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Resumo geral

O acaro Varroa destructor, importante parasito das abelhas Apis mellifera, esta exposto a uma variedade
de pressdes ambientais, desde as condi¢des climaticas as defesas do hospedeiro, como o0 comportamento
higiénico. A analise da morfologia permiti mensurar as variagdes morfolégicas dentro e entre
populagdes e inferir sobre suas causas, e a da assimetria flutuante mede o nivel de estresse enfrentado
durante o desenvolvimento de um organismo. A avalia¢do desses dois parametros em &caros pode ajudar
a compreender suas estratégias adaptativas. Os objetivos do presente estudo foram (1) identificar
estruturas corporais que refletem com maior precisdo variagdes morfoldgicas e assimetria flutuante de
V. destructor; (2) avaliar a relagdo entre o nivel de comportamento higiénico das col6nias de abelhas
africanizadas (A. mellifera) e a morfologia de V. destructor, bem como a relagdo entre assimetria
flutuante do hospedeiro e do parasito nos diferentes tipos de coldnia. Acaros e abelhas africanizadas
foram coletados de coldnias com niveis distintos de comportamento higiénico, em apiarios localizados
em areas de Mata Atlantica e Caatinga, e analisados a partir de morfometria geométrica. As abelhas
foram analisadas por meio das asas dianteiras e os acaros a partir de escudos ventrais: escudos
metapodais e escudo genito-ventral. No primeiro capitulo foram identificados os escudos de V.
destructor que refletem com maior precisdo as variagdes da forma (analise discriminante de validagdo
cruzada) e tamanho (teste t) e a assimetria flutuante da forma e do tamanho (Procrustes ANOVA e teste
t). O par de escudos metapodais dos acaros apresentou os maiores indices de classifica¢do de grupos, a
partir da forma, pela validagéo cruzada, entre localizagbes (78%) e tipos de coldnia hospedeira (70%).
Entre tipos de colbnia, foi 0 Unico que apresentou diferencas para o tamanho entre grupos (p<0,001).
Também foi o Unico escudo que possibilitou a analise de assimetria flutuante da forma e do tamanho. A
placa parece mais adequada para refletir diferenciacdo morfologica e assimetria flutuante, sendo
indicada como estrutura padrdo para futuras pesquisas. No segundo capitulo, foi analisada a relagdo
entre o nivel de comportamento higiénico das col6nias de abelhas e a morfologia do acaro, bem como a
relacdo entre assimetria flutuante do hospedeiro e do parasito nos diferentes tipos de colénia. A partir
do escudo metapodal foram encontradas diferencas tanto para a forma (p<0,001) quanto para o tamanho
(p<0,001) de 4caros que infestam os diferentes tipos de coldnia. Acaros de coldnias higiénicas séo
menores. As variacfes encontradas podem indicar que os dois grupos de parasitos enfrentaram pressées
distintas durante a ontogenia. Foram encontradas diferengas na assimetria flutuante do tamanho das
estruturas de abelhas (p<0,01) e &caros (p<0,01). Uma relacdo inversa entre a assimetria flutuante do
tamanho das estruturas do hospedeiro e do parasito foi encontrada, abelhas de coldnias higiénicas
apresentaram indices maiores de assimetria flutuante e seus acaros associados apresentaram niveis
menores. E possivel que outros fatores estejam mais associados a assimetria flutuante no ambito da
relacdo parasito-hospedeiro do que o préprio comportamento higiénico.

Palavras-chave: Comportamento higiénico; Morfometria geométrica; Parasitismo; Plasticidade

morfol6gica.



General Abstract

The Varroa destructor mite, a significant parasite of Apis mellifera bees, is subjected to a range of
environmental pressures, encompassing climatic conditions and host defenses, such as hygienic
behavior. Morphological analysis enables the quantification of morphological variations within and
among populations, facilitating the inference of their underlying causes. Additionally, assessing
fluctuating asymmetry measures the degree of stress encountered during organism development. The
evaluation of these two parameters in mites can contribute to a comprehensive understanding of their
adaptive strategies. The objectives of the present study were (1) to identify anatomical structures that
more precisely capture morphological variations and fluctuating asymmetry in V. destructor; (2) to
assess the relationship between the level of hygienic behavior in Africanized bee colonies (A. mellifera)
and the morphology of V. destructor, as well as the correlation between fluctuating asymmetry in the
host and parasite across different colony types. Mites and Africanized bees were collected from colonies
exhibiting varying degrees of hygienic behavior in apiaries located in the Atlantic Forest and Caatinga
regions. The analysis of bees involved the examination of their front wings, while mites were scrutinized
based on their ventral shields, specifically the metapodal shields and genito-ventral shield. In the first
chapter, V. destructor shields were identified that most accurately reflect variations in shape (cross-
validation discriminant analysis) and size (t-test) and the fluctuating asymmetry of shape and size
(Procrustes ANOVA and t-test). The pair of mite metapodal shields presented the highest group
classification rates, based on shape, by cross-validation, between locations (78%) and types of host
colony (70%). Among colony types, it was the only one that showed differences in size between groups
(p<0.001). It was also the only shield that allowed the analysis of fluctuating asymmetry of shape and
size. The plate seems more suitable to reflect morphological differentiation and fluctuating asymmetry,
and is recommended as a standard structure for future research. In the second chapter, we investigated
the relationship between the level of hygienic behavior in bee colonies and the morphology of V.
destructor mites, as well as the connection between fluctuating asymmetry in the host and parasite across
different colony types. Notably, significant differences were observed in both the shape (p<0.001) and
size (p<0.001) of mites infesting different colony types, particularly in the metapodal shield. Mites from
hygienic colonies exhibited smaller sizes, suggesting distinct developmental pressures experienced by
the two parasite groups. Moreover, variations were identified in the fluctuating asymmetry of both bee
(p<0.01) and mite (p<0.01) structures. An inverse correlation was observed in the fluctuating asymmetry
of size between host and parasite structures; bees from hygienic colonies exhibited higher rates of
fluctuating asymmetry, while their associated mites demonstrated lower levels. These findings indicate
that factors beyond hygienic behavior may exert a more significant influence on fluctuating asymmetry

within the host-parasite relationship.

Keywords: Geometric morphometry; Hygienic behavior; Morphological plasticity; Parasitism.



Introducéo geral

Para sobreviver e se reproduzir os individuos devem superar uma variedade de pressdes gque lhes
sdo impostas, diante de mudancas ambientais podem ajustar suas estratégias em curtos periodos de
tempo a partir da plasticidade fenotipica (Clifton et al., 2020). Essa propriedade pode ser definida como
a capacidade de um Unico gendtipo expressar fenotipos alternativos a depender das condicGes bidticas
ou abidticas as quais 0 organismo é exposto durante sua ontogenia, podendo se apresentar em diferentes
dimensdes, dentre elas, a morfoldgica (Agrawal, 2001; Forsman, 2015). De fato, as pressdes ambientais
frequentemente modulam a morfologia dentro e entre populagdes pois podem interferir nos processos
de crescimento e morfogénese (Zelditch et al., 2004; Clifton et al., 2020).

Enquanto a analise da morfologia pode dar pistas sobre as causas da variagdo morfol6gica em
resposta as pressdes ambientais que estdo sendo medidas (Zelditch et al., 2004), a avaliagdo da assimetria
flutuante, um tipo de desvio de simetria, pode refletir o nivel de estresse enfrentado durante o
desenvolvimento de um individuo (Klingenberg; Nijhout, 1999; Klingenberg, 2003; Klingenberg,
2015). Isso € possivel por que a assimetria de estruturas bilateralmente simétricas é, em geral, atribuida
a ruidos aleatorios que se acumulam durante a ontogenia (Klingenberg; Nijhout, 1999).

O &caro Varroa destructor Anderson e Treuman, 2000 € ectoparasito de abelhas meliferas e se
desenvolve dentro de células de cria das abelhas, ndo apresenta estagio de vida livre e seu ciclo de vida
é composto por uma frase reprodutiva e outra de dispersdo (Rosenkranz et al., 2010; Traynor et al.,
2020). Na fase reprodutiva, o 4caro fémea entra em uma célula de cria de operéaria ou zangdo pouco
antes de ser selada, ali coloca ovos que dardo origem a um macho e algumas fémeas, a medida que
atingem a maturidade, as fémeas acasalam com o &caro macho (Rosenkranz et al., 2010; Traynor et al.,
2020). Quando a abelha recém-formada emerge da célula, apenas o acaro mae e suas descendentes
fémeas maduras sairdo da célula aderidas ao corpo da abelha e iniciardo a fase de disperséo, periodo em
gue circulam pela coldnia até entrarem em contato com uma nova célula de cria (Rosenkranz et al.,
2010; Traynor et al., 2020).

Durante o desenvolvimento das fémeas a forma do corpo muda de oblongo para um corpo
eliptico, com largura maior que o comprimento (Rosenkranz et al., 2010). O corpo do &caro é dividido
em duas regides, o idiossoma e gnatossoma. O gnatossoma é formado pelas pecas bucais (dois
pedipalpos e duas queliceras), o idiossoma € achatado e coberto por escudos esclerotizados articulados,
um grande escudo dorsal e sete placas ventrais menores, que protegem seus 6rgaos internos e sao unidos
por membranas finas e flexiveis (Rosenkranz et al., 2010; Piou et al., 2021). A ontogénese dos acaros
fémeas dura entre cinco e seis dias, depois da eclosdo do ovo, elas passam pelos estagios de protoninfa
e deutoninfa, com uma muda em cada um deles (Donzé; Guerin, 1994; Martin, 1994; 1995). Cada
estagio é subdividido por uma fase mdvel inicial e, antes de cada muda, as ninfas tornam-se imoveis,
nessa fase elas sdo chamadas de protocrisalida e deutocrisalida (Donzé; Guerin, 1994; Rosenkranz et

al., 2010). Apos a ultima muda, as fémeas atingem a maturidade (Ziegelmann et al., 2013).
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Dada a disseminacdo mundial do parasito a partir do comércio internacional de coldnias, 0s
acaros podem ser expostos a uma variedade de pressdes durante sua ontogenia, que resultam da interaco
de multiplos fatores, dentre eles a localiza¢do geografica, sazonalidade, subespécie hospedeira, manejo
da coldnia, resisténcia do hospedeiro, caracteristicas genéticas e ecoldgicas da colbnia e fatores do
préprio parasito (Wilson-Rich et al., 2009; Rosenkranz et al., 2010; Traynor et al., 2020; Mondet et al.,
2020). Dessa maneira, ¢é indispensavel avaliar a plasticidade morfoldgica de V. destructor para ampliar
0 conhecimento sobre a sua capacidade de em lidar com diferentes pressdes e a viabilidade de longo
prazo de suas populacgdes frente a ambientes tao variaveis (Pigliucci, 2005; Clifton et al., 2020).

No entanto, o conhecimento sobre a variabilidade morfoldgica de V. destructor se baseia, em
grande parte, em estudos que utilizam morfometria tradicional, técnica que usa medidas lineares
(Rahmani et al., 2006; Maggi et al., 2009; Borsuk et al., 2012; Abou-Shaara; Tabikha, 2016; Aude et
al., 2016; Loeza-Concha et al., 2018; Yevstafieva et al., 2020; Duttmann et al., 2021; Dominguez-
Rebolledo et al., 2022). Essa abordagem pode apresentar limitacbes para o estudo da forma das
estruturas bioldgicas, principalmente por levar a perda de informagfes sobre a forma e diminuir a
robustez das analises (Rohlf; Marcos, 1993; Adams et al., 2004). Enquanto a morfometria geométrica
usa técnicas que sanam essas limitacdes (Zelditch et al., 2004; Fornel; Cordeiro-Estrela, 2012), podendo
se apresentar como uma ferramenta mais adequada para estudos morfoldgicos de V. destructor. Apesar
disso, os estudos da morfologia desse acaro a partir da morfometria geométrica sdo escassos e ndo ha
padronizagdo das estruturas analisadas (Giménez et al., 2017).

Além disso, a plasticidade morfologica em V. destructor tém sido demonstrada entre
populacdes (Maggi et al., 2009; Aude et al., 2016; Farjamfar et al., 2018) entre estagdes (Yevstafieva et
al., 2020), pela exposicdo a acaricidas (Maggi et al., 2012; Loeza-Concha et al., 2018), e entre
morfotipos de abelhas A. mellifera (Giménez et al., 2017), mas o efeito da resisténcia do hospedeiro
sobre a morfologia e a assimetria flutuante de V. destructor permanece desconhecido. Adicionalmente,
estudos que avaliam a assimetria flutuante de estruturas corporais de V. destructor sdo escassos.

As estratégias de resisténcia das abelhas podem ser importantes mecanismos de controle da
infestacdo por V. destructor, ao eliminar acaros da colénia e interromper sua reproducao (Wilson-Rich
et al., 2009; Cheruiyot et al., 2018). O comportamento higiénico é uma estratégia de resisténcia coletiva
realizado por abelhas adultas, que consiste na deteccdo e remocdao de cria morta ou doente da coldnia,
para controlar a disseminagéo de doencas da cria (Wilson-Rich et al., 2009). A abelha africanizada (Apis
mellifera L.) € um hibrido resultante do cruzamento entre uma subespécie africana (Apis mellifera
scutellata Lepeletier, 1836) e subespécies de abelhas meliferas europeias e do Médio Oriente (Guzman-
Novoa et al., 2020; Zarate et al., 2022). Quando comparada as abelhas europeias, sdo mais resistentes
a V. destructor, o que inclui maior eficiéncia no comportamento higiénico (Guzman-Novoa et al., 1999;
Martin; Kryger, 2002). Mas mesmo nas abelhas africanizadas, as taxas de comportamento higiénico
podem variar de acordo com as caracteristicas genéticas e ecoldgicas da colénia, resultando em

diferentes niveis de resisténcia (Wilson-Rich et al., 2009; Pereira et al., 2013). Desse modo, é possivel
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gue coldnias com diferentes resisténcias possam se configurar como ambientes de desenvolvimento
distintos para os acaros gue as infestam.

A relevancia de se estudar e monitorar as populacdes de V. destructor, bem como dos fatores
gue modulam sua morfologia e interferem em seu desenvolvimento, é reforcada quando levamos em
consideracdo sua importancia ecoldgica e econémica. O acaro tem provocado grande impacto sobre
populagdes selvagens e manejadas do novo hospedeiro (Rosenkranz et al., 2010), ao afetar abelhas
adultas e imaturas com danos fisicos, comportamentais e imunolégicos (Kralj; Fuch, 2006; Koleoglu et
al., 2017; 2018; Ramsey et al., 2019). Adicionalmente, o caro pode transmitir virus as abelhas, como
o virus da asa deformada (DWV) e o virus da paralisia aguda das abelhas (ABPV) e interage com outros,
como o virus da cria ensacada (SBV), comprometendo a salde das abelhas (Miranda et al., 2010; Di
Prisco et al., 2016; Thaduri et al., 2018). Em especial, apresenta uma relagcdo mutualistica com o DWV,
que leva ao comprometimento da imunidade do hospedeiro, o efeito sinergético dessa associacao esta
entre as principais causas da perda de coldnias de abelhas europeias na América do Norte e na Europa
(Rosenkranz et al., 2010; Guzman-Novoa et al., 2010; Nazzi et al., 2012).

Diante disso, torna-se evidente a necessidade de pesquisas que utilizem ferramentas mais
eficazes para identificar as variagGes morfoldgicas de V. destructor, selecionar estruturas morfologicas
que refletem com maior preciséo as variagdes morfoldgicas e identificar estruturas que que indicam com
maior precisao a instabilidade no desenvolvimento do parasito. Ademais é de fundamental importancia
avaliar se o nivel de comportamento higiénico afeta a morfologia e o desenvolvimento do &caro.

Com o objetivo de realizar essas avaliaces, o presente trabalho foi dividido em dois capitulos.
No primeiro capitulo foram identificadas, por meio da morfometria geométrica, estruturas corporais que
refletem com maior precisdo as variagdes morfoldgicas de morfotipos e a assimetria flutuante do
parasito, de modo que possam ser utilizadas em futuras pesquisas de campo, experimentos e
monitoramento. J& no segundo capitulo, a relacdo entre o nivel de comportamento higiénico das col6nias
de abelhas e a morfologia do acaro, bem como a relagdo entre assimetria flutuante do hospedeiro e do

parasito nos diferentes tipos de col6nia foram avaliadas.

Referéncias bibliogréaficas

Abou-Shaara HF, Tabikha RM (2016) Morphological characterization and a morphometry map for
Varroa mites from northwest of egypt. Cercetari Agronomice in Moldova 49(4):75-84.
https://doi.org/10.1515/cerce-2016-0038

Agrawal AA (2001) Phenotypic plasticity in the interactions and evolution of species. Science 294:321-
326. https://doi.org/10.1126/science.106070

Aude KE, Armand P, Francois A, Charlemagne G, Georg G, Manuelle T, Lamine BM (2016)
Morphometric characterization of parasite Varroa sp. of bee Apis mellifera . in Benin. European
Scientific Journal 12(33): 221. https://doi.org/10.19044/esj.2016.v12n33p221

12



Borsuk G, Olszewski K, Strachecka A, Paleolog J, Kasperek K (2012) Genetic and morphometric
variation of the Varroa destructor developing in standard and small comb cells. Med. Weter 68(10):
599-602

Cheruiyot SK, Lattorff HMG, Kahuthia-Gathu R, Mbugi JP, Muli E (2018) Varroa-specific hygienic
behavior of Apis mellifera scutellata in  Kenya. Apidologie  49:439-449.
https://doi.org/10.1007/s13592-018-0570-6

Clifton IT, Chamberlain JD, Gifford ME (2020) Role of phenotypic plasticity in morphological
differentiation between watersnake populations. Integrative Zoology 15(4):329-337.
https://doi.org/10.1111/1749-4877.12431

Di Prisco G, Annoscia D, Margiotta M, Ferrara R, Varricchio P, Zanni V, Pennacchio F (2016) A
mutualistic symbiosis between a parasitic mite and a pathogenic virus undermines honey bee
immunity and health. Proceedings of the National Academy of Sciences 113(12): 3203-3208.
https://doi.org/10.1073/pnas.1523515113

Dominguez-Rebolledo A, Quej-Chi V, Chi-Maas D, Lemus-Flores C, Dzib-Cauich D, Loeza-Concha H
(2022) Identificacion morfométrica de la especie predominate de Varroa (Parasitiformes:
Varroidae) en colonias de abejas en Hopelchén, Campeche. Abanico Veterinario 12:1-13.
https://doi.org/10.21929/abavet2022.2

Donzé G, Guerin PM (1994) Behavioral attributes and parental care of Varroa mites parasitizing
honeybee brood. Behavioral Ecology and Sociobiology 34:305-319.
https://doi.org/10.1007/BF00197001

Dittmann C, Flores B, Sheleby-Elias J, Castillo G, Osejo H, Bermudez S, Demedio J (2021)
Morphotype and haplotype identification of Varroa destructor (Acari: Varroidae), and its
importance for apiculture in Nicaragua. Experimental and Applied Acarology 83(4): 527-544.
https://doi.org/10.1007/s10493-021-00603-9

Farjamfar M, Saboori A, Nozari J (2018) Morphometric analysis in different geographical populations
of Varroa destructor (Acari: Varroidae) associated with Apis mellifera colonies in Iran. Systematic
and Applied Acarology 23(10): 1915-1930. https://doi.org/10.11158/saa.23.10.4

Fornel R, Cordeiro-Estrela P (2012) Morfometria geométrica e a quantificacdo da forma dos
organismos. In: Marinho JR, Hepp LU, Fornel R (org) Temas em Biologia: Edicdo comemorativa
aos 20 anos do Curso de Ciéncias Bioldgicas e aos 5 anos do PPG-Ecologia da URI Campus de
Erechim, 12 ed. Erechim, EDIFAPES, pp 101-120.

Forsman A (2015) Rethinking phenotypic plasticity and its consequences for individuals, populations
and species. Heredity, 115: 276-284. https://doi.org/10.1038/hdy.2014.92

Giménez PM, Mendoza Y, Invenizzi C, Fuselli S, Alonso SR., Fernandez IP, Maggi M (2017)
Morphometric correlation between Apis mellifera morphotypes (Hymenoptera) and Varroa
destructor (Acari) from Uruguay. Journal of Apicultural Research 56(2): 122-129.
https://doi.org/10.1080/00218839.2017.1287998

Guzméan-Novoa E, Vandame R, Arechavaleta ME (1999) Susceptibility of European and Africanized
honey bees (Apis mellifera L.) to Varroa jacobsoni Oud. in Mexico. Apidologie 30:173-182.

Guzman-Novoa E, Morfin N, De la Mora A, Macias-Macias JO, Tapia-Gonzélez JM, Contreras-
Escarefio F, Medina-Flores CA, Correa-Benitez A, Quezada-Euan JJG (2020) The process and
outcome of the africanization of honey bees in mexico: lessons and future directions. Frontiers in
Ecology and Evolution 8:608091. https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fev0.2020.608091

Klingenberg CP, Nijhout HF (1999) Genetics of fluctuating asymmetry: a developmental model of
developmental  instability.  Evolution  53(2):358-375.  https://doi.org/10.1111/j.1558-
5646.1999.tb03772.x

13



Klingenberg CP (2003) A developmental perspective on developmental instability: theory, models and
mechanisms. In; Polak M (ed) Developmental instability: causes and consequences. Oxford
University Press, New York, pp 427-442

Klingenberg CP (2015) Analyzing fluctuating asymmetry with geometric morphometrics: concepts,
methods, and applications. Symmetry 7(2):843-934. https://doi.org/10.3390/sym7020843

Loeza-Concha H, Dominguez-Rebolledo A, Escalera-Valente F, Avila-Ramos F, Carmona-Gasca C
(2018) Morphometric identification of Varroa destructor and its plasticity by the exposure to
thymol. Abanico Veterinario 8(2): 98-107. https://doi.org/10.21929/abavet2018.82.9

Maggi MD, Sardella NH, Ruffinengo SR, Eguaras MJ (2009) Morphotypes of Varroa destructor
collected in Apis mellifera colonies from different geographic locations of Argentina. Parasitology
Research 105(6): 1629-1636. https://doi.org/10.1007/s00436-009-1605-8

Martin SJ (1994) Ontogenesis of the mite Varroa jacobsoni Oud. in worker brood of the honeybee Apis
mellifera L. under natural conditions. Experimental and applied acarology 18(2):87-100

Martin SJ (1995) Ontogenesis of the mite Varroa jacobsoni Oud. in drone brood of the honeybee Apis
mellifera L. under natural conditions. Experimental and applied acarology 19(4):199-210

Martin SJ, Kryger P (2002) Reproduction of Varroa destructor in South African honey bees: does cell
space influence Varroa male survivorship?. Apidologie 33(1):51-61.
https://doi.org/10.1051/apido: 2001007

Miranda JR, Cordoni G, Budge G (2010) The acute bee paralysis virus—Kashmir bee virus—Israeli acute
paralysis  virus complex. Journal of invertebrate pathology 103:30-47.
https://doi.org/10.1016/j.jip.2009.06.014

Mondet F, Beaurepaire A, McAfee A, Locke B, Alaux C, Blanchard S, Danka B, Le Conte Y (2020)
Honey bee survival mechanisms against the parasite Varroa destructor: A systematic review of
phenotypic and genomic research efforts. International Journal for Parasitology 50(6):433-447.
https://doi.org/10.1016/j.ijpara.2020.03.005

Nazzi F, Brown SP, Annoscia D, Del Piccolo F, Di Prisco G, Varricchio P, Pennacchio F (2012)
Synergistic parasite-pathogen interactions mediated by host immunity can drive the collapse of
honeybee colonies. PLoS pathogens 8(6):1002735. https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1002735

Pereira RA, Morais MM, Francoy TM, Gongalves LS (2013) Hygienic behavior of Africanized honey
bees Apis mellifera directed towards brood in old and new combs during diurnal and nocturnal
periods. Insects 4(4):521-532. https://doi.org/10.3390/insects4040521

Pigliucci M (2005) Evolution of phenotypic plasticity: where are we going now?. Trends in ecology and
evolution 20(9):481-486. https://doi.org/10.1016/j.tree.2005.06.001

Rahmani H, Kamali K, Saboori A, Nowzari J (2006) Report and survey of morphometric characteristics
of Varroa destructor (Acari:Varroidae) collected from honey bees in Tehran Province, Iran. Journal
of Agricultural Science and Technology 8(4): 351-355.

Rath W (1999) Co-adaptation of Apis cerana Fabr. and Varroa jacobsoni Oud. Apidologie 30(2-3):97-
110. https://doi.org/10.1051/apido:19990202

Rohlf FJ, Marcus LF (1993) A revolution morphometrics. Trends in ecology and evolution 8(4):129-
132. https://doi.org/10.1016/0169-5347(93)90024-J

Rosenkranz P, Aumeier P, Ziegelmann B (2010) Biology and control of Varroa destructor. Journal of
Invertebrate Pathology 103:96-S119. https://doi.org/10.1016/j.jip.2009.07.016

14



Thaduri S, Locke B, Granberg F, de Miranda JR (2018) Temporal changes in the viromes of Swedish
Varroa-resistant and Varroa-susceptible honeybee populations. PLoS One 13(12):e0206938.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0206938

Traynor KS, Mondet F, De Miranda JR, Techer M, Kowallik V, Oddie MAY, Chantawannakul P,
McAfee A (2020) Varroa destructor: A Complex Parasite, Crippling Honey Bees Worldwide.
Trends in Parasitology 36(7):592-606. https://doi.org/10.1016/j.pt.2020.04.004

Wilson-Rich N, Spivak M, Fefferman NH, Starks PT (2009) Genetic, individual, and group facilitation
of disease resistance in insect societies. Annual review of entomology 54:405-423.
https://doi.org/10.1146/annurev.ent0.53.103106.093301

Yevstafieva VO, Zaloznaya LM, Nazarenko OS, Melnychuk VV, Sobolta AG (2020) Morphological
variation of Varroa destructor (Parasitiformes, Varroidae) in different seasons. Biosystems
Diversity 28(1):18-23. https://doi.org/10.15421/012003

Zarate D, Lima TG, Poole JD, Calfee E, Burton RS, Kohn JR (2022) Admixture in africanized honey
bees (Apis mellifera) from Panama to San Diego, California (USA). Ecology and evolution 12(2):
€8580. https://doi.org/10.1002/ece3.8580

Zelditch ML, Swiderski DL, Sheets HD, Fink WL (2004) Geometric morphometrics for biologists: A
primer. Elsevier Academic Press.

Ziegelmann B, Lindenmayer A, Steidle J, Rosenkranz P (2013) The mating behavior of Varroa
destructor is triggered by a female sex pheromone. Apidologie 44(3):314-323.
https://doi.org/10.1007/s13592-012-0182-5

15



CAPITULO 1

ESCUDOS METAPODAIS SAO INDICADOS COMO ESTRUTURAS PADRAO PARA
ANALISES DE MORFOMETRIA GEOMETRICA E ASSIMETRIA FLUTUANTE DE Varroa

destructor
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Resumo

O acaro Varroa destructor, ectoparasito de abelhas Apis mellifera, possui ampla distribuicdo geografica
e tem causado impacto econémico e ecoldgico sobre coldnias manejadas e selvagens de seus
hospedeiros. Diante das pressfes ambientais, 0s parasitos podem se adaptar rapidamente a partir da
plasticidade morfoldgica, e o estudo da morfologia e da assimetria de estruturas corporais pode oferecer
importantes pistas sobre pressbes enfrentadas durante 0s processos de crescimento e morfogénese.
Sendo importantes para compreender a capacidade adaptativa de uma espécie e a viabilidade de longo
prazo de suas populagdes. Dentre as variagBes ambientais que os acaros podem enfrentar estd a
associagdo com morfotipos hospedeiros distintos e as defesas das abelhas, como o comportamento
higiénico das colbnias. O objetivo da presente pesquisa foi identificar, por meio da morfometria
geomeétrica, estruturas corporais que refletem com maior precisdo as variagdes morfoldgicas e a
assimetria flutuante do parasito em diferentes contextos ambientais. Acaros em fase de dispersio foram
coletados em col6nias de abelhas africanizadas (A. mellifera) considerando (1) niveis distintos de
comportamento higiénico de colmeias do mesmo apiario; (2) coldnias em areas de Caatinga e de Mata
Atlantica. O material foi submetido a analises morfométricas para quantificar as variagcdes de forma e
tamanho, bem como, de assimetria flutuante do par de escudos metapodais e genito-ventral de V.
destructor. As varia¢Oes da forma de acaros dos contextos 1 e 2 foram avaliadas a partir de anélise
discriminante de validag&o cruzada e as de tamanho com teste t. As assimetrias flutuantes da forma e do
tamanho foram analisadas apenas em acaros do contexto 1, a partir de Procrustes ANOVA e teste t. Pela
validagdo cruzada o escudo metapodal apresentou maiores indices de classificacao de grupos, entre tipos
de colbnia hospedeira (70%) e localizagbes (78%), quando comparado ao escudo genito-ventral (64% e
65%, respectivamente). N&o houve diferencas significativa no tamanho dos dois escudos no contexto 2.
No contexto 1, o escudo metapodal foi o Unico que apresentou diferengas para o tamanho entre grupos
(p<0,001). A variabilidade da forma e tamanho é um indicativo de que os grupos de parasitos
enfrentaram press6es distintas durante o crescimento e a morfogénese. Em relacéo a assimetria flutuante,
0s acaros do contexto 1 apresentaram niveis significativos de assimetria flutuante para a forma e
tamanho (p<0,001) do par de escudos metapodais, e para a forma do escudo genito-ventral (p<0,001).
O escudo metapodal foi o Unico que possibilitou a analise de assimetria flutuante do tamanho,
apresentando diferenca entre os grupos (p<0,05). De modo geral, o par de escudos metapodais parece
mais adequado para refletir variagdes de forma, tamanho e assimetria flutuante do parasito em diferentes
contextos ambientais, sendo indicado como estrutura padrdo a ser utilizada em futuras pesquisas de

campo, experimentos e monitoramento envolvendo V. destructor.

Palavras-chave: Acaros; Instabilidade do desenvolvimento; Morfometria geométrica; Variagdo

morfol6gica.
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Abstract

The Varroa destructor mite, an ectoparasite of Apis mellifera bees, exhibits a broad geographic
distribution and has inflicted economic and ecological impacts on both managed and wild colonies of
its hosts. In response to environmental pressures, parasites can rapidly adapt through morphological
plasticity. The study of morphology and asymmetry in body structures provides valuable insights into
the challenges encountered during the processes of growth and morphogenesis. These insights are
crucial for understanding the adaptive capacity of a species and the long-term viability of its populations.
Among the environmental variations that mites may encounter is their association with different host
morphotypes and bee defenses, such as the hygienic behavior of colonies. The objective of this research
was to identify, through geometric morphometrics, body structures that more accurately reflect the
morphological variations and fluctuating asymmetry of the parasite in different environmental contexts.
Mites in the dispersion phase were collected in colonies of Africanized bees (A. mellifera) considering
(1) different levels of hygienic behavior of hives in the same apiary; (2) colonies in Caatinga and Atlantic
Forest areas. The material was subjected to morphometric analyzes to quantify variations in shape and
size, as well as fluctuating asymmetry of the pair of metapodal and genito-ventral shields of V.
destructor. Variations in the shape of mites in contexts 1 and 2 were evaluated using cross-validation
discriminant analysis and size variations using the t test. Fluctuating asymmetries in shape and size were
analyzed only in mites from context 1, using Procrustes ANOVA and t-test. Through cross-validation,
the metapodal shield exhibited higher group classification rates between types of host colonies (70%)
and locations (78%), surpassing the performance of the genito-ventral shield (64% and 65%,
respectively). No significant differences in the size of the two shields were observed in context 2.
However, in context 1, the metapodal shield was the only one that demonstrated significant size
differences between groups (p<0.001). The observed variability in shape and size suggests that distinct
groups of parasites experienced varying pressures during growth and morphogenesis. Regarding
fluctuating asymmetry, mites from context 1 exhibited significant levels of fluctuating asymmetry for
both the shape and size (p<0.001) of the pair of metapodal shields, as well as for the shape of the genito-
ventral shield (p<0.001). The metapodal shield was the only one that allowed for the analysis of
fluctuating size asymmetry, revealing a difference between groups (p<0.05). In general, the pair of
metapodal shields appears to be more suitable for reflecting variations in shape, size, and fluctuating
asymmetry of the parasite in different environmental contexts. It is recommended as a standard structure

for use in future field research, experiments, and monitoring involving V. destructor.

Keywords: Developmental instability; Geometric morphometry; Mites; Morphological variation.
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Introducéo

A plasticidade fenotipica permite que os organismos se ajustem as mudancas ambientais em
curtos periodos de tempo, pois pode ocorrer dentro de uma Unica geracdo. Além disso, se apresenta em
diferentes niveis, dentre eles, o morfolégico (Clifton et al., 2020). De fato, os processos bioldgicos
podem levar a mudancas no formato entre individuos ou suas partes e o estudo da morfologia permite
identificar variacGes na forma e tamanho, que podem estar associadas a diferencas nas pressdes
enfrentadas durante os processos de crescimento e morfogénese dos organismos (Zelditch, 2004).

A relagdo entre o0 acaro ectoparasito Varroa destructor Anderson e Treuman, 2000 e subespécies
da abelha Apis mellifera Linnaeus, 1758, levou a sua disseminacdo mundial, facilitada pelo comércio
internacional de col6nias (Rosenkranz et al., 2010). Em seu hospedeiro original, a abelha asiatica Apis
cerana Fabricius, 1793, a coevolugdo parece ter levado a baixos niveis de infestacdo e dano (Rath, 1999;
Locke, 2016). Entretanto, o &caro tem causado grande impacto sobre populacdes selvagens e manejadas
nos novos hospedeiros (Rosenkranz et al., 2010), com niveis de infestacdo e dano que variam entre
subespécies da abelha, localizacdo geografica e estacdo (Martin et al., 1997; Vandame et al., 2000;
Martin, 2001; Medina et al., 2002). Portanto, é fundamental estudar as populagdes de V. destructor e
sua capacidade de adaptacdo as pressdes seletivas em diferentes contextos ambientais.

O &caro ndo possui estagio de vida livre, estando estritamente relacionado ao seu hospedeiro e
seu Unico ambiente é a coldnia (Rosenkranz et al., 2010). As abelhas meliferas apresentam uma alta
plasticidade fenotipica que contribui para a sua adaptacdo a diferentes regides e climas, e que resulta na
diferenciagdo de suas populacdes, incluindo caracteres morfoldgicos (Le Conte; Navajas, 2008; Sousa
et al., 2016). E possiveis a variagio encontrada entre as populagdes hospedeiras afete os parasitos. De
fato, a associa¢do do acaro V. destructor com diferentes ecotipos de uma mesma espécie de abelha
mostrou que as populagdes do parasito podem apresentar correlagdo morfométrica com seus hospedeiros
(Giménez et al., 2017). Além disso, mecanismos de resisténcia das abelhas podem afetar os parasitos
(Wilson-Rich et al., 2009). O comportamento higiénico, por exemplo, é uma estratégia de resisténcia
coletiva realizado por abelhas adultas, que consiste na deteccéo e remocdo de cria morta ou doente da
colbnia, para controlar a disseminacdo de doencas da cria (Wilson-Rich et al., 2009). Contra V.
destructor esse mecanismo pode atuar eliminando os &caros da coldnia e interrompendo sua reproducéo
(Cheruiyot et al., 2018). Mas as taxas de comportamento higiénico, ou seja, a velocidade com que as
abelhas o realizam, varia de acordo com as caracteristicas genéticas e ecoldgicas de cada coldnia
(Wilson-Rich et al., 2009). Portanto, é possivel que as diferentes condi¢cdes ambientais resultantes da
interacdo entre esses fatores levem as mais diversas pressdes durante a morfogénese do acaro.

O corpo de V. destructor é achatado e coberto por placas esclerotizadas articuladas, um grande
escudo dorsal e sete placas ventrais menores, que protegem seus 6rgdos internos (Piou et al., 2021), e

que tém sido utilizadas em estudos populacionais a partir da morfologia de estruturas corporais do acaro,
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tais como os escudos ventrais. Apesar disso, a maioria delas se baseia na morfometria tradicional, que
utiliza medidas lineares (Rahmani et al., 2006; Maggi et al., 2009; Borsuk et al., 2012; Aude et al., 2016;
Abou-Shaara; Tabikha, 2016; Loeza-Concha et al., 2018; Farjamfar et al., 2018; Yevstafieva et al., 2020;
Dattmann et al., 2021; Dominguez-Rebolledo et al., 2022). Essa abordagem pode apresentar limitacdes
para o estudo de estruturas bioldgicas, sobretudo da forma, principalmente por levar a perdas de
informacBes sobre essa caracteristica e diminuir a robustez das analises (Adams et al., 2004). Como a
morfometria geométrica usa técnicas gque sanam essas limitacGes (Zelditch et al., 2004; Fornel;
Cordeiro-Estrela, 2012), pode se apresentar como uma ferramenta mais adequada para estudos que se
baseiam na morfologia de V. destructor.

Enquanto a anélise da forma pode indicar diferencas nos processos de morfogénese e seus
fatores causais (Zelditch, 2004), o nivel de estresse enfrentado durante o desenvolvimento de um
individuo, pode ser medido a partir da assimetria flutuante, um tipo de desvio de simetria que denota
pequenas diferencas entre os lados direito e esquerdo do corpo (Klingenberg; Nijhout, 1999; Palmer,
1994; Klingenberg, 2015). Dessa forma, pode indicar o nivel de estresse enfrentado por V. destructor
por meio da avalia¢do da assimetria flutuante dos individuos sob diferentes condi¢Ges ambientais. Tanto
as variagdes morfoldgicas quanto a assimetria flutuante podem ser analisadas a partir das técnicas de
morfometria geométrica (Fornel; Cordeiro-Estrela, 2012; Klingenberg, 2015).

Diante da necessidade de estudos mais precisos para identificar, quantificar e visualizar as
variagdes de forma das estruturas e dos desvios de simetria corporal de V. destructor, o objetivo da
presente pesquisa foi identificar, por meio da morfometria geométrica, estruturas corporais que refletem
com maior precisdo as variagdes morfologicas e a assimetria flutuante do acaro, de modo que possam

ser utilizadas em futuras pesquisas de campo, experimentos, monitoramento do parasito.

Material e métodos

Para obter fémeas adultas de V. destructor na fase de dispersdo, periodo em que se fixam ao
corpo do hospedeiro para circular pela col6nia, amostras de abelhas adultas foram obtidas do interior de
colobnias de abelhas africanizadas (Apis mellifera L.). Aproximadamente 100 abelhas por colmeia foram
coletadas aleatoriamente e acondicionadas em alcool a 70%. As 20 colbnias amostradas estavam
inseridas em dois apiarios no estado de Sergipe, sendo 10 no municipio de Itabi (10°05'13.71"S
37°11'09.26" W), cercado por vegetacdo de Caatinga, € 10 em Itaporanga d’ajuda (11°02'07.77"S
37°18'53.41"W), circundado por vegetacdo de Mata Atlantica.

As duas regides apresentam uma estacao seca e uma chuvosa (Aragao et al., 2013; Santos et al.,
2014), as coletas foram realizadas no periodo de estiagem nas duas areas. O clima difere entre as regides
onde as areas de estudo estdo inseridas, na por¢do da Mata Atlantica é tropical imido, enquanto na
Caatinga é semiarido (Aragdo et al., 2013; Santos et al., 2014). No dominio das Caatingas o clima é
fortemente sazonal, as temperaturas séo elevadas e relativamente constantes, a umidade relativa do ar é
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baixa e o regime de chuvas é marcado pela escassez e irregularidade (Velloso et al., 2002; Ab’Saber,
2003; Moura et al., 2007). No bioma Mata Atlantica o clima também apresenta temperaturas altas, mas
a umidade relativa do ar é elevada e as precipitacdes abundantes (Pereira, 2009).

Para as analises morfométricas, consideramos: 1) &caros dos dois ambientes, obtidos em 10
col6nias de cada area e 2) acaros provenientes de 5 colénias de abelhas higiénicas e 5 de col6nias ndo
higiénicas, localizadas no apiario da Caatinga. A taxa de comportamento higiénico das coldnias foi
determinado pelo método de perfuracdo de cria com alfinete (pin-killed), que consiste em sacrificar a
cria perfurando-a com alfinete entomoldgico, e a partir disso, avaliar as taxas de deteccéo e remocao da
cria morta pelas abelhas adultas em 24 horas ap6s o tratamento (Moretto; Gongalves, 1993; Gramacho
et al., 1999; Biichler et al., 2013; Khan; Ghramh, 2021). Coldnias com indice > 90% de remogao de cria
morta artificialmente foram consideradas higiénicas e as com < 90% foram classificadas como nao
higiénicas (Palacio et al., 2010).

Quando necessario, os acaros tiveram seus Ultimos pares de pernas removidos, para evitar
sobreposicao e facilitar o registro fotografico das placas ventrais a serem medidas. Em seguida os &caros
foram montados com a face ventral voltada para cima, entre ldminas e laminulas de microscopia,
utilizando esmalte incolor. Os materiais foram fotografados com auxilio de um estereomicroscopio
digital com camera acoplada. As imagens foram espelhadas para obter posicdo idéntica para os lados
direito e esquerdo, afim de facilitar a medigdo das regides anatdmicas, e transformadas em arquivo tps
no programa tpsUtil32 versdo 1.82 (Rohlf, 2015).

Foram avaliados o escudo genito-ventral e o par de escudos metapodais de cada acaro. Cada
escudo metapodal possui a forma de um triangulo alongado e é delimitado pelas margens superior
(marcos 2 a 3), mediana (marcos 1 a 2) e lateral (marcos 1 a 3), conforme ilustrado na figura abaixo
(Figura 1). O escudo genito-ventral possui um apice arredondado (marcos 7, 8 e 9), uma base achatada
(marcos 1, 11 e 4) e em cada margem, ha uma projecéo angulosa (Figura 1). Levando em consideragdo
a morfologia dos escudos a serem medidos, o0 programa tpsdig264 versdo 2.32 (Rohlf, 2015) foi usado
para registrar trés marcos (1-3) nos vértices e cinco semimarcos (4-8) nas margens dos escudos
metapodais, direito e esquerdo. No escudo genito-ventral foram registrados quatro marcos (1-4) e oito
semimarcos (5-12). Para cada escudo, as medi¢gdes foram duplicadas para ter em conta os erros de
medicdo (Palmer, 1994).
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Figura 1. Vista ventral de Varroa destructor indicando os marcos (vermelho) e semimarcos anatdmicos
(amarelo) nos escudos genito-ventral (GN) e metapodal (MT).

As andlises morfométricas foram realizadas no software MorphoJ (Klingenberg, 2011),
iniciando com a sobreposic¢do de Procrustes, que ajusta a posi¢do dos objetos, por meio de translagéo,
proporcionalizagdo e rotacdo, e gera as variaveis a serem analisadas (forma e tamanho) (Bookstein,
1982). Em seguida, para a andlise da variacdo de forma das estruturas, levando em consideragdo
ambientes e tipos de col6nia, uma matriz de covariancia foi criada e, a partir dela, realizada uma Andlise
de Componentes principais (PCA) (Zelditch et al., 2004). Posteriormente, uma andlise discriminante de
validacdo cruzada considerando 1.000 permutacdes foi aplicada (Zelditch et al., 2004). Para visualizar
a tendéncia de deformacao das estruturas, analisamos grades de deformacdo e Wireframes. As analises
de tamanho das estruturas foram realizadas no software PAST, utilizando o tamanho do centroide, ou
seja, a raiz quadrada da soma dos desvios quadrados dos marcos em torno de seu centro de massa
(Bookstein, 1991), apds teste de normalidade (Shapiro-Wilk) um teste t foi aplicado.

Para avaliar o indice de assimetria flutuante do tamanho e da forma das estruturas analisadas,
foi realizada uma Procrustes ANOVA (Klingenberg; Mcintyre, 1998; Palmer; Strobeck, 2003) no
software MorphoJ, onde o tamanho do centroide e a forma foram utilizados como variaveis
independentes, o lado do corpo como efeito fixo, o individuo como efeito aleatorio (Klingenberg;
Mclntyre, 1998). Dessa forma, o efeito do individuo representa a variacao individual, e o efeito do lado
do corpo representa a assimetria da estrutura. O valor para o efeito do lado do corpo e dos individuos
foi obtido pelo denominador da interagdo individuo x lado obtido pelo denominador do erro de medicéo
(Klingenberg; Mclintyre, 1998). Apos teste de normalidade (Shapiro-Wilk), um teste t foi aplicado para

avaliar diferencas de forma e tamanho entre os grupos, utilizando o programa PAST.
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Resultados

Morfometria de Varroa destructor em diferentes localizagbes geogréaficas

Quando os &caros da Caatinga e os da Mata Atlantica foram analisados com base no escudo
metapodal, a PCA mostrou que os dois primeiros componentes principais explicaram 61% da variacéo
total da forma, o primeiro 38,5% da variacdo e o segundo 22,5% (Figura 2. A). A partir da anélise de
funcéo discriminante foi encontrada diferenca significativa para a forma do escudo entre os grupos, tanto
para a disténcia de Procrustes (p<0,001) quanto para a de Mahalanobis (p<0,001). A partir da validagéo
cruzada o indice de classificagdo dos individuos em seus respectivos grupos com base na forma da placa
foi de 78%. No escudo metapodal, tanto de &caros da Mata Atlantica quanto nos da Caatinga, as
deformagdes mais evidentes ocorreram ao longo da margem mediana (marcos 1 a 2) e da lateral (marcos
1a3) (Figura 2. B). Em &caros da Mata Atlantica, o escudo metapodal é mais estreito, a margem medial
(1-2) apresenta uma reentrancia mediana, a margem lateral ¢ menos arredondada e sua porcéo apical (6-
3) é mais expandida em comparagdo aos acaros da Caatinga. Em relacdo ao tamanho dessa placa néo
houve diferenga estatisticamente significativa entre os caros dos dois ambientes (p>0,05).

Quando os grupos foram analisados utilizando o escudo genito-ventral, a PCA mostrou que
foram necessarios os trés primeiros componentes principais para refletir 76% da variag&o total da forma,
o0 primeiro explicou 32,2% da variacdo, o segundo 26,3 % e o terceiro 17,5% (Figura 2. C). A andlise
de fungdo discriminante mostrou que houve diferenca significativa na forma do escudo genito-ventral
entre populacGes de acaros pela distancia de Procrustes (p<0,01) e a de Mahalanobis (p<0,05). Pela
validagdo cruzada, a partir do escudo genito-ventral, o indice de classificacdo dos individuos em seus
respectivos grupos foi de 65%. Em relacdo a tendéncia de variagdo da forma do escudo genito-ventral,
as distor¢cdes mais evidentes ocorreram no apice (7-9), na porcao superior das margens (2-9 e 3-8) e nos
vértices da base (1 e 4) (Figura 2. D). Em éacaros da Mata Atlantica o &pice do escudo é mais expandido,
a parte superior das projecdes marginais apresenta uma concavidade acentuada (2-5 e 3-6) e ha um leve
estreitamento da base, quando comparado ao escudo de &caros da Caatinga. Quanto ao tamanho do
escudo ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre populagdes de acaros da Mata Atlantica
e da Caatinga (p>0,05).
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Figura 2. Andlise de componentes principais e tendéncia de deformacdo, a partir da analise
discriminante, dos escudos metapodal e genito-ventral de acaros Varroa destructor em colénias de
abelhas na Caatinga (CA) e Mata Atlantica (MA). A. Analise de componentes principais da forma do
escudo metapodal de acaros na CA e MA, apresentando o primeiro e segundo componentes principais
(PC1, PC2). C. Analise de componentes principais da forma do escudo genito-ventral de acaros na CA
e MA, apresentando PC1 e PC2. B. Tendéncia de deformacédo do escudo metapodal de acaros na CA e
MA. D. Tendéncia de deformacédo do escudo genito-ventral de acaros na CA e MA. As Linhas claras

correspondem a forma média e as linhas escuras a variacao da forma.
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Morfometria de Varroa destructor em coldnias de abelhas higiénicas e nao higiénicas

Quando os &caros que infestam coldnias de abelhas higiénicas e os de col6nias ndo higiénicas
foram analisados com base no escudo metapodal, a PCA revelou que os trés primeiros componentes
principais explicam 75% da variagéo, o primeiro componente 32,6%, o segundo 22,4% e o terceiro 20%.
A partir da analise de funcéo discriminante, foram encontradas diferengas significativas entre os grupos,
tanto para a distancia de Procrustes (p<0,001), quanto para a de Mahalanobis (p<0,001), e o indice de
classificacdo dos individuos em seus respectivos grupos, com base no escudo metapodal, foi de 70%.
Quanto ao tamanho, houve diferenca significativa entre os grupos (p<0,001). O escudo metapodal dos
acaros que infestam coldnias higiénicas € menor em relacdo ao escudo dos parasitos de coldnias ndo
higiénicas.

Quando os grupos de acaros foram analisados utilizando o escudo genito-ventral, a PCA revelou
gue os trés primeiros componentes principais explicaram 75% da variacdo da forma do escudo, 0
primeiro 31%, o segundo 25% e o terceiro 19%. Pela funcdo discriminante, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos para distancia de Procrustes (p>0,05), apenas para a de Mahalanobis
(p=0,001). Pela validacao cruzada, o indice de classificagdo dos individuos em seus respectivos grupos

foi de 64%. O tamanho do escudo genito-ventral, ndo diferiu significativamente entre grupos (p>0,05).

Assimetria flutuante de Varroa destructor em diferentes localizaces geograficas

Quando os escudos metapodais direito e esquerdo de acaros da Caatinga e da Mata Atlantica
foram analisados, a interacdo estatisticamente significativa de individuo x lado, confirmou a presenca
de assimetria flutuante tanto para a forma quanto para o tamanho dos escudos nos dois grupos (p<0,001).
Apesar disso, apenas a assimetria flutuante do tamanho apresentou diferencas significativas (p<0,05)
entre as duas populacGes estudadas, ndo havendo variacdo significativa para a assimetria da forma
(p>0,05). Os acaros da Caatinga apresentam niveis mais elevados de assimetria flutuante do tamanho
dos escudos metapodais (figura 3).

A presenca de assimetria flutuante significativa para a forma do escudo genito-ventral foi
confirmada em acaros da Caatinga e da Mata Atlantica (p<0,001). No entanto, ndo foi encontrada

diferenca significativa entre 0s grupos para a assimetria da forma do escudo (p>0,05).
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Figura 3. Nivel de assimetria flutuante do tamanho do escudo metapodal de acaros em diferentes
ambientes. CA. Acaros na Caatinga. MA. Acaros na Mata Atlantica.

Discussao

As pressGes ambientais frequentemente modulam a morfologia dentro e entre populagdes pois
podem interferir nos processos de crescimento e morfogénese (Zelditch et al., 2004; Clifton et al, 2020).
Analisar a influéncia de diferentes processos na morfologia de uma espécie é fundamental para
compreender suas estratégias adaptativas e a viabilidade de longo prazo de suas populacGes diante de
pressdes ambientais (Clifton et al., 2020). O &caro V. destructor se disseminou mundialmente e suas
populagdes estdo sujeitas a uma variedade de pressdes (Rosenkranz et al., 2010; Traynor et al., 2020).
Os é&caros infestam col6nias manejadas e selvagens, diferentes subespécies da abelha ocidental Apis
mellifera, esta presente em distintas regides climaticas (Rosenkranz et al., 2010; Traynor et al., 2020) e
em colbnias manejadas ¢ afetado pelas praticas de manejo, dentre elas a exposicdo acaricidas (Maggi et
al., 2009; Maggi et al., 2012; Loeza-Concha et al., 2018). Além disso, a dispersdo de acaros pode ocorrer
por meio do comércio de colbnias e da enxameacéo, entre coldnias, os acaros se dispersam a partir de
abelhas forrageiras que entram em outras col6nias para roubar recursos ou que estdo a deriva (DeGrandi-
Hoffman et al., 2016, 2017; Traynor et al., 2020), o Gltimo caso também pode ocorrer por meio de
zang0Oes (Mortensen et al., 2018).

Quando levamos em consideragdo seu impacto sobre populagdes selvagens e manejadas de
abelhas meliferas (Rosenkranz et al., 2010; Traynor et al., 2020), e a variagdo em seus niveis de
infestacdo e dano entre subespécies hospedeiras, localizacdes geografica e estacdes (Martin et al., 1997;
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Vandame et al., 2000; Martin, 2001; Medina et al., 2002), a relevancia de identificar estruturas que
gerem informacdes capazes de refletir variacbes morfoldgicas e desvios de simetria torna-se evidente,
principalmente porque o controle eficaz desse parasito depende da compreensao de sua biologia e suas
estratégias adaptativas (Mortensen et al., 2018).

A forma é toda a informacdo geomeétrica que resta quando os efeitos do tamanho, posicéo e
rotacdo sdo removidos de um objeto (Mitteroecker et al., 2013). O tamanho indica a dimensdo ou escala
geral do objeto (Klingenberg, 2016), na morfometria geométrica, a medida de tamanho é o centroid size,
uma meétrica composta baseada em todos os pontos de referéncia estabelecidos no objeto e que possui
propriedades estatisticas desejaveis, como a independéncia das variaveis de forma (Fornel; Cordeiro-
Estrela, 2012; Mitteroecker et al., 2013).

Os dados da presente pesquisa indicam que os escudos metapodais e genito-ventral refletem
variacBes morfologicas de V. destructor em diferentes contextos ambientais. No entanto, as placas
respondem de maneiras distintas em termos de varia¢do. Quando a forma dos escudos de &caros de duas
regiGes geogréficas foi analisada levando em consideracéo a fungéo discriminante, com os valores das
distancias de Procrustes e Mahalanobis, e o indice de classificacdo dos individuos em seus respectivos
grupos, a separagdo entre grupos foi mais evidente quando o escudo metapodal foi analisado. Um
resultado similar foi encontrado quando acaros que infestam coldnias higiénicas e ndo higiénicas foram
analisados. O trabalho de Sobrinho et al. (in press) que utilizou morfometria geométrica, também
demostrou diferengas nas formas dos escudos metapodais e genito-ventral de &caros de localizagdes
distintas. Além disso, o escudo metapodal também foi o melhor indicador de variagdo morfoldgica,
corroborando com a presente pesquisa.

A morfologia de estruturas corporais, como 0s escudos ventrais, tem sido usada em estudos
populacionais de V. destructor, sobretudo para discriminar entre acaros com base na localizagéo (Maggi
et al., 2009; Aude et al., 2016; Farjamfar et al., 2018), morfotipo hospedeiro (Giménez et al., 2017),
estacOes (Yevstafieva et al., 2020) e exposicéo a acaricidas (Maggi et al., 2012; Loeza-Concha et al.,
2018). No entanto, a maioria desses estudos utiliza morfometria tradicional e ndo ha padronizacdo das
estruturas ou medidas utilizadas, mesmo em pesquisas onde os escudos metapodais (MT) e genito-
ventral (GN) foram analisados utilizando morfometria tradicional, os resultados sdo variaveis. Quando
Farjamfar et al. (2018), avaliaram o comprimento e largura dos dois escudos e Dittmann et al. (2021)
mensuraram 0 comprimento e largura do GN, ndo encontraram diferengas significativas. Em
contrapartida, o trabalho de Aude et al. (2016), avaliou a largura do GN, e essa medida foi capaz de
discriminar entre populacbes de &caros. Em Yevstafieva et al. (2020), os autores mediram o
comprimento e largura dos dois escudos, mas apenas o comprimento do GN diferiu entre &caros. Em
Abou-Shaara; Tabikha (2016), os autores avaliaram a largura do escudo MT e o comprimento e largura
do escudo GN, mas apenas a largura do ultimo escudo mostrou diferenga significativa.

E provavel que tais discrepancias possam estar parcialmente associadas ao método da

morfometria tradicional, visto que o uso de distancias lineares, como comprimento, largura e angulos,
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pode apresentar limitacdes, em especial no estudo da forma de estruturas corporais (Rohlf; Marcos,
1993; Adams et al., 2004). Primeiro, os pontos de referéncia entre estruturas podem néo ser homélogos,
0 que diminui a robustez das analises (Adams et al., 2004). Em segundo lugar, o conjunto de distancias
lineares € insuficiente para capturar a geometria do objeto, o que leva a perda de informagdes sobre a
forma (Rohlf; Marcos, 1993; Adams et al., 2004). Por outro lado, na morfometria geométrica, as
variaveis de forma sdo obtidas a partir de marcos anatbmicos homologos, que sdo coordenadas
cartesianas que preservam toda a informacgdo geométrica do conjunto de pontos (Fornel; Cordeiro-
Estrela, 2012). A partir do conjunto de dados é possivel obter variaveis de forma e uma de tamanho, que
podem ser analisadas separadamente (Zelditch et al., 2004; Fornel; Cordeiro-Estrela, 2012). Esse
método permite a visualizacdo gréfica das variacOes de forma inferidas estatisticamente, de modo que
se possa visualizar a localizacdo, direcdo e magnitude da variacdo, apresentando maior poder estatistico
e interpretativo (Fornel; Cordeiro-Estrela, 2012). Dessa forma, parece ser mais adequado para estudos
sobre variabilidade morfoldgica e para identificar estruturas que refletem com maior precisdo tais
alteracBes. Além disso, é um método econdmico, rapido e preciso (Miguel et al., 2011).

Quando os escudos metapodais e genito-ventral dos acaros que infestam coldnias higiénicas e
ndo higiénicas foram avaliados, a placa metapodal foi a Unica que apresentou diferenca significativa da
forma pela distancia de Procrustes. A distancia entre grupos em relagdo a forma, € inferida a partir da
variagdo dentro de cada um deles, que pode ser avaliada por métricas distintas, a depender do tipo de
espaco de forma (Klingenberg; Monteiro, 2005), ou seja, 0 espaco no qual as formas de diferentes
objetos sdo relacionadas (Mitteroecker et al., 2013). No espago tangente, a variacdo dentro do grupo é
ndo isotropica, ou seja, as diferencas na magnitude e na direcionalidade da variagdo de cada ponto de
referéncia, e a associacdo entre pontos sdo representadas (Klingenberg; Monteiro, 2005). Nesse espaco
a andlise utiliza a métrica de Procrustes que esta associada & magnitude da variacdo (Klingenberg;
Monteiro, 2005). Outra alternativa é utilizar uma analise simplificada a partir da transformacéo do
espaco tangente (Klingenberg; Monteiro, 2005). A transformagdo garante que cada ponto assuma uma
variagdo isotropica, ou seja, 0S marcos passam a ter uma variacao idéntica e independente uns dos outros,
mudando sua configuracao original (Klingenberg; Monteiro, 2005; Mitteroecker et al., 2013). A partir
disso, a analise usa outra métrica, a distancia de Mahalanobis, para discriminar entre grupos
(Klingenberg; Monteiro, 2005). De modo geral, no espaco tangente a analise é mais refinada, pois ndo
mostra apenas se ha diferenca entre os grupos, como no espaco transformado, também avalia a variagdo
da forma real, informando a presenga, quantidade e direcdo da variacdo, considerando variacGes
minimas na forma dos objetos (Klingenberg; Monteiro, 2005; Mitteroecker et al., 2013). Dessa maneira,
as placas metapodais de V. destructor podem ser mais adequadas como indicadores de variacdo
morfoldgica, pois foram as Unicas que apresentaram significancia para as duas métrica de variacdo de
forma, nos dois contextos em que foram avaliadas, ou seja, entre localiza¢des e entre col6nias na mesma

area.
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Os escudos metapodais e genito-ventral responderam de maneiras distintas em termos de
variacao, tanto entre localidades quanto entre tipos de colnia de abelhas. As caracteristicas fenotipicas
podem apresentar niveis distintos de plasticidade frente as mesmas condi¢cBes ambientais (Forsman,
2015; Clifton et al., 2020). Além disso, a forma do corpo dos &caros fémeas muda durante seu
desenvolvimento, de oblongo para um corpo eliptico, com largura maior que o comprimento
(Rosenkranz et al., 2010). Assim, é possivel que as placas metapodais, que parecem estar mais
relacionadas a largura do corpo, estejam sujeitas a maior pressdo durante o processo de ontogenia. O
que poderia explicar, pelo menos em parte, 0s maiores indices de variagdo morfoldgica que esses
escudos apresentam quando comparados ao escudo genito-ventral. Além disso os escudos ventrais estdo
relacionados a protecdo dos 6rgdos internos, mas recobrem 6rgdos diferentes, o escudo genito-ventral,
por exemplo, recobre a regido da genitélia das fémeas de V. destructor e a abertura genital esta localizada
no apice desse escudo (Piou et al., 2021).

Ao contrario da adaptacdo genética, a plasticidade fenotipica é mais rapida em produzir
fendtipos em resposta as mudancas ambientais, visto que pode ocorrer dentro de uma Unica geracao,
assim, essa capacidade pode ser uma solucdo temporaria em populacdes de &caros frente as pressdes
ambientais enfrentadas (Clifton et al., 2020). A plasticidade passiva, em geral, ndo é considerada
antecipatoria, mas é consequéncia da influéncia direta do ambiente em processos quimicos, fisioldgicos
e de desenvolvimento (Forsman, 2015). Dessa forma, as condi¢des de diferentes localidades ou tipos de
coldnia podem representar pressdes distintas durante a ontogenia do &caro, o que explicaria as variagoes
morfol6gicas encontradas no presente estudo.

Em relacdo aos acaros de diferentes localidades, as variagbes morfologicas podem sugerir que
as duas populacdes estdo sujeitas a pressdes diferentes durante a morfogénese. Os ambientes estudados,
Caatinga e Mata Atlantica, apresentam diferentes climas e condigdes ambientais, enquanto a Caatinga
apresenta baixa umidade e precipitacGes irregulares, na Mata Atlantica ha alta umidade e a precipitagdo
é mais abundante (Velloso et al., 2002; Ab’Saber, 2003; Moura et al., 2007; Pereira, 2009; Aragao et
al., 2013; Santos et al., 2014). Como os acaros vivem dentro da colbnia, é provavel que os fatores
ambientais externos, como as condicdes geograficas e climaticas, atuem indiretamente sobre o parasito
por meio do hospedeiro (Rosenkranz et al., 2010; Di Pasquale et al., 2013; Chemurot et al., 2016; Leza
et al., 2016). Nesse contexto, a ocorréncia de chuvas e seu efeito sobre a disponibilidade de recursos
florais para as abelhas, é um importante fator que modula a quantidade de cria do hospedeiro, as
condicBes da colmeia e a aptidao individual das abelhas (Pinto et al., 2011; Correia-oliveira et al., 2018).
Adicionalmente, a quantidade de recursos energéticos da abelha que serdo utilizados por seus parasitos
depende do estado nutricional, tamanho corporal e taxa metabélica do hospedeiro (Poulin; George-
Nascimento, 2007). Ja foi demonstrado que os padrdes morfoclimaticos distintos das regides em que 0
presente estudo foi realizado influenciam a forma e o tamanho das asas das abelhas A. mellifera (Sousa

et al., 2016). Como pode existir correlagdo morfolégica entre ecotipos de abelhas e seus acaros V.
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destructor associados (Giménez et al., 2017), é possivel que morfotipos distintos de abelhas levem a
diversificacdo do morfotipo de seus parasitos (Maggi et al., 2009).

Quanto aos &caros que infestam col6nias com diferentes niveis de comportamento higiénico, as
variacdes morfoldgicas encontradas nos dois grupos de parasitos podem indicar que as pressdes
enfrentadas diferem entre os tipos de col6nia hospedeira. Como o nivel de comportamento higiénico
pode variar entre coldnias, de acordo com suas caracteristicas genéticas e ecoldgicas (Wilson-Rich et
al., 2009), é possivel que os acaros que as infestam estejam sujeitos a condic¢des distintas dentro do
ambiente hospedeiro.

O estudo morfoldgico de V. destructor pode ser uma ferramenta para estudos populacionais e
oferecer importantes pistas sobre as causas da variagdo morfoldgica (Zelditch et al., 2004).
Adicionalmente, a analise da assimetria flutuante, um tipo de desvio de simetria, pode ser aplicada em
estudos que buscam mensurar o estresse enfrentado pelo &caro durante sua ontogenia quando exposto a
diferentes pressdes (Klingenberg; Nijhout, 1999; Klingenberg, 2003; Klingenberg, 2015). Ao analisar o
par de escudos metapodais e o escudo genito-ventral foi possivel confirmar a presenca de assimetria
flutuante da forma dos acaros, mas apenas a analise dos escudos metapodais permitiu avaliar e encontrar
diferencas significativas para a assimetria flutuante do tamanho.

A analise de assimetria leva em consideragdo o tipo de simetria da estrutura, uma estrutura com
simetria correspondente, como o0s escudos metapodais, aparece como réplicas separadas, uma em cada
lado do corpo, enguanto a simetria de objeto ocorre em estruturas Gnicas, como o escudo genito-ventral
(Klingenberg, 2015). No ultimo caso, os lados direito e esquerdo ndo possuem medidas de tamanho
separadas, assim, as diferencas de tamanho entre os lados sdo um aspecto da propria forma e as analises
de assimetria desse tipo de estrutura sdo limitadas ao estudo desse Ultimo aspecto (Klingenberg, 2015).
Diante disso, a anélise do par de escudos metapodais pode gerar mais informagdes sobre 0s desvios de
simetria de V. destructor, o que se torna ainda mais importante dada a escassez de estudos que analisam
esse aspecto.

Os escudos metapodais dos acaros das diferentes regides geograficas analisados no presente
estudo, apresentaram niveis distintos de assimetria flutuante de tamanho. De modo geral, as duas cépias
de uma estrutura de simetria correspondente se desenvolvem separadamente, portanto, é possivel que
flutuacGes aleatorias afetem cada copia de forma separada, a menos que mecanismos compensatorios
estejam presentes (Klingenberg, 2003). Isso pode levar a diferengas fenotipicas, entre as copias, que se
apresentam como assimetrias mensuraveis (Klingenberg, 2015), como no presente estudo. O modo
como as diferencas entre os lados do corpo se manifestardo como assimetrias, depende da tendéncia em
produzir variagdes morfoldgicas em respostas ao ruido no desenvolvimento, pois tanto a quantidade de
perturbacdo, quanto a instabilidade do desenvolvimento do organismo em questdo podem influenciar a
assimetria flutuante (Kligenberg, 2003). Assim, os sistemas de desenvolvimento podem apresentar
diferentes sensibilidades ao ruido e a assimetria flutuante observavel de uma estrutura morfolégica é

resultado do efeito das perturbacfes em um sistema particular (Kligenberg, 2003).
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E notavel que diante da diversidade de condigbes ambientais as quais os acaros V. destructor
sdo expostos, a analise morfoldgica pode ser utilizada para mensurar suas variacdes e transformacoes
morfoldgicas e discutir sobre os fatores causais. Adicionalmente, a analise da assimetria flutuante parece
promissora e pode ser aplicada em estudos sobre a influéncia do ambiente no processo de
desenvolvimento do &caro. Bem como a relacdo entre assimetria flutuante e fatores relacionados a
aptidao do parasito, como a fertilidade, fecundidade, taxas de infestacdo, associa¢do acaro-virus, entre
outros (Wilfert et al., 2016; Di Prisco et al., 2016; Mondet et al., 2020). Portanto, a analise morfoldgica
e de assimetria flutuante a partir da morfometria geométrica, se apresentam como ferramentas
promissoras que podem ser aplicadas em pesquisas experimentais e de campo, contribuindo assim, para
0 avango do conhecimento cientifico e tecnoldgico, e consequentemente para o estabelecimento de
estratégias de monitoramento das populagdes do parasito e mitigacao de efeitos sobre coldnias selvagens
e manejadas de abelhas meliferas.

Nesse contexto, a padronizacao de estruturas corporais e de técnicas mais adequadas e precisas
permite economizar e otimizar tempo e recursos em futuras pesquisas. As analises morfométricas dos
escudos genito-ventral e metapodal mostraram que sdo estruturas adequadas, especialmente o
metapodal, para estudos que visam avaliar variagdes morfoldgicas e a instabilidade no desenvolvimento
do &caro. Portanto, os escudos metapodais de V. destructor podem ser indicadores mais adequados para

estudos de variagdo morfologica e de assimetria flutuante.
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CAPITULO 2

O COMPORTAMENTO HIGIENICO DAS ABELHAS HOSPEDEIRAS PODE SER
ASSOCIADO A CARACTERISTICAS MORFOMETRICAS E DE SIMETRIA DO ACARO
PARASITO Varroa destructor?

36



Resumo

O comportamento higiénico das abelhas Apis mellifera é uma estratégia coletiva de resisténcia contra
doencas da cria que consiste na deteccdo e remocdo de cria morta e doente por abelhas adultas. A
velocidade com que as abelhas realizam essa atividade depende de uma interacdo multifatorial que
envolve desde a base genética até o contexto ecoldgico da colénia. Nesse cenario, 0s parasitos de cria,
como o acaro Varroa destructor, podem estar sujeitos a ambientes hospedeiros variaveis durante sua
ontogenia. Por outro lado, as abelhas em desenvolvimento também sofrem impacto da infestagdo pelo
acaro. Variacoes no tamanho e forma de estruturas corporais podem refletir diferengas nos processos de
crescimento e morfogénese. A assimetria flutuante, um tipo de desvio de simetria corporal, pode indicar
o nivel de estresse enfrentando durante o desenvolvimento de um individuo. O objetivo do presente
estudo foi avaliar a relacdo entre a taxa de comportamento higiénico de col6nias de abelhas africanizadas
(A. mellifera) e a morfometria de V. destructor, bem como a relagdo entre assimetria flutuante do
hospedeiro e do parasito nos diferentes tipos de colénia. Amostras de abelhas adultas e 4caros em fase
de dispersdo foram coletadas em colOnias de abelhas africanizadas e as taxas de comportamento
higiénico foram avaliadas a partir de testes de perfuracdo de células de cria com alfinete (pin-killed). O
material foi processado e submetido a analises de morfometria geométrica. Para mensurar a assimetria
flutuante foram utilizados os escudos ventrais (par de escudo metapodais e escudo genito-ventral) de V.
destructor e o par de asas dianteiras das abelhas. Para mensurar variagcbes na forma e tamanho dos
escudos dos acaros, foram analisados o escudo metapodal esquerdo e a placa genito-ventral. Foram
encontradas diferengas na forma dos escudos metapodal e genito-ventral (distancia de Mahalanobis:
p<0,001). O tamanho do escudo metapodal diferiu entre grupos (p<0,001), sendo menor em &caros de
coldnias higiénicas. As variages na forma e tamanho podem indicar que os dois grupos de parasitos
enfrentaram pressoes distintas nas diferentes coldnias hospedeiras. Em relacdo a assimetria flutuante,
foram encontras diferengas para o tamanho dos escudos metapodais dos &caros (p<0,01), bem como
para o tamanho das asas das abelhas (p<0,01), com uma relagdo inversa entre assimetria flutuante do
parasito e do hospedeiro. Ao contrario do que era esperado, em colbnias higiénicas as abelhas
apresentaram indices mais altos de assimetria flutuante, ou estresse no desenvolvimento, enquanto 0s
acaros que as infestam mostraram niveis mais baixos de assimetria. Levando em consideragdo que a
relacdo hospedeiro-parasito € modulada pela interacdo multifatorial das caracteristicas dos antagonistas,
é possivel que outros fatores estejam mais associados as variagdes morfolégicas e de assimetria flutuante

encontradas do que o comportamento higiénico, pelo menos no contexto da presente pesquisa.

Palavras-chave: Assimetria flutuante; Imunidade social; Morfometria geométrica; Parasitismo;

Varia¢do morfoldgica.
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Abstract

The hygienic behavior of Apis mellifera bees is a collective resistance strategy against brood diseases
that consists of the detection and removal of dead and sick brood by adult bees. The speed with which
bees carry out this activity depends on a multifactorial interaction that ranges from the genetic basis to
the ecological context of the colony. In this scenario, brood parasites, such as the Varroa destructor
mite, may be subject to variable host environments during their ontogeny. On the other hand, developing
bees are also impacted by mite infestation. Variations in the size and shape of body structures may
reflect differences in growth and morphogenesis processes. Fluctuating asymmetry, a type of deviation
from body symmetry, can indicate the level of stress facing during an individual's development. The
objective of the current study was to assess the correlation between the hygienic behavior rate of
Africanized bee colonies (A. mellifera) and the morphometry of V. destructor. Additionally, the
relationship between the fluctuating asymmetry of the host and parasite in different colony types was
investigated. Samples of adult bees and mites in the dispersing phase were collected from Africanized
bee colonies, and the rates of hygienic behavior were evaluated using pin-killed brood cell perforation
tests. The collected material underwent processing and was subjected to geometric morphometric
analysis. To quantify fluctuating asymmetry, the ventral shields (pair of metapodal shield and genito-
ventral shield) of V. destructor and the pair of front wings of bees were utilized. To measure variations
in the shape and size of the mite shields, the left metapodal shield and the genito-ventral plate were
analyzed. Significant differences were observed in the shape of the metapodal and genito-ventral shields
(Mabhalanobis distance: p<0.001). The size of the metapodal shield exhibited variations between groups
(p<0.001), being smaller in mites from hygienic colonies. These variations in shape and size suggest
that the two groups of parasites encountered different pressures in distinct host colonies. Regarding
fluctuating asymmetry, differences were noted in the size of the mites' metapodal shields (p<0.01) and
the size of the bees' wings (p<0.01), indicating an inverse relationship between the fluctuating
asymmetry of the parasite and the host. Contrary to what was expected, in hygienic colonies bees showed
higher rates of fluctuating asymmetry, or developmental stress, while the mites that infest them showed
lower levels of asymmetry. Taking into account that the host-parasite relationship is modulated by the
multifactorial interaction of the characteristics of the antagonists, it is possible that other factors are
more associated with the morphological variations and fluctuating asymmetry found than with hygienic

behavior, at least in the context of the present research.

Keywords: Fluctuating asymmetry; Geometric morphometry; Morphological variation; Parasitism;

Social immunity.

38



Introducéo

A imunidade social € um conjunto de mecanismos relacionados a evitacdo, reducdo, ou
eliminacdo de parasitos e patdgenos, realizados coletivamente por insetos sociais, como as abelhas da
espéecie Apis mellifera L., conferindo resisténcia contra doencas (Wagoner et al., 2018). Uma dessas
estratégias € o comportamento higiénico, realizado por abelhas adultas, que consiste na deteccdo e
remocao de crias mortas e doentes da col6nia, para evitar a propagacao de doencas da cria (Wilson-Rich
et al., 2009; Leclercq et al., 2017). A expressdo do comportamento higiénico de uma colonia depende
da interacdo entre os niveis de organizacdo bioldgicas, e envolvem as bases genética, 0 contexto
ecolégico, a neuromodulagéo, a sinalizagdo larval, a deteccdo de cria doente por abelha individuais, a
montagem de resposta imune individual e, finalmente, a imunidade social (Wilson-Rich et al., 2009;
Mondet et al., 2015; Wagoner et al., 2018). A diferenga genética entre col6nias ndo esta na capacidade
de remocdo de cria doente, mas na velocidade com que as abelhas detectam e iniciam a remocéo
(Wilson-Rich et al., 2009), portanto, as combinagdes entre esses fatores resultam em col6nias com taxas
mais rapidas ou mais lentas de comportamento higiénico, conferindo diferentes niveis de resisténcia
contra doengas.

A relacdo de Varroa destructor Anderson e Treuman, 2000 com a abelha A. mellifera levou a
sua disseminagdo mundial por meio do comercio internacional de colnias, com grande impacto sobre
populagdes selvagens e manejadas dessa abelha (Rosenkranz et al., 2010; Traynor et al., 2020). O 4caro
causa a doenga conhecida como Varroose, afetando abelhas imaturas e adultas, a partir de impactos
fisicos, comportamentais e imunolégicos (Kralj; Fuch, 2006; Koleoglu et al., 2017; 2018; Ramsey et al.,
2019). Tais danos podem ser ampliados por sinergismo com outros fatores de estresse, tais como
pesticidas, condigdes ambientais adversas, mudancas climéaticas e outros parasitos ou patdgenos
(Blanken et al., 2015; Le Conte et al., 2010). Além disso, o0 4caro pode transmitir virus as abelhas, como
0 virus da asa deformada (DWV) e o virus da paralisia aguda das abelhas (ABPV), e interagir com
outros, como o virus da cria ensacada (SBV), comprometendo a salde das abelhas (Miranda et al., 2010;
Di Prisco et al., 2016; Thaduri et al., 2018).

A reproducao e desenvolvimento do acaro em colénias de A. mellifera ocorrem dentro de células
de zangdes e operdrias, um acaro fémea invade uma célula de quinto instar pouco antes de ser selada
(Rosenkranz et al., 2010) e pde ovos, a prole se desenvolve junto com a abelha imatura (Steiner et al.,
1994; Martin, 1994; 1995). Durante esse periodo, a fundadora e a prole se alimentam principalmente do
corpo gorduroso da abelha (Ramsey et al., 2019), pelo uso prolongado de um ou mais orificios
alimentares abertos pela fundadora no tegumento da pupa (Donzé; Guerin, 1994; Egekwu et al., 2018).
Essa fase termina quando a abelha emerge com o &caro fundador e sua prole feminina, que atingiu a
maturidade, aderidas ao seu corpo (Steiner et al., 1994; Martin, 1994; 1995). Como o desenvolvimento
do parasito depende da sua permanéncia dentro da célula de cria por tempo suficiente e de uma nutrigdo

adequada durante esse periodo (Steiner et al., 1994; Donzé; Guerin, 1994). E possivel que fatores que
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interfiram na utilizacdo do orificio alimentar ou na absorcao do alimento, reduzam sua aptidao (Di Prisco
et al., 2016), e a nutricdo inadequada € apontada como principal condi¢do de mortalidade da prole do
acaro (Donzé; Guerin, 1994; Martin, 1994).

Diferencas nos processos de crescimento e morfogénese podem resultar em variacdes no
tamanho e na forma entre individuos ou as suas partes, assim, a analise do formato permite compreender
as causas de tais variacfes (Zelditch, 2004). Além disso, a instabilidade do desenvolvimento de um
organismo pode ser mensurada a partir da avaliacdo de desvios da simetria corporal, pois a assimetria
de estruturas bilateralmente simétricas é, em geral, atribuida a ruidos aleatorios que se acumulam durante
esse processo (Klingenberg; Nijhout, 1999). A assimetria flutuante denota as pequenas diferencas entre
os lados direito e esquerdo e pode ser usada para mensurar a instabilidade do desenvolvimento (Palmer,
1994; Klingenberg; Nijhout, 1999; Klingenberg, 2015) Tanto o formato quanto a assimetria flutuante
podem ser avaliadas a partir de técnicas de morfometria geométrica (Fornel; Cordeiro-Estrela, 2012;
Klingenberg, 2015).

O estudo da plasticidade fenotipica é importante para compreender a capacidade de um
organismo de se ajustar a diferentes estimulos ambientais (Pigliucci, 2005). Como as estratégias de
imunidade social podem conferir resisténcia contra doencas ( Leclercq et al., 2017), espera-se uma maior
estabilidade no desenvolvimento de abelhas com altos niveis de higiene, e um padrdo inverso em seus
parasitos. Com tal informacéao seré possivel compreender como a relagdo hospedeiro-parasito entre A.
mellifera e V. destructor molda a morfologia e assimetria desses antagonistas. Ademais, apesar do
crescente nimero de estudos sobre comportamento higiénico e sua ampla utilizagdo em programas de
melhoramento, sua eficiéncia contra o 4caro parasito V. destructor ainda ndo esta clara (Leclercq et al.,
2017). Os resultados de pesquisas que utilizam métodos de investigacdo baseados na correlacdo entre
nivel de infestacdo e taxa de comportamento higiénico, avaliado a partir de ensaios de cria morta
artificialmente, sdo contrastantes (Leclercq et ao., 2017; Mondet et al., 2020). Assim, mais investigacoes
s80 necessarias para entender como esse comportamento afetar o acaro.

Dessa maneira, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a relacdo entre o nivel de comportamento
higiénico das colénias de abelhas africanizadas e a morfologia de V. destructor, bem como a relacéo
entre assimetria flutuante do hospedeiro e do parasito nos diferentes tipos de colénia. As hipdteses
formuladas foram: 1) A morfologia do acaro esta relacionada ao nivel de comportamento higiénico da
coldnia; 2) A assimetria flutuante do acaro esta ligada ao grau de comportamento higiénico da col6nia;
3) A assimetria flutuante das abelhas esta ligada ao nivel de comportamento higiénico da col6nia, e 4)

Ha uma relagdo inversa entre a assimetria flutuante do parasito e do a hospedeiro.

Material e métodos
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Amostragem

Amostras de abelhas adultas e acaros em fase de dispersdo, periodo em que se fixam ao corpo
de abelhas adultas e circulam pela col6nia, foram obtidas de vinte e oito col6nias em um apiario
localizado no municipio de Itabi no estado de Sergipe (10°05'13.71"S 37°11'09.26" W). Para isso,
quadros de cria foram retirados das coldnias, aproximadamente cem abelhas foram coletadas de cada
col6nia, armazenadas em recipiente com alcool a 70% e encaminhadas ao laboratério, para separacédo e
contabilizacdo dos &caros e abelhas (Stort et al., 1981; Schafaschek et al., 2019; OIE, 2021).

A érea de estudo esté inserida no dominio das Caatingas, onde o clima é semiérido e apresenta
uma estagéo seca e outra chuvosa, as temperaturas sdo elevadas e relativamente constantes, a umidade
relativa do ar é baixa e o regime de chuvas é marcado pela escassez e irregularidade (Velloso et al.,
2002; Ab’Saber, 2003; Moura et al., 2007). A amostragem foi realizada no periodo de estiagem.

Avaliacdo do comportamento higiénico

Para determinar o grau de comportamento higiénico das coldnias, utilizamos a metodologia de
perfuragdo de células de cria com alfinete (pin-killed), que consiste em sacrificar a cria perfurando-a
com alfinete entomoldgico, e a partir disso, avaliar as taxas de deteccdo e remocdo da cria morta
(Gramacho et al., 1999; Biichler et al., 2013; Khan; Ghramh, 2021). De cada col6nia, um favo contendo
cria operculada de operéria foi selecionado para conducdo do experimento. Em cada favo, foram
delimitadas duas areas de cem células cada, com auxilio de moldura romboide (10x10 células de largura)
e tinta branca at6xica, uma correspondeu ao tratamento de perfuracdo e outra ao controle. Em seguida,
o nimero de células operculadas e vazias das duas areas foi registrado em planilha e a partir de registro
fotografico.

Na area do tratamento, a area central de todas as células operculadas foi perfurada com auxilio
de alfinete entomoldgico (n°1). Na area controle, as células ndo foram perfuradas. Em seguida, o favo
foi marcado na borda superior e devolvido a colénia na posicéo original. Apds vinte e quatro horas, a
quantidade de células operculadas e vazias nas duas areas foi novamente registrada.

A partir disso, o grau de comportamento higiénico da coldnia foi calculado por meio da area de

tratamento, utilizando a férmula:

CH=CVpan —CV(n x 100
CO(Oh)

Onde CV2an) = numero de células vazias vinte e quatro horas apds a perfuragdo; CV= namero

de células vazias antes da perfuracdo e CO = numero de células seladas antes da perfuragcdo (Gramacho
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et al., 1999). Em seguida o valor obtido de CH foi subtraido pelo fator de correcdo Z obtido a partir da
area de controle.

O fator de correcdo Z corresponde a taxa de limpeza natural. O valor estimado para o
comportamento higiénico da coldnia s6 é considerado quando o Z no controle for < 10 % (Moretto;
Gongalves, 1993). O fator Z é estimado a partir da formula:

Z= _Y x100b
A

Em que Z = porcentagem de remog&o natural de cria no controle; Y= ndmero de células na qual
a cria foi removida naturalmente no controle, sendo que: Y=C - B (C é o numero de células vazias do
controle apds o teste de limpeza e B é o nimero de células vazias da area controle antes do teste) e A=
numero de células de cria operculadas no controle antes do teste de limpeza (Moretto; Gongalves, 1993).
A partir disso, foram consideras higi€nicas, colonias com > 90% de remocao (Palacio et al., 2010). Apos
30 dias, uma repeticdo do experimento foi realizada em todas as coldnias, para certificacdo dos
resultados.

Apbs as avaliagoes, foram registradas colonias com indices > 90% e < 90% de remogao de cria
morta. Afim de avaliar a morfometria de abelhas e acaros coletados em col6nias com diferentes graus
de comportamento higiénico, selecionamos dez coldnias, cinco com > 90% e cinco < 90% de higiene.
A partir disso, foram realizadas analises morfométricas de 200 abelhas, 100 para cada tipo de coldnia
(higiénicas e ndo higiénicas), e todos os acaros encontrados nas colénias selecionadas (95 &caros, 49

provenientes de coldnias ndo higiénicas e 46 de coldnias higiénicas).

Montagem do material e obtencéo de imagens

Em laboratério, as asas posteriores, direitas e esquerdas, das abelhas foram removidas e
montadas utilizando esmalte incolor, entre ldminas e laminulas de microscopia. Os acaros tiveram seus
Gltimos pares de pernas removidos com auxilio de alfinete entomolégico, para evitar que se
sobrepusessem as placas ventrais a serem medidas. Em seguida foram montados com a face ventral
voltada para cima, entre laminas e laminulas de microscopia, utilizando esmalte incolor. Os materiais
foram fotografados com auxilio de um estereomicroscépio digital com camera acoplada. As imagens
das asas foram espelhadas para obter posicao idéntica para as asas direita e esquerda, afim de facilitar a
medicao das regides anatbmicas. O mesmo foi feito com as imagens dos &caros, para igualar a posicao
dos escudos metapodais direito e esquerdo. Em seguida, as imagens foram transformadas em arquivo

tps no programa tpsUtil32.

Estabelecimento dos marcos anatbmicos
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O par de escudos metapodais possui a forma de um triangulo alongado e é delimitado pelas
margens superior (marcos 2 a 3), mediana (marcos 1 a 2) e lateral (marcos 1 a 3), conforme ilustrado na
figura abaixo (Figura 1. A). O escudo genito-ventral possui um apice arredondado (marcos 7, 8 e 9),
uma base achatada (marcos 1, 11 e 4) e em cada margem, hd uma projecdo angulosa (Figura 1. A).
Levando em consideracdo a morfologia dos escudos a serem medidos, o programa tpsdig264 foi usado
para registrar trés marcos (1-3) nos vértices e cinco semimarcos (4-8) nas margens dos escudos
metapodais, direito e esquerdo (Figura 1. A). No escudo genito-ventral foram registrados quatro marcos
(1-4) e oito semimarcos (5-12) (Figura 1. A).

Para as asas das abelhas, foram utilizados dezenove marcos homdlogos localizados nas
intersecgdes das veias das asas direita e esquerda (Francoy et al., 2008) (Figura 1. B) Para cada escudo
e asa, as medigdes foram realizadas duas vezes para a estimativa dos erros de medigéo (Palmer, 1994).
As matrizes de coordenadas obtidas a partir do registro dos marcos anatémicos foram utilizadas para as
analises estatisticas.

2 mm

2 mm
.—‘

—

Figura 1. Marcos anatdmicos nos escudos ventrais do acaro e na asa da abelha. A. Vista ventral
de Varroa destructor, mostrando os marcos (vermelho) e semimarcos (amarelo) nos escudos
genito-ventral (GN) e metapodal (MT). B. Asa anterior direita de abelha africanizada mostrando
0S marcos anatémicos.

Analises estatisticas das variacbes morfométricas

As andlises morfométricas foram realizadas no software MorphoJ (Klingenberg, 2011)
iniciando com a sobreposicdo de Procrustes , que ajusta a posi¢do dos objetos, por meio de translacao,
proporcionalizagdo e rotacdo, e gera as varidveis a serem analisadas (forma e tamanho) (Bookstein,
1982). Em seguida, para a andlise da variacdo de forma das estruturas, levando em consideracéo
ambientes e tipos de col6nia, uma matriz de covariancia foi criada e, a partir dela, realizada uma Analise

de Componentes principais (PCA) (Zelditch et al., 2004). Posteriormente, uma anélise discriminante de
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validacdo cruzada considerando 1.000 permutacdes foi aplicada (Zelditch et al., 2004). Para visualizar
a tendéncia de deformacéo das estruturas, analisamos grades de deformacéo e Wireframes. As andlises
de tamanho das estruturas foram realizadas no software PAST, utilizando o tamanho do centroide, ou
seja, a raiz quadrada da soma dos desvios quadrados dos marcos em torno de seu centro de massa

(Bookstein, 1991), ap0s teste de normalidade (Shapiro-Wilk) um teste t foi aplicado.

Analises estatisticas da assimetria flutuante

Para avaliar o indice de assimetria flutuante do tamanho e da forma das estruturas analisadas,
foi realizada uma Procrustes ANOVA (Klingenberg; Mcintyre, 1998; Palmer; Strobeck, 2003) no
software MorphoJ, onde o tamanho do centroide e a forma foram utilizados como variaveis
independentes, o lado do corpo como efeito fixo e o individuo como efeito aleatério (Klingenberg;
Mclntyre, 1998). Dessa forma, o efeito do individuo representa a variagdo individual, e o efeito do lado
do corpo representa a assimetria da estrutura. O valor para o efeito do lado do corpo e dos individuos
foi obtido pelo denominador da interagdo individuo x lado obtido pelo denominador do erro de medicéo
(Klingenberg; Mcintyre, 1998). Apos teste de normalidade (Shapiro-Wilk), um teste t foi aplicado para

avaliar diferencgas de forma e tamanho entre os grupos, utilizando o programa PAST.

Resultados

Influéncia do comportamento higiénico da coldnia na morfometria de V. destructor

Quando acaros que infestam colbnias de abelhas higiénicas e néo higiénicas foram analisado
com base no escudo metapodal, a PCA mostrou que os trés primeiros componentes explicam 75% da
variagdo total da forma do escudo, o primeiro componente 32,6%, o segundo 22,4% e o terceiro 20%
(Figura 2. A). A partir da andlise de fung&o discriminante, foram encontradas diferencas significativas
na forma do escudo entre 0s grupos, tanto para a distancia de Procrustes (p<0,001), quanto para a de
Mahalanobis (p<0,001), e o indice de classificacdo dos individuos em seus respectivos grupos, com base
no escudo metapodal, foi de 70%. Em acaros de colénias ndo higiénicas o escudo metapodal é mais
estreito (margem mediana, marcos 1 a 2) e a porcéao apical (6-3) da margem lateral é mais expandida
(Figura 2. B). Quanto ao tamanho, houve diferenca significativa entre os grupos (p<0,001), o escudo

metapodal de &caros de col6nias higiénicas € menor (Figura 3).

Quando os grupos de acaros foram analisados a partir do escudo genito-ventral, a PCA mostrou

que os trés primeiros componentes principais explicaram 75% da variacdo da forma do escudo, 0
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primeiro 31%, o segundo 25% e o terceiro 19% (Figura 2. C). Pela funcdo discriminante, ndo houve
diferenca significativa entre 0s grupos para a distancia de Procrustes (p>0,05), apenas para a distancia
de Mahalanobis (p=0,001). Pela validagdo cruzada o indice de classificacdo dos individuos em seus
respectivos grupos com base no escudo genito-ventral foi de 64%. Em &caros de col6nias ndo higiénicas,
h& um leve estreitamento no &pice do escudo (marcos 7, 8 e 9) e uma expansao na parte superior das
projecdes marginais (2-5 e 3-6), quando comparado ao escudo de acaros de coldnias higiénicas (Figura

2. D). O tamanho do escudo genito-ventral, ndo diferiu significativamente entre grupos (p>0,05).
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Figura 2. Analise de componentes principais e tendéncia de deformacdo dos escudos metapodal e
genito-ventral de acaros Varroa destructor que infestam de coldnias higiénicas (HIG) e ndo higiénicas
(NH). A. Analise de componentes principais da forma do escudo metapodal de acaros que infestam HIG
e NH, apresentando o primeiro e segundo componentes principais (PC1, PC2). C. Andlise de
componentes principais da forma do escudo genito-ventral de acaros que infestam HIG e NH,
apresentando PC1 e PC2. B. Tendéncia de deformacéo do escudo metapodal de &caros que infestam NH
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e HIG. D. Tendéncia de deformacéo do escudo genito-ventral de acaros que infestam NH e HIG. As
Linhas claras correspondem a forma média e as linhas escuras a variacdo da forma.
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Figura 3. Variacdo do tamanho do escudo metapodal entre &caros que infestam coldnias ndo higiénicas
(NH) e écaros que infestam col6nias higiénicas (HIG).

Influéncia do comportamento higiénico na assimetria flutuante do parasito

Quando os escudos metapodais direito e esquerdo de &caros de col6nias de abelhas higiénicas e
ndo higiénicas foram analisados, a interacdo significativa de individuo x lado confirmou a presenca de
assimetria flutuante tanto para a forma (p<0,001) quanto para o tamanho (p<0,001) dos escudos nos dois
grupos. Apesar disso, apenas a assimetria flutuante do tamanho diferiu significativamente entre os
grupos estudados (p<0,01) (Figura 4. A), ndo havendo diferenca significativa para a forma (p>0,05). Os
acaros de colbnias higiénicas apresentam niveis mais baixos de assimetria flutuante do tamanho dos
escudos metapodais.

A presenca de assimetria flutuante da forma do escudo genito-ventral foi confirmada em &caros
que infestam colbnias higiénicas e ndo higiénicas (p<0,001). No entanto, ndo houve diferenca

significativa para a assimetria flutuante da forma entre os grupos (p>0,05).

Assimetria flutuante do hospedeiro: col6nias higiénicas e ndo higiénicas

Quando os pares de asas dianteiras de abelhas de col6nias higiénicas e ndo higiénicas foram
analisados, a presenca de assimetria flutuante na forma (p<0,001) e no tamanho (p<0,001) foi
confirmada nos dois grupos. Apesar disso, apenas a assimetria flutuante do tamanho diferiu

significativamente entre os grupos (p<0,01), ndo havendo diferenca significativa para a assimetria da
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forma (p>0,05). Abelhas de colbnias higiénicas apresentaram indices mais elevados de assimetria

flutuante do tamanho das asas dianteiras (Figura 4. B).
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Figura 4. Assimetria flutuante do tamanho. A. Assimetria flutuante do tamanho do escudo metapodal
de acaros que infestam col6nias ndo higiénicas (NH) e coldnias higiénicas (HIG). B. Assimetria
flutuante do tamanho das asas dianteiras de abelhas de coldnias NH e HIG.

Discussao

Os diferentes niveis de resisténcia contra doencas a partir de estratégias de defesa
comportamental, como o comportamento higiénico, sdéo moduladas pelo contexto genético e ecolégico
da coldnia (Wilson-Rich et al., 2009), o que pode resultar em diferentes ambientes para seus parasitos e
patdégenos e os expor a pressdes distintas. As pressdes ambientais podem interferir nos processos
quimicos, fisiologicos e de desenvolvimento de um organismo (Forsman, 2015). No entanto, a
plasticidade fenotipica desses organismos permite que se ajustem as mudangas ambientais mais rapido
do que pela adaptacao genética, pois pode ocorrer dentro de uma nica geragao e promover uma solugéo
temporéria @ uma dada condigcdo ambiental (Clifton et al., 2020).

Os resultados do presente estudo confirmaram a variagdo morfoldgica em &caros que infestam
coldnias de abelhas africanizadas com diferentes niveis de comportamento higiénico. Foram
encontradas diferencas significativas na forma dos escudos genito-ventral e metapodal e no tamanho do
escudo metapodal de &caros que infestam col6nias higiénicas e ndo higiénicas. Essa variacdo pode
indicar que os dois grupos de acaros estdo sofrendo pressdes ambientais distintas durante seus processos

de desenvolvimento. Isso era esperado, pois muitos processos bioldgicos podem levar a mudangas na
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forma entre individuos a partir de pressbes seletivas e diferencas nos processos de crescimento e
morfogénese (Zelditch et al., 2004).

Outras pesquisas tém demonstrado variacdo morfologica em V. destructor em diferentes
contextos: entre populacdes (Maggi et al., 2009; Aude et al., 2016; Farjamfar et al., 2018) entre estacBes
(Yevstafieva et al., 2020), pela exposi¢do a acaricidas ( Maggi et al., 2012; Loeza-Concha et al., 2018),
e os morfotipos podem resultar de correlacbes morfométricas entre de V. destructor e A. mellifera
(Giménez et al., 2017).

A variabilidade corporal de V. destructor parece ser um mecanismo natural que modula sua
resisténcia a estressores, e a manutencdo dessa estratégia em uma populagdo pode desempenhar um
papel fundamental na sobrevivéncia dos individuos (Maggi et al., 2012). De modo que seja possivel
expressar um fendtipo, dentre todos, que favoreca sua sobrevivéncia em determinadas circunstancias
(Agrawal, 2001; Maggi et al., 2012). Como o comportamento higiénico expresso pela col6nia pode
variar a depender do contexto (Wilson-Rich et al., 2009), a variabilidade corporal desse parasito pode
ser um atributo importante para persistir no ambiente variavel da colénia.

Os acaros de col6nias higiénicas apresentaram um escudo metapodal menor em comparagao aos
das coldnias ndo higiénicas. Pesquisas futuras devem ser conduzidas para testar se a reducdo do tamanho
do acaro € uma estratégia que dificulta sua detecgdo e remogéo, nesse caso, &caros maiores seriam
removidos da col6nia, pois as abelhas também podem apresentar comportamento higiénico seletivo e
dependente da extensdo dos danos (Schoning et al., 2012). Nesse contexto, as abelhas de coldnias
higiénicas poderiam ser mais sensiveis aos sinais associados ao dano do que as de coldnias néo
higiénicas (Mondet et al., 2015).

Enquanto as varia¢fes morfoldgicas dos individuos podem refletir diferengas entre os processos
de morfogénese nos dois grupos de &caros avaliados (Zelditch et al., 2004), a assimetria flutuante pode
indicar qual grupo sofreu maior estresse durante o desenvolvimento (Klingenberg; Nijhout, 1999;
Palmer, 1994; Klingenberg, 2015). Os sistemas de desenvolvimento podem apresentar diferentes
sensibilidades a perturbagdes ambientais, tais ruidos podem causar desvios de simetria e seus efeitos
dependem tanto da quantidade de perturbacdo, quanto da estabilidade do desenvolvimento de um
individuo, ou seja, a capacidade dos seu sistema de desenvolvimento de lidar com perturbacoes e
minimizar os efeitos sobre sua morfologia (Kligenberg, 2003). Diante disso, em um sistema onde
hospedeiro e parasito se desenvolvem juntos, como é o caso de V. destructor e as abelhas que infestam,
é possivel que a interacdo entre multiplos fatores dos antagonistas possa causar diferentes quantidades
de ruido em seus processos de desenvolvimento. Tais perturbacGes se apresentardo como desvios de
simetria e podem ser mensuradas a partir da assimetria flutuante entre os lados do corpo (Klingenberg;
Nijhout, 1999; Palmer, 1994; Klingenberg, 2015).

Diante do papel do comportamento higiénico na resisténcia da col6nia (Wilson-Rich et al.,
2009), uma relacdo inversa entre a assimetria flutuante do hospedeiro e do parasito era esperada e foi

confirmada pelos resultados do presente estudo. Também era esperado que em colénias higiénicas as
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abelhas apresentassem niveis mais baixos de assimetria flutuante e que os acaros que infestam essas
col6nias demonstrassem indices mais altos de assimetria flutuante. No entanto, uma relagdo inversa foi
encontrada. A capacidade das abelhas em lidar com o parasitismo de V. destructor depende de fatores
ambientais, de manejo, do &caro e das caracteristicas do proprio hospedeiro, como resisténcia e
tolerancia (Mondet et al., 2020). A resisténcia esta ligada a reducdo da aptidao do parasito, ou seja, seu
sucesso reprodutivo, a fim de manter a populacdo abaixo de um limite prejudicial, por sua vez, a
tolerancia corresponde a reducdo dos danos causados pelo parasito (Dynes et al., 2020; Mondet et al.,
2020). Abelhas adultas e a ninhada apresentam diferentes mecanismos de resisténcia e tolerancia
(Mondet et al., 2020). Essas caracteristicas abrangem uma variedade de mecanismos coletivos e
individuais, comportamentais e fisiol6gicos, de modo que a capacidade de uma coldnia em lidar com
um parasito ndo depende apenas de uma Unica caracteristica, mas da combinacédo entre elas (Wilson-
Rich et al., 2009; Mondet et al., 2020). De fato, a coldnia combina estratégias de tolerancia e resisténcia,
mas o nivel de investimento em cada uma delas depende do contexto genético e ecolégico, incluindo as
condi¢des da prépria colbnia e o nivel de dano ( Wilson-Rich et al., 2009; Cremer et al., 2018).

Desse modo, outros mecanismos de resisténcia ou toleréncia, no contexto do presente estudo,
podem estar mais associados a estabilidade no desenvolvimento do hospedeiro e do parasito que o
comportamento higiénico. Uma possivel explicacdo para a relagdo encontrada é que quando as larvas
sdo expostas a V. destructor, podem regular proteinas associadas a imunidade e ao estresse, essa é uma
resposta imune direcionada em antecipacéo aos danos esperados, portanto, um mecanismo de tolerancia,
mas a complexidade e forca dessa resposta difere entre genotipos hospedeiros, 0 que pode levar a
impactos distintos sob a aptiddo do hospedeiro e do parasito (Fang et al., 2022). Assim, diferencas na
tolerancia das larvas parasitadas nos dois tipos de coldnias avaliadas poderiam explicar as diferencas
nos niveis de assimetria flutuante das abelhas e de seus &caros associados.

Além disso, é preciso levar em consideracdo que além de V. destructor outros parasitos,
patdgenos e fatores de estresse que ndo foram medidos podem estar presentes nas coldnias e interferir
nessa dindmica (Kligenberg, 2003; Le Conte et al., 2010; Blanken et al., 2015). O préprio V. destructor
é vetor de virus que infectam as abelhas, dentre eles destaca-se o virus da asa deformada (DWV), essa
associacdo mutualistica acaro-virus pode influenciar tanto o hospedeiro quanto o parasito (Di Prisco et
al., 2016). Nas abelhas, cargas crescentes de DWV reduzem a imunocompeténcia nos niveis humoral e
celular, levando a diferentes niveis de imunossupressao e deixando-as mais susceptiveis aos danos
causados pelo acaro (Di Prisco et al., 2016), e possivelmente por outros fatores de estresse, tais como
pesticidas, escassez de alimento, mudancas ambientais e outros parasitos e patégenos (Blanken et al.,
2015; Le Conte et al., 2010). A partir disso, é provavel que a imunossupressdao somada a coocorréncia
de fatores de estresse resulte em diferentes niveis de instabilidade no desenvolvimento das abelhas
(Kligenberg, 2003; Le Conte et al., 2010; Blanken et al., 2015; Di Prisco et al., 2016). Adicionalmente,
nos acaros € possivel que o aumento da imunossupressdo das abelhas infestadas, até um limite critico,

influencie sua eficiéncia alimentar, se as respostas imunes da larva interferirem na absor¢éo e utilizagdo
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dos recursos energéticos (Di Prisco et al., 2016). Diante disso, diferencas nas cargas virais dos grupos
de acaros avaliados poderiam explicar porque as coldnias higiénicas apresentaram maiores niveis de
assimetria flutuante que os acaros que as infestam. Outras pesquisas devem ser conduzidas para analisar
a presenca e a carga viral de DWV e a coocorréncia de outros fatores de estresse para deixar essa relacao
mais clara.

Ademais, o nivel de comportamento higiénico encontrado no presente estudo pode ser resultado
dos danos da associacdo acaros-virus, visto que analises quimicas dos perfis de odor da cria sugerem
que as abelhas adultas reconhecem o nivel de dano da cria a partir de pistas olfativas e que a extensdo
dos danos causados desencadeia 0 comportamento higiénico (Schéning et al., 2012). Crias parasitadas
por &caros com alto potencial de induzir infeccbes de DWV sdo removidas com maior frequéncia, isso
sugere que as abelhas apresentam comportamento higiénico seletivo e dependente de danos, o que pode
ser uma maneira econdémica para as coldnias lidarem com a infestacéo de acaros (Schoning et al., 2012).

Outra possibilidade é que as diferencas morfométricas e de assimetria encontradas nos dois
grupos de acaros avaliados podem estar ligadas a haplétipos distintos do parasito. No Brasil foram
identificados dois hapl6tipos de V. destructor, o japonés (J) e o coreano (K), o Gltimo é o mais prevalente
em coldnias de abelhas africanizadas e apresenta maior capacidade reprodutiva, tendo ao longo dos anos
prevalecido sobre o haplétipo J, que primeiro se estabeleceu na América do Sul (Pinto et al., 2022). No
entanto, o hapl6tipo J ainda esta presente e coexiste com o K (Pinto et al., 2022). Nesse caso, 0s acaros
presentes nos diferentes tipos de coldnia poderiam ser de hapl6tipos distintos, mas isso precisa ser
avaliado, portanto, pesquisas futuras devem incluir a identificagdo de haplotipos.

Apesar dos acaros que infestam coldnias com niveis de comportamento higiénico distintos
apresentarem diferengas morfoldgicas e de assimetria flutuante, o comportamento higiénico em si ndo
parece ser a causa dessas variagOes, mas talvez seja a consequéncia de caracteristicas dos proprios
acaros, pelo menos no contexto do presente estudo. Visto que o comportamento higiénico expresso pela
coldnia depende do contexto de interagdo entre multiplos fatores (Wilson-Rich et al., 2009), uma mesma
coldnia pode representar um ambiente varidvel entre geracdes de acaros, o que pode ser avaliado por
pesquisas futuras que analisem essa relacdo em diferentes contextos de tempo e espaco.

Para estudar os efeitos de mecanismos de resisténcia e toleréncia das abelhas no
desenvolvimento de V. destructor, a analise morfoldgica e a assimetria flutuante podem oferecer
importantes pistas, mas dada a complexidade de combinacdes entre as caracteristicas do hospedeiro e
do parasito, pesquisas futuras que avaliem o papel de multiplos fatores podem deixar essa relacdo mais

clara.
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