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RESUMO

GONCALVES, Janina Carvalho, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho
de 2008. Mecanismos de defesa comportamental e anatémico contra
doencas e ectoparasitas em abelhas africanizadas (Apis mellifera).
Orientador: Dejair Message. Co-orientadores: José Eduardo Serréo e Maria
Teresa do Régo Lopes.

O presente estudo objetivou avaliar e selecionar colonias de Apis mellifera
quanto a tolerdncia a doencgas e ectoparasitas, e investigar caracteristicas do
proventriculo que conferem defesa contra patdégenos. Colénias da microrregiao
de Vigosa, Minas Gerais foram analisadas quanto ao comportamento higiénico
usando-se o método de perfuracdo e aos niveis de infestagcdo por Varroa
destructor sobre a cria e as abelhas adultas. A presenca de esporos de
Paenibacillus larvae subsp. larvae em amostras de mel e os sinais clinicos de
doengas de cria também foram investigados. O comprimento dos pélos
filiformes do proventriculo de operarias foi comparado entre castas temporais
(recém-emergida, nutriz e forrageira) e entre colbénias usando imagens de
microscopia eletrbnica de varredura. No Estado do Piaui, avaliou-se a
eficiéncia de filtragdo de graos de pdlen por unidade de tempo do proventriculo
de forrageiras entre col6nias. Em relagdo ao comportamento higiénico, foi
constatada correlagéo significativa entre os tempos de remocgéo da cria (24 e
48 horas) (r=0,70755; P<0,001). Aproximadamente 36% da populacao foi
considerada higiénica (F=8,94; P<0,01). Os niveis de infestacdo por Varroa
destructor foram 3,92+3,23% para a cria e 3,04+t1,43% para as abelhas
adultas. Esporos de Paenibacillus larvae subsp. larvae ndo foram detectados
em quatorze amostras de mel compostas a partir de setenta colénias. Somente
em duas colbnias foram observados sinais clinicos de cria giz. Nao houve
correlagao significativa entre o comportamento higiénico e o nivel de infestagcéo
por Varroa destructor sobre a cria (r=-0,07589; P>0,05), o comportamento
higiénico e o nivel de infestagcado por Varroa destructor sobre as abelhas adultas
(r=0,11133; P>0,05) e, o nivel de infestagédo por Varroa destructor sobre a cria
e as abelhas adultas (r=0,03986; P>0,05). Apenas dezenove entre setenta e
sete colbnias foram selecionadas considerando tanto o comportamento
higiénico quanto os niveis de infestacdo por Varroa destructor sobre a cria € as

abelhas adultas. Foi verificada diferenga significativa no comprimento dos pélos

Vi



filiformes do proventriculo de operarias entre as colénias (F=6,84; P<0,0001),
porém nao se constatou diferenga entre as castas temporais (F=0,42; P>0,05).
Quanto a eficiéncia de filtragdo do proventriculo foi verificada diferenca
significativa entre as colénias (P<0,0001). Os resultados confirmam que o
comportamento higiénico, os niveis de infestagao por Varroa destructor sobre a
cria e as abelhas adultas e a eficiéncia de filtragcdo do proventriculo podem ser
usados como caracteres desejaveis para a selegcdo de colonias de abelhas

meliferas mais resistentes as doengas e ectoparasitas.
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ABSTRACT

GONGCALVES, Janina Carvalho, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2008. Behavioural and anatomic defense mechanisms against diseases
and ectoparasites in Africanized honey bees (Apis mellifera). Adviser:
Dejair Message. Co-Advisers: José Eduardo Serrdo and Maria Teresa do
Régo Lopes.

This study was conducted to select Apis mellifera colonies for diseases and
ectoparasites tolerance and to investigate characters of proventriculus that
confer protection against pathogens. Colonies in the region of Vigosa, Minas
Gerais, Brazil, were evaluated for hygienic behavior using pin-killer brood and
levels of infestation by Varroa destructor on brood and adults bees. The
presence of Paenibacillus larvae subsp. larvae spores in honey samples and
observation of clinical signs of brood diseases were also investigated. The
filiform-hairs length of the workers proventriculus was compared between
temporal caste (newly-emerged, nurse and forager) and among colonies by
scanning electro microscopy. Colonies in State of Piaui, Brazil, were evaluated
for efficiency of filtration of pollen grains per unit time by forager’s
proventriculus. No difference was found between pin-killer brood and freezer-
killer brood methods (F=2,23; P>0,05). Significant correlation was found
between the removal time of brood (24 and 48 hours) (r=0,70755; P<0,001).
Hygienic behavior occurred in approximately 36% of population (F=8,94;
P<0,01). The infestation levels by Varroa destructor were 3.92+3.23% on brood
and 3,04+1,43% on adults bees were considered lows. No Paenibacillus larvae
subsp. larvae spores were detected in fourteen samples of honey made from
seventy colonies. Only in two colonies was visualized chalkbrood. No significant
correlation was found between hygienic behavior and infestation levels by
Varroa destructor on brood (r=-0,07589; P>0,05), hygienic behavior and levels
of infestation by Varroa destructor on adults bees (r=0,11133; P>0,05) and
infestation levels by Varroa destructor on brood and adults bees (r=0,03986;
P>0,05). Only nineteen between seventy seven colonies were selected
regarding hygienic behavior and infestation levels by Varroa destructor on
brood and adults bees. Significant differences were verified for filiform-hairs
length of the workers proventriculus between colonies (F=6,84; P<0,0001), but
no differences were found between temporal caste (F=0,42; P>0,05). In relation
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the filtration efficiency of the proventriculus was verified significant difference
between colonies (P<0,0001). The results confirm that hygienic behavior,
infestation levels of Varroa destructor on brood/adults bees and proventriculus
filtration efficiency may be used as desirable trait for breeding diseases and

ectoparasites resistant honeybees.



1. INTRODUGAO

A partir da década de 1970, foi registrada no plantel apicola brasileiro, a
ocorréncia de varias doengas e parasitas, todavia, sem causar danos
econdmicos preocupantes (Message, 1997).

As doencgas de cria relatadas foram a cria putrida européia (agente
causal: Melisococcus pluton) (Guimaraes & Gongalves, 1977) e a cria giz
(agente causal: Ascosphaera apis) (Rocha et al., 1998; Sattler et al., 1998;
Castagnino et al., 2006ab). Também tiveram registro a nosemose (agente
causal: Nosema apis) (Nascimento, 1970) e a acariose (agente causal:
Acarapis woodi) (Nascimento, 1970; Nascimento et al.,, 1971; Flechtmann,
1976; Silva, 1976) que atacam abelhas adultas, além da varroatose (agente
causal: Varroa destructor), que prejudica tanto a cria, quanto as abelhas
adultas (Morse & Gongalves, 1979).

Paenibacillus larvae subsp. larvae que causa a cria putrida americana foi
isolado pela primeira vez em 2002, em colénias no Rio Grande do Sul,
provavelmente por causa do fornecimento de alimentagcdo contaminada ou da
coleta de mel contaminado no entreposto pelas abelhas campeiras (Schuch et
al., 2003). Antes s6 haviam sido isolados esporos de Paenibacillus larvae
subsp. larvae em méis importados (Costa, 1995; Schuch et al., 2001; Schuch et
al., 2003). Contudo, o primeiro caso clinico ocorreu em colméias no Estado do
Parana em 2007, sendo que, neste caso, algumas medidas oficiais de
erradicagao foram inicialmente tomadas (CIDASC, 2006; BRASIL, 2006).

Os virus da paralisia aguda, filamentoso, das células escurecidas de
rainhas e da asa nebulosa foram detectados em abelhas adultas doentes
(Message, 1997), contudo podem afetar a cria (Allen & Ball, 1996). Abelhas
com sinais clinicos similares aos causados pelo virus da paralisia crénica tém
sido observadas, mas ainda nao foi confirmada a presenca deste virus
(Message, 1997). Teixeira et al. (2008) detectaram em amostras coletadas no
Estado de Sao Paulo a presenga do virus da paralisia aguda, das células
escurecidas de rainhas e da asa deformada.

A maioria das viroses de abelhas persiste na populacido de modo similar
como uma infecgdo nédo aparente ou latente, mas, sob certas circunstancias,

podem comecar a se multiplicar e dispersar entre os individuos, levando ao



aparecimento dos sinais clinicos da doencga (Bailey & Ball, 1991). No entanto, o
diagnostico de campo € muito dificil, na maioria dos casos.

A presenca do virus que causa a cria ensacada nao foi detectada em
abelhas no Brasil (Message, 1997). No entanto, foi verificado que o motivo de
alta mortalidade da cria em varias regides com sinais clinicos semelhantes a
cria ensacada era o polen toxico de Stryphnodendron sp., conhecida
comumente por barbatimido, e, por isso, denominada de cria ensacada
brasileira (Message, 1997; Carvalho, 1998; Carvalho et al., 1998; Carvalho &
Message, 2004).

Dimorphandra mollis, conhecida como falso barbatiméo, também é uma
planta responsavel pela intoxicacado de abelhas, fendbmeno conhecido como
"mal de outono" (Cintra et al., 1998). Outras espécies de plantas de muitas
familias causam envenenamentos as abelhas pela toxicidade do pdlen ou
néctar, secrecado dos nectarios extraflorais, seiva ou “honeydew” (Cintra et al.,
2005).

A traca Galleria mellonella causa danos econémicos significativos em
todo o pais, pois destroi a cera de melgueiras e do ninho, principalmente, no
periodo de entressafra (Lopes et al., 2004).

A mortalidade de colénias de Apis mellifera e de abelhas nativas que
esta ocorrendo frequentemente em varias regides do pais é atribuida ao uso
indiscriminado de pesticidas devido aos sinais de intoxicag&o caracteristicos.

Muitas abelhas atingidas diretamente por um inseticida ndo tém
resisténcia necessaria para retornar a sua colméia e morrem no campo ou no
voo de volta. Por outro lado, as abelhas que sao contaminadas pela deriva
quando visitam espécies silvestres, eventualmente morrem na colméia (Porrine
et al., 2003).

Até o momento, investigacbes sobre um declinio populacional que esta
ocorrendo na regido Sudeste desde 2000 apontam trés possiveis causas: 0
protozoario Nosema ceranae, o acaro Varroa destructor e o uso irregular de
inseticidas (Message, 2007). Esta foi a primeira constatacdo de Nosema
ceranae no territério nacional (Klee et al., 2007). Sugere-se que este seja um
patdgeno emergente, e sua transmissdo de Apis cerana para Apis mellifera

ocorreu na ultima década.



Apesar de pesquisas demonstrarem que o grau de infestagao por Varroa
destructor se mantém baixo (Moretto et al., 1995; Moretto & Lebnidas, 2003),
existe uma preocupacdo com a evolucdo na sua taxa de reproducdo. Essa
preocupacao também deve considerar que as interagbes entre viroses e
parasitas, como Varroa destructor e Acarapis woodi, estdo envolvidas na
mortalidade de abelhas meliferas (Ball & Allen, 1988; Allen & Ball, 1996;
Brgdsgaard et al., 2000).

As viroses também estdo intimamente associadas com o ciclo de
incidéncia do microsporidio parasita Nosema apis (Bailey et al., 1981; Bailey et
al., 1983). Este parasita pode diminuir a resisténcia das abelhas contra viroses
que penetram pelo intestino. Enquanto as viroses potencializam o efeito
patogénico de Nosema apis, sua presenga ou auséncia pode explicar a grande
variagédo na viruléncia que tem sido registrada para este parasita (Allen & Ball,
1996).

Apesar de cientistas brasileiros constatarem um agravamento nas
doencas das abelhas com alguns dos sinais clinicos semelhantes a Desordem
do Colapso das Colbnias (Colony Collapse Disorder - CCD) que causou o
desaparecimento subito de abelhas nos Estados Unidos e Europa (Message,
2007), ainda nao foi registrado nenhum caso oficial no pais. Existem varias
hipoteses para o agente causal da CCD, mas ainda nao foi encontrada uma
explicagéo definitiva (Cox-Foster et al., 2007).

No atual cenario de agravamento de problemas sanitarios na apicultura
mundial é necessaria a adogao de estratégias que garantam maior protecéo a
saude das abelhas, e que incrementem o nivel e a qualidade da produgéao
nacional.

O enfoque corrente de varias pesquisas tem sido descobrir tratamentos
alternativos para eliminar ou reduzir a necessidade de drogas contra
Paenibacillus larvae subsp. larvae e acaros parasitas, e manter a colméia livre
de contaminantes quimicos (Alippi et al., 1996; Feldlaufer, 1993; Melathopoulos
et al., 2000; Pohorecka, 2004).

Avancgos recentes em genética (Decanni et al., 2007) e genoma de
abelha melifera (Evans et al., 2006; The Honey Bee Genome Sequencing
Consortium, 2006), bem como de Paenibacillus larvae subsp. larvae e

Ascosphaera apis (Qin et al., 2006) podem proporcionar uma compreensao
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sobre a etiologia de agentes naturais de doengas e a habilidade dos individuos

tolerarem ou resistirem aos patégenos.

Mecanismos de resisténcia as pragas e doengas com grau significativo
de variabilidade genética também sao investigados em abelhas africanizadas
para aplicagdo em programas de selegdo e melhoramento genético de abelhas
(Gramacho, 1999; Corréa-Marques et al., 2000;Guerra Jr. et al., 2000).

Visando avaliar e selecionar colonias de Apis mellifera quanto a
tolerancia a doencas e ectoparasitas, e investigar caracteristicas do
proventriculo que conferem defesa contra patdgenos, o presente estudo teve
como objetivos especificos:

o Verificar se existe diferenca entre os métodos de perfuracido e
congelamento de crias com nitrogénio liquido para a avaliagdo do
comportamento higiénico;

e Determinar o comportamento higiénico, os niveis de infestagao por Varroa
destructor sobre a cria e as abelhas adultas, avaliar a presenca de
Paenibacillus larvae subsp. larvae no mel e a ocorréncia de doencas de
cria em coldnias da microrregido de Vigosa, Minas Gerais;

e Avaliar se existe variabilidade genética no tamanho dos pélos filiformes e

na eficiéncia de filtracdo do proventriculo de abelhas operarias.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

As abelhas meliferas desenvolveram mecanismos efetivos que protegem
tanto uma abelha como a coldnia inteira contra inumeros patégenos (Glifiski &
Jarosz 1995ab, 2001).

A variabilidade genética tem sido atribuida a trés classes gerais de
mecanismos de resisténcia as doengas em abelhas meliferas: fisioldgico,
comportamental e anatémico (Page & Guzman-Novoa, 1997). Contudo, varios
fatores podem afetar a resisténcia da colénia como: metereoldgicos,
alimentares, manejo da colméia, residuos de poluigdo atmosférica, pesticidas

ou drogas veterinarias (Colin, 1999).

Mecanismos Fisiolégicos
Ambiente bioquimico do intestino

Em condigbes normais, a primeira via de penetracdo de bactérias,
fungos, viroses e protozoarios nas abelhas € o trato intestinal. Entéo, a primeira
barreira de defesa contra a infecgdo estd no intestino. O efeito protetor do
conteudo intestinal das abelhas pode ser devido a varios componentes, como:
alimento e produtos da digestao, enzimas digestivas, valores extremos de pH,
potencial redox, microbiota, substéncias antimicrobianas ingeridas com o
alimento (tratadas de maneira especial a seguir) e substancias inibidoras
produzidas pela microbiota intestinal ou secretadas dentro do lUmen intestinal a
partir da hemolinfa (Glifiski & Jarosz, 1995a).

As abelhas adultas resistem a cria putrida americana quando
alimentadas com esporos de Paenibacillus larvae subsp. larvae (Wilson, 1971;
Woodrow & Holst, 1942) devido a atividade inibitoria de substancias presentes
no intestino médio (Crailsheim & Riessberger-Gallé, 2001).

O efeito inibitério do ambiente intestinal em larvas com mais de dois dias
de idade, faz com que milhdes de esporos de Paenibacillus larvae subsp.
larvae sejam necessarios para infecta-las. A variabilidade genética para este
tipo de resisténcia tem sido demonstrada para cria putrida americana
(Rothenbuhler & Thompson, 1956; Bambrick & Rothenbuhler, 1961; Lewis &
Rothenbuhler, 1961; Bambrick, 1964; Hoage & Rothenbuhler, 1966).

Extrato agua-etanol do intestino de larvas com dois dias de idade,
oriundas de colbnias diferentes, exibiram diferencas no potencial de inibicao do

Paenibacillus larvae subsp. larvae, o que sugere que a concentragdo das
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substancias inibidoras do extrato intestinal pode ser responsavel pela diferenca
no grau de resisténcia contra Paenibacillus larvae subsp. larvae in vivo
(Wedenig et al., 2003).

Taxa de desenvolvimento larval e idade

Larvas de linhagens resistentes eram maiores que aquelas de linhagens
susceptiveis durante o desenvolvimento larval inicial, tornando-as menos
susceptiveis a infeccdo por esporos de Paenibacillus larvae subsp. larvae
(Sutter et al., 1968).

Investigagbes sobre a relagdo dose-mortalidade entre Paenibacillus
larvae subsp. larvae e abelhas meliferas sugerem influéncia da idade larval
(Rothenbuhler & Thompson, 1956; Bamrick & Rothenbuhler, 1961; Lewis &
Rothenbuhler, 1961; Hoage & Rothenbuhler, 1966). O extrato de duas larvas
com quatro dias de idade inibiu, significativamente, o crescimento de
Paenibacillus larvae subsp. larvae, em relagdo ao extrato de larvas de 30-36
horas, (Crailsheim & Riessberger-Gallé, 2001).

A habilidade de Paenibacillus larvae subsp. larvae para penetrar no
intestino médio depende do estagio de desenvolvimento da abelha. Larvas de
abelhas com cerca de 24 horas de idade foram mais susceptiveis quando
ingeriram esporos de Paenibacillus larvae subsp. larvae (Woodrow, 1941,
1942; Brgdsgaard et al., 1998), apresentando uma clara relagdo entre dose e
resposta, com uma dose-letal oral (DLso) igual a 8,49 esporos de Paenibacillus
larvae subsp. larvae (Brgdsgaard et al., 1998).

As larvas com menos de 24 horas de idade de diferentes linhagens
apresentaram taxas de sobrevivéncia distintas apds inoculagdo de esporos de
Paenibacillus larvae subsp. lavae (Rothenbuhler & Thompson, 1956;
Brgdsgaard & Hansen, 2003).

Uma variagdo significativa foi descrita para linhagens comerciais de
abelhas meliferas em termos de susceptibilidade larval ao Paenibacillus larvae
subsp. larvae e foi considerada que esta caracteristica pode ser melhorada
usando selecdo artificial (Rothenbuhler & Thompson, 1956). Também existe
evidéncia de que a larva oriunda de uma determinada linhagem paterna dentro
da mesma colbnia seja mais provavel de sucumbir apds inoculagdo com

Paenibacillus larvae subsp. larvae que as outras (Palmer & Oldroyd, 2003).



As crias de operarias com tempo de desenvolvimento reduzido séo
relativamente mais resistentes a varroa devido aos poucos descendentes do

acaro que atingem o estagio adulto antes da abelha emergir (Message, 1986).

Secregoes da abelha e alimentagao

Tanto a larva quanto a abelha adulta produzem substéancias fisiolégicas
que impedem o crescimento, o desenvolvimento ou a reprodugédo do patégeno
ou do parasita (Page & Guzman-Nova, 1997; Crailsheim & Riessberger-Gallé,
2001).

Um mecanismo de defesa da col6nia, manifestado pela atividade de
alimentacdo das larvas pelas abelhas nutrizes, € a acdo antimicrobiana de
secrecoes de glandulas exoécrinas de operarias (hipofaringeana e
mandibulares) presentes no alimento das larvas de operarias e de rainhas
(geléia real) (Glinzski & Jarosz, 1995a).

A protecao diferencial das larvas pelas abelhas adultas contra a cria
putrida americana pode ser atribuida, dentre outras possibilidades, a um fator
antibacteriano presente no alimento larval secretado por glandulas das abelhas
nutrizes (Thompson & Rothenbuler, 1957).

Nenhum efeito da geléia real foi verificado sobre a sobrevivéncia de
esporos de Paenibacillus larvae subsp. larvae (Hornitzky, 1998). Contudo, foi
evidenciado efeito diferente da geléia real oriunda de col6nias diferentes sobre
a inibicdo do crescimento de Paenibacillus larvae subsp. larvae (Crailsheim &
Riessberger-Gallé, 2001). Os mesmos autores também verificaram uma
notavel diferenca entre geléia real e geléia de operaria em sua efetividade
contra Paenibacillus larvae subsp. larvae.

Rose & Briggs (1969) relataram que o alimento da cria produzido por
linhagens resistentes apresentou maior inibicdo da germinagédo in vitro de
esporos de Paenibacillus larvae subsp. larvae em relagao as susceptiveis.

A atividade antibacteriana contra Paenibacillus larvae subsp. larvae é
atribuida, especificamente, as fragdes peptidicas isoladas da geléia real. A
royalisina pode ser o peptideo responsavel por esta atividade (Bilikova et al.,
2001) e diferencas no conteudo de peptideos antibacterianos da geléia real
entre colonias podem estar associadas com a variabilidade genética
(Bachanova et al., 2002).



Dois peptideos da familia das jeleinas (I e Ill), isolados da geléia real,
apresentaram atividade antimicrobiana contra leveduras e bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, contudo, estes nao apresentaram qualquer
similaridade com outros peptideos antimicrobianos de abelhas meliferas
(Fontana et al., 2004).

Outros compostos identificados na geléia real como inibidores
bacterianos sdo o acido 10-hidroxi-2-decenoico e a glucose oxidase (Glifiski &
Jarosz, 2001).

Apesar do comprovado espectro da acado antibacteriana de diferentes
méis associado as suas caracteristicas fisico-quimicas (Molan, 1992;
Bogdanov, 1997; Weston et al., 2000; Nzeako & Hamdi, 2000; Khalil et al.,
2001; Selguk & Nevin, 2002), esporos viaveis de Paenibacillus larvae subsp.
larvae sdo disseminados entre as abelhas pelo consumo de mel contaminado.
Extratos de mel também nado apresentaram nenhum efeito inibidor do
crescimento de Paenibacillus larvae subsp. larvae (Crailsheim & Riessberger-
Gallé, 2001).

A adicdo de pdlen na alimentagdo reduz significativamente a
mortalidade das larvas inoculadas com esporos de Paenibacillus larvae subsp.
larvae (Rinderer et al., 1974). O pdlen também pode conter microrganismos
que atuam como antagonistas ao Paenibacillus larvae subsp. larvae
(Brgdsgaard et al., 1998).

Extratos de polen de Zea mays, coletados nas corbirculas e no “pao da
abelha”, em altas concentracdes inibiram o crescimento de Paenibacillus larvae
subsp. larvae, porém o mesmo podlen, coletado direto das flores, exibiu
potencial de inibicdo mais fraco sobre o crescimento de Paenibacillus larvae
subsp. larvae (Crailsheim & Riessberger-Gallé, 2001).

Resposta imune

A resposta imunologica de abelhas a entrada de organismos estranhos,
como nos insetos em geral, constitui-se de reag¢des celulares e humorais
(Glinski & Jarosz, 1995b). As reacgbes celulares mediadas por hemdcitos
incluem a fagocitose, a nodulagcdo e a encapsulagdo. Por outro lado, as

reacbes humorais envolvem a ativacdo da cascata de profenoloxidase e a



indugao de proteinas tais como: lisozimas, lectinas e peptideos antibacterianos
e antifungicos (Narayanan, 2004).

Dentre essas moléculas, estdo as apidaecinas, familia de pequenos
peptideos (18 aminoacidos) antibacterianos isolados de Apis mellifera que sao
induzidos a partir de infecgdo bacteriana (Casteels et al., 1989), a abaecina e a
defensina que possuem similaridades em nivel sequencial com peptideos
antimicrobianos de outros insetos (Casteels & Tempst, 1994).

A abaecina, responsavel pela resposta imune em abelhas (Casteels et
al., 1990), tem sido apresentada como reguladora da resposta imune de larvas
de abelhas expostas ao Paenibacillus larvae subsp. larvae (Evans, 2004).
Abelhas de coldnias com niveis baixos de ocorréncia de cria putrida americana
tenderam a ter elevados niveis transcritos para um gene codificando a
abaecina, quando comparada as colénias com altos niveis da doenga (Evans &
Pettis, 2005). Uma variagdo hereditaria significativa é apresentada para
expressao do gene abaecina (Decanni et al., 2007).

O custo da resposta imune em Apis mellifera pode afetar tanto a
sobrevivéncia do hospedeiro, quanto a memoaria e o comportamento (Mallon et
al., 2003). As colbnias cujos individuos apresentaram uma forte resposta imune
tenderam a taxas de producéo larval significantemente menores, indicando um

custo substancial para essa resposta imune (Evans & Pettis, 2005).

Mecanismos Comportamentais

O comportamento higiénico das abelhas do género Apis € a capacidade
das abelhas de detectar e remover crias mortas, doentes ou infestadas com
acaros do interior de suas col6nias (Rothenbuhler, 1964a; Gongalves & Kerr,
1970; Moretto, 1993, Moretto et. Al., 1993) ou de remover qualquer material
estranho no interior da colméia (Message, 1979).

Inicialmente, Rothenbuhler (1964ab) concluiu que o comportamento das
abelhas é controlado geneticamente por dois pares de genes recessivos (gene
d = desoperculador e gene r = removedor) os quais, em homozigose (dd/rr),
determinam o comportamento higiénico. Os genoétipos D_/R_ determinam o
comportamento n&o higiénico.

Moritz (1988) re-avaliou o0 modelo de dois locus de Rothenbuhler e

propds que O mecanismo genético podia ser mais complexo, sendo o
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comportamento higiénico controlado por trés pares de genes. Um par
responsavel pela desoperculagéo (d/d) e dois pela remogéao (r1/r1,r2/r2). As
abelhas higiénicas entao teriam o gendtipo d/d,r1/r1, r2/r2. As homozigotas em
um locus (r1 ou r2) removeriam parcialmente crias mortas. Gramacho (1999)
propés um novo modelo que prevé a existéncia de dois genes que controlam a
perfuragdo e desoperculagdo (u; e uz) e um controlando a remogao (r).
Recentemente, foi apresentado que a base genética para o comportamento
higiénico é mais complexa, com muitos genes envolvidos (Lapidge et al., 2002).

Ja foi evidenciado que as abelhas meliferas que expressam
comportamento higiénico s&o resistentes a cria putrida americana (Park et al.,
1937; Woodrow & Holst, 1942; Rothenbuhler, 1964ab; Newton & Ostasiewski,
1986; Spivak & Gilliam, 1998ab; Palacio et al., 2000; Palacio &
Bedascarrasbure, 2001; Spivak & Reuter, 2001b; Brgdsgaard & Hansen, 2003),
a Cria putrida européia (Cosenza & Silva, 1972; Milner, 1985; Message &
Gongalves, 1976, 1977), a Cria giz (Gilliam et al., 1988; Spivak & Gillian, 1993;
Invernizzi, 2001) e ao acaro Varroa destructor (Peng et al., 1987; Boecking &
Drescher, 1991, 1992; Moretto et al., 1991ab, 1993, 1995; Rosenkranz et al.,
1993; Spivak, 1996; Spivak & Gilliam, 1998a; revisado em Boecking & Spivak,
1999; Harbo & Harris, 1999; Guerra Jr. et al., 2000; Spivak & Reuter, 2001a).

O comportamento higiénico ocorre relativamente em baixa frequéncia
(Spivak & Gilliam, 1993) e sua expressao € diferenciada entre linhagens de
abelhas (Brgdsgaard & Hansen, 2003). Palacio et al. (2000) observaram um
aumento da eficiéncia do comportamento higiénico apdés quatro anos de um
trabalho de sele¢cao onde o acasalamento nao era controlado.

As abelhas africanizadas s&o consideradas mais higiénicas, portanto,
mais resistentes que as ragas européias (Cosenza & Silva, 1972; Message,
1979; Gramacho, 1995, 1999; Gramacho & Gongalves, 1996; Guerra Jr. et al.,
2000). A expressao do comportamento higiénico pode ser influenciada pelo
fluxo de néctar, pois sua entrada estimula a taxa de remog&o de cria morta ou
doente (Thompson, 1964; Momot & Rothenbuhler, 1971).

Um mecanismo extremamente importante e eficaz associado ao
comportamento higiénico € a capacidade da colméia de regenerar perdas da

populagao em curto prazo (Dustmann, 1993).
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Uma estratégia de defesa contra Varroa destructor € o comportamento
de limpeza, no qual a abelha remove o acaro de seu proprio corpo realizando
movimentos vibratérios laterais do abdome, ou do corpo de outra operaria com
as mandibulas. As abelhas também sao capazes de reconhecer as células de
cria operculada infestadas, de remover e de matar o acaro com suas
mandibulas (Ruttner & Hanel, 1992; Peng et al., 1987; Moretto et al., 1991b;
Boecking & Ritter, 1993; Spivak & Reuter, 2001a).

Do mesmo modo, em abelhas operarias, a remogao de Acarapis woodi
do seu corpo parece ser 0 mecanismo primario de resisténcia (Danka & Villa,
1998, 2003; Pettis & Pankiw, 1998). Diferengas na infestacdo de operarias por
Acarapis woodi foram observadas entre linhagens resistentes e susceptiveis
(Villa & Danka, 2005). As operarias jovens usam suas pernas mesotoraxicas
para remover as fémeas migrantes do acaro. No caso de abelhas resistentes, a

remocé&o de acaros € mais eficiente (Danka & Villa, 1998, 2003).

Mecanismos Anatémicos ou Mecéanicos

Um modo de resisténcia anatdbmica é atribuido a capacidade de
operarias filtrarem fungos, bactérias e protozoarios pela acdo do proventriculo
(Bailey, 1952; Sturtevant & Revell, 1953; Thompson & Rothenbuler, 1957;
Seeley, 1985; Peng & Marston, 1986). Esta habilidade pode prevenir, em
alguma extensdo, a contaminagédo do alimento com esporos de Paenibacillus
larvae subsp. larvae que é fornecido para as larvas (Sturtevant & Revell, 1953;
Thompson & Rothenbuler, 1957).

Verificou-se que as linhagens resistentes de abelhas filtram esporos
bacterianos (Bacillus thuringiensis, Bacillus cereus e Paenibacillus larvae
subsp. larvae) mais eficientemente que as linhagens suscetiveis (Plurad &
Hartman, 1965; Sturtevant & Revell, 1953).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Comportamento higiénico, infestagcdo por Varroa destructor e
ocorréncia de doencgas de cria em abelhas africanizadas

3.1.1. Comparacao entre testes do comportamento higiénico

O experimento foi desenvolvido em marcgo de 2006, utilizando 5 colénias
de abelhas africanizadas (Apis mellifera) mantidas no Apiario Experimental do
Departamento de Biologia Animal da Universidade Federal de Vigosa, em
Vigosa, Minas Gerais. As colméias onde os enxames estavam instalados foram
do tipo nucleo (cinco favos). As rainhas foram acasaladas naturalmente. No
apiario foi disponibilizada alimentagcdo coletiva com xarope de agua e agucar
(50%) neste periodo.

Os métodos testados para avaliagdo do comportamento higiénico foram
perfuragcdo (Newton e Ostasiewski, 1986 modificado por Gramacho &
Gongalves, 1994, 1997) e congelamento usando nitrogénio liquido (Spivak &
Downey, 1998; Spivak & Reuter, 1998b; Spivak & Reuter, 2001b), conforme

descritos a seguir.

a) Método de perfuragao

Consistiu em perfurar uma area com 100 células de um favo de cria
operculada de operaria com cerca de 10 a 14 dias de idade. O alfinete
entomoldgico n°2 foi introduzido no centro dos opérculos em uma profundidade

que permite matar a cria.

b) Método de congelamento com nitrogénio liquido

Consistiu em despejar um volume de 200 mL de nitrogénio liquido (N)
sobre uma area de um favo de cria operculada de operaria com cerca de 10 a
14 dias de idade. A area para despejar o N foi delimitada por um cilindro oco

de 10 cm de diametro.

c) Comparacao entre testes do comportamento higiénico
Os dois métodos descritos acima foram aplicados em um mesmo favo
retirado de cada colbénia. Uma area com cerca de cem células de cria

operculada de operaria constituiu o controle.
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Tanto a area controle quanto as tratadas foram demarcadas usando-se
uma folha de transparéncia, na qual também se registraram o numero de
células de cria operculadas, vazias e parcial ou completamente
desoperculadas.

Em seguida, o favo foi devolvido a col6nia. Apds 24 e 48 horas, o favo
foi retirado e registrado o numero de células onde a cria havia sido removida
nas areas tratadas e no controle.

O fator de correcdo Z (Moretto et al., 1993) corresponde a taxa de
limpeza natural do controle e foi calculado para ser descontado do valor das
crias removidas nas areas tratadas. Assim, o valor estimado para o
comportamento higiénico (CH) da colénia foi considerado somente quando o Z
no controle foi igual ou inferior a 10%, isto &€, se nao existisse mais de dez
células vazias apds 24 ou 48 horas.

A férmula utilizada para estimativa de Z foi:

Z=(Y x100)/A

onde:

Z = % de células onde a cria operculada foi removida naturalmente no controle;
A = Numero de células de cria operculadas no controle antes da introducédo do
favo na col6nia para o teste de limpeza;

Y = Numero de células na qual a cria foi removida naturalmente no controle,
sendo que: Y = C - B;

C = Numero de células vazias do controle apds o favo ter sido submetido ao
teste de limpeza na col6nia analisada;

B = Numero de células vazias da area B antes do favo ser submetido ao teste
de limpeza.

Para comparacdo entre os testes de comportamento higiénico foi
aplicada a formula estabelecida por Gramacho & Gongalves (1994, 1997):
CH=[(CV24 h-CV)/-Z]/ CO
onde:

CV24h = Numero de células vazias 24 horas apés a perfuracio;
CV = Numero de células vazias antes da perfuragao das células operculadas;
CO = Numero de células de cria operculadas antes da perfuragao;

Z = Fator de correcao obtido do controle.
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Os testes foram repetidos trés vezes em intervalo de 5 dias. A analise de
variancia (ANOVA) foi utilizada para verificar o efeito dos métodos perfuragao e
de congelamento sobre o comportamento higiénico das colénias (Pimentel-
Gomes, 2000). Analise de correlagdo de Pearson (Ferreira, 2005) foi
empregada para avaliar os tempos de remogao da cria perfurada e congelada
(24 e 48 horas). Nas analises foi usado o software SAS INSTITUTE (1989).

3.1.2. Teste do comportamento higiénico no campo

No experimento foram utilizadas 77 col6nias de abelhas africanizadas,
cedidas por 20 apicultores da microrregiao de Vigosa, Minas Gerais. Todas as
colénias foram instaladas em um apiario do Sitio das Abelhas, localizado a
22°45'33.0” sul e 42°52'03.7” oeste, municipio de Paula Candido, Minas
Gerais. As rainhas foram acasaladas naturalmente.

Em marco de 2006, as colbnias foram avaliadas quanto ao
comportamento higiénico usando-se o método de perfuragdo (Fig. 1) (Newton &
Ostasiewski, 1986 modificado por Gramacho & Gongalves, 1994). Foram

realizados 2 testes em cada col6nia com intervalo de 5 dias.

Figura 1. Favo para teste de comportamento higiénico, mostrando area a ser
perfurada (a) e area controle (b) demarcadas com uma folha de
transparéncia (t).

A ANOVA foi usada para verificar o efeito da colénia sobre o
comportamento higiénico. A variabilidade genética foi estimada a partir da

variacdo do efeito da coldnia (Pimentel-Gomes, 2000). As colbénias foram

14



classificadas como higiénicas ou nao higiénicas de acordo com Gramacho &
Gongalves (1994, 1997).

3.1.3. Infestagao por Varroa destructor
Em abril de 2006, colbnias da mesma populagado avaliadas quanto ao
comportamento higiénico foram analisadas quanto a infestacdo por Varroa

destructor sobre as abelhas adultas e a cria.

a) Abelhas adultas

Adaptando a metodologia desenvolvida por De Jong & Goncgalves (1981),
trezentas a quinhentas abelhas adultas foram coletadas a partir de um favo de
cada col6nia para dentro de um vidro contendo etanol 70%. Em seguida o vidro
foi tampado. Foram retiradas amostras de abelhas adultas em oitenta colbnias.

As amostras foram agitadas periodicamente durante 30 minutos para
liberagdo de Varroa destructor do corpo da abelha. O conteudo foi despejado
sobre um recipiente plastico que continha internamente uma tela de arame com
malha que retinha as abelhas e permitia a passagem desses acaros para uma
bandeja onde foram computados. O processo foi repetido até que néo caisse
mais nenhum acaro. O numero de acaros coletados e de abelhas da amostra foi
registrado.

O percentual de acaros infestando as abelhas adultas (IAb) foi estimado
com a seguinte férmula:
IAb = (Ac/Ab) x 100
onde:
Ac = numero de acaros adultos encontrados
Ab = numero de abelhas analisadas

A ANOVA foi usada para avaliar o efeito da colénia sobre o percentual

de acaros infestando as abelhas adultas (Pimentel-Gomes, 2000).

b) Cria

A infestagcdo por V. destructor em crias foi avaliada em 76 colbnias,
usando o método de Gongalves et al. (1982). Um favo foi retirado da col6onia, e
100 células de cria operculada de operarias foram desoperculadas. Pupas com

olhos escuros e corpo iniciando a pigmentagcao foram removidas com o auxilio
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de uma pin¢a. Fazendo-se o0 uso de uma lupa, observou-se minuciosamente o
corpo de cada pupa e o fundo de sua célula, e registrou-se a presenga de
Varroa destructor.

O percentual de acaros infestando a cria (IC) foi obtido com a seguinte
férmula:
IC = (AlI/AA) x 100
onde:
Al = numero de alvéolos infestados
AA = numero de alvéolos analisados

A ANOVA foi usada para avaliar o efeito da colénia sobre o percentual

de acaros infestando a cria (Pimentel-Gomes, 2000).

3.1.4. Investigacao de Paenibacillus larvae subsp. larvae em mel

Foram coletadas 14 amostras de mel a partir de 70 col6nias da mesma
populagdo testada para comportamento higiénico e infestagdo por Varroa
destructor. Cada amostra foi composta por fracbes de mel de 5 colénias como
recomendado por Hansen & Rasmussen (1986) e Hansen & Brgdsgaard
(1999). Para isso, pressionou-se com a borda de um pote de vidro (250 mL) a
regidao superior do favo de cria até romperem os opérculos e o mel escorrer
dentro do recipiente.

Em seguida, o pote foi lacrado e identificado com o numero das coldnias.
A coleta foi realizada em apenas um quadro do ninho de cada col6nia. A
amostra podia conter cera ou abelhas por n&o se tratar de analise de qualidade
do produto.

As amostras foram submetidas a analise segundo metodologia oficial
para pesquisa de Paenibacillus larvae subsp. larvae em mel (Brasil, 2003),
conforme descrito a seguir. O método € capaz de detectar menos de 10
esporos viaveis de Paenibacillus larvae subsp. larvae por 1 mL de mel (Schuch
et al., 2001).

Cada amostra foi aquecida em banho-maria a 45°C durante o tempo
necessario para diminuir sua viscosidade. Apos homogeneizagdo vigorosa da
amostra, transferiu-se, assepticamente, uma aliquota de 20 mL para tubo de
centrifuga esterilizado, tipo “Falcon” com tampa rosqueavel, e adicionaram-se

30 mL de solugao salina tamponada pH 7,2 (PBS).
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O tubo fechado foi agitado vigorosamente e centrifugado a 3000 g
durante 30 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e
o sedimento, ressuspendido em 1 mL de PBS, foi transferido para tubo de
ensaio com tampa de rosca e submetido a choque térmico de 80°C por 10
minutos para inativagdo das células vegetativas.

Foram inoculadas duas aliquotas da suspensdo preparada a partir de
cada amostra de mel sobre a superficie seca de agar Paenibacillus larvae
subsp. larvae (ABL), desenvolvido por Schuch et al. (2001). Uma aliquota de 0,1
mL foi espalhada com auxilio de bastdo de vidro tipo “hockey” e a outra de 10
WL foi estriada.

O agar ABL é um meio sélido seletivo a base de quantidades iguais (100
mL) de agar base Bacillus cereus (PEMBA), agar soja triptona (TSA) e agar
nutriente suplementado (SNA), enriquecido com acido nalidixico (0,1%), acido
pipemidico (0,2%) e emulsdo de gema de ovo (50%).

As duas placas de cada amostra de mel foram incubadas invertidas a
361£1°C e examinadas ap6s 30 horas e diariamente por cinco dias quanto ao
crescimento de colbnias tipicas de Paenibacillus larvae subsp. larvae. Trés a
cinco coldnias tipicas de Paenibacillus larvae subsp. larvae foram submetidas a
prova de catalase e preparado esfregaco e corado pelo método de Gram. O
Paenibacillus larvae subsp. larvae é catalase negativa e Gram positivo.

Todo material usado durante as analises microbiolégicas com
Paenibacillus larvae subsp. larvae foi submetido a autoclavagdo por 60 minutos

a 121°C, antes da lavagem ou descarte.

3.1.5. Relagao entre comportamento higiénico, infestagao por Varroa destructor
e resisténcia as doencas de cria
Durante todos os experimentos as colénias foram examinadas para

registro de ocorréncia de doencas de cria. As colbnias foram selecionadas com

base nos resultados do comportamento higiénico, infestagdo por Varroa

destructor, presenca de Paenibacillus larvae subsp. larvae e ocorréncia de

doengas de cria. Correlagdo de Pearson (Ferreira, 2005) foi usada para

analisar o efeito do comportamento higiénico sobre o nivel de infestagdo por
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Varroa destrucfor na cria e nas abelhas adultas. Nas analises foi usado o

software SAS INSTITUTE (1989).

3.2. Comparagao entre tamanho dos pélos do proventriculo em operarias
de Apis mellifera

O experimento no campo foi conduzido com 5 colénias de abelhas
africanizadas (Apis mellifera) do Apiario Central do Departamento de Biologia
Animal da Universidade Federal de Vigosa em Vicosa, Minas Gerais, no
periodo de outubro a novembro de 2006. As rainhas foram acasaladas
naturalmente.

Favos com pupas pré-emergentes de cada colbnia foram incubados
isolados em gaiolas a 35°C e 50% de umidade relativa para a obtencdo de
abelhas com idade controlada. Apds 24 horas, 10 abelhas recém-emergidas de
cada colénia foram coletadas em recipientes identificados com o numero da
colénia, enquanto 80 foram marcadas no térax com tinta automotiva e
devolvidas para a col6nia de origem.

Dez das abelhas marcadas do interior nas mesmas colbénias foram
coletadas 10 dias depois. Apdés 20 dias, ndo foram observadas as abelhas
marcadas, e, por isto, 10 abelhas foram coletadas na entrada da colbnia
quando retornavam do campo, apos a atividade de forrageamento. Isto pode
ter ocorrido devido a rejei¢gao das abelhas marcadas pela colénia em fungéo do
cheiro da tinta

Para analise das informacdes, as abelhas operarias foram qualificadas
como: |) Recém-emergidas (coletadas a partir dos favos isolados); Il) Nutrizes
(operarias com 10 dias de idade); lll) Forrageiras (coletadas retornando ao
ninho). Devido ao grande numero de individuos a serem estudados, todos foram
fixados em solugdo de Zamboni (Stefanini et al., 1967) para dissecagdo sob
estereomicroscopia.

Posteriormente o intestino das abelhas foi removido por inteiro, puxando-
se firmemente com uma pinga o ultimo segmento abdominal da abelha e, em
seguida, o proventriculo foi isolado do intestino. Os proventriculos foram
abertos por uma incisdo longitudinal (Serrdo, 2001), desidratados em série

alcodlica crescente e transferidos para hexametildisilazane (HMDS). As
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amostras foram transferidas para suportes de aluminio apos secagem ao ar,
metalizadas com ouro e analisadas em microscopio eletrdnico de varredura
(MEV) LEO VP 1430 no Nucleo de Microscopia e Microanalise da Universidade
Federal de Vigosa. Cinco pélos filiformes de cada proventriculo, selecionados
aleatoriamente, foram medidos.

Das mesmas abelhas também foi removida uma glandula
hipofaringeana. Cada glandula foi transferida para lamina de microscopia,
corada com corante Vermelho neutro e montada com gelatina glicerinada. As
laminas foram examinadas em microscépio de luz e as imagens digitalizadas
com uma camera digitalizadora acoplada ao microscopio.

Como referéncia do desenvolvimento das glandulas hipofaringeanas foi
utilizada a medida da area de 5 acinos, selecionados aleatoriamente, com
auxilio do programa Image Pro-Plus 5.0 (Media Cyberntetics Ltd).

Para se estudar as diferencas no tamanho dos pélos de operarias entre
as castas temporais (recém-nascida, nutriz e forrageira) e entre colénias foi
usada a analise de variancia. O comprimento dos pélos foi comparado com o
teste de Tukey (Pimentel-Gomes, 2000). A analise de correlacdo de Pearson
(Ferreira, 2005) foi usada para se determinar a relagdo entre o comprimento
dos pélos e a area dos acinos das glandulas hipofaringeanas. O software SAS
INSTITUTE (1989) foi usado nas analises.

3.3. Eficiéncia de filtragcao do proventriculo em operarias de Apis mellifera

O experimento foi conduzido em 4 colbénias de abelhas africanizadas
(Apis mellifera) do Apiario Experimental do Centro de Pesquisa Agropecuaria
do Meio-Norte da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria em Teresina,
Piaui, de maio a outubro de 2007. As rainhas foram acasaladas naturalmente.

Foram coletadas 30 abelhas operarias no alvado de cada colbnia
experimental, utilizando um recipiente de vidro com tampa ventilada. As
abelhas foram submetidas a temperatura de -5°C durante 5-8 minutos para
anestesia-las e, em seguida, foram colocadas individualmente em tubos tipo
“eppendorf” de 200 pL com fundo cortado em bisel para permitir que a cabeca
da abelha ficasse exposta.

As abelhas foram mantidas sem alimento durante 2 horas em ambiente

escuro e temperatura controlada de 32-34°C para assegurar que O papo
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estivesse vazio. Depois cada abelha foi alimentada com 20 pl de uma
suspensdao de pdlen de concentracdo conhecida (Fig. 2). Entre cada
alimentagdo, a suspensao era agitada para uma distribuicdo uniforme dos

graos de pélen.

Figura 2. Alimentagao de operaria de Apis mellifera com suspensao de polen.

Foram utilizados gréos de podlen da familia Amaranthaceae, escolhidos
em funcdo do seu tamanho pequeno, visto que agentes patogénicos
apresentam tamanho reduzido. O pdlen foi coletado, previamente, nas proprias
colbénias experimentais com coletor de alvado.

Cinco gramas de pédlen foram macerados com uma gota da solugao de
azul de metileno a 1% e adicionados a 10 mL de xarope de agucar invertido
(50%) para o preparo da suspensao. O xarope foi preparado com cinco partes
de agucar para uma de agua, adicionando-se acido citrico, sob calor, para fazer
a inverséo.

Apos alimentagcdo as abelhas foram mantidas em ambiente com
iluminagdo reduzida e temperatura controlada de 34-35°C. O papo dessas
abelhas foi removido apés 1, 5, 10, 15, 20 e 30 minutos da alimentagao para se
avaliar a concentragdo de graos de pdlen. Quatro abelhas foram utilizadas por
intervalo de tempo. A contagem dos graos de pdlen no conteudo do papo foi
realizada ao microscopio em 400 X com auxilio de uma camara de Neubauer
(Fig. 3).

O papo foi cortado cuidadosamente com auxilio de um bisturi para que
seu conteudo, por capilaridade, preenchesse completamente um dos lados da
camara de Neubauer, que foi examinada apds dois minutos do seu

preenchimento, para sedimentagdo do pdlen. Imagens digitalizadas foram
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obtidas com camera digitalizadora acoplada ao microscépio e a concentragéo

do conteudo do papo (graos/mL) calculada.

&
Figura 3. Imagens microscopicas da camara de Neubauer com o fluido extraido do
papo de operaria de Apis mellifera. (A) Campo geral da lamina em 100X. (B)

Area demarcada para contagem em 400X.

A eficiéncia de filtragao do proventriculo (concentragdo média de graos
de pdlen no papo em relagdo ao tempo) entre as colénias foi obtida por analise
de regressao (Sit & Poulin-Costello, 1994). Os coeficientes de regressédo das
curvas foram usados para comparar a eficiéncia de filtragdo entre as colbnias
pela metodologia proposta por Neter & Wasserman (1974). O software SAS
INSTITUTE (1989) foi usado nas analises.

21



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Comportamento higiénico, infestacao por Varroa destructor e
ocorréncia de doencgas de cria em abelhas africanizadas
4.1.1. Comparacgao entre testes do comportamento higiénico

Os percentuais de remocao da cria de operaria perfurada e congelada
nao diferiram (F=2,23; P>0,05) como relatado por Gramacho & Gongalves
(1994) e Tendrio (1996). Entretanto, esses autores usaram congelamento em
freezer, que é considerado mais perturbador para a col6nia, visto que o pedaco
de favo com crias € extraido da col6nia para o freezer e depois retorna para a
colonia.

Todos percentuais de remogéo da cria foram inferiores a 80%, ou seja,
conforme estabelecido por Gramacho & Gongalves (1994, 1997) nenhuma
colénia pbéde ser considerada higiénica. Nas colonias 1 e 2 foi realizado
somente o primeiro teste de perfuracdo e congelamento devido a insuficiente
area de cria de operaria no favo.

A entrada do néctar pode aumentar a taxa de remocao de cria morta ou
doente (Momot & Rothenbuhler, 1971; Message, 1979; Message & Gongalves,
1980), contudo néo foi observado interferéncia da alimentagdo (xarope) nos
resultados. O manejo das colbnias revelou uma populagao pequena de abelhas
e baixa quantidade de recursos alimentares nos favos, mesmo tendo sido
disponibilizada alimentagcao durante os testes.

O percentual de abelhas que sdo geneticamente especializadas para o
comportamento higiénico pode influenciar o nivel da resposta da colonia
(Spivak & Gilliam, 1993), além disso, a redugédo de estoques de carboidratos
pode afetar o polietismo etario, levando as abelhas que realizam as atividades
no ninho para o forrageamento (Schulz et al., 1998). Entretanto, nesse estudo,
ambos os métodos estavam submetidos as mesmas condi¢gdes ambientais.

O coeficiente de correlacao de Pearson entre o tempo que as abelhas
levaram para remover a cria, perfurada e congelada (24 e 48 horas), foi
0,70755 (P<0,001), o que isso significa que as coldénias removeram a cria na
mesma taxa em ambos os métodos. Uma correlagéo (r =0,8950; P<0,001)
envolvendo os mesmos tempos de remocgao de cria de operaria perfurada e
congelada também foi verificada por Spivak & Downey (1998).

4.1.2. Teste do comportamento higiénico no campo
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Os percentuais médios de comportamento higiénico verificados nas
colénias examinadas estédo descritos na Tabela 1. Uma variacao significativa foi
observada na populagao de setenta e sete colénias (F=8,94; P<0,01) com uma
extensdo de 0,0 a 100,0%, confirmando o efeito da variabilidade genética entre
as colonias de abelhas africanizadas (Message & Gongalves, 1977).
Arechavaleta-Velasco & Guzman-Novoa (2001) também verificaram uma
variagao significativa (F=10,71; P<0,001) entre colénias de Apis mellifera no
México quanto ao comportamento higiénico, com uma variagdo de 17,5 a
100,0%.

Mesmo considerando que a composigao genotipica de uma colbénia afeta
a performance do comportamento higiénico pela influéncia da persisténcia das
abelhas na execucao da tarefa, a idade das abelhas desempenhando a tarefa, a
eficiéncia da tarefa desempenhada e também pelo patrulhamento da tarefa
entre as abelhas higiénicas (Thompson, 1964; Arathi & Spivak, 2001), o desvio
padrao de cada colbnia foi, em geral, pequeno (Tabela 1).

Tabela 1. Percentual do comportamento higiénico (%CH) nas colbnias de abelhas
africanizadas (Apis mellifera) em Minas Gerais entre marco e abril de 2006.

Coldnia %CH Colonia %CH Colonia %CH Coldnia %CH
1 53,87 £14,54 24 85,06+14,42 45 72,35+4,73 67 18,20*
2 53,84+36,53 25 87,04+7,76 46 88,54* 68 3,03+0,63
5 20,00+5,43 26 22,15* 47 68,66+38,94 69 13,21+£2,67
6 99,07+1,32 27 25,08+1,97 48 99,05+0,01 70 34,77+34,35
8 63,95+10,39 28 91,74+11,67 49 80,44+2,79 71 7,44+1,09
9 37,11+5,32 29 100,00+0,0 50 86,80+18,67 72 48,56+7,30
10 95,2* 30 79,81* 51 28,17+7,95 73 91,35+0,74
1 37.,40* 31 96,65+4,73 52 19,76+13,80 74 22,36+13,23
12 34,48+17,95 32 25,26+6,02 53 34,19+1,21 75 26,78+18,94
13 14,01* 33 97,63+0,54 54 26,46+30,68 77 93,15+9,68
14 18,7419,52 34 96,17+2,80 55 0,00* 78 52,37*
15 5,88+0,76 35 59,27+4,36 57 48,07+37,08 80 46,44*
16 93,30+6,86 36 95,72+1,81 58 96,64+4,76 81 47,37+34,54
17 95,23+3,94 38 75,98+18,11 60 34,91+0,46 82 87,92*
18 88,71+9,23 39 90,89+2,21 61 4,14+0,70 85 79,72*
19 13,56+3,83 40 4,22+3,27 62 98,58+2,00 87 67,56+4,35
20 8,46+0,76 41 16,39+2,02 63 37,18+6,03 88 92,92+7,32
21 36,70+0,47 42 54,14+29,63 64 92,80+19,66 - -
22 14,22+2,76 43 57,24+27,74 65 43,86* - -
23 96,78+4,56 44 16,25+0,80 66 25,52+11,44 - -

*repeti¢cbes insuficientes para analise de variancia.

Em algumas col6nias foi possivel realizar somente um teste de
comportamento higiénico porque o enxame abandou o ninho ou n&o

apresentou area de cria na idade recomendada ou o valor de Z foi maior que
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10%. A migragdo € extremamente comum em Apis mellifera em paises
tropicais, em resposta a condi¢des insatisfatérias no ninho ou no meio
ambiente (Free, 1980).

Na colbnia n°29 registrou-se o percentual maximo de remocao da cria,
confirmando que colbnias altamente higiénicas apresentam uma taxa de
remogao da cria mais consistente entre testes consecutivos (Spivak & Downey,
1998). Enquanto na col6nia n°68 foram registrados os menores valores.

O valor estimado das colénias de abelhas africanizadas expressando
comportamento higiénico (CH=80%) foi de cerca de 36% (28 de 77 coldnias),
sendo este um valor intermediario ao verificado por Palacio et al. (2000) (43%,
28 de 65 colbnias) e por Wilkes & Oldroyd (2002) (20%, 4 em 32 coldnias) em
abelhas derivadas de Apis mellifera ligustica. Enquanto, as demais foram
consideradas nao-higiénicas, ou seja, mais susceptiveis a doengas. Alguns
autores também classificam colénias em niveis intermediarios de
comportamento higiénico (Spivak & Downey, 1998; Wilkes & Oldroyd, 2002).

E importante que, além de medidas de defesa sanitaria estabelecidas
legalmente, sejam desenvolvidos programas de selecdo, melhoramento e
multiplicagdo de colbnias higiénicas, além de outras caracteristicas
economicamente desejaveis. Uma colbnia sadia tem mais condi¢des de
garantir uma boa produtividade, gerando produtos de maior qualidade e valor

comercial, e um menor custo de produgao.

4.1.3. Infestagao por Varroa destructor

Os niveis médios de infestagdo por Varroa destructor sobre a cria
(3,9213,23%) e as abelhas adultas (3,04+1,43%) obtidos, respectivamente, a
partir de setenta e seis e de oitenta colénias foram considerados baixos. As
variagoes foram de 0,00 a 13,00% para a cria e 0,00 a 9,15% para as abelhas
adultas (Tabela 2).

O grau de infestagao por Varroa destructor em outras regides do pais foi
semelhante ao obtido no presente trabalho. Moretto & Lednidas (2003)
encontraram um grau de infestacdo de 2,33+0,83% para abelhas adultas e
5,06£2,47% para cria, enquanto que Pegoraro et al. (2000) verificaram
3,5312,47% para abelhas adultas.
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Tabela 2. Percentual de Varroa destructor infestando a cria (%IC) e as abelhas adultas
(%IAb) nas colbnias de abelhas africanizadas (Apis mellifera) em Minas
Gerais entre marcgo e abril de 2006.

Coldénia  %IC %lAb Colbénia  %IC %lAb Coldénia  %IC %IAb

1 4 2,63 30 5 3,61 60 3 1,14
2 4 3,59 31 1 2,58 61 0 2,78
5 11 2,53 32 4 2,63 62 9 2,71
6 3 3,19 33 1 3,07 63 5 2,02
7 4 3,36 34 6 3,58 64 - 9,15
8 8 2,18 35 9 6,74 65 5 1,21
9 9 5,26 36 1 4,14 66 2 2,72
10 4 2,16 38 1 2,50 67 1 2,02
11 9 3,29 39 2 2,53 68 3 3,05
12 5 2,68 40 0 2,71 69 12 1,90
13 2 4,03 4 3 3,03 70 0 1,34
14 10 2,65 42 9 3,89 71 3 2,75
15 4 3,99 43 4 1,55 72 1 1,83
16 1 4,38 44 3 3,30 73 3 2,73
17 5 1,28 45 3 4,58 74 2 2,60
18 9 3,21 46 2 1,00 75 4 3,16
19 2 2,70 47 3 3,65 77 3 1,59
20 3 5,94 48 4 4,64 78 1 3,00
21 10 3,32 49 1 5,73 79 - 0,00
22 12 3,21 50 1 3,40 80 1 1,84
23 13 1,80 51 0 2,41 81 4 1,06
24 7 4,98 52 1 3,05 82 2 7,03
25 3 3,10 53 4 1,40 84 - 4,01
26 6 3,50 54 1 2,86 85 2 3,93
27 2 2,54 55 7 1,26 87 1 4,53
28 3 2,48 57 4 0,82 88 2 2,42
29 4 1,77 58 - 2,22 - - -

O nivel de infestacdo por Varroa destructor em abelhas africanizadas
vem se mantendo baixo desde sua introdug¢ao no Brasil, no final da década de
1970, sem causar prejuizo aparente a atividade apicola e nao requerer
tratamento quimico. Os resultados encontrados também sugerem a
manutencao de niveis baixos de infestagao.

A infestacdo por Varroa destructor mede, indiretamente, o grau de
tolerancia a esse acaro. A partir dos niveis de infestacido sobre as abelhas
adultas (IAb) e a cria (IC), as colbénias foram classificadas como tolerantes a
Varroa destructor (IAb<5%; 1C<5%), nao-tolerantes (IAb>15%; IC>15%) e
intermediarias (5<IAb<15%; 5<IC<15%). Deste modo, dezenove colbnias foram
qualificadas de intermediarias pelo nivel de infestagdo sobre a cria. Enquanto
seis colbnias foram classificadas como intermediarias pelo nivel de infestacao
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sobre as abelhas adultas. As demais foram consideradas tolerantes a esse
acaro, considerando tanto os niveis de infestagcao sobre a cria quanto sobre as
abelhas adultas, segundo classificacdo de Spivak & Reuter (2001b). Nenhuma
colénia foi qualificada como nao-tolerante em ambos os critérios, revelando a
resisténcia natural de abelhas africanizadas contra Varroa destructor.

Alguns mecanismos de resisténcia a Varroa destructor tém sido
sugeridos, como o pequeno tamanho das células de cria (Message &
Goncgalves, 1995; Piccirillo & De Jong, 2003); comportamento higiénico (Guerra
Jr. et al., 2000); comportamento de limpeza do acaro do proprio corpo e das
companheiras (Moretto et al., 1991ab, 1993); tempo reduzido de
desenvolvimento da cria de operaria (Message, 1986); e taxa de infertilidade
dos acaros (Message, 1986; De Jong et al., 1982; Ritter & De Jong, 1984;
Medina & Martins, 1999). Contudo, a resisténcia a esse acaro pode ser uma
complexa interagdo de todos desses mecanismos (Message, 1997).

Essa selecdo de colbnias tolerantes a Varroa destructor visa prevenir o
uso de acaricidas que poderia selecionar linhagens susceptiveis a esse acaro,
reduzir a resisténcia natural das abelhas e aumentar o custo de produgdo. A
contaminacao de produtos apicolas com residuos quimicos também poderia
trazer implicacbes a saude humana, desvaloriza-los comercialmente, e
inviabilizar a produgao de mel organico.

A sazonalidade afeta a infestagcao de col6nias pelo acaro (Moretto et al.,
1991b; Pegoraro et al., 2000), uma vez que a redugédo de disponibilidade de
recursos alimentares sempre aumenta o grau de infestagdo por Varroa
destructor (Pegoraro et al., 2000). A area de cria e 0 numero de abelhas
adultas pequenos pode resultar em taxas de infestacdo por Varroa destructor
elevadas, pois o numero de acaros nao reduz, proporcionalmente, com a
populacdo de abelhas. Além disso, tanto os acaros que as abelhas adultas
conseguem retirar de seu corpo quanto aqueles que migram naturalmente irdo
completar seu ciclo reprodutivo na cria.

Contudo a infestacdo por Varroa destructor foi considerada baixa, tanto
na amostragem da cria quanto das abelhas adultas, apesar do manejo nas
colbénias revelarem uma quantidade restrita de recursos alimentares, area de

cria reduzida e populagao de abelhas adultas pequena.
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4.1.4. Investigacao de Paenibacillus larvae subsp. larvae em mel

Nenhuma colbnia apresentou sinais clinicos de cria putrida americana e
todas as amostras de meéis apresentaram resultados negativos quanto a
presenca de esporos de Paenibacillus larvae subsp. larvae. Isto significa que
Paenibacillus larvae subsp. larvae nao esta presente nos apiarios de origem da
setenta colbnias investigadas, situados na microrregidao de Vigosa, Minas
Gerais.

Algumas investigacdes epidemioldgicas tém sido realizadas em apiarios
dessa regiao (Carvalho & Message, 2004; Gongalves, 2004; Castagnino et al.,
2006b), porém nao existe monitoramento oficial do governo brasileiro da saude
das col6nias. Além disso, poucos apicultores tém conhecimento sobre as

patologias que afetam as abelhas e a forma de controle.

4.1.5. Relagao entre comportamento higiénico, infestagao por Varroa destructor e
resisténcia as doencgas de cria

As colbnias inspecionadas ndo exibiam sinais clinicos de doenga de cria,
e somente nas colbnias n°53 e n°61 verificaram-se cria giz, embora pouco
disseminada no ninho. Recentemente essa doenga foi registrada na regido
(Castagnino et al., 2006b). A ocorréncia insignificante de doengas de crias na
populacdo de coldnias estudadas indica a possibilidade de manejo sem o0 uso
de drogas veterinarias.

O percentual de comportamento higi€nico nao apresentou relacédo com a
taxa de infestacédo por Varroa destructor sobre a cria (r=-0,07589; P>0,05) e a
taxa de infestagdo por Varroa destructor sobre as abelhas adultas (r=0,11133;
P>0,05). Os niveis de infestagcado por esse acaro e o numero de células limpas
pelas abelhas também nao apresentaram correlagao significativa (r=0,18;
P>0,05) em Arechavaleta-Velasco & Guzman-Novoa (2001).

A relevancia do comportamento higiénico para conferir tolerancia as
abelhas meliferas contra Varroa destructor ndo é clara (Arechavaleta-Velasco
& Guzman-Novoa, 2001). As diferengcas entre as colénias sugerem que este
mecanismo possa contribuir para a tolerdncia das abelhas, mas seu efeito em
abelhas adultas é atribuido especialmente a habilidade das abelhas de
removerem esse acaro de seu proprio corpo € do corpo de suas companheiras
(Moretto et al., 1991a, 1993).
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A taxa de infestagdo por Varroa destructor nas abelhas adultas nao
apresentou relagdo com a taxa de infestagdo por Varroa destructor na cria
(r=0,03986; P>0,05). Isto pode ter sido decorrente das baixas taxas de
infestacdo desse acaro observadas na cria e abelhas adultas.

Apenas dezenove (6, 10, 16, 25, 28, 29, 31, 33, 36, 39, 46, 48, 50, 58, 73,
77, 85 e 88) das setenta e sete coldnias testadas foram selecionadas nesse
estudo, considerando o comportamento higiénico (>80%), a taxa de infestacao
por Varroa destructor sobre a cria (%IC<5) e a taxa de infestagcdo por Varroa
destructor sobre as abelhas adultas (%IAb<5). Um programa de selegcdo massal
deve dispor de elevado numero de col6nias matrizes para evitar problema de
consanguinidade (Gongalves & Gramacho, 1999), por isto, as colénias desse
trabalho foram provenientes de diferentes regides para evitar parentesco.

Uma vez que a saude da colbnia depende da interacédo de varios fatores
genéticos e ambientais, a selecdo de colbnias também deve utilizar,
futuramente, outros critérios, além de testes que avaliam o comportamento
higiénico e os niveis de infestagao por acaro.

Nesse sentido, recomenda-se avaliar também a resisténcia larval a cria
giz (Gilliam et al., 1983; Spivak & Reuter, 1998b) e a cria putrida americana
(Rothenbuhler & Thompson, 1956; Spivak & Reuter, 1998ab; Brgdsgaard &
Hansen, 2003), a SRA (lbrain & Spivak, 2006), o “grooming” (Moretto et al,
1991ab, 1993), o nivel de resposta a infestagdo com Acarapis woodi (Gary &
Page, 1987; Villa & Danka, 2005), e a eficiéncia de filtragdo do proventriculo
(Sturtevant & Revell, 1953).

De um modo geral, a situagdo sanitaria das colbénias pode ser
considerada boa, embora ndo exista um histérico dos dados epidemioldgicos da
regido para uma avaliagcdo comparativa. Com a selecdo espera-se contribuir
para uma melhoria geral no nivel de resisténcia as doencas e ectoparasitas nas

coldénias comerciais da microrregiao de Vigosa, Minas Gerais.

4.2. Comparagao entre tamanho dos pélos do proventriculo em operarias
de Apis mellifera

Como pode ser observa na Figura 4, a Micrografia eletrbnica de

varredura (MEV) dos proventiculos mostrou que os pélos filiformes séo

arredondados da base até trés quartos (3/4) do seu comprimento. O
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comprimento total desses pélos (64,85+24,45 um) foi semelhante ao registrado

por Peng & Marston (1986) para abelhas italianas (70 ym).
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Figura 4. Micrografia eletronica de varredura dos pélos em um labio do proventriculo
de operarias de Apis mellifera.

Os pélos mais curtos apresentaram aproximadamente até um tergo (1/3)
do comprimento dos filiformes e o numero era reduzido. A fungdo dos pélos
curtos na superficie externa dos labios é desconhecida (Peng & Marston,
1986).

Na Tabela 3 pode se observar que o comprimento dos pélos do
proventriculo das operarias diferiu estatisticamente entre as colénias. Essa
caracteristica pode ser usada na selegcdo e melhoramento genético, se for
comprovado que o tamanho dos pélos influencia na eficiéncia de captura de
pequenas particulas em baixa concentragao.

O comprimento dos pélos do proventriculo de Apis mellifera foi
semelhante entre as castas temporais de suas operarias (F=0,42; P>0,05). O
comprimento dos pélos ndo apresentou correlagdo com a area dos acinos da
glandula hipofaringeana (r=0,06509; P=0,0935). Por isto, a coleta de abelhas
para estudos do tamanho dos pélos do proventriculo ndo sera influenciada pelo

estagio ou atividade que a abelha realiza.
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Tabela 3. Comprimento médio e desvio padrao dos pélos filiformes do proventriculo de
operarias de Apis mellifera.

Pélos filiforme do proventriculo

Colonia Comprimento* (um) Desvio Padrio (1)
1 63,35 bc 14,08
2 59,71 ¢ 8,68
3 60,23 c 10,52
4 69,29 ab 10,89
5 72,45 a 48,35

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (F=64,83;
P<0,0001).

O que poderia ser considerado na coleta é o fato das forrageiras
apresentarem maior taxa de transferéncia de polen do intestino para o reto que
as abelhas da area de cria (Bailey, 1952). Isto pode reduzir o risco de infecgao
da coldnia quando entram em contato com alimento contaminado.

Lotmar (1939) verificou que abelhas nutrizes de Apis mellifera
apresentam intestino maior que as de outras operarias realizando tarefas
diferentes. Serrao & Cruz-Landim (1995) verificaram que o didmetro do bulbo
proventricular diferiu entre operarias, rainhas e machos de Scaptotrigona
postica.

Foi evidenciado diferenga no tamanho do bulbo porventricular entre as
abelhas durante a dissecacdo do intestino das abelhas. Esta diferengca no
tamanho do bulbo proventricular de operarias pode esta relacionada ao
comportamento de acasalamento poliandrico das rainhas, que resulta em uma
grande variancia genética entre o tamanho das operarias (Crozier & Page,
1985; Palmer & Oldroyd, 2000; Crozier & Fjerdingstad, 2001; Tarpy & Page,
2001). Outra hipoétese para tal diferenga no tamanho da abelha operaria adulta
esta relacionada ao tamanho das células de cria (Piccirillo & De Jong, 2003). O
tamanho das células de cria € determinante para o tamanho da abelha operaria
adulta (Piccirillo & De Jong, 2003). Isto torna importante a substituigdo de favos
velhos no manejo das colbnias para evitar a redugao do volume das células
devido ao acumulo de casulos e outros materiais aderentes.

Assim, uma diferengca entre coldénias na habilidade de filtracdo de
esporos bacterianos pelo proventriculo (Plurad & Hartman, 1965; Sturtevant &
Revell, 1953) também pode estar relacionada ao tamanho do bulbo
proventricular das operarias e, consequentemente, ao tamanho da abelha. Um
bulbo proventricular maior, provavelmente, apresentara maior capacidade de

remocao das particulas em suspenséo.
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A concentragcdo de grdos de polen é reduzida em taxas elevadas nos
primeiros minutos, e entdo se torna menos acentuada quando a concentragao
de pdlen no papo estd em nivel baixo (Bailey, 1952). Quando o tamanho dos
quatros bolos de pdlen aumenta além da capacidade de expansao das bolsas,
estes se unem e formam um grande bolo; entdo, os musculos circulares da
regido proximal das placas basais relaxam para permitir sua passagem para o
ventriculo (Peng & Marston, 1986). Assim sendo, um proventriculo maior pode
permitir acbes mais eficientes de captura e ingestdo de particulas e o
armazenamento de maior volume de pdlen nas quatro bolsas, por conseguinte,
uma formacéo mais rapida do bolo de pélen final e sua liberagao no ventriculo.

A variabilidade no tamanho do bulbo (didmetro e comprimento) pode
explicar a diferenca na eficiéncia de filtragdo do proventriculo entre colbnias.
Esta caracteristica pode ser utilizada na selecdo e melhoramento de abelhas

resistentes a doengas com via de infecgao pelo canal alimentar.

4.3. Eficiéncia de filtragao do proventriculo em operarias de Apis mellifera

A concentracgéo inicial de graos de polen de Amaranthaceae no xarope
foi de 9,33 x 10° graos de polen/mL. A redugé&o no volume da suspenséao (20
pL) fornecida foi minima, pois as abelhas estavam praticamente imobilizadas;
além disso, a solugdo de sacarose ingerida € armazenada no papo, onde nao
ocorre digestado e absorgédo (Maddrell & Gardiner, 1980).

Um clareamento da cor da suspensao foi observado com o aumento do
tempo apds a alimentacido possivelmente devido a reacdo do azul de metileno
(particulas < 0,001 um) com o tecido celular do papo das abelhas.

Na Tabela 4 pode se observar que os coeficientes de regressao (b+)
mostraram diferenga estatistica (P<0,0001) entre as equagdes linearizadas. A
funcdo exponencial y=a e™ foi aplicada aos dados observados, linearizando-se
a funcdo para Ln(y)=b, + bix, onde a=e® e b=b4, onde y=concentragdo de pdlen
em qualquer tempo t, a=concentracao inicial de podlen, e=2,71828 e b =T, onde

T é o tempo constante (Fig. 5).
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Tabela 4. Valores do intercepto (a), coeficiente de regressédo (b1) e coeficiente de
determinacdo (r ?) entre a concentragdo de grdos de pdlen no papo de
abelhas africanizadas (Apis mellifera) e o tempo apés a alimentacéo liquida.

Colonia a b,
1 16,15308 -0,1093 a 0,79
2 16,0007 1 -0,0703 b 0,72
3 15,87289 -0,0758 ab 0,56
4 16,17630 -0,0558 ¢ 0,71

" 'Valores com a mesma letra ndo s3o diferentes estatisticamente (p<0,0001, teste de Tukey).

O numero de graos de podlen nas coldnias n°1 e n°3 foram reduzidos em
um taxa maior que as demais ao final de 30 minutos. Isto mostra que essas
colénias podem ter uma maior protecao contra doencas de cria.

Bailey (1952), fornecendo uma suspensao de pdélen de concentragao
com a mesma base decimal (1,45 x 10° grdos de pdlen/mL) e mesmo volume
(20 pL) utilizados nessa pesquisa obteve uma curva e coeficiente de regressao
(a=0,10889) parecidos com os da colénia n°1. O mesmo autor afirmou que
alteracdes no volume da alimentagao oferecida, no tamanho das particulas em
suspensao e na concentracao afetaram a taxa e a eficiéncia de filtracdo do
proventriculo. Assim, a homogeneidade das condigbes experimentais
assegurou a avaliagdo precisa das col6nias neste estudo.

A colbnia n°3 teve uma taxa de reducao inicial superior a da colbénia n°1,
porém, no final sua eficiéncia real de filtracdo (reducdo de graos de pdlen na
suspensao) foi menor (Fig. 5). Todas as colbnias apresentaram redu¢ado nos
graos de polen da suspensdo durante 30 minutos (média=1312031 gréos de
poélen/mL), mas o numero final de particulas ainda seria considerado elevado
se fossem particulas de um agente patogénico, visto que a dose letal oral
(DLsp) de Paenibacillus larvae subsp. larvae € igual a 8,49 esporos (Brgdsgaard
et al., 1998).
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Figura 5. Relagcédo entre a concentracdo de grdos de pdlen no papo de operarias de
Apis mellifera e o tempo apds a alimentagdo liquida (coldénia n°® 1 y =
10332760,12xe 9% colénia n° 2 y = 8892421,90xe%%* coldnia n° 3y =
7825435,91xe%°% g colénia n° 4 y = 10599315,70xe0%%8x),

Woodrow & Holst (1942) verificaram que as abelhas removeram esporos
de Aspergillus na mesma extensao que grdos de polen. No entanto, Bailey
(1952) observou que a concentracao inicial de 2 x 10° esporos de Nosema apis
mostrou coeficiente de regressao (a=0,14678) superior ao alcangado com
graos de pdlen (a=0,10889) com o mesmo volume de suspensdo a qual as
abelhas eram alimentadas (20 L), sugerindo que as particulas pequenas eram
filtradas mais eficientemente que aquelas maiores na mesma concentragao.

Apesar do tamanho do grdo polen utilizado no ensaio (15 pym) (Barth,
1989) ser maior que os esporos de Paenibacillus larvae subsp. larvae (1,1 x 0,5
pm) e de Nosema apis (4 x 2,25 pm), a resposta comportamental deve
representar a capacidade real de filtragdo de pdlen, pois as condigdes
experimentais foram uniformes para as abelhas de todas as coldnias.

O conteudo de esporos de Aspergillus suspensos em xarope foi reduzido
em aproximadamente 70 a 85% apods dois a quatro dias, em estudo realizado
por Woodrow & Holst (1942). Thompson & Rothenbuhler (1957) verificaram que
colénias de abelhas alimentadas com milhdes de esporos de Paenibacillus
larvae subsp. larvae em xarope durante varios dias mostraram uma reducéo no

numero de esporos do alimento armazenado no favo. Além da redugdo na
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quantidade de inoculo na colénia pela acdo das abelhas higiénicas que
removem as larvas doentes e mortas, o mecanismo de filtracdo do
proventriculo pode reduzir, em parte, o risco de infecgdo das larvas com
alimento contaminado com agentes patogénicos.

Outros mecanismos também podem atuar integrados a agdo do
proventriculo das operarias para conferir maior protecao a cria contra doencas.
Por exemplo, a protecao diferencial das larvas por abelhas adultas contra a cria
putrida americana pode ser atribuida a um fator antibacteriano presente no
alimento larval secretado por glandulas das abelhas nutrizes (Thompson &
Rothenbuler, 1957). O extrato do conteudo intestinal de abelhas adultas de
colbénias infectadas com numero elevado de esporos de Paenibacillus larvae
subsp. larvae, inibiram completamente o crescimento do estagio vegetativo e a
germinacado de esporos desse patogeno (Riessberger-Gallé et al., 2001). A
presenca de pélen influenciou a mortalidade de larvas infectadas com esporos
de Paenibacillus larvae subsp. larvae (Rinderer et al., 1974). O pdlen também
pode conter microrganismos antagonistas ao Paenibacillus larvae subsp. larvae
(Brgdsgaard et al., 1998). Extratos de polen de Zea mays coletados nas
corbirculas e no “pao da abelha” inibiram o crescimento de Paenibacillus larvae
subsp. larvae em altas concentracbes, porém esse tipo poélen coletado
diretamente das flores apresentou efeito inibidor do crescimento, porém mais
fraco (Crailsheim & Riessberger-Gallé, 2001).

O teste de eficiéncia de filtracdo do proventriculo poderia ser incluido em
programas de selecdo e melhoramento de colbnias resistentes as doengas de
cria. A realizagao de testes em campo pode proporcionar maiores informagdes
sobre esse mecanismo, sendo que as pesquisas com o0 agente patogénico

devem estar limitadas a locais onde estejam estabelecidos.
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5. CONCLUSOES

Tanto o método de perfuragdo quanto o de congelamento da cria, foi
considerado eficiente para avaliar o comportamento higiénico.

A frequéncia de coldnias higiénicas na populagao foi baixa.

Os niveis de infestagdo por Varroa destructor diagnosticados tanto na cria
quanto nas abelhas adultas foram baixos na maioria das colénias.

O Paenibacillus larvae subsp. larvae nao foi detectado no mel das colbnias.
O comportamento higiénico, o nivel de Varroa destructor infestando a cria e
as abelhas adultas, a presenca de esporos de Paenibacillus larvae subsp.
larvae no mel e a ocorréncia de doenga de cria foram utilizados como
critérios para a selegao de colonias tolerantes a determinadas patologias.

O estudo da relacéo entre o tamanho do bulbo e a eficiéncia de filtragao de
particulas do proventriculo pode esclarecer melhor este mecanismo de
resisténcia contra doencgas nas col6nias de Apis mellifera.

A metodologia para avaliagao da eficiéncia de filtragao do proventriculo de
operarias pode ser aplicada na selegao de colbnias resistentes as doengas

de crias.
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