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Dedico este trabalho aos meus pais, exemplos de coragem, simplicidade e

honestidade.



“Para tudo ha uma ocasido, e um tempo para cada proposito debaixo do
ceu: tempo de nascer e tempo de morrer, tempo de plantar e tempo de
arrancar o que se plantou, tempo de matar e tempo de curar, tempo de
derrubar e tempo de construir, tempo de chorar e tempo de rir, tempo de
prantear e tempo de dancar, tempo de espalhar pedras e tempo de
ajunta-las, tempo de abracar e tempo de se conter, tempo de procurar e
tempo de desistir, tempo de guardar e tempo de langar fora, tempo de
rasgar e tempo de costurar, tempo de calar e tempo de falar, tempo de
amar e tempo de odiar, tempo de lutar e tempo de viver em paz”.
(Eclesiastes 3:1-8, NVI)
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RESUMO

GAVA, Mayla, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2016.
Comportamento Higiénico em Plebeia lucii Moure, 2004 (Hymenoptera:
Apidae: Meliponini). Orientador: Lucio Antonio de Oliveira Campos.

O comportamento higiénico € uma adaptagdo essencial para a vida social. Em
abelhas, ele €& definido como a habilidade das abelhas detectarem,
desopercularem e removerem a prole doente, parasitada ou morta em células
de cria. Em Meliponini este comportamento pode ser um mecanismo
importante na manutencdo e sobrevivéncia das colénias, porém, poucos
estudos sobre higiene das colénias foram realizados neste grupo. Sendo
assim, o objetivo deste trabalho foi caracterizar o comportamento higiénico em
Plebeia lucii, descrevendo a sequéncia dos atos comportamentais e idade das
operarias envolvidas no processo de limpeza e avaliando a influéncia de
fatores climaticos bem como das condi¢des internas da colénia sobre a taxa de
remocgao de larvas mortas. O experimento foi conduzido no Apiario Central da
Universidade Federal de Vigosa, no periodo de 14 de abril de 2015 a 04 de
mar¢o de 2016. Larvas mortas pela técnica de “freezer-killing” foram
introduzidas em duas colbnias experimentais e a sequencia de atos
comportamentais foi observada por meio de filmagens. A taxa de remocao foi
avaliada diariamente por meio da contagem direta do numero de larvas
removidas durante 10 dias em oito colénias experimentais. O comportamento
higiénico € caracterizado sequencialmente pela pontuacdo da célula,
destruicdo parcial da célula, remogao da larva morta e remogao dos restos de
célula. A faixa etaria das operarias envolvidas no processo de limpeza foi
ampla. A taxa de remogao variou entre os experimentos quanto ao inicio do
processo de limpeza e a quantidade de larva removida/dia. Fatores climaticos
nao influenciaram diretamente o comportamento higiénico e a taxa de remocao
foi maior em colénias com maiores quantidades de alimento, resina, cria nova,
cria velha e lixo. Por outro lado, os fatores abidticos influenciaram
indiretamente no comportamento higiénico, considerando que afetam as
condi¢cbes internas da col6nia. P. lucii apresenta comportamento higiénico
efetivo, reforcando a existéncia deste mecanismo em Meliponini, o qual pode
ter papel importante na prevencao de doencgas neste grupo.

Vi



ABSTRACT

GAVA, Mayla, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2016. Hygienic
behavior in Plebeia lucii Moure, 2004 (Hymenoptera: Apidae: Meliponini).
Adviser: Lucio Anténio de Oliveira Campos.

The hygienic behavior is an essential adaptation to social life. Among bees, it is
defined as the ability of the bees to detect, detach and remove the sick
offspring, parasitized or dead from the brood cells. In Meliponini this behavior
can be an important mechanism for the maintenance and survivor of the hive,
although, few studies about the hygiene of hives were done in this group. Thus,
the goal of this work was to characterize the hygienic behavior in Plebeia lucii,
describing the sequence of behavioral acts and the age of the workers involved
in the cleaning process and evaluating the influence of climatic factors as well
as the internal conditions of the colony on the removal rate of dead larvae. The
experiment was conducted in the Central Apiary from the Federal University of
Vicosa, between April 14", 2015 to March 04", 2016. The sequence of
behavioral acts was observed by filming. Dead larvae were obtained through
the technique of “freezer-killing” and were inserted in two experimental hives.
The removal rate was assessed daily by direct count of the number of larvae
removed for 10 days in eight experimental hives. The hygienic behavior is
characterized sequentially through the cell’'s punctuation, the partial destruction
of the cell, removal of the dead larvae and removal of the cell’'s remains. The
age range of the workers involved in the cleaning process is broad. The
removal rate varies between experiments as well the start of the cleaning
process and the number of larvae removed daily. Climatic factors do not
influence directly the hygienic behavior, and the removal rate was higher in
hives with higher amounts of food, resin, new offspring, old offspring and waste.
On the other hand, abiotic factors influenced indirectly on the hygienic behavior,
considering that they affected the internal conditions of the hive. P. lucii has an
effective hygienic behavior, which reinforces the existence of this mechanism in

Meliponini; this may have an important role in the prevention of disease in this

group.

Vi



1. INTRODUGAO

Insetos sociais sdo caracterizados por um sistema de divisao de trabalho
no qual ha cooperagao entre os membros da coldénia com relagédo ao cuidado
com a cria, ocorrendo sobreposicdo de geragdes (Wilson, 1971). Nestes
insetos, a contaminagdo da coldnia por agentes patogénicos pode ser uma
ameacga, uma vez que a maioria dos patdgenos é capaz de proliferar nas

condi¢gdes quentes e Umidas encontradas dentro do ninho (Diez et al., 2012 ).

Dentro dos grupos de Hymenoptera sociais, ha varias maneiras de
descarte de individuos mortos, evitando contato prolongado entre os cadaveres
e os individuos que vivem em uma colénia (Sun & Zhou, 2013). Esse
comportamento € uma adaptagdo essencial para a vida social, mantendo a

higiene em ninhos encerrados.

Algumas espécies de formigas sdo conhecidas por manter o interior de
seu ninho limpo (Dumpert, 1978). Um estudo realizado por Diez (2014) mostrou
que em coldnias onde ha a remogao de corpos mortos, a sobrevivéncia de
operarias € maior. Em algumas espécies, os cadaveres sao transportados para
locais determinados, muitas vezes levados para fora do ninho e descartado em

depdsitos de lixo (Wilson et al., 1958).

Em abelhas eussociais 0 comportamento higiénico é caracterizado pela
habilidade das operarias em detectar, desopercular e remover a prole doente,
parasitada ou morta das células de cria (Rothenbuhler, 1964 a-b). Colénias que
realizam esse tipo de comportamento sdao menos afetadas por parasitas e
doencas, os quais podem ter a sua proliferacao favorecida pela decomposi¢cao

de crias mortas dentro de colbnias (revisado por Spivak & Gilliam, 1998 a-b).

Em Apis mellifera o comportamento higiénico tem sido amplamente
estudado (Rothenbuhler, 1964 a-b; Spivak & Reuter 1998; Gramacho &
Gongalves 2009; Bigio et al., 2013), considerando que este grupo é
cosmopolita e de grande importancia econémica, principalmente na producao
de produtos apicolas e em servicos de polinizacdo em areas agricolas (Spivak
& Gilliam, 1998a). Nessa espécie os ninhos sdo construidos com favos
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verticais e células hexagonais de ambos os lados, contendo alimento
armazenado e cria, com reaproveitamento das células a cada geragéo (Roubik,
2006). Acredita-se que a necessidade de reaproveitar células tenha forgado o
desenvolvimento de um sofisticado sistema de limpeza que caracteriza o

comportamento higiénico neste género (Spivak & Gilliam 1993).

De modo geral este comportamento é influénciado pelas condigbes
internas da coldnia (Spivak & Gillam, 1993) e por fatores climaticos (Message,
1979). Entretanto, acredita-se que a sua expressdo seja determinda

geneticamente (Rothenbuhler, 1964 a-b)

As abelhas sem-ferrdo apresentam uma diversidade de arquiteturas de
ninhos, com células de cria dispostas em favos horizontais, favos em espiral e
ainda em cachos (Michener, 2007). A estrutura de armazenamento de
alimentos neste grupo também difere do das Apis, sendo o néctar e o pdlen
armazenado em potes de cerume dispostos nas regides periféricas do ninho.
Além disso, as células de cria sdo destruidas apds a emergéncia das abelhas
adultas (Nogueira-Neto, 1997).

O comportamento higiénico em abelhas sem ferrdo pode ser um
mecanismo importante na manutencdo e sobrevivéncia das colbnias, porém
estudos sobre esse comportamento em Meliponini se limitam as espécies
Melipona quadrifasciata e Tetragonisca angustula (Tendrio, 1996); Melipona
beecheii e Scaptotrigona pectoralis (Medina et al., 2009); e Plebeia remota
(Nunes-Silva et al.,, 2009), todas com células de cria dispostas em favos

horizontais.

A abelha Plebeia lucii (Apidae: Meliponini), de ocorréncia natural na
regido de Vigosa — MG, possui tamanho pequeno, sao doceis e de facil manejo,
suas colbnias apresentam as células de cria individualizadas e construidas em
forma de cachos (Moure, 2004). Dessa maneira, esta espécie pode ser um
modelo para estudar o comportamento higiénico em abelhas sem ferrdo que

constroem ninhos em cachos.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Propbs-se caracterizar o comportamento higiénico em P. lucii,
respondendo as seguintes perguntas: qual a sequéncia dos atos
comportamentais envolvidos no processo de remogéao de larvas mortas? Qual a
idade das operarias que participam de cada etapa da remogédo? Como a taxa
de remocgéao de larvas mortas varia ao longo do tempo? Como fatores bidticos

e/ou abidticos influenciam no processo de remogao de larvas mortas?



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de estudo e material biolégico

Esse estudo foi conduzido no Apiario Central do DDE da Universidade
Federal de Vigosa, MG, Brasil (20°45'30” S, 42°52'05”"W, Altitude 649 m) no
periodo de 14 de abril de 2015 a 04 de margo de 2016. A regido apresenta

temperatura média minima anual de 16,54°C e maxima de 28°C (INMET).

Foram utilizadas oito colbnias de P. lucii em condicbes estrurais
semelhante mantidas em caixas de criacdo e instaladas no Apiario Central da
UFV. Os ninhos foram transferidos para caixas de madeira padronizadas de
15X15X7,5 cm e alocadas no interior de uma sala de observagao durante todo
o0 periodo de estudo. Para permitir as observagdes do comportamento das
abelhas, as caixas receberam uma tampa de vidro e uma sobretampa de
madeira que era retirada no periodo de observagcdo. As caixas foram
conectadas com o exterior por meio de um tubo de bambu que permitia que as
abelhas forrageiras pudessem transitar livremente para ambiente externo. No
fundo de cada caixa foram demarcadas duas arenas de mesmo tamanho, uma
ao lado da outra, utilizadas no experimento de taxa de remocgéo de cria morta

para separar o grupo morto do grupo controle (item 3.4) (Figura 1).

Para avaliar o comportamento de remogao de cria morta foram utilizadas
células de cria com larvas do ultimo instar larval (pré-defecante). Esta fase foi
utilizada, por ser mais resistente ao manuseio e para evitar a emergéncia de
abelhas do grupo controle durante a experimentagéo. As células de cria foram
obtidas de colénias doadoras para evitar o enfraquecimento e perturbagao nas

colbnias em estudo.



Figura 1 — Ninhos artificiais de P. lucii em caixas de madeira padronizadas,
com duas arenas onde foram colocados os grupos morto (gm) e controle (gc).

3.2. Descrigao do comportamento higiénico

Para descrever o comportamento de limpeza da espécie foram utilizadas
duas colbnias, nas quais foram introduzidas trés células com larvas mortas por
congelamento a -5C por 24h e, em seguida, descongeladas em estufa B.O.D. a
26°C+1°C por 1h (técnica “freezer-killing” Spivak & Downey, 1998).
Imediatamente apds o descongelamento, estas células, aqui denominadas de
grupo morto, foram introduzidas nas colénias. Como grupo controle, células de

cria provenientes das mesmas coldnias doadoras foram mantidas em estufa



B.O.D. a 26°C+1°C por 24h, sendo introduzidas nas colbénias logo em seguida
(Tendrio, 1996).

As células do grupo morto foram pintadas com tinta guache (Acrilex®),
vermelha, o grupo controle foi pintado de azul. Testes preliminares mostraram
que a marcagao das células com tinta vermelha ou azul nao influenciaram o

comportamento das abelhas (Anexo 1).

Os grupos de células mortas e controle foram expostos simultaneamente,
no fundo de duas colbnias e as interagdes das abelhas com essas células
foram registradas continuamente por sete dias, utilizando uma webcam
Logitech® HD 1080p, modelo c920 e o software Debut Video Capture®.

3.3. Faixa etaria das operarias envolvidas no processo de remogao de

larvas mortas

Para obtencdo de adultos com idade conhecida, favos de cria foram
retirados de colbnias doadoras e acondicionados em estufa B.O.D. a
26°Cx1°C. Diariamente, cada abelha adulta recém-emergida foi marcada com
tinta atdxica no mesossomo, com cor relacionada ao dia da emergéncia. Estas
operarias foram introduzidas nas colénias experimentais logo no primeiro dia
ap6s a emergéncia e a interagdo delas com as células do grupo morto foi

registrada, utilizando os mesmos registros videograficos descritos no item 3.2.

3.4. Taxa de remocgao e fatores bidticos e/ou abiéticos

Para avaliar a taxa de remocdo da cria morta, foram feitos 48

experimentos descritos a seguir.

Em cada colbénia experimental foi incluido um total de 40 células de cria,

sendo 20 células do grupo controle e 20 células do grupo morto.

Apos a introdugéo das células de cria mortas e do controle nas colonias
experimentais, foi realizada a observacao direta da remoc¢ao das células a cada
24 h durante um prazo consecutivo maximo de 10 dias. Diariamente foi

avaliada a quantidade de larvas removidas pelas operarias.



Para avaliar se a taxa de remocao de larvas estava associada a fatores
bidticos, levou-se em consideracdo a condicdo em que cada colbnia
experimental se encontrava. Foram analisadas imagens registradas no inicio
de cada experimento. Cada foto, correspondente a uma area de
aproximadamente 15X15 cm, foi colocada sob uma grade de 225 quadrados de
1X1 cm. A partir desta grade foi contabilizado o material encontrado de acordo
com seguintes categorias: (1) cria nova, (2) cria velha, (3) alimento, (4) lixo e
(5) resina. O numero de quadrados de cada categoria foi utilizado para estimar
as porcentagens dos componentes nas colonias em relagdo ao volume (Figura
2).

A fim de avaliar o efeito dos fatores abidticos externos sobre o
comportamento higiénico, a taxa de remocgdo foi correlacionada com
temperatura média (°C), umidade relativa (%), precipitagdo (mm), intensidade
de chuva (mm/h) e brilho solar (horas de luz). Estes dados climaticos
correspondentes a regido de Vigosa, durante os experimentos, foram obtidos
na Estagdo Climatolégica Principal de Vigosa — INMET/Departamento de
Engenharia Agricola/UFV.



Figura 2 — Ninhos artificiais de P. lucii em caixas de madeira padronizadas,
com grade para avaliagdo da condig&o estrutural do ninho.

3.5. Analise de dados

Para comparar o numero médio de larvas removidas entre o grupo morto
e o controle, os dados foram submetidos ao teste t ndo pareado ao nivel de 5

% de significancia.

Para identificar o padrdo de remogao de cria morta, durante 10 dias
consecutivos, foi utilizada a regressdo polinomial. Especificamente, cada
experimento foi ajustado a um modelo linear, quadratico ou cubico. Além disso,

modelos de regressdo multipla (stepwise) foram utilizados para verificar a



relacédo entre fatores abidticos (temperatura, umidade, precipitacéo, intensidade

de chuva e brilho solar) e a taxa de remoc¢ao da larva/dia.

Para testar se os componentes da colénia (quantidade de cria nova, cria
velha, alimento, lixo e resina) explicam os padrbes de remogao de cria morta
(linear, quadratico e cubico) foi utilizada uma analise de componentes
principais (ACP).

Essas analises foram feitas com 40 experimentos (de um total de 48),
pois foram excluidos aqueles com taxa de remocgdo de larva muito baixa

(menos que trés larvas removidas ao final do experimento).

A analise estatistica foi realizada com o aplicativo GENES (Cruz, 2013)

versao 2015. O nivel de significancia foi previamente fixado em 5%.



4. RESULTADOS

4.1. Descrigao do comportamento higiénico

Ao todo, foram obtidas 336 horas de registros comportamentais. Todas
as ceélulas observadas (grupo morto e controle, n = 12) foram frequentemente
inspecionadas pelas operarias, utizando as antenas e lingua (Figura 3A).
Considerou-se o inicio do comportamento higiénico quando uma abelha criava
o primeiro orificio na célula, o que foi denominado de pontuacdo (Figura 3B)
(Pereira, 2008). Apenas células do grupo morto foram pontuadas em 83,3% (5
de um total de 6 células), sugerindo que este seja o inicio do processo de
limpeza. A pontuacéo iniciou-se a cerca de 77,27 + 21,57 (50,28 - 105,22)
horas apds a introducdo das células do grupo morto nas colbnias.
Especificamente, uma mesma operaria, utilizando as mandibulas, mordia a
parte superior ou lateral da célula até produzir o primeiro orificio. Abelhas
inspecionaram com as antenas tanto a superficie externa (119 vezes), quanto o

interior das células pontuadas (20 vezes), através do orificio criado.

A remocéao do cerume pelas operarias foi observada 277 vezes. Quando
aproximadamente, metade do cerume de uma célula havia sido removida
(Figura 3C), o que ocorreu em 42,07 + 32,09 (5,4 - 85,0) horas apds a
pontuacdo, as operarias iniciaram a remogao da larva morta. Essa remogao
ocorreu predominantemente de forma gradual (Figura 3D), isto é, abelhas
retiravam uma pequena por¢ao do corpo da larva até sua completa remocéao da
célula. Contudo, houve um caso em que uma operaria removeu uma larva
inteira de uma unica vez. Esta larva foi encontrada posteriormente no lixo da
colénia. Ao mesmo tempo em que abelhas removeram a larva morta (202
vezes), elas também removeram o restante de cerume da célula (98 vezes),
que também era depositada no lixo (Figura 3E). A remog¢do da larva,
juntamente com o cerume restante na célula ocorreu em 12,96 £+ 9,13 (0,72 -
22,73) horas. Ao total, o processo de limpeza, iniciado com a pontuagao da
célula e finalizado com a total remog¢éo da larva morta (Figura 3F), durou em
media 55,6 + 33,8 (17,6 - 106) horas (Anexo 2).
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Figura 3 — Registros do comportamento higiénico de Plebeia lucii. A) operarias
inspecionando as células do grupo morto com as antenas e lingua; B) célula
pontuada (inicio do comportamento higiénico); C) célula com metade do
cerume removido pelas operarias; D) operaria removendo a larva morta; E) lixo
contendo restos de cerume e larva morta; F) célula sem a larva morta com a
maioria do cerume removida (final do processo de limpeza).
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4.2. Faixa etaria das operarias envolvidas no processo de remoc¢ao de

larvas mortas

Um total de 848 operarias, com idade conhecida, foi introduzido em duas
colénias, que foram observadas continuamente por 336h. Dos 716 eventos
observados, 140 (19,55%) foram realizados por essas abelhas (marcadas com

tinta ao nascerem).

Foram observadas operarias de 3 e 11 dias de idade realizando
pontuacado da célula. Abelhas de 2 a 13 dias de idade inspecionavam com as

antenas tanto a superficie, quanto o interior das células pontuadas.

A remocao de cerume da célula foi realizada por operarias de 2 a 13
dias de idade. Entre as abelhas que realizaram a remog¢ao de cria, havia

operarias de 9, 11 e 13 dias de idade.

4.3. Taxa de remocao e fatores biéticos e/ou abiéticos

A taxa deremocédo de larvas do grupo controle 0,27 £ 0,78 (0 - 3) em
todos os 40 experimentos foi significativamente menor se comparada ao grupo
morto 13,92 £ 4,90 (3 - 20).

O comportamento de remocao das larvas variou entre os 40
experimentos: 14/40 se ajustaram a uma funcgao linear, 13/40 a uma fungéo
quadratica e 13/40 a uma fungado cubica (Anexo 3). Esta diferenga permitiu a
divisdo dos experimentos em trés grupos com base nos modelos de regressao
ajustados. Nos experimentos ajustados a funcao linear (Grupo 1), a remogao
larva/dia foi progressiva, ou seja, a partir da detecgao de larva morta a remogao
dos cadaveres, ocorreu diariamente sem nenhuma pausa. O percentual
acumulado de larva removida foi em média 58,57 + 26,12 (15 - 100) % (Figura
4A).

Nos experimentos com taxa remocao ajustados ao modelo quadratico
(Grupo 2), a deteccéo dos cadaveres foi rapida e a remocgéo larva/dia foi muito
acentuada nos primeiros dias, havendo um pico de atividade no inicio e depois
um decréscimo. O percentual médio de larvas removidas ao longo do
experimento foi de 75,38 + 22,12 (40 - 100) % (Figura 4B). O inicio do processo

de limpeza foi mais demorado nos experimentos com ajuste de fungao cubica
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(Grupo 3). A taxa de remocao foi progressiva e ao final apresentou uma leve
queda. O percentual acumulado de larvas removidas foi em média 75,77 £
22,53 (35 - 100) % (Figura 4C). Considerando todos os experimentos, a taxa de
remocao de larva foi 69,63 + 24,53 (15 - 100) %.
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Figura 4 — Numero de larvas removidas acumulado ao longo de 10 dias. A)
exemplo de experimento com taxa de remocdo ajustado a funcéo linear
(experimento 20); B) exemplo de experimento com taxa de remocéo ajustado a
fungdo quadratica (experimento 35); C) exemplo de experimento com taxa de
remogao ajustado a fungao cubica (experimento 15).
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Pela analise de componentes principais € possivel verificar que a
influéncia dos fatores bidticos sobre a taxa de remocgao é similar entre os trés
grupos (agrupamentos com base no modelo de regressao ajustado para taxa
de remocgao) (Figuras 5 A-B). A tabela 1 mostra como as diferentes variaveis
contribuem para os componentes principais (CP’s). A variagao retida pelos trés
primeiros componentes principais foi de 87,76 % [38,40% (CP1) + 27,23%
(CP2) + 22,11% (CP3)].

A contribuicdo das variaveis (fatores bioticos) para CP1 diferiram
bastante, com maior peso para as variaveis quantidade de alimento
armazenado e quantidade de resina. A taxa de remocéao tende a ser maior em
colénias com mais alimento e resina. O segundo CP é fortemente influenciado
pela quantidade de cria velha, isto é, quanto maior a sua quantidade, maior a
taxa de remocao. As variaveis de maior peso para CP3 foram quantidade de
cria nova e quantidade de lixo depositado, os quais estdo positivamente

correlacionados com o comportamento de limpeza (Tabela 1).

Tabela 1 — Componentes principais e peso das variaveis internas da coldnia
(fatores bidticos).

Cria nova Cria velha Alimento Lixo Resina
CP1 -0,0243 0,2342 0,6567 -0,286 0,6569
CP2 0,5349 -0,7256 -0,0873 -0,3717 0,2039
CP3 0,6682 0,1195 0,2458 0,691 0,0372
CP4 -0,5152 -0,56927 0,1467 0,5335 0,2778
CP5 0,0375 0,2305 -0,6922 0,134 0,6696
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Figura 5 — Dispersao grafica dos dados de componentes principais: A) CP1 e
CP2; B) CP1 e CP3. Experimentos ajustados a fungao linear (grupo 1), funcao
quadratica (grupo 2) e fungao cubica (grupo 3).

A taxa de remocgéo de larvas foi inconsistentemente correlacionada com
fatores abiodticos. Em apenas nove dos 40 experimentos, a taxa de remocgao de
larvas foi correlacionada com a temperatura (3/40 experimentos), brilho solar
(3/40), precipitacao (2/40) e temperatura + intensidade de chuva (1/40) (Anexo
4).
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5. DISCUSSAO

Os resultados mostram claramente que operarias de P.lucii sdo capazes
de detectar cria morta e remové-las, o que caracteriza a existéncia de

comportamente higiénico nesta espécie.

As células do grupo morto e controle foram inspecionadas pelas
operarias, as quais caminhavam sobre as células de cria, utilizando as antenas
e a lingua antes de iniciarem os comportamentos de abertura das células e
remocgao da cria morta. Os resultados mostram que o tempo médio dispensado
nessa tarefa foi relativamente maior em P. lucci do que em outras espécies de
abelhas sem ferrdo como: Plebeia remota, Scaptrotrigona pectoralis, Melipona
beecheii, Melipona quadrifasciata, Tetragonisca angustula e em A. mellifera
(Nunes-Silva et al., 2009; Medina et al., 2009; Tendrio, 1996; Bigio, 2014).
Destaca-se que neste estudo apenas as células do grupo morto foram

pontuadas e removidas.

A percepcao mais tardia das células de cria morta pelas operarias de P.
lucii pode estar relacionada ao tamanho das operarias, ja que estas sao
relativamente pequenas (0,03cm) (Moure, 2004). De acordo com Johnson &
Howard (1987) espécies menores apresentam proporcionalmente menos
sensilas antenais que espécies maiores. Neste sentido, a quantidade de 6rgaos
sensoriais presente em antenas de P. lucii pode ser inferior ao de outras
espécies de porte maior. Estas sensilas sdo importantes na deteccdo de
odores, vibragdes, e diferengas de temperatura (Klowden, 2013), entretanto, no
presente estudo nao foi avaliado o tipo de sinalizagdo emitido pela cria morta
que permitiria a sua identificacdo pelas operarias. Em A. mellifera, Gramacho &
Gongalves (2000) observaram que fatores fisicos e quimicos estéo
relacionados com a detecgcdo da cria morta, por exemplo, (i) os odores
exalados pela larva morta (ii) a auséncia de vibragao da cria dentro das células
e (ii) a diferengca da temperatura entre as células com larvas vivas. A
percepcao desses fatores esta relacionada aos diferentes tipos de sensilas

presentes nas antenas das abelhas (Cruz-Landim, 2009).
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As colbnias de P. lucii apresentam as células de cria individualizadas e
construidas em forma de cacho (Moure, 2004). A remogao de larvas neste tipo
de células é demorada, pois ndao ha um ponto definido por onde ela possa ser
retirada, o que leva a destruicdo de pelo menos metade da célula.
Consequentemente, o tempo total de remog¢ao da cria morta em P. lucii foi
muito superior ao observado em outras espécies de Meliponini (Nunes-Silva et
al., 2009; Medina et al., 2009; Tendrio, 1996). Por exemplo, operarias de P.
remota removeram em torno de 96% da cria morta nas primeiras 48h (Nunes-
Silva et al., 2009). Em S. pectoralis e M. beecheii a remogéo total ocorreu
dentro de 72h e 216 h respectivamente (Medina et al, 2009). Em M.
quadrifasciata e T. angustula a remogao de larvas em periodo de alimentagao
chegou a 100% para ambas as espécies em 24 h (Tendrio, 1996). Em A
mellifera ha diferenga na taxa de remogéo entre linhagens diferentes. Tendrio
(1996) observou em abelhas africanizadas quase 100% da remocao da cria
morta em 24h, porém em abelhas europeias a média de remoc¢ao encontrada
por Bigio (2014) foi de 64,3% em 48h. Nessas espécies, as células de crias
estdo agrupadas em favos horizontais ou verticais, com células hexagonais
dispostas lado a lado nos quais ha um opérculo, cuja retirada é suficiente para

permitir a remogéao da larva morta (Nogueira-Neto, 1997; Michener, 2007).

A pintura das células com crias mortas permitiu a identificacdo de restos
destas no Ilixo das colonias, indicando que ha pouco ou nenhum
reaproveitamento do cerume na construgdo de novas células. O
comportamento de destruicdo das células € comum em abelhas sem ferrao
ap6s a emergéncia da cria (Wille, 1983; Roubik, 2006; Michener 2013) e
poderia atuar como uma medida profilatica, explicando baixo registro de
doencas em abelhas sem ferrdo (Medina et al., 2009). As etapas do
comportamento higiénico em A. mellifera diferem do analisado em P. lucii.
Gramacho & Gongalves (2001; 2009) observaram que a higiene dos favos em
Apis se da apenas pela pontuacdo e desoperculacdo da célula, com o
reaproveitamento final dos favos. Para Spivak & Gilliam (1993), essa
reutilizacdo das células reflete no comportamento higiénico aprimorado deste

grupo.

17



As operarias de P. lucii removeram as larvas na maior parte das vezes
gradualmente, dilacerando- as em pequenas partes até sua completa remocgéo.
A observacdo do lixo da colénia permitiu a identificacdo de pequenos
fragmentos de abelhas, embora a quantidade deste material fosse inferior ao
que foi removido pelas operarias. A divisdo da cria morta em pequenos
fragmentos poderia facilitar o transporte da larva nas situagées em que elas
seriam descartadas. As espécies T. angustula e M. beecheii depositam as
larvas mortas temporariamente no lixo para serem descartadas para fora da
colénia posteriormente, contudo essas espécies nao as dilaceram (Tenorio,
1996; Medina et al., 2014). Por outro lado, a presencga de poucas larvas no lixo
levanta a hipétese de que parte dos restos larvais seja ingerida pelas operarias.
O canibalismo durante o comportamento higiénico € raro em abelhas sem
ferrao, embora seja comum o consumo de ovos de operarias pela rainha
durante o processo de oviposi¢ao (Téth et al.,, 2002; Téth et al.,, 2004). Em A.
mellifera foi observado canibalismo durante o comportamento higiénico
(Message, 1979; Pereira, 2008; Gramacho e Gongalves, 2009) e quando ha
producdo de machos diploides pelas colénias (Herrmann et al., 2005). Em
outras espécies de Meliponini, M. quadrifasciata e T. angustula, foi observado
que as operarias retiram cautelosamente as crias mortas das células, evitando
o rompimento do tegumento, porém a autora afirma que essas espécies nao se

alimentam das larvas removidas (Tenoério, 1996).

Embora tenha sido introduzida uma grande quantidade de abelhas, o
numero de operarias marcadas executando as etapas do comportamento
higiénico foi reduzido, o que pode ser compensado pelo tempo destinado a
este tipo de atividade, ja que em P. lucii, a faixa etaria das operarias envolvidas
na limpeza foi ampla. Abelhas jovens, em sua maioria, realizaram o trabalho de
limpeza. De modo geral, em Meliponini, operarias mais jovens se ocupam com
atividades ao redor da regidao de cria (Van Benthem, 1995; Hammel et al.,
2016). Dentro da faixa etaria observada, na qual as abelhas realizam o
comportamento higiénico, foi possivel verificar uma subdivisdo de tarefas. As
atividades de inspecdo, pontuacdo e remocgao de célula foi realizada por
operarias mais jovens; entretanto, a remocgao de larvas éfeita por abelhas mais

velhas. Uma possivel explicagao para esta divisdo € que abelhas mais velhas
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estariam mais preparadas para lidar com larvas mortas, considerando que
processo de esclerotizacdo se completa a medida que as operarias se tornam
forrageiras (Elias-Neto et al., 2013). O tegumento € uma importante barreira a
entrada e microorganismos (Diez et al., 2012), além de constituir o suporte
fisico das abelhas (Cruz-Landim, 2009).

A analise de regressao permitiu a divisdo dos experimentos em trés
grupos com base no modelo ajustado, entre os quais houve diferengas quanto
ao inicio do processo de limpeza e a quantidade de larva removida/dia. No
grupo 1 (linear) e grupo 2 (quadratico), a rapida detecgcdo € um aspecto
importante, ja que o quanto antes for feita, mais rapida sera remocao.
Entretanto, a remo¢ao mais lenta no modelo linear, comparada ao quadratico,
proporciona um tempo maior de exposicdo as larvas mortas, o que pode ser
prejudicial a colénia. Por outro lado, quanto mais rapida for a remogao, menor
sera o tempo de exposicdo e consequentemente o risco de alguma
contaminagdo por parte da cria morta. Com relacdo ao grupo 3 (cubico), a

detecgdo demorada influenciou negativamente no tempo total de limpeza.

Os resultados mostram que a taxa de remogao foi maior em colbnias
com valores maiores para as cinco variaveis estudadas: quantidade de cria
nova, quantidade de cria velha, quantidade de alimento armazenado,
quantidade de resina armazenada e quantidade de lixo estocado. As variaveis
quantidade de alimento e quantidade de resina sao as mais importantes,
seguidas de quantidade de cria velha, quantidade de cria nova e lixo estocado.
Colbnias com maiores quantidades de alimento e resina tendem a ser mais
forte, 0 que poderia explicar a maior taxa de remog¢ao, ja que o volume de
residuos €& maior e também o numero de operarias trabalhando.
Diferentemente, Nunes-Silva et al (2009), estudando o comportamento
higiénico em colbnias fortes, médias e fracas de P. remota, verificaram que o
estado da colénia nao influencia o comportamento de limpeza; entretanto as
observacdes foram realizadas no periodo de um més, o que poderia ser
insuficiente para capturar variagdes comportamentais dentro de uma mesma

colbnia.
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A presenga de muita cria nova e velha na colénia indica intensa
atividade de postura da rainha, o que pode influenciar o ritmo de atividades
dentro da col6nia (Roubik, 2006), inclusive a remogéo de cria morta, ja que
esta limpeza possibilitaria um ambiente maior e mais adequado a construgao
de novas células de cria. Em A. mellifera existe uma correlacio positiva entre o
aumento da eficiéncia do comportamento higiénico e o aumento na postura da
rainha. O aumento da postura estimula a desoperculacédo e limpeza de células

para dar lugar aos ovos ou estocagem de mel (Message, 1979).

Uma maior quantidade de lixo em colbnias com alta taxa de remogao
indica que grande parte do material retirado pelas operarias, principalmente
restos de cerume, € depositada neste lixo, inclusive as larvas mortas, as quais
também podem ser ingeridas. Entretanto ndo foi possivel verificar por quanto
tempo este material permanece armazenado no interior do ninho antes de ser
descartado no exterior da col6nia. Van Benthem et al. (1995) observaram que
em P. remota os materiais de descarte sao inicialmente armazenados em um
ponto da colbnia e posteriormente langcados externamente préximo ao orificio
de entrada do ninho. O tempo que o lixo fica armazenado no interior do ninho é
um fator importante para o estado sanitario da col6nia, ja que um tempo maior
proporciona aumento da exposicdo das operarias ao material em

decomposicdo, o qual poderia atuar como fonte de contaminacgao.

Os fatores climaticos tiveram pouca influéncia direta sobre a taxa de
remogao da cria morta. Em A. mellifera, o comportamento higiénico é
diretamente afetado pelas condigdes climaticas, ja que as larvas mortas,
quando nao ingeridas, sao lancadas imediatamente para fora da colénia, o que
caracteriza uma atividade externa, a qual depende diretamente das condigdes
do clima (Message & Gongalves, 1980; Bugalho, 2009). Diferentemente, em P.
lucii o comportamento de limpeza n&do depende diretamente da atividade
externa, uma vez que esta espécie ndo langa o material removido
imediatamente para fora da colénia, conforme se observa em A. mellifera. Por
outro lado, as condicbes climaticas influenciam indiretamente no
comportamento higiénico, considerando que afetam as condigbes internas da
colénia (Teixeira & Campos, 2005) por regularem a atividade de voo, da qual

depende todo o suprimento da colbnia para construcdo de novas células de
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cria e potes de armazenamento, variaveis estas que estao correlacionadas com

a taxa de remocéo.

Neste estudo, o comportamento higiénico em P.Lucii foi influenciado
diretamente pelas condig¢des internas da colénia e indiretamente por fatores
ambientais. Entretanto, como ocorre em A. mellifera (Rothenbuhler, 1964 a-b),
acredita-se que a base deste comportamento seja genética, o que poderia
explicar a grande variagdo de comportamento entre colbnias. Ja a variagéo
comportamental dentro de uma mesma colénia pode estar relacionada ao
tempo que o experimento foi realizado. Diferente de outros trabalhos com
Meliponini (Nunes-Silva et al., 2009; Medina et al., 2009) o presente estudo foi
realizado durante quase um ano, e nesse periodo a condicdo estrutural do
ninho variou, o que pode ter afetado o comportamento higiénico, ja que este &

influenciado por fatores biéticos.
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6. CONCLUSAO

- O comportamento higiénico nas colénias de P. lucii é caracterizado
sequencialmente pela pontuagdo da célula, destruicdo parcial da célula,

remocao da larva morta e remocao dos restos de célula;

- A faixa etaria das operarias relizando o comportamento higiénico foi
ampla. A pontuagao e remocéao de célula foi realizada por operarias com idade
meédia de 7 + 3,36 dias (2-13); na remocgéo de larvas a idade foi de 10 £ 1,48
dias (9-13);

- A taxa de remocao variou entre os experimentos quanto ao inicio do
processo de limpeza e a quantidade de larva removida/dia;
- Fatores climaticos nao influenciaram diretamente o comportamento
higiénico;
- A taxa de remocao foi maior em colénias com maiores quantidades de

alimento, resina, cria nova, cria velha e lixo.
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ANEXO 1

Tabela 1. Média de larvas removidas de acordo com o teste-t a 5% de
probabilidade. Testes preliminares: (CI) cores invertidas na marcacdo dos
grupos (controle de vermelho e morto de azul); (Al) arenas invertidas mantendo
as cores de marcagao dos grupos; (CA) células alternadas nas arenas (grupo
morto pintado de vermelho e grupo controle pintado de azul).

. Média Desvio padrao Média Desvio padrao
Preliminar t—valor GL (n-1) p-valor
(grupo morto) (grupo morto) (grupo controle) (grupo controle)
Cl 11,16 6,55 0 0 417 10 0,001
Al 7,66 6,77 0,33 0,81 2,63 10 0,025
CA 13,66 6,37 0,33 0,81 5,08 10 < 0,001
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ANEXO 2

Figura 1. Fluxograma do comportamento higiénico em Plebeia lucii.
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ANEXO 3

Tabela 2. Padrao de remocédo de cria morta de acordo com a regressao
polinomial a 5% de probabilidade com base no coeficiente de determinacéo R>.
(L) funcao linear; (Q) fungéo quadratica; (C) fungéo cubica.

RZ

Exp. Equacao do modelo Funcgao f GL (n-1) p-valor
1 y=5,53-6,35x+2,03x%-0,12x* C 0,95 11,3 9 0,01
2 y=-0,86+1,01x L 0,92 81,66 9 < 0,001
3 y= 2,46-4,04x+1,45x2-0,09x> C 0,95 7,37 9 0,03
4 y=-7,03+6,79x-0,43x> Q 0,92 18,42 9 < 0,001
5 y=-5,4+6,28x-0,97x>+0,05x3 C 0,96 9,73 9 0,02
6 y=-5,2+5,5x-0,87x2+0,04x* C 0,90 6,27 9 0,04
7 y=-4+2,83x L 0,80 47,67 9 < 0,001
8 y=4,03+3,8x-0,23x2 Q 0,93 17,48 9 < 0,001
9 y=-3,13+1,69x L 0,89 91,82 9 < 0,001
10 y=-1,8+1,49x L 0,97 225,03 9 < 0,001
11 y=-0,6+1,45x L 0,92 123,13 9 < 0,001
12 y=2,96-2,08x+0,26x> Q 0,81 16,07 9 < 0,001
13 y=1,46-1,41x+1,03x2-0,07x> C 0,99 15,51 9 < 0,001
14 y=-2,53+2,4x L 0,85 26,75 9 < 0,001
15 y= 4-5,18x+1,62x>-0,09x* C 0,99 24,75 9 < 0,001
16 y=-6,88+4,59x-0,24x2 Q 0,92 10,96 9 0,01
17 y=-1,2+0,41x L 0,76 44,04 9 < 0,001
18 §=-0,46+1,64x L 0,93 64,76 9 < 0,001
19 y=-1,66+0,86x L 0,93 122,59 9 < 0,001

20 y=-4,26+2,3x L 0,94 210,64 9 < 0,001
21 y=-5,91+4,9x-0,25x> Q 0,95 8,95 9 0,02
22 y=-9+11,4x-1,76x2+0,08x3 C 0,96 16,85 9 < 0,001
23 y=-0,4+0,9x L 0,74 32,64 9 < 0,001
24 y=-4,93+12,94x-2,05x2+0,1x* C 0,96 24,95 9 < 0,001
25 y= 2,38-1,66x+0,23x? Q 0,82 12,13 9 0,01
26 y=-3,96+3,61x-0,15x2 Q 0,96 9,66 9 0,02
27 y=-0,21-0,37x+0,22x? Q 0,98 18,72 9 < 0,001
28 y=-0,21-0,37x+0,22x? Q 0,95 23,77 9 < 0,001
29 y=5,5-6,73x+2,1x>-0,13x3 C 0,93 6,83 9 0,03
30 y=-5,5+10,08x-1,55x2+0,07x* C 0,95 15,09 9 < 0,001
31 y=-1,23-1,35x+0,33x>-0,01x3 C 0,99 6,91 9 0,03
32 y=-2,96+9,86x-1,46x2+0,07x* C 0,93 6,64 9 0,04
33 y=-1,46+0,92x L 0,94 193,23 9 < 0,001
34 y=-1,06+0,81x L 0,80 37,64 9 < 0,001
35 y=-9,73+7,56x-0,46x> Q 0,91 11,28 9 0,01
36 y=-1,13+1,55x L 0,89 80,36 9 < 0,001
37 y=-2,43+2,58x-0,69x>+0,05x* C 0,95 12,78 9 0,01
38 y=-2,48+3,35x-0,17x2 Q 0,97 19,3 9 < 0,001
39 y=-2,98+2,82x-0,17x2 Q 0,89 12,95 9 0,01
40 y=-3,08+2,29x-0,09x? Q 0,96 7,61 9 0,03
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ANEXO 4

Tabela 3. Relagao entre fatores abiéticos e taxa de remocéo da larva ao dia de
acordo com a regressdo multipla a 5% de probabilidade com base no
coeficiente de determinagdo R>.

Experimento Equagdes do modelo R? f GL (n-1) p-valor
15 y=-20,21+temp 0,40 5,95 9 0,03
25 y=3,22-0,4brilho 0,36 5,04 9 0,05
27 y=0,95+6,77prec 0,64 15,91 9 < 0,001
28 y=40,33-2,01temp 0,42 6,46 9 0,03
21 y=-0,48+0,47brilho 0,38 5,53 9 0,04
37 y=-0,18+0,07prec 0,57 12,17 9 < 0,001
5 y= 3,15-0,25brilho 0,56 11,49 9 < 0,001
39 y=52,77-2,21temp+0,59Inte 0,73 10,87 9 < 0,001
40 y=-16,37+0,73temp 0,37 5,19 9 0,04
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