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ESTUDO DO COMPORTAMENTO HIGIENICO EM Melipona quadrifasciata
anthidioides (APIDAE, MELIPONINAE)

RESUMO: O comportamento higiénico (CH) executado pelas abelhas, com a
capacidade de deteccdo e remocdo das crias mortas, doentes ou parasitadas,
aumenta os indices de sanidade das colbnias. Esse estudo teve como objetivo
avaliar o CH em 40 colbnias nao selecionadas de Melipona quadrifasciata
anthidioides por meio do método de congelamento de crias com nitrogénio liquido.
Para aplicagédo do nitrogénio liquido, em cada col6nia foi delimitada uma area de cria
contendo sete células de pupa de olho negro e sete larvas de ultimo instar. As
observactes foram realizadas ap6s o congelamento das células em 14 tempos (3, 6,
12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240 e 264 h). As variaveis analisadas
foram a propor¢cdo média acumulada de remocdo de larvas (RL) e pupas (RP)
mortas, e a propor¢cdo meédia acumulada de células desoperculadas com larvas (DL)
e pupas (DP) mortas ainda ndo removidas. Cada colonia foi avaliada em trés
periodos diferentes de observacao e consideradas higiénicas aquelas com remocéao
acima de 95% em 48 horas em pelo menos dois ensaios. O tamanho da populacdo
de cada colbnia foi estimado antes de cada teste a partir da mensuracdo do niumero
de células de cria. Os efeitos de tempo e populacdo sobre as variaveis foram
avaliados por meio de modelos de regresséo logistica. Os resultados mostraram que
a RL foi mais eficiente do que a RP, totalizando 30 (75%) das 40 col6nias com
remocao maior do que 95% dentro de 48 h em pelo menos duas observacdes e para
RP apenas seis (15%) das 40 col6nias. A média do niumero de dias para a remocao
de todas as larvas mortas por congelamento foi de 2,90 dias e para pupas de 5,02
dias. Os percentuais de DL e DP encontrados foram de 4,81% e 1,44%,
respectivamente dentro de 48 h. A variacdo na estimativa da populacéo de abelhas
entre as colonias influenciou apenas na remocgdo de pupas. Colonias com maior
estimativa de populacdo concluiram a RP em menor tempo quando comparada as
coldénias menores para remocgao de crias de mesma idade. Estas descobertas
relataram pela primeira vez o CH em M. . anthidioides e confirmaram que as
operarias tém mais dificuldade para a remocédo de pupas em comparacao as larvas.

Palavras chave: Abelhas sem ferrdo; Colbnias higiénicas; Meliponicultura; Sanidade
das abelhas



HYGIENIC BEHAVIOR STUDY IN Melipona quadrifasciata anthidioides, 1836
(APIDAE, MELIPONINAE)

ABSTRACT: The hygienic behavior (HB) performed by bees, as the detection and
removal of dead broods, increases the health indices of the colonies. This study
aimed to evaluate the HB in 40 colonies not selected of Melipona quadrifasciata
anthidioides through the freezing brood method with liquid nitrogen. For the
application of liquid nitrogen, in each colony was delimited a creating area with seven
cells containing black eyed pupae and seven last instar larvae. Observations were
made after freezing the cells at 14 times (3, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192,
216, 240 and 264 h). The variables analyzed were the cumulative average rate of
removal of larvae (RL) and dead pupae (RP), and the average cumulative proportion
of decapped cells with larvae (DL) and dead pupae (DP) not removed yet. Each
colony was held in three different periods of observation and considered hygienic to
that presented above 95% removal in 48 hours in at least two trials. All colonies
evaluated for HB had the size of the estimated population before each test, from the
measurement of the number of brood cells. The effects of time and population on the
variables were assessed using logistic regression models. The results showed that
the RL was more efficient than the RP total 30 (75%) of 40 colonies with higher
removal than 95% within 48 hours in at least two points and RP only six (15%) of the
40 colonies. The average number of days to remove all larvae killed by freezing was
2.90 days and 5.02 days for pupae. The percentages of DL and DP were found
4.81% and 1.44% respectively within 48 hours. The change in the estimate of the
population of bees between colonies only influenced the removal of pupae. Colonies
with the highest estimate of the population have completed the RP in less time
compared to smaller colonies for removal of the same age offspring. These findings
first reported in CH M. q. anthidioides and confirmed that the workers have more
difficulty to the removal pupae compared larvae.

Keywords: Beekeeping; Hygienic colonies; Stingless bees; The bees sanity
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1 INTRODUCAO

As abelhas sdo importantes polinizadoras, aumentando a producéao de
frutos e sementes. Além disso, os produtos da colbnia, tais como o mel, cera,
geleia real, propolis, geopropolis, samburd sdo muito apreciados e
comercializados.

Dentre as abelhas, as espécies dos géneros Apis e Melipona sdo as de
maior destaque, pois com manejo adequado possuem boa resposta produtiva.
Entretanto, como em qualquer atividade de producdo animal, as abelhas séo
suscetiveis a doencas, parasitas e contaminacgdes diversas.

Ao longo da evolucéo as abelhas desenvolveram mecanismos de defesa
como o comportamento higiénico para o controle de organismos patogénicos e
contaminantes dentro da colbnia. Esse comportamento é uma caracteristica
genética, executado pelas abelhas operarias para detectar crias mortas ou
doentes e proceder com a sua remocao. Isso contribui para a sanidade da
colonia, uma vez que retira a fonte patogénica antes de sua proliferacéo.

O comportamento higiénico € muito estudado em col6nias do género
Apis para as doencas de cria. Além disso, o comportamento higiénico tem sido
utilizado como critério de selecdo em programas de melhoramento genético,
pois estudos evidenciam uma associacdo positiva significativa entre colbnias
higiénicas e producdo de mel e pélen. Em abelhas sem ferrdo estudos sobre o
comportamento higiénico sdo escassos.

Em virtude da necessidade de estudos a respeito da sanidade de
abelhas sem ferrdo, este trabalho estuda o comportamento higiénico de
Melipona quadrifasciata anthidioides Lepeletier, 1836 através do congelamento

de crias utilizando nitrogénio liquido.



2 REVISAO DE LITERATURA

As abelhas sdo insetos de reconhecida importancia desde as
civilizagbes mais antigas, as quais utilizavam as abelhas em suas artes,
ciéncias, rituais religiosos e na utilizacdo de seus produtos (BISHOP, 2005).

Atualmente as abelhas tém sido estudadas em varias partes do mundo
sob diversas perspectivas, devido a sua importancia social, econbmica e
ambiental, por realizar em praticamente todos os biomas um dos mais
importantes servigos ao meio ambiente, a polinizagdo (CHAMBO, 2016).

Ollerton et al. (2011) relataram que 87,5% das plantas com flores
dependem da polinizacdo, principalmente realizada por abelhas. Estima-se que
as abelhas sejam responsaveis pela polinizacdo de 75% dos alimentos
cultivados pelo homem (KLEIN et al., 2007).

Sao reconhecidas mais de 20 mil espécies de abelhas distribuidas nas
diferentes regiées do mundo (MICHENER, 2000), sendo que no Brasil ha mais
de 3 (trés) mil espécies (SILVEIRA et al., 2002). Embora a maioria entre as
espécies sociais seja de abelhas sem ferrdo, a Apis mellifera tem sido mais
estudada devido a sua ampla distribuicdo, numerosa populacédo, alta
produtividade e capacidade de polinizar uma gama de espécies vegetais.

As espécies de abelhas sem ferrdo apresentam vantagens como a
auséncia de ferrdo funcional, baixa defensividade, estabelecimento de colonias
perenes, forrageamento estratégico e atividade de voo em ambientes fechados
gue atende as necessidades da polinizacéo dirigida (CRUZ et al., 2005; SLAA
et al., 2006).

Ha uma ampla diversidade de espécies de abelhas sem ferrdo, divididas
em diferentes géneros. Esses géneros estdo distribuidos nas regides tropicais
e subtropicais do mundo (MICHENER, 2007). Dentre eles, o género Melipona
tem ocorréncia limitada as regides neotropicais, abrangendo a América do Sul
atée a Ameérica Central e México (MICHENER, 1990; CAMARGO e PEDRO,
2007) e vem se destacando com espécies de interesse econdmico
(VENTURIERI et al., 2012), dentre elas Melipona quadrifasciata Lepeletier,
1836 (AIDAR, 2010; OLIVEIRA et al., 2015; SILVA et al., 2016).



2.1 Melipona quadrifasciata anthidioides Lepeletier, 1836

A Melipona quadrifasciata Lepeletier possui ampla distribuicdo, podendo
ser encontrada do Estado da Paraiba até o Rio Grande do Sul (MOURE e
KERR, 1950). Essa espécie foi dividida em duas subespécies: Melipona g.
anthidioides e Melipona . quadrifasciata devido a presenca de trés a cinco
listras metasomais amarelas continuas do 3° ao 6° segmento em operarias e
machos, que sao interrompidas em M. g. anthidioides (SCHWARZ, 1948).

O padrao de distribuicdo dessas espécies ocorre em areas geograficas
bastante distintas, sendo a M. g. quadrifasciata, encontrada em regides mais
frias, que compreendem a porcéo sudeste do Estado do Rio Grande do Sul ao
sul do Estado de Sdo Paulo (BATALHA-FILHO et al.,, 2009). A M. q.
anthidioides é encontrada em regides mais secas, desde o nordeste do Estado
de Sédo Paulo ao leste da Paraiba, com presenca importante no Estado da
Bahia, onde pode ser encontrada em quase todo o territdrio, mas
principalmente na regido semiarida por motivos climéticos e floristicos (NUNES
et al., 2008).

A estrutura e localizacéo dos ninhos em M. g. anthidioides é semelhante
aos demais meliponineos, que utilizam ocos preexistentes em arvores,
cupinzeiros e cavidades no solo para nidificacdo. A entrada da colbnia é
construida com barro e possui raias convergentes e os potes de alimento e
discos de cria sdo construidos com cera pura ou cerume (AIDAR, 2010;
OLIVEIRA et al., 2012).

A M. g. anthidioides é conhecida como “Mandacaia” apresenta boa
resposta produtiva quando manejada racionalmente e oferece produtos
bastante apreciados pelos meliponicultores, sendo considerada de grande
importancia para economia e manutencdo da biodiversidade das regifes
semiéaridas do Estado da Bahia.

Apesar de sua importancia, as populacées de abelhas sem ferrdo tem
diminuido drasticamente devido a degradacao e fragmentacdo do habitat, uso
indiscriminado de pesticidas (FREITAS et al., 2009; SARTO et al., 2014) e da
pratica predatodria ainda realizada em muitas regiées do Brasil (OLIVEIRA et al.,
2012).



2.2 Meliponicultura

7

Meliponicultura é a atividade que se destina a criacdo racional das
abelhas sem ferrdo. No Brasil essa atividade comegou a ser praticada pelos
indios, que exploravam seus produtos para alimentacdo, combate de doencas
e confeccao de artefatos (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006).

A Meliponicultura, como toda atividade de producdo animal, busca o
aumento da produtividade, reducdo de custos de producdo e melhoria da
qualidade dos produtos. O sucesso da atividade esta atrelado as interacfes
entre a espécie, manejo, nutricdo, genética, sanidade e ambiente. Devido ao
crescimento da Meliponicultura, os riscos de transmissdo de patégenos podem
ocorrer (VENTURIERI et al., 2012). Assim, medidas profilaticas tornam-se cada
vez mais necessarias.

Desde 2006, em diversas partes do mundo, um fenédmeno conhecido
como CCD (Colony Collapse Disorder) tem sido relatado. O CCD acomete
colénias de abelhas do Género Apis, sendo caracterizado pelo
desaparecimento da maior parte da populacdo de operarias, restando apenas
alimento estocado e a rainha acompanhada por algumas operarias para cuidar
das crias restantes (vanENGELSDORP et al., 2009). A esse fendbmeno tem
sido atribuida uma associacdo de fatores, como alteragBes climaticas,
fragmentacao de habitat, agrotoxicos na agricultura, pragas e patégenos, bem
como o uso de pesticidas na apicultura (RATNIEKS e CARRECK, 2010).

Os aspectos sanitarios em abelhas sem ferrdo ainda s&do pouco
estudados, mas merecem atencdo. Embora ainda ndo se tenha relatos de
doencas nessas abelhas, muitas vezes é possivel identificar discos de cria com
muitas falhas, células deformadas, abelhas mortas na frente da caixa e
aumento da microfauna na colénia. Aliado a isso, ha ainda os efeitos da
aplicacdo de pesticidas (MESSAGE et al., 2012), que podem trazer

consequéncias desastrosas para essas abelhas.



2.3 Comportamento Higiénico

Em razédo das abelhas sociais viverem em coldnias com sobreposicao de
geracdes, ha uma maior probabilidade de transmissédo de doencas entre elas.
A resisténcia da coldnia pode ser comprometida por fatores climaticos,
nutricionais, manejo, contaminacédo por pesticidas (CHAUZAT et al., 2010;
JOHNSON, 2015), farmacos (HARZ et al., 2010) e baixa variabilidade genética
(MEIXNER, 2010).

Para proteger suas colonias, as abelhas e demais insetos sociais
desenvolveram mecanismos de defesa, tais como fisiolégicos, anatdomicos,
imunoldgicos (EVANS et al., 2006; SCHMID et al., 2008; WILSON-RICH et al.,
2008), producéo de antibioticos (propolis e geopropolis) (KAMEL et al., 2013), e
mecanismos comportamentais (comportamento higiénico e de “grooming”)
(BOECKING e SPIVAK, 1999).

O comportamento higiénico € um mecanismo de defesa natural
expressado pelas abelhas e que estd sob forte controle genético (WILSON-
RICH et al., 2009). Caracterizado pela remocao de crias mortas, doentes ou
parasitadas do interior da col6énia (SPIVAK e REUTER, 2001). Dessa forma, o
comportamento higiénico é indicado como o principal fator de resisténcia das
abelhas a parasitas e organismos patogénicos que ameacem a sanidade das
colénias (STANIMIROVIC et al., 2008; WILSON-RICH et al. 2009; EVANS e
SPIVAK, 2010).

A primeira observacdo de comportamento higiénico em abelhas foi
relatada por Park e colaboradores em 1930, ao observar col6nias de Apis
mellifera resistentes a Paenibacillus larvae, bactéria causadora da Cria Putrida
Americana (ROTHENBUHLER, 1964). Desde entdo o comportamento higiénico
tem sido estudado por diversos autores para outras doencas de cria em
abelhas do género Apis, como a cria-giz (causada pelo fungo Ascosphaera
apis) (SPIVAK e REUTER, 1998a), a varroatose (causada pelo acaro Varroa
destructor) (BOECKING e SPIVAK, 1999; RINDERER et al., 2010).



2.3.1 Métodos de estudo do comportamento higiénico

Varios métodos tém sido empregados para mensurar 0 comportamento
higiénico em abelhas, tais como o de perfuracdo de crias utilizando alfinete
entomolégico (NEWTON e OSTASIEWISKI, 1986) e o método de
congelamento de crias que pode ser realizado em freezer (NEWTON et al.,
1975) ou usando nitrogénio liquido (SPIVAK e REUTER, 1998b).

O método de perfuragéo de cria € 0 mais usado, principalmente por ser
econdmico e de facil realizagdo. Esse método consiste em perfurar as abelhas
na idade de pupa dentro dos alvéolos por meio de um alfinete entomoldgico
(GRAMACHO e GONCALVES, 2009). Como medida de avaliacdo, a colonia &
considerada higiénica se a area de teste apresentar remoc¢ado superior a 80%
dentro de 24 horas.

A avaliacdo de CH por meio da perfuracdo de crias tem sido questionada
guanto a sua eficacia uma vez que traz a superficie da célula fluidos corporais
das crias mortas, o que pode estimular a percep¢cdo dos danos as crias,
antecipando a sua remocéo pelas operarias (GRAMACHO et al.,1999).

O método de congelamento € realizado colocando secfes de favos de
cria contendo aproximadamente 100 células em geladeira durante 24 horas e
posteriormente devolvidas as respectivas colonias para avaliagdo do seu grau
de higiene. S&o consideradas higiénicas as colbnias com remocao superior a
80% em 48 horas. Este método € considerado pouco prético, pois aumenta a
manipulacéo dos favos o que pode alterar o comportamento das abelhas.

O congelamento das éareas de cria também ¢€ realizado através
nitrogénio liquido e consiste em verter o liquido na area de cria delimitada por
um tubo, este método é considerado mais rapido (SPIVAK e GILLIAM, 1998;
SPIVAK e REUTER, 1998b). Spivak e Downey (1998) relataram que o método
mais eficaz é o de congelamento de crias usando nitrogénio liquido para avaliar
o CH em abelhas. Esses autores descrevem que colbnias higiénicas de A.
mellifera devem ter uma remocdo maior do que 95% dentro de 48 horas em
pelo menos dois ensaios.

Apesar de existirem contestacbes a cerca de qual método é mais

eficiente, o método de perfuracdo e congelamento s&o considerados



adequados para avaliacdo. Entretanto, devido aos avancos da ecologia
quimica das abelhas o método de congelamento, especialmente com o
Nitrogénio liquido vem sendo preferencialmente utilizado por causar menos
perturbacdes a colénia e conferir maior confiabilidade nos resultados
(GRAMACHO et al., 1999; PIRES et al., 2006; STANIMIROVIC et al., 2008).

2.3.2 Bases genéticas para o comportamento higiénico

A composicdo genética do comportamento higiénico foi proposta
inicialmente por Rothenbuhler (1964), sugerindo um modelo de dois loci para a
expressdo dessa caracteristica, por meio da genética Mendeliana simples.
Neste caso um locus esta envolvido na desoperculacao das células e outro na
remocao das crias doentes, sendo ambos homozigotos recessivos.

Em uma reavaliacdo do modelo proposto, Moritz (1988) considerou um
modelo de trés loci mais adequado e ponderou que outros padrées de heranca
do comportamento higiénico em abelhas ndo podem ser excluidos. Estudos
baseados em técnicas moleculares revelaram até sete loci que podem ser
responsaveis pela expressdo do CH (LAPIDGE et al., 2002; OXLEY et al.,
2010). Assim, apesar de avancos importantes no conhecimento da composi¢cao
genética do comportamento higiénico, o seu modo de expressao ainda € em
grande parte desconhecido.

O comportamento higiénico esta relacionado a genes capazes de
aumentar a sensibilidade a identificacdo de compostos volateis exalados pelas
crias mortas ou doentes (MASTERMAN et al., 2001; SWANSON et al., 2009).

No estudo de Spivak et al. (2003), as abelhas do Género Apis que
expressaram o0 comportamento higiénico possuiram maior quantidade de
octopamina no cérebro que as abelhas ndo higiénicas de mesma idade e
expostas ao mesmo estimulo de odor. Segundo 0os mesmos autores, a
octopamina € um neuromodulador que desempenha um papel fundamental em
comportamentos olfativos em abelhas, potencializando a detecgao e resposta

das abelhas operarias as crias doentes.



No estudo de Tsuruda et al. (2012) em col6nias de Apis resistentes a
varroatose identificaram genes associados com a visao, o olfato, a memoria e a
recepcado de dopamina, que esta associada ao processamento da informacao
sensorial, o que confirma os estudos referentes as trilhas olfativas associadas a
remoc&o de crias mortas ou doentes.

Harpur et al. (2014) afirmam que o comportamento higiénico nao
compromete a imunidade individual das abelhas. E representa menor custo
fisioloégico para as operarias em comparacdo com o custo de manutencdo de
uma imunidade inata (EVANS e PETTIS, 2005; SCHMID-HEMPEL, 2005),
demonstrando que a sele¢cdo de colénias por meio do CH é possivel e
vantajosa.

As estimativas de herdabilidade entre 0,15 e 0,61 foram encontradas e
consideradas adequadas para a formacéo de linhagens de colonias higiénicas
(HARBO e HARRIS, 1999; BOECKING et al., 2000; ESPINOSA-MONTANO,
2008; COSTA-MAIA et al., 2011).

Estudos indicam que coldnias higiénicas sdo economicamente
interessantes para apicultores por apresentarem maior producao de podlen e
mel do que colénias ndo selecionadas para essa caracteristica (SPIVAK e
REUTER, 1998b; NICODEMO et al., 2013). Esses resultados sdo ainda mais

animadores por aliar sanidade das col6nias com incrementos na producao.

2.3.3  Fatores que influenciam o Comportamento Higiénico

Apesar de ser uma caracteristica de base genética o comportamento
higiénico, diferencas no grau de higiene das coldnias sédo atribuidas a fatores
ambientais e também das condi¢des da coldnia como analisado por Bigio et al.
(2013). Estes autores afirmaram que mesmo em coldnias selecionadas o
comportamento higiénico é uma caracteristica muito rara e representa apenas
10% do total devido a influencia de fatores internos e externos as colonias.

Outros autores acreditam que comportamento higiénico raramente é
manifestado com elevado grau de higiene (WAITE et al., 2003; PEREZ-SATO
et al., 2009). Para Wilson-Rich et al. (2009) a habilidade para o comportamento



higiénico pode ser encontrada em todas as populacdes de abelhas, embora em

niveis mais baixos em colonias nao selecionadas.

2.3.1.1 Fatores Internos as colonias

Por meio do teste de comportamento em crias de diversas idades, Bigio
et al. (2014b) verificaram que o comportamento higiénico nao influencia a
remocao de crias saudaveis. A motivacdo para o comportamento higiénico tem
sido relacionada a estimulos quimicos, emanados pelas crias doentes ou
mortas e possivelmente pelo agente invasor (BOECKING e SPIVAK, 1999;
NAZZI et al., 2004).

Aronstein e Murray (2010) sustentaram a hip6tese de que as abelhas
podem detectar diferencas entre o calor produzido por uma pupa saudavel e
uma doente ou parasitada. Os autores relataram que esporos de fungos
causadores da cria-giz ingeridos pelas larvas germinam no intestino das
mesmas provocando aumento da temperatura na area do favo.

Para Arathi e Spivak (2001) o comportamento higiénico esta relacionado
a fatores internos como a percentagem de abelhas na colonia capazes de
executa-lo. O estudo de Pereira et al. (2013) mostra que existe diferencas na
idade das operarias envolvidas na desoperculacdo e remocao. Em colbnias
higiénicas e nao higiénicas, as operarias de 4 a 12 dias de idade eram
responsaveis pelo CH em favos mais novos, enquanto operarias de 6 a 13 dias
de idade em favos mais velhos.

Colbnias mais fortes (populosas e com estoque de alimento) sao
indicadas por apresentar altos niveis de comportamento higiénico
(STANIMIROVIC et al., 2002).

Pereira et al. (2013) encontraram diferencas importantes na duracao das
etapas do comportamento higiénico no periodos diurno e noturno. Durante o
dia o tempo total desde a perfuracéo até a remocao das crias foi menor do que
a noite. Os autores afirmaram ainda que a remocéo de crias mortas na idade

de larva foi mais rapida do que para crias mais velhas. Conclui-se que a hora
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do dia e a idade da cria devem ser consideradas na avaliacdo do
comportamento de higiene em abelhas do Género Apis.

No estudo de Schoéning et al. (2012) os resultados demonstraram que
apenas a presenca do acaro Varroa destructor na colénia ndo € estimulo para
a remocao da cria. A remocao ocorreu a partir dos danos provocados as larvas
e referente ao potencial de infeccdo dos &caros. Os mesmos autores sugeriram
gque os compostos volateis emanados das crias parasitadas por acaros
infectados sdo claramente distintos ao odor das crias parasitadas com acaros
nao infectados. Zhao et al. (2015) também encontraram diferencas na
quantidade e no tipo de compostos volateis emanados de cria saudavel e crias
contaminadas com o fungo Ascosphaera apis.

2.3.1.2 Fatores externos as coldnias

Fatores ligados a atividade externa das abelhas também estdo
relacionados a expressao do comportamento higiénico. Estes fatores podem
ser climaticos e referentes aos recursos tréficos disponiveis no ambiente.

O fluxo de néctar € indicado por estimular a taxa de remoc¢éo de cria
morta ou doente (SPIVAK e GILLIAM, 1993; GUERRA JR et al., 2000).
Resultados diferentes foram encontrados por Bigio et al. (2013) sobre o efeito
de fornecimento de alimento artificial (xarope a base de sacarose) e tamanho
da colbnia, sugerindo que o teste em colbnias pode ser feito a qualquer
momento, sem especial atencdo as condicdes de néctar ou niveis de cria.
Fatores climaticos como a temperatura, umidade relativa do ar, luminosidade e
precipitacdo devem ser estudados e correlacionados com o CH nas diferentes
épocas do ano para avaliagcdo de qual o melhor momento para avaliacdo das
colbnias.

Outro fator externo importante foi estudado por Bigio et al. (2014a). Os
autores compararam a partir de colonias higiénicas os niveis de higiene de
colénias com rainhas inseminadas instrumentalmente com machos também
selecionados e coldnias com rainhas acasaladas naturalmente e encontraram

niveis de higiene superiores nas col6nias das rainhas e machos selecionados
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(99,8) comparados a colonias naturalmente acasaladas (95,5%). Desse modo,
0s apicultores devem selecionar as rainhas de suas colGnias higiénicas e
conseguirdo aumentar a frequéncia de machos também com potencial

higiénico.

2.3.4  Comportamento Higiénico em Abelhas sem ferrdo

Os estudos referentes a técnicas de avaliacdo e resposta do
comportamento higiénico sao baseados nas abelhas do género Apis. Os
estudos sobre o CH em abelhas sem ferrdo ainda séo insuficientes,
considerando a diversidade e particularidades da biologia de cada espécie.

Em abelhas sem ferrdo foram realizados trabalhos com as seguintes
espécies: Plebeia remota (NUNES-SILVA et al.,, 2009), Melipona scutellaris
(SAMPAIO, 2014), Melipona beecheii e Scaptotrigona pectoralis (MEDINA et
al., 2009).

Medina et al. (2009) verificaram diferencas na remocéo total de crias
mortas entre M. beecheii (2 a 9 dias) e S. pectoralis (1 a 3 dias). Em P. remota,
as operarias demoraram até 5 dias para a completa remocédo das crias mortas
(Nunes-Silva et al., 2009).

Gramacho e Goncalves (2009) relatam que o CH em abelhas do género
Apis é realizado em quatro etapas: identificacdo da célula contendo cria morta,
perfuracdo da célula, desoperculacdo e remocédo, podendo ainda haver uma
remocdo parcial da cria. Em espécies de abelhas sem ferrdo néo foi
identificada a etapa de perfuracdo, e a remogéo parcial das crias nao parece
ser comum, sendo relatada apenas por Sampaio (2014).

Medina et al. (2009) destacaram que em espécies de abelhas sem
ferrdo, as operarias destroem as células ap6s o nascimento das abelhas bem
como durante o CH ap0s a remocéao das crias mortas. Observagdo semelhante
foi encontrada por Sampaio (2014) estudando o CH em M. scutellaris. Essa
caracteristica pode ser importante para essas espécies, pois reduz a
transmissdo dos agentes patogénicos, em Apis ap0s a remocdo das crias

mortas as células sao reutilizadas.
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Medina et al. (2009) relataram que a alimentacdo das larvas em Apis
difere das abelhas sem ferrdo. Em abelhas sem ferréo, o fornecimento é
massal, sendo o alimento colocado nas células antes mesmo da postura dos
ovos pela rainha. Isso reduz as visitas de operarias as células, favorecendo a
sanidade das colénias. Em A. mellifera, as crias s&o alimentadas
progressivamente e a célula permanece aberta durante a fase larval, o que
aumenta a chance para a infeccéo.

Nunes-Silva et al. (2009) ndo encontraram correlagéo significativa entre
0 numero de células removidas, o tamanho do favos de cria e a condi¢do da
colénia (fraca, média ou forte) sobre o comportamento de higiene em P.
remota. Os mesmos autores afirmaram que danos no opérculo das células nédo
estimulam a remocdo das crias e as operarias selam novamente a célula
dentro de 24 horas.

Devido a importancia ambiental, econbmica e social de M. q.
anthidioides, especialmente na regido semiarida, estudos que busquem

informacdes sobre a sua sanidade sao cada vez mais necessarios.
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CAPITULO 1 - COMPORTAMENTO HIGIENICO EM Melipona
guadrifasciata anthidioides (APIDAE, MELIPONINAE)

Artigo a ser submetido ao Periodico Apidologie, Qualis A2 na Area
Zootecnia/Recursos Pesqueiros.

ABSTRACT. Hygienic behavior (HB) in stingless bees is a trait of workers that
confers colony-level resistance against some brood diseases. Workers of
hygienic colonies detect, uncap and remove dead or diseased brood from the
nest cells. We examined the hygienic behavior in stingless bees (Melipona
quadrifasciata anthidioides) from freeze-killed brood assay with liquid nitrogen.
Responses were measured in 14 times (3, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168,
192, 216, 240 e 264 h after freeze-killed brood). Workers were estimated
remove in average 65% of larvae and 34% of dead pupae by freezing within 48
h. Workers removed dead brood rapidly after uncapping the cells. Strong
colonies have greater removal of dead pupae, while the size of the population
did not influence the removal of dead larvae. These findings report for the first
time the hygienic behavior in M. g. anthidioides and confirm that workers have

more difficulty for the pupae removal compared the larvae from the combs.

Key-words: generalized linear models, stingless bees, hygienic colonies,

behavior of bees, dead brood removal, freeze-killed brood.

1. INTRODUGCAO

Melipona quadrifasciata Lepeletier (“mandacgaia”) € uma espécie de
abelha sem ferrdo presente em grande parte do territério brasileiro, desde os
estados da Paraiba até o Rio Grande do Sul (Moure e Kerr 1950). A maior
prevaléncia da subespécie M. quadrifasciata anthidioides € em regides quentes

e secas, especialmente na regido semiarida do Estado da Bahia (Nunes et al.
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2008). O mel de M. g. anthidioides € muito apreciado e suas colbnias
apresentam boa producdo quando manejadas racionalmente, sendo de grande
importancia socioeconémica e ambiental.

Nas ultimas décadas tem ocorrido uma diminui¢cdo drastica de coldnias
manejadas de abelhas Apis mellifera (vanEngelsdorp et al. 2007; Neumann e
Carreck 2010) e um declinio das popula¢gBes de abelhas sem ferrdo (Steffan-
Dewenter et al. 2005; Slaa et al. 2006; Freitas et al. 2009). Inimeras sao as
razdes, tais como a destruicdo ou alteracdo de habitats, 0 uso excessivo de
pesticidas em culturas agricolas e a outra, que afeta apenas as abelhas, sao as
pragas e doencas (vanEngelsdorp et al. 2010; Reyes-Gonzalez et al. 2016;
Sanchez-Bayo e Goka, 2016 e suas referéncias). No caso de pragas e
doencas, uma estratégia pratica e desejavel € que a espécie de abelha
expresse altos niveis de resisténcia natural, tais como o comportamento
higiénico (CH) (Evans et al. 2006; Bigio et al. 2013).

Em A. mellifera, o CH foi descrito como um processo em que ocorre a
deteccdo e desoperculacdo das células contendo as crias mortas, parasitadas
ou doentes (quinto-instar, larvas e pupas) e em seguida, suas remocdes
(Rothenbuhler 1964; Rosenkranz et al. 2010). Esse comportamento permite
que as abelhas removam as crias infectadas antes da doenca alcancar o
estagio infeccioso, evitando a infeccéo da cria saudavel (Rothenbuhler 1964). E
um mecanismo geral de resisténcia significativo a um numero de agentes
patogénicos importantes, incluindo Ascosphaera apis (agente causador da cria
de giz) (Gilliam et al. 1988), Paenibacillus larvae (cria puatrida americana)
(Spivak e Reuter 2001) e o acaro Varroa destructor (Rinderer et al. 2010;
Rasolofoarivao et al. 2015).

Colonias higiénicas possuem grandes interesses econdémicos dentro da
apicultura, pois elas tém sido relatadas para produzir mais mel e poélen do que
as colénias nao higiénicas (Nicodemo et al. 2013). Embora o CH seja uma
caracteristica muito importante, raramente ela é manifestada com intensidade
nas populacdes (Pérez-Sato et al. 2009). Assim, a selecdo de rainhas para
essa caracteristica tem se intensificado nos programas de melhoramento
genético (Espinosa-Montafio 2008; Costa-Maia et al. 2011).

A maioria dos estudos sobre o CH tratam das abelhas A. mellifera
(Gramacho e Gongalves 2009; Pérez-Sato et al. 2009, Morais et al. 2010;
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Stevanovic et al. 2011; Pinto et al. 2012; Bigio et al. 2013; Nicodemo et al.
2013; Pereira et al. 2013; Rasolofoarivao et al. 2015). Poucas espécies de
abelhas sem ferrdo foram investigadas para o CH, dentre elas temos a
Melipona beecheii e Scaptotrigona pectoralis (Medina et al. 2009) e Plebeia
remota (Nunes-Silva et al. 2009). Embora esses estudos sejam importantes,
nao sao suficientes, considerando as diversidades e particularidades de cada
espécie de abelha sem ferrdo, os riscos de extincdo que sofrem os Meliponini.

Ainda, o crescimento da atividade meliponicola pode aumentar os riscos
de transmissdo de patdgenos, conforme relatado por Venturieri et al. (2012),
especialmente para aquelas espécies de maior interesse econémico. Além
disso, tanto quanto sabemos nenhum estudo sobre o CH em M. g. anthidioides
foi realizado.

Nossa hipétese € que ocorra o CH em M. g. anthidioides de modo similar
as abelhas do género Apis e que ha diferenca no tempo de remocédo entre
larvas e pupas mortas pelas operarias. Assim, M. g. anthidioides foi usada
como modelo para investigar o CH em pequenos intervalos de tempo, até a
completa remocao de todas as crias (larvas e pupas) mortas por congelamento

nas colonias.

2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido de maio a agosto de 2015 com 40 colonias de M. g.
anthidioides alojadas em caixas padronizadas, modelo INPA, constituidas por
ninho e sobreninho (13 x 13 x 6 cm), melgueira (13 x 13 x 3,5 cm), tampa e
fundo (18 x 18 x 2 cm) e espaco interno para acesso entre 0s compartimentos
(6 x 6 cm). As colbnias utilizadas neste estudo foram oriundas de um conjunto
de sessenta coldnias provenientes de diferentes municipios do estado da
Bahia, introduzidas em 2010 no meliponario do Grupo de Pesquisa Insecta
(Brito et al., 2013; Oliveira et al., 2015).

O CH foi quantificado na col6nia usando o método de congelamento com
nitrogénio liquido (N,) (Spivak e Reuter 1998), adaptado para as dimensdes do

ninho da espécie em estudo. Para isso, em cada col6nia foi delimitada e
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marcada uma area com sete células de pupa de olho negro e sete de larvas de
ultimo instar, uma area controle também foi delimitada e marcada para
descontar a taxa de remocao natural de pupas e larvas doentes, mortas ou
parasitadas (Figura 1a). As marcacdes da area de teste foram feitas utilizando
corretivo tipo Liquid Paper® a base d'agua e atéxico, corado com anilina
comestivel vermelha, e a area do controle permaneceu com a cor branca. Um
cilindro de PVC (2 cm de diametro x 3 cm de altura) foi posicionado sobre as
areas a serem testadas (Figura 1b), onde foram vertidos 12 ml de nitrogénio
liquido para matar as crias (Figura 1c). Cada colbnia foi monitorada até que as
operarias realizassem a desoperculacdo e remocao total das crias.

Um total de 1.680 registros foi utilizado para o CH de M. g. anthidioides
em delineamento de blocos completos ao acaso, com 14 tratamentos repetidos
40 vezes (colénias) em cada bloco. Os blocos foram constituidos por trés
periodos diferentes de observacdo para cada coldnia. Os tratamentos ou
tempos de mensuracdo ocorreram em 3, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168,
192, 216, 240 e 264 horas apos a aplicacao do nitrogénio liquido.

As varidveis analisadas foram: propor¢cdo média acumulada de remocao
de larvas (RL) e pupas (RP) mortas, proporcdo média acumulada de células
desoperculadas com larvas (DL) e pupas (DP) mortas ainda ndo removidas.
Todas as colbnias avaliadas para o CH tiveram o tamanho da populacéo
estimado antes de cada repeticdo de acordo com lhering (1932), apos a
mensuracao do numero de células de cria (Aidar, 2010).

Foram utilizados modelos lineares generalizados (GLM) com estrutura
binomial de erros e funcao de ligacéo logit, expressa por g(u) = In(W/1-u), para
testar o efeito do tempo e de populacdo das colénias no CH. Os parametros
dos modelos foram estimados usando o método da maxima verossimilhanca,
por maximizacdo da funcdo de log-verossimilhanca. Analise de deviance
(ANODE) foi usada para o ajuste dos MLG, a partir de um modelo maximal,
representado por porc¢ao sistematican =g(i) =+ Ti+ Bj+ P + gj, emque p €
o efeito da média geral, T; é o efeito dos niveis de tempo em horas (i=1, 2, ...,
14), B; € o efeito dos blocos (j = 1, 2 e 3), P é o efeito da covariavel ‘populagéo
das colbnias’ e ¢ € 0 erro aleatorio associado a cada observagéo Yj;.

A gualidade de ajuste dos modelos aos dados observados e a sele¢do do

melhor modelo foi baseada no maior valor do logaritmo da funcdo de maxima
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verossimilhanca (LogLik). Foi ajustado os parametros de dispersdo quando
constatada superdisperséo, corrigindo os erros padrées usando um modelo
quasibinomial, para posterior comparacédo entre valores de LogLik ajustados
por modelos distintos. Apds a definicAho do modelo mais adequado, as
significancias porventura existentes de tempo (T), bloco (B) e populacao (P)
sobre as variaveis foram verificadas na ANODE, por meio do teste da diferenca
de deviances entre dois modelos, que segue aproximadamente a distribuicdo

de ;(f_p(a) (Lindsey, 1997). Os efeitos de tempo e populacdo sobre as variaveis

foram avaliados por meio de modelos de regresséao logistica.

Apos substituicdo dos valores de tempo (horas ap6s a morte das crias por
congelamento) nos modelos, a verificagdo da identidade de interceptos e
coeficientes entre os modelos de regressédo logistica de RL e RP e entre os
modelos preditivos de DL e DP, foi avaliada inicialmente por meio do ajuste de
modelo de regresséo linear de 1° grau (y; = bg + byx; + €;) dos valores medios de
remocao e desoperculacdo de larvas (y), estimados em cada tempo (n=14), em
funcdo dos respectivos valores meédios estimados de remocdo e
desoperculacédo de pupas (x), utilizando-se do método dos minimos quadrados
ordinérios.

A existéncia da relacéo linear entre valores médios estimados de RL e
RP, e de DL e DP, foi avaliada pela deteccao da significancia da estimativa do
parametro B; (coeficiente angular), verificada pela aplicagao do teste “t” parcial,
para teste da hip6tese de nulidade Ho: Bi = 0. A ndo aceitacdo da hipétese de
nulidade para o coeficiente angular sugeriu a influéncia dos valores médios
estimados de RP e DP para explicar a variacdo nos respectivos valores médios
estimados de RL e DL. Concomitantemente, foi aplicado o teste F (Montgomery
et al., 2006) para testar a hipétese de nulidade conjunta para os parametros da
regressao linear (Ho: Bo = 0 e B1 = 1). A rejeicdo da Hp indica auséncia de
semelhanca entre estimativas de propor¢cdes médias acumuladas de RL (y) e
RP (x), e de DL (y) e DP (x), ou seja, ocorre elevada magnitude nos valores de
residuo (g =y - y).

O nivel de significancia de 0,05 foi adotado em todas as andlises. Todas
as analises estatisticas foram efetuadas usando o programa R versdo 3.0.2 (R
Core Team 2015).
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3. RESULTADOS

As sequéncias do CH observadas em colbnias néo selecionadas de M.
g. anthidioides foram desoperculacdo das células e remocéo das crias mortas.

Nés usamos as recomendacdes de Spivak e Downey (1998) em A.
mellifera como parametro para avaliar se as colonias de M. g. anthidioides
eram higiénicas. Esses autores recomendaram para colonias higiénicas de A.
mellifera uma remocdo maior do que 95% dentro de 48 h em pelos menos dois
ensaios usando o método de crias mortas por congelamento.

Os percentuais de crias mortas por congelamento a partir de 40 coldnias
de M. g. anthidioides, entre maio a agosto de 2015, dentro de 48 h, s&o
mostrados na Figura 2. Para RL, das 120 mensurac¢des 78 (62%) estavam
acima de 95% e 30 (75%) das 40 colbnias tinham pelo menos duas
observacées com remocado maior do que 95% dentro de 48 h. Para RP, das
120 mensuracdes 40 (33%) estavam acima de 95% e seis (15%) das 40
colonias tinham pelo menos duas observacdes com remocédo maior do que
95% dentro de 48 h. A média do numero de dias para a remoc¢do de todas as
larvas mortas por congelamento foi de 2,90 dias e para pupas de 5,02 dias.

A amplitude do percentual de RL e RP mortas por congelamento até 48
h por colénias foi de 0 a 100% nos periodos de observacdes 1 e 2 e de 14 a
100% no periodo 3, com coeficiente de variacdo de 42% para RL e 89% para
RP. Ao considerar a variacdo do percentual de colénias que removeram mais
do que 95% das crias mortas por congelamento até 48 h em cada periodo,
verificamos que RL variou de 25% no periodo 1 para 85% das colbnias no 3 e
para RP de 4% no periodo 1 para 26% das col6nias no periodo 3.

A qualidade do ajuste dos MLG para os dados das varidveis respostas
foi avaliada usando a estatistica “Pearson x*” (Tabela 1).

Houve efeito positivo de tempo e bloco para RL (tempo: x? =957,35, P
<0,0001; bloco: x* =239,96, P <0,0001). Houve efeito positivo de tempo,
populagédo e bloco para RP (tempo: x*> =1871,81, P <0,0001; populagdo: x°
=44,73, P <0,0001; bloco: x* = 431,74, P <0,0001). Houve efeito positivo de
tempo para DL (x* =15,61, P <0,0001). Houve efeito positivo de tempo e



19

populacdo para DP (tempo: x* =13,73, P =0,0002; populacdo: x> =26,43, P
<0,0001).

Na Figura 3 sdo mostrados os modelos de regresséo para RL e RP em
funcdo de horas ap6s a morte das crias por congelamento. A estimativa média
de RL variou de 39.97 a 99.64% dentro dos tempos avaliados (3 a 264 h). As
estimativas médias de RL dentro de 24 e 48 h foram de 51,97 e 65,32%,
respectivamente. Considerando uma populacdo média de 806 individuos, a
estimativa média de RP variou de 14.98 a 98.88% dentro dos tempos
mensurados (3 a 264 h). As estimativas médias de RP dentro de 24 e 48 h
foram de 22,52 e 33,98%, respectivamente.

Na Figura 4 sdo mostrados os modelos de regresséao para DL e DP em
funcdo de horas apds a morte das crias por congelamento. Foram observados
baixos percentuais de DL e DP com crias mortas por congelamento ainda nao
removidas pelas operérias. Apenas 4,81% de DL foram estimadas dentro de 48
h. O maior valor médio estimado para DL ocorreu dentro de 264 h (8.82%).
Quando a estimativa média de 806 individuos foi considerada na colbénia, a
porcentagem estimada de DP dentro de 48 h foi de 1,44%. O maior valor médio
estimado para DP ocorreu dentro de 264 h (3.21%).

As diferencas entre as estimativas médias de RL e RP e de DL e DP
mortas por congelamento no decorrer do tempo puderam ser constatadas
estatisticamente, pois foi observada rejeicdo da hipétese de nulidade conjunta
para os parametros das regressoes lineares (Ho: Bo = 0 e B1 = 1) quando se
regrediu os valores médios estimados de RL em funcdo de RP e de DL em
funcéo de DP. Em ambos os testes o valor de probabilidade de significancia (P)
foi menor que 0,0001 (P <0,0001). As equagOes de 1° grau estimadas foram
RL=0,360+0,682RP (R?=0,9602) e DL=0,015+2,317DP (R?=0,9987). Pode-se
notar que os angulos de inclinacdo (inversa da tangente do coeficiente angular)
das retas de remocdo e desoperculacdo foram de 34,29 e 66,66° valores
diferentes (P <0,0001) de 45°, angulo da reta de condicédo ideal, situacado que
caracteriza a auséncia de similaridade entre pares de valores x e y.

Quando se mantém fixo um determinado tempo apdés as mortes das
crias por congelamento, as estimativas de RP e DP aumentam conforme a

populacdo nas colbnias também aumenta (Figuras 5 e 6, respectivamente).
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4. DISCUSSAO

As sequéncias do CH observadas em colbnias néo selecionadas de M.
g. anthidioides confirma nossa hipotese de que esse comportamento é similar a
A. mellifera. A principal diferenca é que as operarias de M. g. anthidioides
destroem as células de cria apos as suas remocdes. Além disso, embora néo
tenhamos verificado o comportamento de remocao parcial de crias mortas nas
areas de testes, como ocorre em A. mellifera, foi possivel identificar dentro da
colénia crias dilaceradas, o que evidencia que tal comportamento também
possa ocorrer em M. g. anthidioides.

Foram observadas poucas células desoperculadas com larvas (DL) e
com pupas (DP) mortas por congelamento que ndo foram imediatamente
removidas pelas operarias, 0 que € importante para evitar possiveis
disseminacfes de agentes patogénicos nas coldnias, caso as crias estivessem
infectadas.

Em média, foi verificado um aumento gradual de RL e RP ao longo do
tempo, com 75% e 6%, respectivamente, das colonias de M. g. antidioides nao
selecionadas com remocdo maior do que 95% dentro de 48 h em pelo menos
dois periodos. Em A. mellifera, Pérez-Sato et al. (2009) e Bigio et al. (2013)
encontraram 3% e 0% de colbnias com percentual de remoc&o maior que 95%
dentro de 48 h, respectivamente. Em comparacdo com outras espécies de
abelhas sem ferrdo, as colbnias de M. g. anthidioides foram mais eficazes em
remover todas as larvas mortas do que M. beecheii [4,4 (2,0 dias)] e similar a
Scaptotrigona pectoralis [2,3 (0,6)] (Medina et al. 2009).

Houve variacdo no CH entre as colonias de M. g. anthidioides dentro de
cada periodo e entre os periodos de observacdo. A porcentagem de remocao
dentro de 6 h, usando o método de perfuracéo de crias, variou de 0 a 82% em
A. mellifera unicolor (Rasolofoarivao et al. 2015), de 1 a 31% em A. mellifera
carnica (Gramacho 1998) e de 0 a 100% em A. mellifera africanizada usando
protocolo semelhante (Fries e Raina 2003). O CH é fortemente influenciado
pela época em que sao realizados os testes (Uzunov et al. 2014). Colbnias de
A. cerana diferiram para o CH em varios habitats ecolégicos (Athreya e Reddy

2013). No entanto, acredita-se que parte da variagcdo no CH observado para as
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colénias entre os periodos de observacdo seja em decorréncia das condi¢bes
climaticas, embora essas ndo tenham sido investigadas.

Foi verificado que as operarias removeram mais larvas do que pupas
mortas a partir de células de cria dentro de 48 h (ver Fig 2) e que a RP é mais
demorada do que a RL (ver Fig 3) em M. g. anthidioides.

Em A. mellifera, o comportamento usado para detectar e remover pupas
mortas por congelamento ndo é necessariamente o mesmo utilizado para
detectar e remover pupas infestadas de acaros (Spivak 1996). Diferencas na
sensibilidade olfativa entre abelhas higiénicas podem levar a uma particdo do
comportamento de desoperculacdo e remocao (Gramacho e Spivak, 2003) e
poros nos opérculos foram relatados para afetar a eficacia da deteccao olfativa
das abelhas (Morais et al. 2010).

A principio era esperado que as operarias removessem mais
rapidamente as pupas do que as larvas mortas devido a maior quantidade de
cera e resina nos discos de cria para larvas, o que nao ocorre nas células de
pupa devido a remocao pelas operarias para facilitar a emergéncia do adulto. A
maior quantidade de cera e resinas nas células com larvas poderia dificultar as
operarias na deteccdo das larvas mortas. Entretanto, em M. q anthidioides, o
menor tempo para RL do que para RP sugere ser em decorréncia da
constituicdo do tegumento das crias. Landim (2009) verificou que o tegumento
das pupas é muito mais complexo e esclerotizado do que das larvas.
Observacdes empiricas evidenciaram que as larvas mortas eram facilmente
removidas por uma Unica operaria de M. g. anthidioides, enquanto que para
pupas mortas, as abelhas s6 conseguiam a remocdo apés dilaceracdo do
corpo da pupa.

Foi verificado que a variacdo na estimativa da populacdo de abelhas
entre as col6nias ndo influenciou as operéarias na RL e colbnias populosas
tiveram mais RP (ver Fig 5). Quando a populacdo da colénia aumenta, mais
abelhas auxiliam na atividade de RP de uma Unica célula, o que diminui o
tempo de remocgao.

Tanto quanto sabemos, este é o primeiro estudo que investigou o CH em
M. g. anthidioides. Estas descobertas confirmaram o CH em M. g. anthidioides
e que suas etapas sao similares aqueles relatados anteriormente para A.

mellifera. No entanto, foi verificado um comportamento diferente na RL e RP
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pelas operérias e que coldnias fortes podem diminuir o tempo para a remogao
de pupas mortas. Essas informacdes podem ser Uteis para programas de
melhoramento genético de coldénias de M. g. anthidioides voltadas para a

resisténcia a pragas e doencas.
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Fig 1. (a) Area verde - Pupa, Area Rosa - Larva, Area Branca - Controle; (b)
Tubo para delimitacdo da &rea; (c) Aplicacdo de nitrogénio liquido; (d) Area de

teste com larvas mostrando células desoperculadas e removidas.



29

8- o -
(62.5%)
40
33 (33.3%)

07 (31.7%)

[
30-

40-
-

20

®. 3%) . 3%]. ®. 3%)
9
2 2 8 (5. D%}
©7%) © (F5%) (g7aey  (6.7%) 3
5.0%) 3 3 tz 5%} tz 5%)
. (2.5%) (2.5%)
o [ | [ |
Q 14.25 ZBET 42 55 ET.14 T1.42 BET1 100 4. ZBET 4{. 5!" 5 . 42 5" T 10
AL
(a) (b)

Fig 2. Porcentagem de remoc¢&o acumulada de crias mortas por congelamento
dentro de 48 h com seus respectivos numero e percentagem de observacdes
em cada uma das sete categorias; a) remocéao de larvas (RL) e b) remocéo de

pupas (RP); n = 120 observacodes.
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Tabela 1. indices de qualidade do ajuste dos modelos lineares generalizados.

L 1 Pearson LogLik
Variaveis GL Pearson ;{2 (;(ZIGL)O'5

RL 1677 6648,6 1,99 -986,0
RP 1676 5406,5 1,80 -1264,0
DL 1678 4891,0 1,71 -904,5
DP 1677 3392,4 1,42 -578,1

GL: graus de liberdade; RL: proporcdo media acumulada de remocéo de larvas; RP: proporcdo
media acumulada de remocdo de pupas; DL: propor¢do media acumulada de células
desoperculadas com larvas; DP: propor¢cao media acumulada de células desoperculadas com
pupas.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A expansado da meliponicultura e as modificacoes do ambiente oferecem
risco de transmissdo de patdgenos em abelhas sem ferrdo. A obtencdo de
colonias com alto grau de comportamento higiénico promove o aumento da
sanidade contra agentes patogénicos e contaminantes.

De acordo com os resultados obtidos nesse estudo o método de
congelamento de crias com Nitrogénio liquido é eficiente para avaliagcdo do
comportamento higiénico em colénias de Melipona quadrifasciata anthidioides.
O tamanho da populacédo influencia a remocdo de pupas sugerindo que o
comportamento higiénico deve ser mensurado em crias na idade de larva de
ultimo instar, pois independe do tamanho da populacdo para a eficiéncia de
remocao.

Dessa forma sugere-se que novos estudos de comportamento higiénico
em abelhas sem ferrdo sejam realizados considerando a influencia dos fatores
ambientais, investigacdes de doencas nas colonias e se a selegcdo por
comportamento higiénico em abelhas sem ferrdo promove incremento na

producéao.
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