios de desenvolvimento (Snodgrass, 1956; Biining, 1994).
O ndmero de ovariolos é um indice importante da fecundidade da rainha (Woyke, 1970)
que nao se altera ao longo da vida e esta relacionado a origem, bem como, as condi¢des
de reproducdo da mesma (Woyke, 1971; Gilley et al., 2003). Quanto mais ovariolos, mais
ovos a rainha pode potencialmente colocar (Hatjina et al., 2014).

Também foi demonstrado que esta variavel estd correlacionada com outras
caracteristicas que determinam a qualidade da rainha, que incluem o peso e tamanho da
rainha (Woyke, 1971; Huang & Zhi, 1985; He et al., 2017; Wei et al., 2019). Em
Drosophila melanogaster, o nimero de ovariolos em moscas fémeas esta positivamente
correlacionado com a producédo de ovos (Boulétreau-Merle et al., 1982).

Caracteristicas fisicas, como peso da rainha e reprodutivas, como peso dos ovarios e

contagem de ovariolos por terem ligacdo com varidveis de desempenho da colénia como
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producdo de crias, producgéo de mel, peso da colbnia e taxa de sobrevivéncia das rainhas,
sdo usadas em paises como a Grécia, a Eslovénia, a Italia, a Alemanha e os Estados
Unidos, para fazer controle de qualidade das rainhas disponiveis no mercado (Jackson et
al., 2011; Hatjina et al., 2014). Considerando a importancia destas varidveis para
qualificar uma rainha, pretende-se com este estudo, avaliar o peso vivo, o peso dos ovarios
e 0 nimero de ovariolos por ovario de rainhas Apis mellifera africanizadas descartadas de

apiarios comerciais localizados no estado de Santa Catarina (BR).

Material e métodos

Coleta de rainhas

Foram coletadas durante o ano de 2021, 137 abelhas rainhas Apis mellifera
(Hymenoptera: Apidae) de descarte, procedentes de 28 apiarios comerciais. Os apiarios
estdo localizados nos municipios de Jupia, Sdo Lourenco do Oeste e Novo Horizonte
estado de Santa Catarina (BR) e o nUmero de rainhas coletadas por apiario variou de duas
até 15 abelhas (Figura 1). A coleta das rainhas foi realizada seguindo as instrugdes do
apicultor que indicou quais as col6nias que poderiam ser orfanadas. O motivo do descarte
da rainha foi principalmente a baixa producdo de mel da coldnia na safra, coldnia fraca,

falhas na postura da rainha ou rainhas que vieram de enxames coletados na natureza.
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Figura 1. Localizagcdo dos apiarios utilizados na pesquisa, municipios de Jupia, Sao

Lourenco do Oeste e Novo Horizonte, estado de Santa Catarina- Brasil (Adaptado de

Krug et al., 2010).

O procedimento de orfanacdo foi realizado utilizando um cone com tela excluidora
de rainhas que permite 0 passo das operarias, mas impede 0 passo da rainha. Uma vez
capturadas, as abelhas rainhas foram alocadas em gaiolas contendo 10 a 12 abelhas
operarias acompanhantes da mesma colénia e, alimento candi que consiste em uma
mistura de mel com acucar de confeiteiro. Cada gaiola foi identificada com o nome do
produtor, nimero da colmeia e motivo do descarte, e posteriormente, colocada em
caixas de papeldo arejadas. Durante a coleta e o transporte, as abelhas engaioladas
tiveram acesso a &gua mediante um algoddo embebido com &gua destilada. Finalmente,
as rainhas foram transportadas até a unidade Experimental de Apicultura (UNEPE) da
Universidade Tecnologica e Federal do estado do Parand (UTFPR) para sua dissecgéo e

processamento.
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Dissecgéo e processamento das amostras

Para obtencdo do peso das rainhas, elas foram acondicionadas em frascos de vidro de 20
mL e avaliadas em balanca de precisédo de 0,001 g (SHIMADZU/AX200, Quioto, Japéo)
(Figura 2A). Posteriormente, as rainhas foram eutanasiadas por decapitagdo e foram
dissecadas utilizando um microscopio estereoscopio (DI-224, Piracicaba, S&o Paulo -
Brasil). Para isso, o térax e o abdémen das rainhas foram fixados dorsalmente em placa
de Petri, contendo cera de abelha solidificada, com o auxilio de alfinetes niquelados,

tamanho 29.

A disseccdo do abdémen foi realizada com o auxilio de uma pinca e, consistiu em
inserir uma tesoura na porcdo terminal, seguindo em direcdo ao térax. Depois do corte, a
regido ventral do exoesqueleto foi removida, expondo os 6rgdos internos (Figura 1B). Os
ovarios foram removidos, pesados e armazenados em microtubos contendo solucgédo

fixadora Bouin para analises histologicas.

Figura 2. Avaliagdo das abelhas rainhas. (A) Pesagem em balanga analitica e (B)

disseccdo do abdome e remocdo dos ovarios (Fonte: propria autora).

Para a quantificacdo dos ovariolos foi seguida a metodologia proposta por Raulino-

Domanski et al. (2019), a qual consiste na fixacdo dos ovarios em solucdo de Bouin
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alcodlico por uma hora a temperatura ambiente, posterior lavagem em alcool 70% (trés
vezes de 15 minutos), desidratacdo gradual em alcool (80%, 90%, e 95% por 10 minutos
e duas trocas em alcool 100% com duracdo de 30 minutos cada), diafanizagéo (&lcool:
xilol 1:1, por 30 minutos, e duas trocas de xilol com duragéo de 30 minutos cada), incluséo
(parafina: xilol por 30 minutos, parafina por trés horas) e infiltracdo em parafina. Apos a
obtencdo dos cortes na por¢do mediana do ovario em micrétomo rotativo manual, as
laminas foram coradas em Hematoxilina/Eosina (Ribeiro et al., 2012) e quantificadas a

partir do software Zen 3.5 Blue Edition (Figura 3A e B).

Figura 3. Processo de contagem de ovariolos. (A) Corte histolégico do ovario e (B)

contagem realizada no software Zen 3.5 Blue Edition. (Fonte: prdpria autora).

Andlises estatisticas

As variaveis dependentes consideradas neste estudo foram a caracteristica
morfométrica da rainha, o peso da rainha e as caracteristicas reprodutivas como o peso
dos ovarios esquerdo e direito e a contagem de ovariolos. Ja o apiario foi considerado
como variavel independente. Todas as analises foram realizadas utilizando o programa R
versdo 4.2.3 (R Core Team, 2023). Para todas as caracteristicas foram quantificadas a

medida de posicdo e as diferencas nas disperses de valores, visando compreender a
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amplitude de distribuicdo das caracteristicas avaliadas. Para isso, foi apresentado os
valores de mediana, valores minimos e maximos.

Para as anélises de comparacdo, foram utilizadas duas classes de pardmetros: medida
de tendéncia central e variacdo. A analise de tendéncia central foi realizada a partir dos
valores da mediana, para as trés caracteristicas pois os dados ndo apresentavam
normalidade dos residuos. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparacao entre
0s apiarios das varidveis avaliadas. Para todas as caracteristicas foi aplicado o pos teste
de Dunn, a fim de verificar quais apiarios diferem entre si. Os resultados foram
considerados estatisticamente diferentes quando p < 0,05.

Visando avaliar o peso e os parametros reprodutivos (peso dos ovarios e contagem
de ovariolos) e como estas variaveis se correlacionam entre si, foi montada uma matriz
de correlacdo de Spearman. A analise foi conduzida a partir do coeficiente de correlacdo

de Spearman, por este ndo precisar atender pressupostos lineares.

Resultados e Discusséo
Os valores de mediana, minimo e maximo das varidveis avaliadas por apiario séo
apresentados na Tabela 1, os apiarios séo representados por letras da A até Z2. N&o foi
observada diferenca significativa entre apiarios para a variavel peso (Kruskal-Wallis test:
p = 0,68) e nem para 0s parametros reprodutivos, peso do ovario direito (Kruskal-Wallis
test: p = 0,35), peso do ovario esquerdo (Kruskal-Wallis test: p = 0,25), nimero de
ovariolos no ovario direito (Kruskal-Wallis test: p = 0,35) e nimero de ovariolos no
ovario esquerdo (Kruskal-Wallis test: p = 0,28).

A variavel peso, é influenciada pelo método de criagdo das rainhas (Dodologlu,
Emsen & Genc, 2004), idade da larva (Tarpy et al., 2000) e tamanho da clpula usada na

transferéncia (Mattiello et al., 2022). Tornando-se um critério utilizado para a selecéo de
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rainhas de alta qualidade devido a sua correlacdo positiva com varios outros parametros,

como a producdo de cria (r = 0,90), 0 nimero de espermatozoides na espermateca (r =

0,97), o diametro (r = 0,98) e, o volume da espermateca (0.258) (Gilley et al., 2003;

Dodologlu et al., 2004; Akyol et al., 2008; Arslan et al., 2015; Arslan et al., 2021).

Tabela 1. Descrigdo das varidveis avaliadas por apiario a partir dos valores de mediana,

minimo e méaximo para abelhas rainhas (A. mellifera) africanizadas.

... Rainhas Peso Ovariolos Ovariolos
Apiério esquerdo . -
(n) (mg) () direito (n)
A 5 Mediana  186,3 186 157
Minimo 151 90 85
Maximo 206,8 289 164
B 9 Mediana 197,7 139 162
Minimo 153,5 58 105
Maximo 217,7 217 287
C 8 Mediana  194,9 148 168
Minimo 190,5 115 111
Maximo 214,1 302 250
D 3 Mediana  187,6 145 107
Minimo 181,4 115 102
Maximo 201,4 159 126
E 2 Mediana 192,55 235,5 176,5
Minimo 189,1 209 174
Maximo 196 262 179
F 11 Mediana 197,3 159 152
Minimo 143 70 108
Maximo 219,4 276 194
G 2 Mediana 197,05 80 133,5
Minimo 189,1 80 91
Maximo 205 80 176
H 1 Mediana 186,3 84 70
Minimo 186,3 84 70
Maximo 186,3 84 70
| 1 Mediana  155,8 141 155,8
Minimo 155,8 141 155,8
Maximo 155,8 141 155,8
J 2 Mediana 211 166 122
Minimo 208,4 147 108
Maximo 213,6 185 136
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Mediana
Minimo
Maximo
Mediana
Minimo
Maximo
Mediana
Minimo
Maximo
Mediana
Minimo
Maximo
Mediana
Minimo
Maximo
Mediana
Minimo
Maximo
Mediana
Minimo
Maximo
Mediana
Minimo
Maximo
Mediana
Minimo
Maximo
Mediana
Minimo
Maximo
Mediana
Minimo
Maximo
Mediana
Minimo
Maximo
Mediana
Minimo
Maximo
Mediana
Minimo
Maximo
Mediana
Minimo
Maximo
Mediana

185,7
152,5
209,5
198,4
165,8
215,1
184,75
167,5
214,4
184,15
164
202,6
185,8
178
217,3
189
156,9
202,8
178,4
163,8
193
183,7
169,3
198,1
192,9
175,8
210
199,85
147,3
208,6
200,35
168,1
217,5
199,9
182,3
214,1
174,4
115,5
230,4
193
181,2
204,8
187,1
139,8
197,3
187

185
161
209
150
119
162
172,5
141
200
156
105
190
165
132
235
162,5
122
272
150,5
91
210
228
212
244
132
132
132
139
58
217
163
127
167
162
123
198
140
76
280
136,5
105
168
158
151
197
243

102
86
286
173
139
188
153
125
195
138,5
88
231
164
159
181
140,5
93
160
145
130
160
266,5
243
290
135
135
135
150
89
184
155,5
93
250
160
130
186
149
225
135
115
138
103,5
174
132
194
156

95
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Minimo 161,1 148 142
Méaximo 199,5 340 198
Z1 2 Mediana 198,65 141 134,5
Minimo 195,5 141 91
Méaximo 201,8 141 178
Z2 9 Mediana 183,7 166 158
Minimo 157,7 81 68
Maximo 2221 240 226

Para as 137 rainhas avaliadas, a varidvel peso vivo apresentou valores
compreendidos entre 115,5 e 230,4 mg com mediana de 191,4 mg (Tabela 2). Akyol et
al. (2008) classificaram as rainhas em diferentes categorias com base em seus pesos a
emergeéncia, resultando na formacéo de trés grupos: leve (<185 mg), médio (185-199 mg)
e pesada (>200 mg). Nessa perspectiva, 0 peso obtido neste experimento classifica as
rainhas na categoria médio o que é um resultado bom quando considerarmos que sdo
rainhas de descarte.

As rainhas com peso igual ou superior a 200 mg séo consideradas de alta qualidade,
elas exibem uma taxa de aceitacdo aproximadamente 10% maior na coldnia, iniciam a
postura aproximadamente um dia antes, apresentam um maior diametro da espermateca,
armazenam mais espermatozoides nesse 6rgao e produzem mais crias 30 dias ap6s o
inicio da postura. Além disso, tém significativamente mais chances de sobreviver em lutas
fatais durante as épocas reprodutivas da col6nia conforme relatado por Tarpy & Mayer
(2009).

A capacidade de producéo de crias € um dos principais fatores que regula a expansdo
e reproducdo da col6nia e, gera col6nias populosas e fortes. Além da viabilidade da prole,
0 sucesso na producgdo de crias é atribuido a eficiéncia da colénia em converter alimento
em biomassa (Page, 1980). Em abelhas Apis mellifera africanizadas, as rainhas pesadas
(>200mg) melhoram a area de cria e, assim, a taxa de expansao populacional. O aumento

da populacdo, faz com que coldnias de rainhas pesadas precisem ser transferidas para
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colmeias maiores cerca de 24 dias antes, em comparagdo com coldnias de rainhas leves

(Souza et al., 2013).

Tabela 2. Descrigdo das caracteristicas morfométricas e reprodutivas para a populagdo

total de rainhas de descarte.

) , . Peso do Ovariolos/ Ovariolos/
Rainhas Peso Peso do ovario L L. .-
(n = 137) (mg) esquerdo (mg) ovario direito Ovario _O\{arlo
(mg) esquerdo (n)  direito (n)
Mediana 191,4 22,70 21,90 159,0 153,5
Minimo 1155 2,00 1,90 58,0 68,0
Maximo 230,4 37,70 39,70 340,0 290,0

Do mesmo modo, as variaveis peso dos ovarios e numero de ovariolos por ovario
também sdo consideradas medidas de qualidade reprodutiva da rainha. Com relacdo ao
peso dos ovarios, houve uma variacéo de 2 a 37,7 mg com mediana de 22,7 mg para 0
ovario esquerdo e, variacdo de 1,90 a 39,70 mg com mediana de 21,90 mg para 0 ovario
direito (Tabela 2). Estes resultados diferem do relatado por Kahya, Gencer & Woyke
(2008) para rainhas acasaladas. O peso dos ovarios de rainhas classificadas segundo o
peso a emergéncia, como leve (186,5 mg), moderado (194,4 mg) e pesado (209,0 mg) foi
de 52, 54,8 e 54,4 mg respectivamente sem diferencas significativas entre grupos.

No entanto, quando os autores avaliaram a rainha segundo o peso aos 30 dias ap6s a
oviposicdo, leve (<210 mg), moderado (210-220 mg) e pesadas (220 mg), o peso dos
ovarios teve diferencias significativas com 50,8 mg, 53,1 mg e 58,3m g, respectivamente
(Kahya, Genger & Woyke, 2008). O peso dos ovarios ndo depende apenas do numero de
ovariolos, mas também do nimero e estagio de desenvolvimento dos ovos nos ovariolos,
que por sua vez dependem da taxa de atividade de postura de ovos de uma rainha (Hatjina

et al., 2015).
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Avetisyan (1961) e Woyke (1971) afirmam que, o numero de ovariolos, é uma
caracteristica que ndo se altera durante toda a vida da rainha e, esta relacionado a sua
origem, bem como as condic¢des de reproducdo. Quanto mais ovariolos, mais ovos a
rainha potencialmente pode colocar (Cohet & David, 1978). Varios fatores podem afetar
o namero de ovariolos, incluindo o peso corporal (Kahya et al. 2008), 0 peso a emergéncia
(Woyke, 1971), a idade da larva transferida (Dedej et al. 1998), a redugéo na expressao
do gene 4-coumarate--CoA Ligase (4CL, Loc726040) (Zhang et al., 2022) o uso de
neonicotinoides (Kozii et al., 2021) e estressores, como doencas, que podem causar
deterioracdo ovariana (Gauthier et al., 2011; Amiri et al., 2017).

Uma rainha de qualidade deve ter cerca de 150 ovariolos (Ruttner, 1983; Carreck et
al., 2013). Hatjina et al. (2014) relataram que abelhas rainhas Apis melifera carnica de
qualidade tinham em média 160,94 + 14,97 ovariolos no ano de 2006 e 149,09 + 15,57
ovariolos no ano 2008. As rainhas avaliadas no presente estudo, apresentaram valores que
variaram de 58 a 340 ovariolos para o ovéario esquerdo, com mediana de 159 e para o
ovario direito o numero de ovariolos foi de 68 a 290 com mediana de 153,5 ovariolos
(Tabela 2). Segundo Delaney et al. (2011) e Jackson et al. (2011), o nimero de ovariolos
por ovario, varia de 100 a 180. No Brasil, rainhas africanizadas avaliadas cinco meses
apos o acasalamento apresentaram 115,2 + 64,3 ovariolos no ovério direito e 118,0 + 40,2
ovariolos no ovario esquerdo (Raulino-Domanski et al., 2019). Comparado com estes
estudos, 0s nossos resultados indicam que as rainhas que foram descartadas pelos
apicultores no estado de Santa Catarina, ainda se encaixam nos valores esperados para
rainhas de qualidade.

A criacdo de rainhas é uma atividade importante na apicultura que garante a
disponibilidade de rainhas de qualidade. Com base nisso, criar rainhas produtivas é uma

prioridade para o setor apicola. Os resultados do nimero total de ovariolos estdo
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representados no boxplot da Figura 4. O eixo vertical representa a contagem de ovariolos
que resultou da soma dos ovariolos do ovério esquerdo e direito, enquanto no eixo
horizontal estdo representados os apiérios onde foi realizada a coleta das rainhas,
representados por letras, de A para o primeiro apiario até a Z2 para o 28°apiéario. A linha
horizontal dentro do box indica a mediana do nimero total de ovariolos em cada apiario
e, a extensdo do box representa o intervalo inter quartil que fornece uma medida da
dispersdo dos dados ao redor da mediana. As maiores medianas foram observadas nos
apiarios R, E, Z, C e K. No entanto, ndo houve diferencas significativas entre as medianas
dos 28 apiarios. Observou-se as maiores dispersdes nos apiarios C, F, K, U e Z, e as
menores nos apiarios D, E, J, R e V. Também foi observada a presenca de outliers no
apiario B.

O numero total de ovariolos nas 137 rainhas variou de 154 a 532 com mediana de
318,5 ovariolos (Figura 4). Em consonancia, Jackson et al. (2011) reportaram uma
variacdo de 233 a 438 ovariolos com mediana de 320 ovariolos para rainhas obtidas de
apiarios comerciais localizados nas regides Sudeste e Oeste dos Estados Unidos. Cada
um destes ovariolos pode produzir entre 3 e 5 ovos por dia (Gauthier, 2011). Isso significa
que todos os dias a rainha poderia colocar até 2000 ovos, 0s quais, em peso, correspondem

ao peso médio da propria rainha (Blchler et al., 2013).
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Figura 4. Boxplot do nimero total de ovariolos (soma das contagens dos ovarios direito

e esquerdo) em uma amostra de 137 rainhas Apis mellifera obtidas de apiarios comerciais.

Para Porporato et al. (2015), abelhas Apis melllifera ligustica comerciais recém
acasaladas, apresentavam peso corporal e nimero de ovariolos de 186 mg e 74,45
ovariolos (contagem realizada unicamente no ovério direito), respectivamente. Porém,
rainhas velhas, com baixa produtividade e consideradas pelos apicultores como rainhas
de descarte, tiveram peso de 210 mg e 81,63 ovariolos no ovario direito. Os autores ainda
ressaltam que 75% das rainhas de descarte, apresentavam até seis defeitos por rainha,
incluindo defeitos fisicos aparentes como coloracdo anormal e tamanho reduzido e,
mostravam anomalias anatdmicas y funcionais como melanosis, atrofia ou hipoplasia
ovariana e anormalidades na espermateca (Porporato et al., 2015).

Além disso, os efeitos maternos em abelhas rainhas sdo vitais para o
desenvolvimento da rainha e para a aptiddo geral da colonia. Rainhas criadas a partir de
ovos provenientes de realeiras tem maior peso corporal, mais ovariolos e niveis de
expressao génica e metilacdo de DNA diferentes quando comparadas as rainhas criadas

com ovos ou larvas jovens provenientes de células de operarias (Wei et al., 2019; He et
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al., 2021). Igualmente, o niumero de ovariolos foi mais alto e significativamente diferente
em rainhas criadas a partir de ovos de realeiras quando comparadas com rainhas criadas
a partir de ovos e larvas de operaria com dois dias de idade (Yu et al., 2023).

Gregorc e Skerl (2015), estabeleceram, com base em 888 abelhas rainhas (Apis
mellifera carnica) fecundadas, um padrdo para a criacdo e acasalamento de rainhas de
qualidade na Eslovénia. Em que, as rainhas devem estar livres de Nosema, pesar 206 mg,
ter uma média de 149 ovariolos e ser capazes de armazenar em media cerca de 4 milhGes

de espermatozoides.

Correlacédo de Spearman

A relacédo entre peso da rainha e peso do ovario esquerdo e direito foi de 8,43 mg e 8,74
mg, respectivamente. A proporcao do peso dos ovarios esquerdo e direito em relacdo ao
peso total da rainha foi de 11,86% e 11,44%, respectivamente. Na Figura 5 observa-se
que a correlacdo, apresentou uma variagéo de 0,03 a 0,81, houve correlacéo baixa entre o
peso da rainha e 0 peso do ovario direito (r = 0,2, p < 0,05), mas, nao foi encontrada
correlacdo entre peso da rainha e o peso do ovario esquerdo (r=0,17, p > 0,05). De acordo
com Kahya et al. (2008), o peso corporal da rainha um més ap6s o inicio da oviposi¢do
esta correlacionado com o peso do ovério fresco (r = 0,688, p < 0,01). Assim, o fator peso
poderia ser usado para prever altas taxas de producdo, o que é de interesse para programas

de melhoramento genético, por exemplo.
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Figura 5. Correlacdo de Spearman para as variaveis peso da rainha (Peso), nimero de

P_ov d

ovariolos no ovario direito (N_ov_d) e esquerdo (N_ov_e), nimero total de ovariolos
(N_total_ov) e peso do ovario direito (P_ov_d) e esquerdo (P_ov_e). A cor azul indica
correlacdo positiva e vermelho correlagdo negativa, quanto maior a intensidade da cor,

maior é a forca da correlacdo. O branco indica auséncia de correlacao.

Da mesma forma, ndo houve correlagéo entre o peso da rainha e a contagem de
ovariolos no ovario esquerdo (r = 0,030, p > 0,05) e entre o peso da rainha e a contagem
de ovariolos no ovario direito (r = 0,081, p > 0,05) ou total (r = 0,0539, p > 0,05).
Similarmente, o peso do ovario direito e 0 nimero de ovariolos direito (r = -0,048, p >
0,05) ndo tiveram correlagdo e nem o peso do ovéario esquerdo e nimero de ovariolos
esquerdo (r =-0,035, p > 0,05) (Figura 5).

Levesque et al. (2023), reportaram correlacédo positiva alta entre o peso da rainha e
0 peso dos ovarios (Spearman r = 0,73, p = 0,04) para rainhas fecundadas estocadas em
colbnias banco e em abelhas controle alocadas em colmeias com uma Unica rainha

(Spearmen r = 0,86, p < 0,0001) no Canadé. Gregorc e Skerl. (2015) na avaliacio de 888
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rainhas comerciais de cinco regifes da Eslovénia nos anos, 2006, 2008 e 2010, também
relataram correlagdes de Pearson positivas entre 0 peso da rainha e o peso do ovario (r =
0,5243, p < 0,001) e, entre o0 peso do ovéario e 0 nimero de ovariolos (r = 0,2641, p <
0,05).

Williams et al. (2015) ndo encontraram correlagdes significativas entre o peso a
emergéncia e o numero de ovariolos em abelhas Apis mellifera carnica suplementadas
com polen tratado com neonicotinoides. Jackson et al. (2010) também relataram que nédo
houve correlacdo entre o peso da rainha e o nimero total de ovariolos (Spearman r = -
0,226, p = 0,053) de 75 abelhas A. mellifera comercias nos Estados Unidos.

No entanto, muitos estudos tém mostrado que o peso e o tamanho corporal da rainha
estdo fortemente correlacionados com o numero de ovariolos, o que influencia a
fecundidade e a qualidade da rainha (He et al., 2017; Wei et al., 2019). Hatjina et al.
(2014) encontraram uma correlagéo estatisticamente significativa entre o peso da rainha
e 0 nimero de ovariolos para rainhas inseminadas instrumentalmente (n = 27, R? = 0,325,
p <0,01), mas n&o para as rainhas acasaladas naturalmente (n =47, R>= 0,002, p = 0,766).

Em nossos resultados, houve correlacéo positiva e alta entre o nimero de ovariolos
esquerdo e direito (r = 0,81, p < 0,05) e o nimero de ovariolos total (r = 0,69, p < 0,05),
provavelmente, devido ao fato de que o nimero de ovariolos total resultou da soma dos

ovariolos em cada ovario.

Conclus6es

O estudo de caracteristicas morfoldgicas e reprodutivas das abelhas rainhas e como estas
se correlacionam, permite estabelecer um padrdo de qualidade de rainha que por sua vez
pode permitir o desenvolvimento de um protocolo para descarte adequado das rainhas.

Neste estudo ndo houve diferenca significativa entre apiarios para nenhuma das variaveis
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avaliadas em abelhas Apis mellifera africanizadas e, os valores de mediana para peso
Vvivo, peso dos ovarios e contagem de ovariolos encontram-se dentro do esperado em
rainhas de qualidade. Assim, conclui-se que deve ser realizado um maior controle dos
registros a campo destas rainhas nos apiarios para evitar trocas desnecessarias que

atrasem o desempenho das colénias e, prejudiquem o sucesso econdmico na apicultura.
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