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EXTRATO

TENORIO, Eleuza Gomes, M.S., Universidade Federal de Vigosa, julho de 1996.
Comportamento  higiénico em abelhas indigenas (Melipona
quadrifasciata Lepeletier, 1836 e Tetragonisca angustula Latreille, 1811)
e em abelhas africanizadas (Apis mellifera Linnaeus, 1758). Professor
Orientador: Dejair Message. Professores Conselheiros: Lucio A. de Oliveira
Campos e Cosme Damido Cruz.

Neste trabalho, confirmou-se a ocorréncia do comportamento higiénico
em abelhas da subfamilia Meliponinae: Melipona quadrifasciata e Tetragonisca
angustula; avaliou-se a resposta destas abelhas e de Apis mellifera
(africanizadas) as crias mortas, pelas técnicas de congelamento e perfuracéo; e
descreveu-se o comportamento higiénico das abelhas indigenas, comparando-o
com aquele observado nas abelhas africanizadas. A. mellifera ndo mostrou
diferenca na remogdo, em relagdo as crias mortas pelas duas técnicas. Nas
abelhas indigenas, foi verificada maior rapidez na detecgcdo e na remogdo das
crias mortas, pela técnica de congelamento, indicando que esta técnica seria a
mais adequada para estudos sobre o comportamento higiénico nessas abelhas.
Nas africanizadas, o comportamento higiénico envolveu o canibalismo total das
crias mortas, na fase de larva em periodo de alimentacdo e de larva pés-
defecante, o canibalismo parcial, no caso de pupas de olho-branco, e a remogado
dos imagos. Nas abelhas indigenas, as operarias ndo ingeriram crias mortas,

qualquer que fosse sua idade. Houve apenas remogdo destas crias, que foram
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depositadas na lixeira da colénia, sendo posteriormente transportadas para o
campo. O ndo-canibalismo evitaria que as operarias se contaminassem, caso as

crias estivessem infectadas, contribuindo para o controle de doengas.
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ABSTRACT

TENORIO, Eleuza Gomes, M.S., Federal University of Vigosa, July, 1996.
Hygienic behavior of stingless bees (Melipona quadrifasciata Lepeletier,
1836 and Tetragonisca angustula Latreille, 1811) and africanized honey
bees (Apis mellifera Linnaeus, 1758). Adviser: Dejair Message. Committee
members: Lucio A. de Oliveira Campos and Cosme Damido Cruz.

This study has confirmed hygienic behavior of Meliponinae bees:
Melipona quadrnifasciata and Tetragonisca angustula. Their response to dead
brood removal was compared to that of africanized honey bees using the
freezing and pin puncturing techniques and their hygienic behavior was
described and compared. No differences in dead brood removal were found with
bota techniques in the africanized honey bees. Dead brood detecto and removal
was quicker among stingless bees when using the freezing technique,
suggesting this would be a more appropriate technique to study hygienic
behavior of these bees. Hygienic behavior of africanized honey bees involved
total dead brood cannibalism during the larval stage, for bota feeding and post-
defecating larvae, partial cannibalism in the case of white-eyed pupae and imago
removal. For stingless bees, workers did not feed on dead brood, irrespective of
the latter’s age, occurring only removal of the brood, that was deposited in waste
dumps and subsequently transported to the field. The absence of cannibalism
would avoid workers’ contamination in case brood were infected, contributing as
a disease control measure in the colony.
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1. INTRODUGAO

1.1. Considerag¢des gerais

O mais alto nivel de organizagdo social em abelhas é encontrado na
familia Apidae, nas subfamilias Apinae e Meliponinae (MICHENER, 1974).

Entre os Apinae, Apis meliifera Linnaeus, 1758, é a espécie mais
estudada e apresenta varias subespécies. No Brasil, predomina a abelha
africanizada, resultante do cruzamento entre Apis mellifera scutellata Lepeletier,
1836, trazidas para o Brasil do Sul da Africa, em 1956, e as diversas
subespécies de A. mellifera européias, introduzidas a partir de 1839
(GONGALVES, 1974). As abelhas indigenas, encontradas no Brasil, pertencem a
subfamilia Meliponinae, tribos Meliponini, com um unico género, Meiipona, e

Trigonini, com diversos géneros, entre eles, Tetragonisca.

Pelo fato de os Meliponinae e de os Apinae serem grupos eussociais
avancados, existem diversas similaridades basicas entre eles. Suas populosas
colénias sdo compostas, principalmente, por fémeas, que sao especializadas
em duas castas distintas, nas quais uma difere da outra, nao apenas
comportamentalmente, fisiologicamente e usualmente, em tamanho, mas
também em estruturas externas e internas. A rainha é responsavel pela
oviposicao e controla muitas das atividades da col6nia, por meio de feromonios,
que influenciam fortemente a fisiologia e o comportamento das operarias,
garantindo, assim, a integridade e o funcionamento do ninho. As operarias

1



executam as mais variadas fungdes de construcdo e manutencdo da colméia,
desde o cuidado com a cria até a coleta de alimento no campo (VELTHUIS e
SOMMEIER, 1991). Outras caracterfsticas compartilhadas por espécies
altamente eussociais s30: coldnias perenes, sistema de comunicagdo e
arquitetura dos ninhos bem-elaborados, grande quantidade de alimento

estocado e normalmente termorregulacdo, altamente, eficiente (SAKAGAMI,
1982).

Entretanto, existem algumas diferencas, que indicam o distante
relacionamento entre estas subfamilias. Estas incluem véarias diferencas
morfolégicas, por exemplo, venagdo das asas, estrutura dos aparatos do ferrao
(rudimentar nos Meliponinae), forte musculatura mandibular e posicdo das
glandulas de cera (dorsal nos Meliponinae e ventral nos Apinae). Quanto a
estrutura do ninho, na maioria dos Meliponinae, os favos sdo construidos,
horizontalmente, e sdo destinados apenas ao desenvolvimento das crias. O
alimento é armazenado em potes de cera bastante diferentes dos favos de cria
(SAKAGAMI e ZuccHI, 1966). Nos Apinae, os favos sdo verticais e as células
abrem-se nos dois lados opostos. Estas células servem tanto para estocar o
alimento quanto para o desenvolvimento das crias (MICHENER, 1974). Além
disso, os Meliponinae apresentam um sistema de aprovisionamento massal para
alimentar suas larvas. Durante periodos curtos e intensivos da atividade de
aprovisionamento, no qual um numero restrito de abelhas participa, o alimento é
despejado na célula; em seguida, as operarias podem depositar um ou mais
ovos tréficos; a rainha sorve parte do alimento larval; ingere o ovo tréfico; faz sua
postura no topo do alimento; e a célula é, entdo, imediatamente operculada
(VELTHUIS @ SOMMEIJER, 1991). No caso dos Apinae, as operarias alimentam as
crias progressivamente. A rainha pde o ovo na célula vazia e trés dias depois, a
larva nasce e passa a receber alimento durante, aproximadamente, seis dias,
seguindo-se a operculagdo da célula (SakacamI e ZuccHl, 1966). Nos
Meliponinae, as operarias normaimente defecam em locais bem-definidos,
dentro do ninho e, posteriormente, as fezes juntamente com outros materiais das
lixeiras s3o removidos da coldnia (SAakacami, 1982). Em Apis, as colénias néo



apresentam lixeiras, os materiais estranhos e as abelhas mortas sdo removidos

para fora da colméia e as operarias defecam fora do ninho (GARY, 1992).

O grupo das abelhas indigenas é caracterizado, por sua alta
diversidade, e mostra interesse especial, em virtude dos varios niveis de
sociabilidade, encontrados (VELTHUIS @ SOMMEIJER, 1991), por sua abundancia e
por sua grande variagdo de tamanho, o que faz que sejam consideradas
importantes polinizadores nos trépicos (Rousik, 1989). Além disso, a
meliponicultura (criagdo racional) tem sido incentivada e seus produtos,
utilizados na alimentago, ou como remédio, apresentam grande procura em
varias regiées do Brasil, como, por exemplo, méis de Melipona quadnifasciata
Lepeletier, 1836 (mandagaia) e Tetragonisca angustula Latreille, 1811 (jatai),
em Minas Gerais, S3o Paulo e Parana (KERR et al., 1994).

1.2. O comportamento higiénico

Segundo MESSAGE (1994), ocorrem quatro tipos principais de doengas
nas crias de A. mellifera, que sdo a cria-putrida-americana, a cria-putrida-
européia, a cria-ensacada e a cria-giz. As caracteristicas destas doencas tém
sido descritas por BaiLEY (1981), CRANE (1990) e MORSE e NOWOGRODZKI
(1991), entre outros. Nestas abelhas, o controle dessas doengas pode ser
auxiliado, por meio do comportamento higiénico. Entre os Meliponinae, existem
poucos relatos a respeito de doencas, principaimente, as de cria.

KERR (1948) observou crias mortas em colénias de M. quadnifasciata e
Melipona nigra (= Melipona bicolor Lepeletier, 1836), possivelmente em
consequéncia de doenga causada por bactérias. NOGUEIRA-NETO (1970)
observou mortalidade de crias de M. quadrifasciata, Plebeia spp., Scaptotrigona
postica Latreille, 1807 e mais, raramente, de T. angustula, numa fase que
denominou de transi¢ao (final da fase larval), ou, as vezes, um pouco antes de a

larva atingir esta idade.

Varios mecanismos de resisténcia as doengas de cria sdo conhecidos
em A. mellifera. Em relagdo a cria-putrida-americana, sdo descritos a propria
resisténcia fisiolégica das larvas (ROTHENBUHLER @ THOMPSON, 1956 e SUTTER



et al., 1968); o processo de filtragdo de patégenos do alimento efetuado, por
meio da véalvula proventricular (STURTEVANT e REVELL, 1953 e THOMPSON e
ROTHENBUHLER, 1957); e as substancias bactericidas ou bacteriostaticas, como
o0 acido 10-hidroxi-decendico presente na geléia real (BLuM et al., 1959). Qutros
mecanismos de resisténcia tém sido propostos, envolvendo produtos da colénia,
como a resina das plantas coletada pelas abelhas, e os produtos da glandula de
Dufour e das glandulas cefdlicas de abelhas adultas e imaturas, que sdo
agentes biocidas, geralmente usados para impedir o desenvolvimento de

patégenos (RouBIK, 1989).

O comportamento higiénico, considerado um raro exemplo de
mecanismo comportamental de resisténcia a doengas (SPIvAK e GiLLIAM, 1993),
tem sido estudado, principalmente em A. mellifera. E normalmente definido,
como a capacidade de as abelhas detectarem, desopercularem e removerem
crias mortas das células (ROTHENBUHLER, 1964a, 1964b e MESsAGE, 1979),
apesar de ser também definido, como a remogado de qualquer material estranho
do interior da colméia (MEssaGe, 1979). MORETO (1993) ampliou este conceito,
considerando como higiénicas as colénias, cujas operarias conseguem se livrar

do acaro Varroa jacobsoni Oudemans, 1904.

Foi nos trabalhos de PARK (1936, 1937) e PARK et al.(1937), que, pela
primeira vez, observou-se que havia uma variagdo, em relagdo a resisténcia as
doengas (especificamente a cria-putrida-americana), em A. mellifera, e que nas
colénias, que apresentavam o fator para resisténcia, este poderia ser transmitido
de uma estacdo do ano para outra, isto é, era herdavel, havendo um nivel

fisiolégico e outro comportamental de resisténcia.

O comportamento higiénico praticamente comegou a ser estudado, a
partir dos experimentos de WoopRow e HoLsT (1942), quando mostraram que
linhagens resistentes a cria-putrida-americana removiam todas as crias mortas e

as linhagens susceptiveis nao.

A partir destes trabalhos, varios outros foram realizados, visando
conhecer melhor 0s mecanismos de resisténcia a cria-putrida-americana como,

por exemplo, STURTEVANT e REVELL (1953), ROTHENBULER e THOMPSON (1956),



THOMPSON e ROTHENBULER (1957), LEwis e ROTHENBULER (1961), BAMRICK e
ROTHENBULER (1961), BAMRICK (1964, 1967), TRuMP et al. (1967), RINDERER e
ROTHENBULER (1969) e ROSE e BRIGGS (1969).

THOMPSON (1964) verificou que coldnias, compostas de abelhas jovens
de linhagem resistente a cria-putrida-americana, removiam todas, ou quase
todas as crias doentes, independente das condigées do fluxo de néctar,
enquanto abelhas com mais de quatro semanas de idade somente removiam as
crias mortas, durante um fluxo de néctar. MOMOT e ROTHENBUHLER (1971)
verificaram que linhagens suscetiveis, que normalmente removem as crias
lentamente, ndo eram afetadas pelo fluxo de néctar. ROTHENBUHLER (1964a,
1964b) também observou o efeito do fluxo de néctar no comportamento
higiénico.

A quantidade de cria morta (de 100 a 2.000) parece ndo afetar o
comportamento higiénico (JONES e ROTHENBUHLER, 1964). No entanto, uma
grande desproporgao, entre cria morta e abelhas nutrizes, parece reduzir este
comportamento (THOMPSON, 1964). MoMOT e ROTHENBUHLER (1971)
consideraram que a idade das abelhas, seu genétipo e o fluxo do néctar seriam
todos fatores importantes, que influenciariam na taxa de remogdo de crias

mortas.

A base genética do comportamento higiénico foi estudada por
ROTHENBUHLER (1964a, 1964b), quando ficou constatado que este
comportamento é controlado por dois genes recessivos. Um deles, “u”
(“uncapper”), responsavel pela desoperculagido de células, contendo crias
mortas, e o outro, “r" (“remover”), responsavel pela remogédo de crias mortas.
Uma vez que sdo genes recessivos, sua atuacdo depende de estarem em
homozigose. Segundo este autor, as abelhas sd3o classificadas, como
higiénicas, apenas se possuirem ambos os genes em homozigose (u/u:r/r), e,
em qualquer outra situagdo, s@o chamadas ndo-higiénicas. Posteriormente,
MORITZ (1988) propds que a expressao fenotipica deste comportamento poderia

ser determinada por mais de um loco, sendo o comportamento higiénico,



controlado por trés locos génicos e ndo por dois. No entanto, esta suposicao

ainda nao foi comprovada experimentaimente.

A expressio do comportamento higiénico pode ser facuitativa,
dependendo do vigor da colénia (forte, ou fraca), da composi¢do de operarias
(higiénicas e ndo-higiénicas), da necessidade de espaco, isto &, de células, das
condigbes de recurso e de fatores ainda desconhecidos, embora este

comportamento seja determinado geneticamente (SPIVAK e GILLIAM, 1993).

JONES e ROTHENBUHLER (1964), MOMOT e ROTHENBUHLER (1971) e
MESSAGE (1979) consideraram que o comportamento higiénico consiste na
seqliéncia de trés passos: pontuagdo de células, ou seja, um orificio no
opérculo (fase inicial da desoperculag&o), desoperculagao de células e remogao
de crias. MILNE JR. (1985a), entretanto, verificou que a pontuagdo do opérculo e
o aumento do orificio (desoperculagdo da célula) estdo diretamente

relacionados, indicando que os dois seriam 0 mesmo comportamento.

NEWTON et al. (1975) sugeriram que, nas A. mellifera européias, a
remocdo de crias mortas em cerca de cinco dias, representa uma apreciavel

resisténcia as doengas de cria.

Estudos sobre o comportamento higiénico e a resisténcia a outras
doengas também tém sido feitos por alguns pesquisadores. De acordo com
TABER (1982a), toda e qualquer doenga de cria sera eliminada, por meio do
comportamento higiénico. Entretanto, MILNE JR. (1985b) mostrou que o
comportamento higiénico ndo confere resisténcia a doenga cria-putrida-
européia. Por outro lado, GiLLiam et al. (1983) verificaram que as abelhas podem
detectar e remover crias com sintomas da cria-giz, antes que o apicultor possa
percebé-los. Posteriormente, TABER (1986) verificou uma baixa correlagao entre

o comportamento higiénico e a resisténcia a cria-giz.

Mais recentemente, o comportamento higiénico foi estudado, em relagao
A resisténcia das abelhas ao acaro V. jacobsoni para as A. mellifera (MORETO,
1993 e SPIVAK et al., 1994), para as Apis mellifera intermissa Buttel-Reepen,
1906 (BoeckinG e RITTER, 1993) e para Apis cerana Fabricius, 1798

(ROSENKRANZ et al., 1993).



1.3. Técnicas para matar crias

Para A. meliifera existem alguns métodos, utilizados para avaliar o
comportamento higiénico. Estes consistem em matar crias da casta operaria, por
meio de técnicas, como inoculagdo de patégenos (PARK, 1936; WOODROW e
HoLsT, 1942 e ROTHENBULER, 1964a, 1964b , entre outros); utilizagdo do gas
cianeto (JONES e ROTHENBUHLER, 1964 e MoMOT e ROTHENBUHLER, 1971);
congelamento (“freeze-killing”) (GONCALVES e KERR, 1970; MESSAGE, 1979 e
SPIVAK e GiLLiaM, 1993, entre outros); perfuracdo (“pin-killing”) (NEWTON e
OsTASIESWSKI JR., 1986; DANKA e ViLLA, 1994; BUCHLER, 1994 e GRAMACHO,
1995):e microinjegdes de agua, etanol, ou extrato de pupa macho (TIRERA,
1994). '

1.4. O comportamento higiénico nas abelhas africanizadas

No Brasil, onde hoje predominam as abelhas africanizadas, o
comportamento higiénico comegou a ser estudado, a partir dos trabalhos de
GONCALVES e KERR (1970), os quais afirmaram que para uma coldnia ser
considerada resistente, as operarias devem remover pelo menos 50% das crias
mortas, em 48 h, e 100%, em 72 h. Caso contrario, elas ndo tém aptidao para
suportar ataques de moléstias, especialmente, no caso de cria-putrida.
Entretanto, MOReTO (1993) considera colénia higiénica aquela que apresenta
capacidade de remogao de crias, no minimo de 85%, e ndo-higiénicas aquelas
que removerem abaixo de 50%, em 48 h.

CosSeNZA e SiLvA (1972) observaram que as abelhas africanas e as
africanizadas eram mais resistentes, ou mais higiénicas que as caucasianas.
Além disso, LENGLER (1977) verificou que as abelhas africanizadas teriam uma
leve vantagem quanto a eficiéncia de remogéo de crias, em relagdo as abelhas
italianas. GRAMACHO (1995) observou que o comportamento higiénico nas
abelhas africanizadas é mais eficiente do que nas abelhas italianas e nas

abelhas caucasianas.

Segundo MessAGE (1979), a idade do favo, que contém crias mortas
(novo, ou velho), nao influencia o comportamento, no entanto, a idade da cria

morta influencia, fortemente, a eficiéncia de remogao. Utilizando-se crias mortas
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com idades de 10 e 20 dias, a eficiéncia de limpeza é maior, havendo
decréscimo quando as crias utilizadas tém de 12 a 18 dias. Também, de acordo
com esses autores, as condigdes climaticas parecem influenciar o
comportamento higiénico, pois ambientes com temperatura média de 25,4°C
proporcionaram menor comportamento higiénico, e ambientes com temperatura
média de 18°C favoreceram o comportamento higiénico. Além disso, verificaram
maior eficiéncia na execugao deste comportamento, em perfodos chuvosos, do
que em periodos secos. Por outro lado, GRAMACHO (1995) observou que o
comportamento higiénico foi mais eficiente, em dias ensolarados, que em dias
tendentes a chuva. Também verificou que o tamanho populacional da colénia
(com, aproximadamente, 5.000, 10.000 e 25.000 individuos) néo interfere no
comportamento higiénico.

Algumas condigdes da colénia exercem grande influéncia sobre o
comportamento higiénico. Neste caso, as quantidades de mel, ovos e larvas
mostraram uma correlagdo positiva, enquanto a quantidade de células vazias
apresentou correlagdo negativa, em relagdo ao comportamento higiénico,

expresso pelo numero de crias removidas (MESSAGE, 1979).

De acordo com MoreTo (1993), 0 comportamento de limpeza também
interfere na taxa de infestacdo do acaro V. jacobsoni, uma vez que a remogao
de crias, com grande quantidade do 4caro, diminui sua infestagdo na coldnia.
Neste aspecto, observou também que as abelhas africanizadas foram sete
vezes mais eficientes que as italianas. SiLvA (1994) mostrou que as colénias
mais infestadas, por este 4caro, iniciavam mais rapidamente a atividade de
limpeza, porém a continuidade deste comportamento foi mais lenta, quando
comparado a colénias menos infestadas, mostrando que a resisténcia as
doengas nao esta relacionada, somente, com a rapidez no inicio da atividade de

limpeza, mas também, com a continuidade deste comportamento.

1.5. O comportamento higiénico nas abelhas indigenas

Quanto 2 subfamilia Meliponinae, verifica-se a escassez de trabalhos
especificos sobre o comportamento higiénico. Entretanto, Drory (1872, 1873) e
Rayment (1932), apud NcoGUEIRA-NETO (1970), observaram crias sendo
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removidas para fora da coldnia. Kerr' (comunicaglo pessoal) observou que,
durante os meses mais frios em Uberlandia (MG), colénias de Melipona
scutellaris Latreille, 1811, que é uma abelha tipica do litoral nordestino, tiveram
um grande numero de crias mortas, sendo removidas para fora da coldnia.
NoGUEIRA-NETO (1970) descreveu alguns aspectos basicos do
comportamento higiénico, em Meliponinae, embora ndo tenha designado este
comportamento por este nome. Segundo esse autor, caso os ovos ndo se
desenvolvam, ou as larvas morram, é mais facil para as abelhas abrirem as
respectivas células e removerem estas larvas jovens, ou ovos, do que crias
mortas no final da fase larval (“pré-pupas”), quando os individuos ja defecaram e
ja teceram o casulo. Além disso, também observou que, quando a cria esta
morta, pode ser retirada de sua célula e deixada sobre os favos, em vez de ser

imediatamente removida da colméia, ou ainda as células s&o apenas abertas.

De acordo com BRUIN et al. (1989), que estudaram o comportamento de
Melipona favosa Fabricius, 1789, o depésito de lixo, comumente encontrado
nas colénias de Meliponinae, é usado, entre outras coisas, para estocar abelhas

mortas, antes que elas sejam jogadas para fora da col6nia.

Em decorréncia do pouco conhecimento que se tem sobre doengas, que
ocorrem em crias de Meliponinae, torna-se importante compreender ©
comportamento higiénico nestas abelhas, uma vez que, para A. mellifera, este
comportamento tem sido considerado, de maneira geral, um importante
mecanismo de resisténcia as doengas de crias. Compreendendo este
comportamento, nestas abelhas, de uma forma comparativa com as abelhas A.
mellifera, podem-se estabelecer condigdes para futuros trabalhos de selegao de
linhagens, com comportamento higiénico mais eficiente, as quais,
comparativamente as abelhas africanizadas, poderiam ser mais resistentes as
doencas de crias.

Este trabalho teve por objetivos: verificar a ocorréncia do
comportamento higiénico em duas espécies de Meliponinae (M. quadrifasciata e
T. angustula); avaliar técnicas para matar crias (congelamento e perfuragao);

'Brof. Dr. Warwick E. Kerr, Departamento de Genética, Universidade Federal de Uberlandia,
Av. Amazonia, s/n, Campus Umuarama, CEP 38401-136, Uberlandia-MG.
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verificar diferengas no comportamento das abelhas, em relacdo as crias mortas
com diferentes idades: e descrever, qualitativamente, o comportamento
higiénico, fazendo-se um estudo comparativo entre as A. mellifera

(africanizadas) e as abelhas indigenas estudadas.
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2. AVALIAGAO DE TECNICAS PARA MATAR CRIAS

2.1. Introdugao

Como metodologia, empregada nos estudos sobre comportamento
higiénico, sdo utilizadas algumas técnicas para matar larvas e pupas de
operarias. Inicialmente, utilizava-se a técnica de inoculagdo de organismos
causadores de doengas nas coldnias. Neste caso, os autores inoculavam
esporos de Bacillus larvae , causador da cria-putrida-americana, diretamente,
nas crias (PARK, 1936; PARK et al., 1937; ROTHENBUHLER e THOMPSON 1956;
BAMRICK @ ROTHENBUHLER, 1961, THOMPSON, 1964;'BAMR10K, 1964, 1967 e
TRUMP et al., 1967); ou inoculavam esses esporos suspensos em agua, ou
xarope, via alimentagdo (PARK, 1937; TARR, 1937, WooDROW, 1941, 1942;
WOoOODROW e HoLST, 1942; STURTEVANT e REVELL, 1953; THOMPSON e
ROTHENBUHLER 1957; LEwiS @ ROTHENBUHLER, 1961; ROTHENBUHLER, 1964a,
1964b; RINDERER @ ROTHENBUHLER 1969 e ROSE e BRIGGS, 1969). Esta técnica
é também utilizada em alguns experimentos, até os dias de hoje e com outros
agentes etiolégicos como, por exemplo, esporos do fungo Ascosphaera apis,
causador da cria-giz (TABER, 1986 e SPIVAK e GILLIAM, 1993).

Nos trabalhos de JONES e ROTHENBUHLER (1964), e, posteriormente, nos
de MoMOT e ROTHENBUHLER (1971), o comportamento higiénico foi estudado,
utilizando-se gas cianeto para matar as crias. Segundo estes autores, esta
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técnica seria mais facil e permitiria maior flexibilidade experimental do que a
utilizagdo de organismos causadores de doengas, uma vez que era possivel
analisar a eficiéncia de limpeza, nos dois lados do quadro, podendo também ser
trabalhado em coldnias sadias, permitindo serem avaliadas, indiretamente,
quanto 2 resisténcia as doengas. Neste caso, o favo a ser utilizado era exposto
ao gas cianeto, durante algumas horas. Apés a aeracdo, o favo era devolvido a
coldnia para o acompanhamento do comportamento higiénico. Entretanto, este
gas é considerado téxico, sendo perigoso para o manuseio e a aplicagado no

campo, exigindo ainda cuidados especiais no laboratério (WiNDHOLZ et al.,
1976).

Uma outra técnica simples e, amplamente, utilizada para matar cria em
experimentos, nos quais se pretende quantificar o comportamento higiénico, € o
método de congelamento dos favos, o qual tem demonstrado que da resultados
semelhantes ao da inoculagdo de doencas. Este método foi apresentado por
GONCALVES e KERR (1970) e consiste em cortar pedagos de favos com S cm x 10
cm, contendo cria operculada, os quais devem ser levados ao congelador a -
1°C, durante um periodo de 48 h. Em seguida, estes pedagos sdo
reintroduzidos no favo, o qual devera ser devolvido a colénia a ser testada.
MEessAGE (1979) e MORETO (1993) modificaram este método, deixando o pedago
de favo congelado, numa estufa, para secar e para voltar a temperatura da
coldnia, antes de sua reintroducio na colméia. Esta técnica vem sendo utilizada
por autores, tais como MILNE JR. (1982, 1983a, 1983b, 1985a, 1985b) e TABER
(1982b, 1989).

Uma simplificacdo do bioensaio para a selecdo de caracteristicas do
comportamento higiénico, a ser utilizado na apicultura industrial, foi feita por
NEWTON e OSTASIEWSK! JR. (1986), com a técnica de perfuragdo, em que as
crias foram perfuradas com um alfinete, introduzido no centro da célula
operculada, o qual penetra no corpo da “pré-pupa”, ou pupa, até alcangar o
fundo da célula. Os autores sugerem que, quando for feito o teste da cria morta
por perfuragio, a coldnia s6 deve ser considerada higiénica, se todos os corpos
mortos forem removidos. Caso contrario, as células devem ser desoperculadas,

apés o terceiro dia, para serem examinadas. As vezes, a cria ndo morre pela
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perfuragdo com o alfinete e pode vir a ser um individuo normal. A utilizagao
deste método simples e de facil aplicagdo, tanto no laboratério quanto no
campo, também foi efetuada por DANKA e ViLLA (1994), BUCHLER (1994),
GRAMACHO e GONCALVES (1994a, 1994b) e GRAMACHO (1995).

Uma outra técnica foi proposta por TIRERA (1994), que utilizou
microinje¢des, contendo 4agua, solugdo fisiolégica, etanol, extrato de pupa
macho em células operculadas, sendo esta ultima a que mais estimulou o

comportamento higiénico.

Poucos trabalhos testaram qual técnica para matar cria seria a mais
adequada para a avaliagdo do comportamento higiénico. NEWTON e
OsTASIESWSKI JR. (1986) apresentaram a técnica de perfuragdo, com a qual
obtiveram remogao total das crias mortas, apés um a trés dias, enquanto as
crias mortas pela técnica de congelamento levaram de 7 a 14 dias para serem
removidas. Em abelhas africanizadas, GRAMACHO (1995) também comparou as
técnicas de congelamento e perfuragdo, demonstrando que ndo houve diferenca
na taxa de remogdo entre as duas. Entretanto, do ponto de vista pratico,
considerou a técnica de perfuragdo mais eficaz por ser mais rapida, de facil
manuseio no campo ou no laboratério, e mais econémica.

Nesta parte, o trabalho teve por objetivos: confirmar a ocorréncia do
comportamento higiénico em duas espécies de Meliponinae: M. quadrifasciata e
T. angustula; comparar duas técnicas para matar crias (congelamento e
perfuracio); e verificar diferengas no comportamento das abelhas, em relagao
as crias mortas com diferentes idades, comparando-se os resultados, obtidos
com essas abelhas indigenas, com os obtidos com as A. mellifera

(africanizadas).

2.2. Materiais e métodos

Os experimentos foram realizados no Apiario da Universidade Federal
de Vigosa, MG, Brasil (20°45'30" S, 42°52'05" W). As abelhas A. mellifera, M.
quadrifasciata e T. angustula foram coletadas na regido, acondicionadas em

caixas de observagao e alimentadas com solugéo de agua e agtcar (1:2).
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A técnica de congelamento consistiu em retirar um pedago do favo de
cria, de cada espécie, os quais foram colocados no congelador a temperatura de
-15°C. Estes favos foram colocados em estufa para secar e para voltar a
temperatura da colénia, no inicio de cada experimento. A técnica de perfuracao
consistiu em perfurar o corpo da cria, com auxilio de um alfinete entomolégico,
introduzindo-o, através do opérculo.

Os controles constaram de pedagos de favo contendo crias de varias
colénias, e 0 mesmo numero de crias vivas e da mesma idade do favo
experimental. Estes foram introduzidos nas col6nias juntamente com 0s
tratamentos. Na técnica de congelamento, as crias dos controles foram mantidas
vivas numa estufa, cerca de 33°C durante 24 h, antes do inicio de cada
experimento. Para a técnica de perfuracdo, os opérculos dos controles foram
perfurados, sem danificar as crias.

As duas técnicas foram avaliadas, com os tratamentos e seus
respectivos controles, dispostos lado a lado, sendo que para as abelhas
africanizadas, foram colocados no centro do quadro e, para as indigenas, foram
colocados sobre o invélucro das crias. Foi utilizada uma colénia de cada
espécie, sendo realizadas cinco repeticdes em cada uma.

Para cada espécie, utilizou-se o mesmo numero de individuos mortos,
10 crias de cada uma das trés idades: larva em periodo de alimentagao, larva
pés-defecante e pupa de olho-branco.

Os favos, cuja cria foi morta, e os favos utilizados como controle, foram
obtidos em colméias diferentes daquelas, utilizadas para observag@o para nao
enfraquecer e, ou, perturbar as colénias estudadas.

Os dados foram coletados a cada 24 h, durante um periodo méximo de
10 dias, apés o inicio dos experimentos. Foram registrados o numero de células
pontuadas (inicio de desoperculag&o), desoperculadas e limpas.

O delineamento foi em fatorial (técnica de matar cria x idade da cria),
instalado em blocos, onde cada bloco (colénia) conteve todos os tratamentos. As
parcelas foram as 10 células de cada tratamento. Para comparar a percentagem
de remogao, entre as duas técnicas e entre as trés idades das crias mortas,

utilizou-se uma Analise de Varidncia Randomizada, segundo MANLY (1991).

14



Esta Anélise foi utilizada, em decorréncia de os dados ndo terem apresentado
distribuicdo normal, bem como, pelo fato, de ter sido utilizada apenas uma
colénia de cada espécie.

A hipétese nula (Ho), neste experimento, foi que ndo haja diferenga entre
as percentagens de remogao, utilizando as duas técnicas e as trés idades de
crias mortas, contra a hipétese alternativa, que haja diferenca.

Para construir-se a distribuicdo do valor da soma dos quadrados na
ANOVA Randomizada, os dados originais sdo reagrupados aleatoriamente, de
forma que, os valores da variavel resposta estejam, aleatoriamente, distribuidos
entre os tratamentos. E calculada uma estatistica (normalmente, o valor da soma
dos quadrados), para cada reagrupamento (MANLY, 1991). Neste experimento,
foram feitos 1.000 reagrupamentos.

A proporgao de vezes, em que valores da soma dos quadrados, obtidos
pela Randomizag3o, excederam o valor da soma dos quadrados observado, &
utilizada como nivel de significAncia atingido (“P-value”). Se os valores forem
menores que 5 %, entlo, Hy seréd considerada falsa (MANLY, 1991).

Para as analises, foi usado programa em Fortran, gentilmente cedido pelo
Dr. Bryan Manly. O cédigo em Fortran encontra-se nas paginas de 84 a 90 de
MANLY, (1991).

2.3. Resultados

Verificou-se que em A. mellifera houve, aproximadamente, 100% de
remogao das crias mortas, pelas duas técnicas, e nas trés idades, em até 24 h
(Figura 1 ). Com relagdo as abelhas indigenas, tanto em M. quadrifasciata
(Figura 1 Il), quanto em T. angustula (Figura 1 lll), independente da idade da
cria morta, observou-se que a percentagem de remogdo das crias mortas foi

maior, quando se utilizou a técnica de congelamento, em até 72 h de

observagao.
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Figura 1- Percentagem meédia de remogdo de crias mortas pela técnica de
congelamento (C) e pela técnica de perfuragédo (P), em 24, 48 e 72
horas de observacgédo, utilizando crias na fase de larva em periodo de
alimentagéo (L1), larva pés-defecante (L2) e pupa de olho-branco
(POB) em Apis mellifera (1), Melipona quadrifascita (Il) e
Tetragonisca angustula (lI1).
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Aplicando-se o método da Randomizagdo (Quadro 1), comprovou-se
que para as abelhas indigenas, houve diferenga na percentagem de remogéo,
em relagao as duas técnicas, pois os resultados das analises foram inferiores a
1%, indicando, fortemente, que ha diferenga entre as técnicas (Ho é falso). Com
relagio a idade das crias mortas, observou-se que, em M. quadrifasciata,
apenas ocorreu esta diferenga de remogdo em 48 h, e, em T. angustula,
verificou-se diferenga nas primeiras 24 h.

Também foi observado, tanto em M. quadrifasciata quanto em T.
angustula, que em nenhum momento houve 100% de remogéo de cria morta
pela técnica de perfuragdo, em 10 dias de observagdo. Numa das repetigdes, foi
verificado, nas duas espécies, que das crias mortas, pela técnica de perfuragao,
na idade de larva em periodo de alimentagao, ainda restavam duas células de
crias operculadas, as quais foram desoperculadas, manualmente, e constatado
que ainda estavam vivas.

Foi verificada remogao de cria nos controles das duas técnicas, nas trés
espécies de abelhas (Quadro 2). Em A. mellifera, houve uma acentuada
remocdo em todas as idades, principalmente, na fase de larva em periodo de
alimentagao, sendo, em média, cinco crias por repeticdo. Em M. quadnfasciata,
ocorreu remogdo de controle em duas repeticdes, e, em T. angustula, isto
ocorreu apenas no controle da técnica de perfuragdo, em uma repeticdo, na fase

de pupa de olho-branco.
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Quadro 1 - Nivel de significAncia da randomizagdo (proporcdo da soma de
quadrados da randomizag3o que excedem a soma dos quadrados

observados)
ESPECIES FONTE DE 24 h 48 h 72h
VARIAGAO
TECNICA 1,000 _ -
Apis mellifera IDADE 0,535 - -
TEcNICA X IDADE 0,749 - -
TECNICA 0,001* 0,001* 0,001*
Melipona quadrifasciata IDADE 0,071 0,041* 0,063
TECNICA X IDADE 0,860 0,749 0,435
TECNICA 0,004* 0,001* 0,002*
Tetragonisca angustula IDADE 0,012* 0,063 0,191

TECNICA X IDADE 0,052 0,579 0,572

* Significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 2 - Numero médio e desvio-padrdo da remogdo de individuos nos
controles da técnica de congelamento (C) e da técnica de
perfuragdo (P) para as trés idades de crias em Apis mellifera,
Melipona quadrifasciata e Tetragonisca angustula para as cinco
repeticdes

Cc P

L1 L2 POB L1 L2 POB

Apis mellifera 58+533 06+089 0,8+178 82+402 26+433 04+0,89

Melipona 0,2+0,44 0,0 0,2 +0,44 0,6 +0,89 0,0 0,2 +0,44
quadrifasciata

Tetragonisca 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4 +0,89
angustula

L1= larva em periodo de alimentacdo, L2= larva pés-defecante e POB= pupa de
olho-branco.
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2.4. Discussao

Em A. mellifera, o fato de ter sido observada a remogéo de quase 100%
das crias, mortas em ambas as técnicas em até 24 horas, confirma a alta
capacidade de remogdo de cria morta das abelhas africanizadas. Entretanto,
estes resultados estio acima do que foi observado, por outros autores, para
estas abelhas, tais como: COSENZA e SILVA (1872), em que a remogao de crias
congeladas foi de, aproximadamente, 99% apés 86 h; LENGLER (1977), em que
a remog#o de crias mortas por congelamento foi, em média, 41 %, 72% e 86%
em 24, 48 e 72 h; MessSAGE (1979), em que a remogao de crias congelédas foi
de 42%, em 24 h, e 50%, em 38 h; SiLvA (1994), em que a remogao de crias
mortas por congelamento foi de 63%, 70% e 100% em 24, 48 e 72 h; GRAMACHO
(1995), em que a remogao de crias foi, em média, de 57% para crias mortas, por
congelamento, e 73% para crias mortas, por perfuracdo, apés 48 h. Porém,
deve-se levar em conta que nos experimentos, realizados pelos autores citados,
foram utilizados nucleos, ou ninhos, com pegas de favo, contendo cria morta,
com o tamanho que variou entre 9 cm x 7,5 cm e 10 cm x 10 c¢m, portanto, com
numero de crias mortas bem maior do que foi aqui utilizado.

O fato de nao ter havido diferenca na percentagem de remoc¢ao, entre as
duas técnicas, esta de acordo com os resultados obtidos por GRAMACHO (1995).
Do ponto de vista pratico, pode-se considerar que a ‘técnica de perfuragdo é
mais rapida e de facil manuseio.

Nas abelhas indigenas, verificou-se que a remogdo de cria morta por
congelamento foi mais rapida, o que indica maior eficiéncia na utilizacdo desta
técnica, para estudos sobre o comportamento higiénico nestas abelhas. No
entanto, para uma extrapolagdo destes resultados, seriam necessarios testes,
utilizando-se maior numero de colénias.

A marcante lentiddo das abelhas indigenas para remogdo de crias
mortas, principalmente, de cria morta pela técnica de perfuracdo, pode ser
inerente a estas abelhas. Nestas, a verificagdo de crias vivas no tratamento de
perfuragio, apés 10 dias de observagao, indica que, provavelmente, o alfinete
ndo atingiu as crias, permitindo que continuassem seu desenvolvimento. Este

fato também poderia indicar que a técnica de perfuragdo ndo seria adequada
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para os estudos de comportamento higiénico, pelo menos, nesta fase de larva
em perfodo de alimentagao. Em A. mellifera, NEWTON e OSTASIESWsKI JR. (1986)
sugeriram que, quando forem realizados testes de comportamento higiénico,
utilizando-se a técnica de perfuragdo, a coldnia s6 deve ser considerada
higiénica, se todos os corpos mortos forem removidos. Caso contrario, as
células devem ser desoperculadas, apés o terceiro dia, para serem examinadas,
pois, as vezes, um individuo pode nao ter sido morto pelo alfinete e podera
emergir normalmente.

No caso das abelhas africanizadas, a remogdo de crias mortas na fase
de larva, em periodo de alimentagéo, seria mais rapida, uma vez que as células
destas crias ndo apresentam opérculo, entretanto, isso ndo foi detectado.
Talvez, a quantidade de crias mortas, em cada idade, ndo tenha sido
suficientemente grande para detectar-se diferenga de remogao, entre elas, como
foi observado por MESSAGE (1979), que verificou maior eficiéncia de remogao
para crias mortas com idade de 10 e 20 dias, havendo um decréscimo nesta
eficidncia, nas crias mortas, com idade entre 12 e 18 dias. Todavia, a
quantidade de crias mortas, utilizadas por este autor, foi superior a aqui
utilizada.

Nas abelhas indigenas, aparentemente, crias mortas com idade de larva
em periodo de alimentagdo seriam mais faciimente manipuladas, pelas
operarias, uma vez que a parede de suas células é de consisténcia mais mole,
em virtude da auséncia de casulo. Entretanto, os resultados obtidos ndo
mostraram claramente diferenca de remogdo, de acordo com a idade da cria
morta, embora de acordo com NOGUEIRA-NETO (1970), as operarias teriam maior
facilidade em remover as crias mortas, enquanto ovo e, ou, larva, do que quando
os individuos ja tenham defecado e tecido o casulo.

Quanto a remogdo dos controles, certamente foi decorrente da
manipulagio desses pequenos pedagos de favo, que, no caso das abelhas
africanizadas, tinham que ser cortados e colocados na mesma posi¢do, em que
se encontravam no favo de origem, na caixa de observag@o. Segundo NAULLEAU
(1960), a aceitagdo de larvas e pupas numa colénia ndo pode ser considerada
definitiva, antes de trés, ou quatro dias. Neste periodo, as células das larvas e
pupas podem ser desoperculadas e ingeridas por operérias jovens. Mesmo a
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mais delicada manipulagdo causa sempre perturbacdo da cria. Em outros
estudos, como os de NEwToN e MICHL (1974), em que células de “pré-pupas” e
pupa foram desoperculadas, manualmente, também houve consideravel
remogao de crias vivas. Além disso, nos estudos feitos por GRAMACHO (1995),
também ocorreu remogao de crias do controle. Estas remogSes foram atribuidas
a fatores, como a presenga do acaro V. jacobsoni, o canibalismo natural inerente
das abelhas, em relagdo as crias e 2 manipulagdo do favo, durante a coleta dos
dados. Especificamente, no caso do controle da técnica de perfuragdo, a
remogao destas crias ocorreu, provavelmente, porque o alfinete ndo sé ‘perfurou
os opérculos, mas também atingiu as crias, matando-as.

Sabe-se que, em A. mellifera, o comportamento higiénico, que ¢é
caracterizado pela capacidade de as operarias removerem as crias do favo,
apés a morte natural, ou induzida, confere a estas abelhas resisténcia as
doengas. Esta resisténcia estd relacionada com a rapidez, em que este
comportamento ocorre. Entretanto, é importante ressaltar que, no caso das
abelhas indigenas, estes resultados nao indicam que, em condi¢Ses naturais de
mortalidade de cria, por exemplo, causada por um patégeno, o comportamento
higiénico das operarias seria mais rapido, igual, ou mais lento do que foi
observado, utilizando as duas técnicas. Apenas foi testada a adequabilidade da
utilizagdo das duas técnicas, nos estudos sobre o comportamento higiénico,

nestas abelhas.
2.5. Resumo e conclusdes

Neste trabalho, confirmou-se a ocorréncia do comportamento higiénico
em abelhas da subfamilia Meliponinae: Melipona quadrifasciata e Tetragonisca
angustula. Foram comparados os comportamentos destas abelhas e de abelhas

africanizadas Apis mellifera.
Em cada espécie, foram, simultaneamente, testadas duas técnicas para

matar cria: congelamento, em que pedacos de favo, contendo 10 individuos de

cada idade (larva pré-defecante, larva pés-defecante e pupa de olho-branco),

foram colocados no congelador, durante 24 h, e, posteriormente, foram

transferidos para uma estufa para secagem e retorno a temperatura da colénia;
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e perfuracdo, em que um alfinete entomolégico foi introduzido, através do
opérculo, perfurando o corpo dos individuos na mesma quantidade e com as
mesmas idades da primeira técnica. Os dados foram coletados a cada 24 h,
registrando-se o numero de células pontuadas, desoperculadas e limpas. O
experimento foi realizado, cinco vezes, em cada colmeia, utilizando uma colénia
de cada espécie. As andlises estatisticas foram feitas com a Analise de
Variancia Randomizada.

Em A. mellifera, talvez a quantidade de cria morta, em cada idade, néo
tenha sido suficientemente grande para detectar-se diferenca de remog@o, entre
elas. Em M. quadrifasciata, apenas foi detectada diferen¢a, em 48 h, e em T.
angustula, nas primeiras 24 h. A. mellifera nédo mostrou diferenga na remocgao,
em relagio as crias mortas pelas duas técnicas. Para as abelhas indigenas, foi
verificada maior rapidez na detecgdo e na remogdo das crias mortas pela
técnica de congelamento, indicando que esta técnica seria a mais adequada

para os nossos estudos sobre o comportamento higiénico, nestas abelhas.
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3. DESCRIGCAC DO COMPORTAMENTO HIGIENICO

3.1. Introdugéo

De todos os comportamentos das abelhas A. mellifera, o de defesa e o
higiénico sio os mais estudados (GONCALVES, 1994). O comportamento
higiénico consiste na detecgdo, na desoperculacdo e na remogdo de crias
mortas das células, ou de qualquer material estranho a colénia (ROTHENBUHLER,
1964a, 1964b e MESSAGE, 1979).

Para o apicultor, este comportamento tem grande relevancia, pois esta,
diretamente, relacionado com a resisténcia as doengas de cria, uma vez que
quanto menos focos de infecgdo existirem na colénia, menor a probabilidade de
abelhas sadias infectarem-se (GONCALVES, 1994).

De acordo com MEessace (1979), as operarias utilizam-se de dois
processos na execugdo do comportamento higiénico, dependendo da idade das
crias, que s3o ingestdo e remogdo. SiLvA (1 994) observou que um alvéolo era
limpo por mais de uma operaria, sendo que ao conseguir arrancar um pedago
de pupa morta, a operaria andava agitada pela colonia, como se dangasse. Além
disso, observou que, em alguns casos, as operarias aglomeravam-se sobre as

crias mortas e produziam um forte zumbido, que diminuia no decorrer do

processo de limpeza.

24



Quanto aos Meliponinae, verifica-se a escassez de trabalhos especificos
sobre o comportamento higiénico. NOGUEIRA-NETO (1970) descreveu aspectos
deste comportamento nestas abelhas, embora ndo os designasse com este
nome. Observou que, quando a cria estava morta, podia ser retirada de sua
célula e abandonada sobre os favos, em vez de ser, imediatamente, removida
da colméia, ou ainda, as células, cujas crias estavam mortas, eram apenas
deixadas abertas. De acordo com BRUWN et al. (1989), em M. favosa, os
depésitos de lixo sdo usados, entre outras coisas, para estocar abelhas mortas,

antes de serem removidas para fora da colénia.

Este trabalho, nesta parte, teve por objetivo descrever, qualitativamente,
os padrbes etol6gicos das operarias, em relacao a cria morta em diferentes
idades, comparando-se este comportamento entre os Meliponinae: M.

quadrifasciata e T. angustula, com aquele observado em A. mellifera

(africanizada).

3.2. Materiais e métodos

Os experimentos foram realizados no Apidrio da Universidade Federal de
Vicosa, MG, Brasil (20°45'30" S, 42°52'05" W). As abelhas A. mellifera, M.
quadrifasciata e T. angustula foram coletadas na regido e acondicionadas em
caixas de observagao. Entre a colméia e a saida, foi adaptada uma caixa menor,
com tampa de vidro, a qual facilitou a observagdo do transporte das crias mortas
(Figura 2). No caso das abelhas africanizadas, dentro da caixa intermediaria foi
colocada uma tela excluidora de rainha para impedir a enxameagem e, ou, 0

abandono da colméia. As abelhas de todas as espécies foram alimentadas com

solugio de 4gua e agucar (1:2).

3.2.1. Operarias marcadas

Em cada experimento, operarias recém-emergidas de cada espécie
foram marcadas, individualmente, e introduzidas, diariamente, nas caixas de

observago. Para a obtengdo destas operarias, favos com abelhas prestes a
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emergir foram retirados de varias coldnias e colocados em estufa, cerca de
30°C.

No caso de M. quadrfasciata e A. mellifera, as operarias foram
marcadas com etiquetas de papel (Figura 2). Para isso, foi desenvolvida uma
técnica de confecgao de etiquetas, as quais foram impressas no verso de papel
continuo para etiquetas adesivas. Foi utilizado o programa Microsoft Word 6.0°
for Windows, com fonte Arial tamanho 5, impresso em varias cores.
Posteriormente, as etiquetas numeradas de 00 a 99 receberam uma camada de
lapis-de-cor branco ou de outras cores, para promover impermeabilizacao,
destaque e aumento de combinagdes, possibilitando a marcagdo de um maior
nimero de operarias. As etiquetas foram cortadas, utilizando uma tesoura fina,
ou estilete, deixando-as de forma quadrada, ou utilizando um vasador, deixando
as etiquetas redondas. Estas foram coladas no mesonoto das operarias, com
auxilio de uma pinga de ponta fina, empregando cola branca comum com a
parte inferior das etiquetas, sempre voltadas para o abdome.

As operarias de T. angustula foram marcadas, utilizando um cédigo de
marcagdo com pintas coloridas, usando-se colas escolares e com etiquetas
numeradas, obtidas por método fotografico (FRESNEAU, 1894) (Figura 3).

Foi marcado um total de 2.700 operarias de A. mellifera, provenientes
de 10 coldnias: 1.581 operarias de M. quadrfasciata, provenientes de 12
colénias, sendo que metade destas caixas estava com sintomas de doencas; e
792 operarias de T. angustula, sendo 259 com etiquetas numeradas, 300 com o
cédigo, e 233 apenas com tinta automotiva, sem individualizacdo. Nesta

espécie, as operarias foram provenientes de quatro colénias.

3.2.2. Técnica para matar crias

A técnica de congelamento (“freezer-killing”) foi utilizada para matar as
crias de todas as abelhas, pois, em experimentos preliminares, foi verificado
que, nestas espécies de Meliponinae, crias mortas por esta técnica foram mais
rapidamente detectadas e removidas. Esta consistiu em se retirar um pedaco do

favo de cria, de cada espécie, e coloca-lo no congelador a -15°C por, no minimo,

48 h.
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O controle da técnica de congelamento consistiu na retirada de um
pedago de favo, contendo o mesmo numero de células e crias, na mesma idade
do favo-teste, sendo as crias mantidas vivas numa estufa. Os favos-teste e seus
respectivos controles foram dispostos, lado a lado, sendo que, para as
africanizadas, foram colocados no centro do quadro. Para as indigenas, os
favos-teste foram colocados sobre o invélucro da cria.

Foram utilizadas 10 crias para cada espécie de abelha, com as
seguintes idades: larva em periodo de alimentago, larva pés-defecante, pupa
de olho-branco e imago. Estas foram provenientes de diferentes coldnias para

nao enfraquecer e, ou, perturbar as coldnias observadas.

3.2.3. Procedimento dos experimentos

No primeiro experimento com M. quadrifasciata, os favos a serem
testados foram retirados do congelador e colocados em estufa, com temperatura
em torno de 30°C, para secar e voltar a temperatura ambiente e, logo depois,
foram introduzidos na colénia. No segundo experimento, os favos-teste foram
deixados na estufa, durante 24 h antes de sua introdug&o na colméia. Nos dois
ultimos experimentos, foram deixados na estufa, durante cinco dias antes da
realizagio dos experimentos, para incrementar o processo de putrefagdo das
crias.

Em T. angustula, em todas as repeticdes, os favos, apés serem
colocados no congelador, foram colocados em estufa com temperatura, em torno
de 30°C durante cinco dias, exceto os favos de larva em periodo de
alimentag&o, que s6 foram para a estufa 30 min antes do experimento, para nao
haver ressecamento e endurecimento do alimento larval. Com as africanizadas,

os favos permaneceram, pelo menos, 24 h na estufa antes do inicio de cada

experimento.

3.2.4. Observagao do comportamento

Foi utilizada uma colénia de cada espécie, sendo feitas quatro

repetigdes em cada uma. As atividades das operarias sobre os favos-teste foram
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registradas, em fitas de video, iniciando-se as filmagens, cerca de 30 min apés a

introdugao dos tratamentos, utilizando-se uma filmadora modelo NV-M3000PN

(Figura 4).

Figura 2 - Operarias marcadas de Melipona quadrifasciata e Apis mellifera.
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Figura 4 - Caixas de observagao adaptadas com caixa menor para Apis mellifera
(A), Melipona quadrifasciata (B) e Tetragonisca angustula (C) e
equipamentos para filmagem.
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3.3. Resultados

Nas trés espécies de abelhas, observou-se que operarias,
freqlentemente, esfregavam as pernas posteriores e faziam movimentos,
contorcendo-se sobre os favos com crias mortas, antes, ou durante a
desoperculacéo e a remogao das crias.

As operarias de todas as espécies, durante o comportamento higiénico,
apresentaram dedicagdo exclusiva a este trabalho, isto &, ndo desempenharam
outras atividades. Também foi observado que as operarias abandonavam,
temporariamente, a cria morta semi-removida na prépria célula, sendo que,
especificamente, no caso das abelhas indigenas, as crias removidas eram
deixadas sobre o favo, ou nas proximidades deste.

Um resumo das principais atividades, executadas pelas operarias de

todas as espécies, encontra-se no Quadro 3.

3.3.1. Abelhas africanizadas

Em A. mellifera, quando se iniciavam as observagdes, as operarias ja
haviam comegado o comportamento higiénico. Em pouco tempo, os favos eram
trabalhados simultaneamente. Das operarias, que estavam realizando ©
comportamento higiénico, apenas 40% estavam marcadas, apesar da presenga
de cerca de 80% das operarias marcadas introduzidas.

Ao lado de células, contendo individuos abandonados, havia outros
individuos, da mesma idade, sendo ingeridos por cerca de quatro operarias.
Enquanto ocorria o comportamento higiénico, as operarias continuavam
inserindo a cabeca e o corpo em células ja vazias. As operarias, que
trabalhavam num determinado favo de cria morta, numa certa idade, podiam
trabalhar em outros favos. Além disso, as operarias, nem bem desoperculavam
uma célula, passavam para outra. Houve operaria que s6 desoperculou, ou que
s6 removeu, ou que desoperculou e removeu, que removeu e ingeriu e que sé
ingeriu. Também houve operaria, que primeiro desoperculou todas as células de
um determinado favo e, depois, ingeriu os individuos. A limpeza total dos favos

com cria morta ocorreu depois de 9a 10 h.
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3.3.2. Abelhas indigenas

Em M. quadnfasciata e T. angustula, inicialmente, as operarias
caminhavam sobre os favos e tocavam, com as antenas, os opérculos das
células. Trabalhavam em duas posigdes das células, nos opérculos e nas
laterais destas. Geralmente, antes de desopercularem, destruiam, parcialmente,
as paredes das células e retiravam as crias pela lateral.

No caso dos favos de larva, em periodo de alimentacdo, inicialmente, as
operarias faziam uma limpeza externa do favo, retirando o resto de alimento
larval, pois, quando se cortava o pedago de favo, contendo crias nesta idade, por
mais que se limpasse, sempre sobrava alimento larval. Posteriormente, apés a
desoperculagdo, ou destrui¢ao parcial das células, as operarias sorviam o
alimento larval, contido no interior destas, mesmo com a cria ainda na célula.
Em T. angustula, as crias s6 foram removidas, depois que estavam totaimente
expostas com suas células, praticamente, destruidas, restando apenas os
fundos destas.

Nos favos de larva pés-defecante, pupa de olho-branco e imago, a
medida que as células eram desoperculadas, eram destruidas, sendo que varias
células eram trabalhadas, ao mesmo tempo, em fases diferentes do
comportamento higiénico, isto é, algumas estavam no inicio e outras, numa fase
mais adiantada.

Em M. quadrifasciata, cerca de 70% das operarias, que estavam
executando o comportamento higiénico, eram as operarias marcadas. Em T.
angustula, este numero foi reduzido para cerca de 20%.

As operarias tenderam permanecer num mesmo favo. Entretanto,
constantemente passavam de uma célula a outra, ou seja, ndo acabavam de
desopercular uma célula e passavam para outra. Durante a execugdo do
comportamento higiénico, foram observados buracos no invélucro, sob, ou, ao
lado dos favos com crias mortas.

O primeiro experimento com M. quadrifasciata durou quatro dias. Neste
caso, os favos de cada idade foram trabalhados, praticamente, um de cada vez,
iniciando com larva em periodo da alimentagao. Durante este periodo, as

operarias executavam as mais diversas atividades sobre os favos, por exemplo,
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uniram os favos com crias mortas aos favos-controle, com pontes de cera.
Tentavam cobri-los com invélucro, desidratavam néctar sobre estes e até
mesmo incubavam os favos, que continham crias mortas. A duragao do segundo
experimento, em que os favos-teste foram deixados durante 24 h na estufa, foi
reduzida pela metade. E nos dois ultimos experimentos, em que os favos-teste
foram deixados, na estufa, durante cinco dias, houve uma redugdo drastica do
tempo de remogdo, ndo passando de 12 h, sendo os favos trabalhados

simultaneamente. Em T. angustula, o tempo de duragdo dos experimentos

também nao ultrapassou 12 h.

3.3.3. Atividade das operarias com as crias mortas

Em A. mellifera, a atividade das operarias dependeu da idade da cria
morta. Os individuos mortos na fase de larva em periodo de alimentagao foram
imediatamente ingeridos. Neste caso, as operarias introduziam a cabega e o
térax, ficando com metade do abdome para fora, o qual fazia movimentos
ritmicos.

As crias mortas, na fase de larva pés-defecante, tambem foram
ingeridas. Neste caso, em células ja pontuadas, as operarias introduziam a
lingua e sugavam a hemolinfa das crias, e quando a célula ja estava
desoperculada, as operarias ndo puxavam a cria. A medida que iam ingerindo-a,
introduziam seu corpo na célula, até ficar na mesma posicdo, observada nas
células das crias mortas na fase de larva, em periodo de alimentagdo. Nao
houve observago de operarias, carregando larva pés-defecante para fora da
célula.

Os individuos mortos na fase de pupas de olho-branco podiam ser,
parcialmente, removidos e ingeridos. As operarias puxavam a cabec¢a de cada
individuo, perfuravam seu tegumento com as mandibulas e introduziam a lingua
(Figura 5). Muitas vezes, arrancavam a cabega da cria, que caia no fundo da
colméia e |4 também era ingerida, enquanto o resto do corpo continuava sendo
ingerido, por cerca de uma a seis operarias. Posteriormente, o resto do corpo

era retirado da célula.
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Figura 5 - Operarias de Apis mellifera ingeri ia m
gerindo ¢
i ria morta na fase de pupa de
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No caso das crias mortas na fase de imago, ap6s a desoperculagao,
foram retiradas das células, sendo puxadas pelas antenas, ou pelas pernas
anteriores, porém, sem canibalismo. Aparentemente, as operaria faziam
bastante forga, contorcendo-se para puxa-las das células. Normalmente, uma sé
operaria puxava a cria da célula. Nao houve cooperagdo de outras operarias
para remogao, s6 no caso de ingestao de cria.

Em M. quadrifasciata (Figura 6) e T. angustula (Figura 7), foi observado
que as operarias ndo ingeriram as crias mortas, qualquer que fosse sua idade.
Entretanto, lamberam as crias mortas na fase de larva, em periodo de
alimentago, retirando o resto de alimento larval impregnado. Além disso, as
operarias, aparentemente, manipulavam as crias cuidadosamente, nao
provocando rompimento de seu tegumento, e, quando isto ocorria, varias
operarias colocavam fragmentos de cera sobre a cria e s6 depois removiam-na.

A mesma operdria, que pontuou e desoperculou, péde remover, ou
ingerir (no caso das abelhas africanizadas), mas a pontuagao, a desoperculagao

e a destruicao de cada célula (no caso das abelhas indigenas) foram produtos

do trabalho conjunto de varias operarias.

3.3.4. Transporte das crias mortas para fora da colénia

Em A. mellifera, as crias removidas (pupa de olho-branco e imago), ou
pedagos destas (pupa de olho-branco) sempre caiam no fundo da colénia.
Posteriormente, estes foram carregados por outras operarias, que ndo
participaram da desoperculagdo das células e da remogdo dos individuos
mortos. Estas operarias permaneciam andando agitadas, por toda a colénia,
inclusive pelo vidro. Percorriam o tubo que levava 2 caixa intermediaria, e de 12
retornavam em direcao a coldnia, repetidamente. Na caixa intermediaria, tinham
dificuldade em atravessar a tela excluidora de rainha, carregando cria morta.

Em T. angustula, as crias, removidas de todos os tratamentos, foram
deixadas na lixeira, juntamente com pedagos de cera e fundos de células. Em

M. quadrifasciata, nao foi possivel observar as lixeiras, em razdo da grande

quantidade de potes de alimentos.



Figura 6 - Operaria de Melipona quadrifasciata r :
emovendo ¢
larva pos-defecante. ria morta na fase de
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Figura 7- Operaria de Tetragonisca angustula removendo cria morta na fase de
larva pos-defecante.
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Os individuos, removidos em T. angustula, eram transferidos de uma
lixeira para outra por operarias, que, na maioria das vezes, ndo trabalhavam nos
favos. As crias também podiam ser deixadas no fundo da coldnia, entre a lixeira
e 0 tubo de saida. Foram observadas crias mortas nas lixeiras, até cerca de 15
horas depois de terem sido deixadas nelas. Foram observadas, também,
operarias que retiraram as crias da lixeira, passaram estas para outras
operarias, que transportaram-nas para a caixa intermediaria e de la para o
campo. As crias, bem como, pedagos de cera e fundos de células podiam ser
deixados na caixa intermediaria, até serem carregados para o campo.

Em M. quadrifasciata, nao foi observada nenhuma cria, deixada na
caixa intermediaria, exceto na primeira repeticdo, em que as crias removidas,
durante a noite, foram transportadas para fora da colénia na manha seguinte.

Assim como as A. mellifera, as operarias das abelhas indigenas

também apresentaram dificuldade em transportar a cria para fora da col6nia. As

operarias, repetidamente, percorriam o tubo que conduzia a caixa intermediaria,

e de 14 retornavam em diregao a colonia.

3.3.5. Faixa etaria das operarias que executaram o comportamento higiénico

Foram observadas operarias de varias idades, executando ©
comportamento higiénico, sendo que as mais velhas realizaram efetivamente a
remogao e o transporte da cria morta para o campo. Em A. mellifera, a idade das
operarias, executando © comportamento higiénico, variou entre 5 e 31 dias,
sendo a maioria, em torno de 20 dias; em M. quadrifasciata, entre 13 e 46 dias;
Nas abelhas indigenas, mesmo as

e em T. angustula, entre 12 € 28 dias.

operarias nao-marcadas, que foram observadas, exercendo o comportamento

higiénico, apresentaram a pigmentagao do corpo escura, o que demonstra ndo

serem as operarias mais novas.
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3.3.6. Remogao dos controles

As crias dos favos, correspondentes aos controles nas colénias das
abelhas indigenas, permaneceram vivas, durante a realizacdo de cada
experimento. Posteriormente, completaram seu desenvolvimento normal.

Nas abelhas africanizadas, houve remogdo de cria, principaimente, na
fase de larva em periodo de alimentagdo, em média, seis individuos, removidos
em cada repeticdo. As crias na fase de larva pés-defecante tiveram em media
0,5 individuo removido; as crias na fase de pupa de olho-branco, tiveram, em

média, 0,6 individuo removido em cada repetic3o; e nenhuma cria, na fase de

imago, foi removida em todas as repeticdes.

3.4, Discussao

Em todas as abelhas, a observagdo de que as operarias,

freqlentemente, esfregavam as pernas, antes, e durante o comportamento

higiénico, pode indicar uma forma de comunicagao entre elas. De acordo com

BLum (1992), nas pernas das abelhas existem as glandulas tarsais, que liberam

feroménio de trilha, empregad
to higiénico, isto é, poderia orientar, ou atrair outras

o na orientagdo. Talvez este comportamento sirva

de estimulo ao comportamen

operarias aos tratamentos, contendo crias mortas.
O fato de que as operarias tanto das abelhas africanizadas, quanto das

indigenas, nem bem desope
fato também foi observado pa

Apesar de terem sido introduzidas muitas operarias marcadas em A.
mellifera, o numero de ope
reduzido, indicando que talvez este comportamento seja realmente restrito a
T angustula, talvez a quantidade introduzida de

rculavam uma célula, passavam para outra, esse

ra abelhas africanizadas por SiLVA (1 994).

rarias, executando o comportamento higiénico, foi

algumas operarias. Em

operarias tenha sido pequena.
Nas abelhas africanizadas, as operarias continuavam inserindo a

cabeca e o corpo nas células vazias, provavelmente, para higienizagao completa

destas células, visando a sua posterior utilizagdo.



A verificagdo de operarias, que executaram todas as etapas e, ou,
apenas algumas etapas do comportamento higiénico, pode indicar que algumas
operarias apresentavam ambos 0s genes recessivos “U” (“uncapper”) e “r’
(“remover”) em homozigose, e, ém outros casos, mostravam um, ou outro gene
em homozigose, conforme os classicos trabalhos de ROTHENBUHLER (1964a,
1964b).

Diferentemente das africanizadas, as operarias das abelhas indigenas
podem trabalhar pela lateral das células para remover a cria morta. A destruicéo
dos favos foi iniciada, antes mesmo de 2 cria ser removida. Dessa forma, o
comportamento higiénico das abelhas indigenas envolveria ndo sé a
desoperculagio e a remogdo das crias, mas também, paralelamente a
desoperculagao, a destruicdo das células, que é um comportamento inerente
dessas abelhas. Nas A. mellifera, de acordo com SPIVAK e GiLLiam (1993), o
comportamento higiénico pode ser uma adaptagdo para o reuso de células, pois,
ao contrario dos Meliponinae, estas abelhas reutilizam as células, cujas crias
emergem, em vez de construir novas células, que sdo energeticamente
Custosas.

Os buracos, observados no invélucro das duas espécies de abelhas
indigenas, sob, ou, ao lado dos favos-teste, provavelmente, foram feitos para
facilitar o escoamento da cria morta para as lixeiras da col6nia.

Apé6s a aceleragao do processo de putrefagdo das crias das abelhas
indigenas, com os favos-teste, deixados durante cinco dias na estufa, ocorreu
uma redugso drastica do tempo de remogao, ficando semelhante ao tempo,
gasto pela abelhas africanizadas. Segundo GONCALVES e KERR (1970), é
necessario um determinado periodo de tempo, para que se inicie o
comportamento higiénico, isto &, as operarias precisam reconhecer a cria morta
para, posteriormente, iniciarem a desoperculago e a retirada da mesma. Além
disso, de acordo com MESSAGE (1979), a pontuagdo e a desoperculacdo estdo
relacionadas com a producao de volateis, provavelmente, resultantes da

putrefacio das crias mortas, cujo odor estimularia as abelhas a realizarem a

atividade higiénica.
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Em M. quadrifasciata, quando os tratamentos nao foram deixados
apodrecer, foi trabalhado, inicialmente, com o favo de larva, em periodo de
alimentago, o que ocorreu, provavelmente, em fungéo da detecgéo de odores
provenientes do alimento larval, pois, de acordo com NOGUEIRA-NETO (1970), o

alimento larval dos Meliponinae é instavel e se altera pela falta de larvas que o

consumam.
O canibalismo normalmente ocorre nos Hymenoptera sociais (WILSON,

1971). De acordo com NEWTON e MICHL (1974), o canibalismo é um método
comum para controle populacional e para conservacdo de proteinas dos

animais. Pode ocorrer também, quando ha macho dipléide na coldnia, no caso

de A. mellifera (MICHENER, 1974).
Para formigas, NONACS (1991) sugeriu que as larvas servem para

multiplas fungdes, numa coldnia. Uma delas pode ser, como estoque de

nutrientes para serem canibalizadas, quando necessario. CLOUSE (1995)

observou canibalismo intercolonial em vespas Mischocyttarus mexicanus.

Segundo WOYKE (1977), em A. mellifera, o canibalismo pode ocorrer
tanto, em condigdes adversas, quanto em coldnias normais, sendo provavel que

ragas e até coldnias tenham diferentes predisposi¢des para ingerir a cria viva.

Além disso, conforme foi aqui observado e também por outros autores, as

operarias ingeriram as crias mortas (MESSAGE, 1979 e SPIVAK e GiLLIAM, 1993).

Entretanto, nas abelhas indigenas, tanto em M. quadrifasciata quanto

em T. angustula, ndo foi observada a ingestdo da cria morta, qualquer que fosse
sua idade. Pelo contrario, as operarias aparentemente manipulavam as crias,
cuidadosamente, evitando © rompimento de seu tegumento, e, quando isto
ocorria, varias operarias colocavam fragmentos de cera sobre a cria e s6 depois

removiam-na. N&o obstante, isto poderia ser uma vantagem, pois, no caso de
mortalidade da cria, provecada por algum agente patogénico, ou téxico, as
operarias nao se contaminariam e, dessa forma, ndo disseminariam a doenga, o

que, provavelmente, levaria @ morte da coldnia. Em A. mellifera, este fato levaria

a0 abandono da coldnia. De acordo com DE JONG (1994), no processo de

remogao, com 0 canibalismo das crias, mortas pelo Bacillus Jarvae (causador da

cria-putrida-americana), as operérias se contaminariam com os esporos. Estes
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seriam transmitidos as operarias nutrizes, por meio de trofalaxia, que, por sua
vez, passariam a infectar outras larvas. O comportamento higiénico confere

resisténcia a essa doenca, quando ha detecgdo e remogao da cria, infectada

antes da formagao de esporos (SEELEY, 1985).
As operarias das abelhas africanizadas, que executaram o transporte da

cria para fora da colénia, ndo foram as que participaram da desoperculagéo e da
remog¢ao, pois as crias, ao serem removidas, sempre caiam no fundo da coldnia,

sendo retiradas por outras operarias. Isto sugere a existéncia de um grupo
especifico de abelhas, encarregadas desta tarefa. Diferentemente, SiLVA (1994)

observou que as mesmas operarias, que removiam, transportavam a cria para

fora da coldnia.
O comportamento necroférico (remogdo de corpos) faz parte do

repertério comportamental de higiene da colénia (VisSCHER, 1983). Segundo

este autor, em A. mellifera, existe, claramente, um grupo de abelhas

especializadas neste comportamento, cerca de 1% a 2% das abelhas de uma

colénia e, dentre estas, algumas sa0 mais ativas. Ele observou, ainda, que as

operarias removiam abelhas mortas mais rapidamente do que fragmentos em

geral, por causa de mudangas quimicas, que ocorrem nas abelhas,

imediatamente, apés a sua morte. Além disso, VISSCHER (1983) também sugeriu

que as abelhas, que removem 0S corpos, nem sempre sao as mesmas que 0s

carregam para fora da coldnia. Isto seria realizado por operérias, que ja fizeram
seu primeiro véo de orientagdo, mas antes de serem campeiras.

Este comportamento necroforico poderia ser executado por um grupo
especifico de abelhas e, neste caso, O comportamento higiénico, como um todo,

no sentido de eliminar o foco da doenca, abrangeria outras abelhas, além

daquelas envolvidas, diretamente, na desoperculagdo e na remogdo dos

individuos mortos.
Nas abelhas africanizadas, a agitagdo das abelhas, que carregavam as

crias, ou pedagos de crias, provavelmente, foi decorrente da luz, utilizada para

observagao. Esta agitagao também foi observada por SiLvA (1994).
Em M. quadrifasciata. apesar de ndo ter sido possivel a observagao de

suas lixeiras, ¢ muito provavel que as crias mortas tenham sido ali depositadas,
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temporariamente, como foi observado, em T. angustula, antes de serem
transportadas para fora da colénia. Pois, de acordo com BRUWN et al. (1989), as
lixeiras de M. favosa servem, entre outras coisas, para estocar abelhas mortas,
antes de serem jogadas para fora e para o estoque temporario de outros
materiais de lixo, bem como sitios de defecag@o. Em T. angustula, o fato de
terem sido observadas crias mortas nas lixeiras, até cerca de 15 h, poderia estar

relacionado com as condigdes ambientais destes dias, que estavam com

chuviscos.
Nas abelhas indigenas, a verificagdo de crias mortas, abandonadas

sobre os tratamentos, ou nas proximidades destes, confere com as observagdes

de Nocueira-NETO (1970). Assim como em A. mellifera, este fato também

sugere que outras operarias estariam, indiretamente, envolvidas no processo do

comportamento higiénico.
Em todas as espécies, o entra-e-sai das operarias, transportando crias

mortas, entre as colénias e as caixas intermediarias, e vice-versa, ocorreu

certamente, em virtude dos obstaculos encontrados nas instalagdes das caixas

de observagio, adaptadas com as caixas intermediarias, que, no caso das

africanizadas, ainda apresentava tel2 excluidora de rainha.

Em todas as espécies, a faixa etaria das operdrias, que estavam

envolvidas com o comportamento higiénico, foi ampla, demonstrando a

flexibilidade comportamental destas abelhas. A importancia disso é que, no caso

de as crias estarem infectadas, varias operarias de diversas idades estariam

engajadas na remogdo destas crias, eliminando mais rapidamente o foco de
doencas.

Além disso, conforme 0
observadas, executariam as mai
(MicHENER, 1974 @ SAKAGAMI, 1982
interac#o entre a idade das operarias, suas condi¢es fisiolégicas, situagdes de
estimulo e seus genotipos, queé coleti

abelhas. Neste caso, o estimulo foi a cria

polietismo etario, as operarias, nas faixas etarias
s diversas atividades, inclusive, a inatividade
). De acordo com GARY (1992), ha uma

vamente afetariam o comportamento das

morta.
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3.5. Resumo e conclusdes

Teve-se por objetivo descrever, qualitativamente, o comportamento
higiénico em Melipona quadrifasciata e Tetragonisca angustula, comparando-
se com aquele observado em Apis mellifera (africanizada).

Foi utilizada a técnica de congelamento para matar as crias, em quatro
idades: larva em perfodo de alimentag3o, larva pés-defecante, pupa de olho-
branco e imago. Foram montadas caixas de observagao especificas, para cada

tipo de abelha, contendo operarias marcadas individualmente.

Nas africanizadas, 0 comportamento higiénico envolveu o canibalismo

total de crias mortas, na fase de larva em periodo de alimentacdo e pés-
balismo parcial dos individuos mortos, na fase de pupa de olho-

10 das crias mortas, na fase de imago. Nas abelhas indigenas,

defecante; cani

branco; e remog
o ingeriram crias mortas, qualquer que fosse sua idade. Apenas

das crias, que foram depositadas na lixeira da colénia, sendo,

as operarias na

houve remogéo

posteriormente, transportadas para 0 campo. Nestas abelhas, o ndo-canibalismo

evitaria que as operarias Se contaminassem, caso as crias estivessem

infectadas, contribuindo para © controle de doengas. Além disso, as operarias

das abelhas indigenas deixavam as crias mortas, nas lixeiras, antes do

transporte para fora da colénia.
A faixa etaria das operarias observadas, executando o comportamento

higiénico em todas as espécies, foi bem ampla, indicando que, no caso de as

crias estarem infectadas, varias operarias de diversas idades estariam

engajadas na remogao destas crias, eliminando mais rapidamente o foco de

doengas.



4. RESUMO E CONCLUSOES

Neste trabalho, confirmou-se a ocorréncia do comportamento higiénico

em duas espécies de Meliponinae (M. quadrifasciata e T. angustula); avaliou-se

técnicas para matar crias (congelamento e perfuraco); verificou-se diferencas

no comportamento das abelhas, em relagdo as crias mortas com diferentes

idades: e descreveu-se, qualitativamente, 0 comportamento higiénico, fazendo-

se um estudo comparativo entre as A. mellifera (africanizadas) e as abelhas

indigenas estudadas.

Em cada espécie, foram testadas duas técnicas para matar crias:

congelamento, em que pedagos de favo, contendo 10 individuos de cada idade

(larva em periodo de alimentacdo, larva pés-defecante e pupa de olho-branco),

foram colocados no congelador durante 24 h, sendo posteriormente transferidos

para uma estufa, para secagem, e retorno a temperatura da colbnia; e

perfuragdo, em que um alfinete entomolégico foi introduzido, atraves do

opérculo, perfurando o corpo dos individuos na mesma quantidade e com as
mesmas idades da primeira técnica.

Os dados foram coletados a ca
células pontuadas, desoperculadas e limpas. O experimento foi realizado cinco

uma colénia de cada espécie. As analises

da 24 h, registrando-se o numero de

vezes, em cada colméia, utilizando

estatisticas foram feitas, por meio da Analise de Variancia Randomizada.



Em A. mellifera, talvez a quantidade de cria morta em cada idade ndo
tenha sido suficientemente grande para detectar diferenga de remogao, entre
elas. Em M. quadrifasciata, apenas foi detectada diferenga em 48 h e, em T.
angustula, nas primeiras 24 h. A. mellifera ndo mostrou diferenga na remogao,
em relagio as crias mortas pelas duas técnicas. Nas abelhas indigenas, foi
verificada maior rapidez na detecgao e na remogdo das crias mortas pela
técnica de congelamento, indicando que esta técnica seria a mais adequada

para estudos sobre 0 comportamento higiénico nestas abelhas.
Para a descrigdo do comportamento higiénico, foi utilizada a técnica de

congelamento para matar as crias em quatro idades: larva em periodo de

alimentagdo, larva p6s-defecante, pupa de olho-branco e imago. Foram

montadas caixas de observagao especificas para cada tipo de abelha, contendo

operarias marcadas individualmente.
Nas africanizadas, © comportamento higiénico envolveu o canibalismo

total de crias mortas, na fase de larva em periodo de alimentagdo e poés-

defecante, canibalismo parcial dos individuos mortos, na fase de pupa de olho-

branco, e remogao das crias mortas na fase de imago. Nas abelhas indigenas,

as operarias ndo ingeriram crias mortas, qualquer que fosse sua idade. Apenas

houve remogdo das crias, que foram depositadas na lixeira da colonia, sendo

posteriormente transportadas para © campo. Nestas abelhas, o ndo-canibalismo

evitaria que as operarias Se contaminassem, caso as crias estivessem

infectadas, contribuindo para 0 controle de doengas.

As operarias das abelhas indigenas deixavam as crias mortas nas

lixeiras, antes do transporte
o comportamento higiénico em todas as espécies, foi

para fora da colénia. A faixa etaria das operarias

observadas, executando

bem ampla, demonstrando flexibilidade comportamental das operarias, pois, no

caso de as crias estarem infectadas, operarias com varias idades estariam

engajadas na remogdo destas crias, eliminando mais rapidamente o foco de

doengas.
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