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1. INTRODUCAO GERAL
1.1- Imunidade social no grupo dos insetos

Dentro do universo dos insetos encontramos especies que vivem com o maior grau de
organizacao social (Wilson e Holldobler 2005). Os insetos eussociais formam sociedades
permanentes com cooperacdo para a manutencdo do ninho e divisdo de trabalho dos
individuos em castas reprodutivas ou ndo (Wilson e Holldobler 2005; Meunir 2015).
Dentro de seus ninhos encontramos um cenario de alta integracdo com sobreposicao de
geragdes entre membros da coldnia, cuidado coletivo com a prole e a diviséo de tarefas
bem estabelecida (Wilson e Holldobler 2005; Meunir 2015). Pela cooperacédo os insetos
sociais s3o conhecidos por “superorganismos”, ja que, diversos individuos exercem
funcdes diferentes em varios niveis dentro dos ninhos (Seeley 1995; Cremer et al. 2007).
A organizacdo e o modo de vida em sociedade oferece custos a estabilidade do ninho na
natureza por aumentar os riscos as infec¢des. As coldnias se tornam atrativas e suscetiveis
a patdgenos uma vez que apresentam alta densidade de individuos geneticamente
similares que realizam frequentes contatos e interagdes (Cremer et al. 2007, 2019). Dessa
forma, insetos sociais como abelhas, formigas, vespas e cupins desenvolveram uma série
de estratégias para limitar a propagacdo de patdgenos em suas populacGes, passando
desde o sistema imunoldgico individual até mecanismos de defesas coletivos que

compreendem a imunidade social (Meunir 2015; Cremer et al. 2007, 2019).

Em abelhas vérias sdo as estratégias de defesas coletivas empregadas no
estabelecimento da infeccdo dentro do ninho (Meunir 2015). Assim, para limitar a
presenca de patdgenos do meio ambiente, as operarias guardas controlam o fluxo na
col6nia impedindo a entrada de forrageiras recém infectadas dentro do ambiente interno
do ninho (Waddington e Rothenbuhler 1976). Quando o patégeno consegue adentrar na
coldnia, a estratégia passa a ser a limitagdo deste, e para isso operarias utilizam materiais
com carater antimicrobiano, como resina vegetal, na incorporacéo das estruturas do ninho
(Simone-Finstrom e Spivak 2010). Além disso, expressam o comportamento higiénico
que consiste na deteccdo e remocao de individuos imaturos infectados na area de cria
sendo eliminados para fora da colonia (Park et al. 1937; Julian e Cahan 1999). As abelhas
também buscam limitar a transmissdo da infecgdo entre os membros da sociedade, e
dentre 0os comportamentos esta o allogrooming, que consiste na retirada mecanica de

parasitas externos no corpo do hospedeiro (Van Baalen e Beekman 2006; Cremer et al.



2019). Além disso, podem realizar uma febre social que se caracteriza pela vibragdo dos
musculos de voo, aumentando adaptativamente de forma temporéria a temperatura dentro
do ninho a um nivel prejudicial aos patdgenos sensiveis ao calor (Starks 2000; Cremer et
al. 2019).

1.2- Abelhas eussociais

O grupo das abelhas apresenta uma grande diversidade de espécies,
comportamentos e estilo de vida (Michener 1974). O maior nimero de espécies que
compdem esse grupo tem como comportamento um estilo de vida solitario, ndo formando
colénias (Michener 1974). Em contrapartida, encontramos espécies que vivem em
sociedade formando colénias com individuos que cooperam para a manutencdo e o

estabelecimento do ninho na natureza (Michener 1974).

O mais alto grau de socialidade em abelhas, caracterizado por sobreposicGes de
gerac0es, divisdo de trabalho e diferenciacdo em castas, € encontrado nas tribos Apini e
Meliponini (Michener 1974). Diferentemente do grupo Apini, que compreende cerca de
11 espécies pertencentes ao Unico género Apis, o grupo Meliponini compreende mais de
550 espécies pertencentes a cerca de 58 géneros, tornando as abelhas sem ferrdo o grupo
mais amplo e diversificado entre as abelhas corbiculadas (Pedro 2014; Michener 2007,
Griter 2020). Os meliponineos vivem em sociedade formando col6nias em cavidades
pré-existentes como ocos das arvores e cavidades do solo (Michener 1974). Dentro de
suas col6nias se encontram trés tipos de individuos: a rainha, as operéarias e 0s zangdes.
O papel da rainha é reprodutivo, realizando a oviposicdo para dar origem as geracoes
futuras dentro dos ninhos (Sakagami 1982). As operarias compdem a maior parte dos
individuos da colbnia e sdo responsaveis por todas as tarefas ndo reprodutivas como:
coleta de recurso no meio ambiente, defesa do ninho, auxiliar a rainha na oviposicao,
manutencdo das estruturas do ninho, e outras diversas fun¢des que vao ser realizadas de
acordo com a sua idade (Michener 2007). Os zangdes vivem em agregados de machos na
natureza e exercem fungédo reprodutiva na coldnia ao fecundar a rainha durante o v6o
nupcial (Veiga et al. 2018). A criagdo e manejo das abelhas sem ferrdo é denominada
meliponicultura. Por desempenharem um importante papel na polinizagdo de plantas
nativas e culturas agricolas, essas abelhas sdo de importancia vital para a manutencao dos
ecossistemas e possuem um alto valor socioecondmico na geracdo de renda para 0s

meliponicultores e suas familias (Slaa et al. 2006; Gianni et al. 2015; Jaffé et al. 2015).



Suas populactes vém sofrendo pressdes com o uso indiscriminado de insumos agricolas,
0 avango do desmatamento em &reas naturais, a perda dos habitats e a perda de colénias
por infeccdo de doencas ou patdgenos (Nogueira-Neto 1997; Griiter 2020; Teixeira et al.
2020; Toledo-Hernandez et al. 2022).

1.3 — Comportamento higiénico e saude em abelhas meliferas

Com o aparecimento de doengas nos favos de cria em A. mellifera surgiu a
necessidade de observar 0s mecanismos que as abelhas possuiam para conter infec¢es
dentro dos enxames (Park et al. 1937). O comportamento higiénico (CH) é um mecanismo
de defesa coletivo dirigido para patdgenos causadores de doencas na cria e ao acaro
Varroa destructor (Park et al. 1937). Esse comportamento ajuda a manter a salde nas
coldnias de insetos sociais altamente propicias a infec¢do, limitando a transmissdo dos

patdgenos e o crescimento dos parasitas dentro das colénias (Cremer e Sixt 2009).

Pesquisas iniciais acerca do CH foram desenvolvidas em A. mellifera, analisando
a resisténcia de col6nias a loque americana, causada pela bactéria Paenibacillus larvae,
e a cria giz que tem como agente patogénico o fungo Ascosphaera apis (Spivak e Gilliam
1998). No CH as operarias responsaveis pelo comportamento detectam e removem
individuos mortos ou infectados de dentro da célula de cria, eliminando para fora da
colonia (Rothenbuhler 1964 a,b). Em A. mellifera, esse comportamento tem carater
hereditario sendo expresso ao comando de multiplos genes, se caracterizando coldnias
higiénicas ou ndao (Rothenbuhler 1964 a,b; Facchini et al. 2019; Teixeira et al. 2021). Para
que uma colbnia seja considerada higiénica se realiza um teste com base no percentual de
remocao de individuos mortos. Assim, colénias que removem acima de 95% da cria morta
em até 48 horas sdo consideradas higiénicas, podendo esse percentual ser modificado de
acordo com grau de exigéncia do programa de selacdo (Spivak e Downey 1998). A
porcentagem de remocdo da cria morta em col6nias higiénicas tem sido usada como
atributo para melhoramento genético em A. mellifera (Maucourt et al. 2020). O CH é um
parametro de selecdo para col6nias sadias com uma probabilidade de apresentar uma
maior longevidade, refletindo na densidade populacional dos enxames, 0 que,
consequentemente, resulta em uma maior producdo de mel (Craig, Cochran e
Rothenbuhler 1960).



A melhor forma para conhecer a eficiéncia de resposta das colénias € com a
remoc&o de cria doente submetida a uma dose controlada de um patégeno conhecido. No
entanto, essa opcao representa um alto risco de contaminagdo nas colbnias, sendo
desenvolvidos outros ensaios que simulem a morte da cria sem o uso de patdgenos
(Spivak e Danka 2020). Os métodos mais utilizados para avaliar a expressao do CH pelas
operarias sdo por congelamento da cria (Spivak e Downey 1998; Spivak e Reuter 1998)
e por perfuracdo de cria (Newton e Ostasiewiski 1986). O método do congelamento de
cria consiste na utilizacdo de uma solucéo de nitrogénio liquido para congelar uma area
pré-determinada ocasionando a morte da cria (Spivak e Downey 1998). O método de
perfuracdo de cria € muito utilizado em manejo de selecdo nos apiérios e consiste em
sacrificar a cria com auxilio de alfinete entomoldgico (Newton e Ostasiewiski 1986). Nos
dois métodos é possivel verificar o percentual de remocdo acumulado de crias
constatando o nimero de células limpas pelas as operéarias ao final das faixas de horario

de observacdo, geralmente apds 24 e 48 horas.

O CH esta associado a resisténcia das colbnias aos agentes patogénicos que
acometem colmeéias em apiarios, desde o acaro parasita, V. destructor, até as doencas
bacterianas na cria como EFB (European Foulbrood) e AFB (American Foulbrood) que
representam as maiores ameacas parasitarias na apicultura mundial (Forsgren 2010;
Traynor et al. 2020). Nesse cenario, O CH e o parasita V. destructor estdo tdo relacionados
que foi desenvolvido o VHS (Varroa sensitive hygiene), uma forma especifica do
comportamento higiénico para avaliacdo de remoc¢do em crias parasitadas com o caro.
Nesse caso, populag¢des com altos niveis de VHS ndo necessitam de tratamentos quimicos
para diminuir a carga parasitaria dentro das colmeias, diminuindo os residuos de acaricida
no mel comercializado (Locke et al. 2016; Traynor et al. 2020). O maior impacto é
causado pelo fato de que V. destructor € uma forma de vetor bioldgico de virus, chegando
a levar col6nias com baixos indices de CH a entrar em infeccéo viral generalizada (Wilfert
et al. 2016). Em outro cenario, as doencas bacterianas podem levar colmeias de apiarios
inteiros ao declinio, ao infectar a cria se instalando no intestino larval através da
alimentacéo, com o passar do tempo o quadro sintomatologico avanca nas colonias, com
larvas infectadas mortas de coloragdo escura, aspecto viscoso e cheiro desagradavel
(Forsgren 2010; Arai et al. 2012). Assim, altos niveis de expressdo do CH em populacoes

selecionadas estdo diretamente relacionados a menor suscetibilidade a uma série de
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agentes patogénicos que influenciam no declinio de coldnias na apicultura mundial
(Maucourt et al. 2020).

1.4- Comportamento higiénico e saide nas abelhas sem ferréo

O CH também tem sido estudado nas abelhas sem ferrdo (Le Gross et al. 2022;
Medina et al. 2009; Nunes-Silva et al. 2009; Toufalia et al. 2016; De Jesus et al. 2017).
Diferentemente do esperado para A. mellifera, encontramos um cenério com uma grande
diversidade de expressdo do CH dentro do grupo. Atualmente, 10 espécies dentro das
abelhas sem ferrdo tiveram o seu CH descrito, 0 que representa menos de 5% da
diversidade do grupo (244 espécies) encontradas no Brasil (Pedro 2014). Como exemplo
da diversidade de CH nos meliponineos, trés espécies do género Melipona demonstraram
resultados distintos no periodo de experimentacdo: abelhas M. scutellaris removeram
99% da cria morta em 48 horas, enquanto abelhas M. beechei removeram 67% na mesma
faixa de horario; ja em M.quadrifasciata anthiodioides foi observado o CH em diferentes
estagios de desenvolvimento larval, com a espécie apresentando uma média de remoc¢éo
em larvas mortas de 65,3% enquanto em colonias com pupas mortas essa remocao foi
34% em 48 horas (Medina et al. 2009; Toufalia et al. 2016; De Jesus et al. 2017 ). Outras
espécies de meliponineos ja tiveram o seu comportamento higiénico mensurado: Pebleia
remota e Scaptotrigona pectoralis apresentaram acima de 90% de remocgdo em até 48
horas, o que foi mais similar ao esperado para colonias selecionadas higiénicas de A.
mellifera (Medina et al. 2009; Nunes-Silva et al. 2009). Em contrapartida, outras espécies
apresentaram um percentual de remoc¢do menor ap6s 48 horas: como S. depillis com uma
média de remocao de 79,5%, T. angustula com a média de remocéo de 62% da cria morta
e operarias de Scaptotrigona bipunctata removeram uma média de 59,14% (Toufailia et
al. 2016; Wielewski 2018). Além disso, temos espécies que apresentaram 100% de
remocao da cria sacrificada antes mesmo das 24 horas como € o caso da Tetragonula
carbonaria que removeu toda a cria morta em apenas 10 horas e Tetragonula hockingsi
que o fez em 20 horas (Le Gross et al. 2022). Assim, grande € a diversidade do CH dentro
do grupo das abelhas, ao classificar as espécies de abelha sem ferrdo como abelhas
higiénicas e ndo-higiénicas € necessario considerar outros mecanismos e comportamentos

que refletem a imunidade social do grupo e que precisam ser estudados.

Conhecer o CH entre espécies dentro das abelhas sem ferrdo é o passo inicial para

investigar um mecanismo de resisténcia de coldnias a patdgenos dentro do grupo, ja que,
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nos ultimos anos, sdo crescentes os relatos de doencas nessas abelhas (Nogueira-Neto
1997; Shanks et al. 2017; Purkiss e Lach 2019; Teixeira et al. 2020). Durante muitos anos
se associou a auséncia de patdgenos em coldnias de abelhas sem ferrdo justamente por
conta da sua biologia, ja que, no aprovisionamento da célula de cria o individuo imaturo
passa por todo o seu desenvolvimento com a celula fechada, sem contato com o ambiente
externo até o seu nascimento (Nogueira-Neto 1997; Griter 2020). Em contrapartida,
varias sdo as situacdes de riscos em que estes individuos acabam entrando em contato,
como a coleta de recurso em plantas que funcionam como “hotspot” de micro-organismos
ou na ma nutricdo com uma dieta com baixa diversidade e qualidade polinica, que
influencia diretamente na satde e imunidade do grupo (Purkiss e Lach 2019; Alger et al.
2019; Di Pasquale et al. 2013; Frias et al. 2016). Por isso, se torna cada vez mais
necessario investigar os agentes patogénicos presentes dentro dos ninhos das espécies
dentro do grupo. Até o momento duas bactérias foram confirmadas em espécies de
abelhas sem ferrdo sendo detectadas nos géneros Tetragonula e Melipona as bactérias
Lysinibacillus sphaericus e Melissococcus plutonius, respectivamente, causadoras de

doenca de cria em A. mellifera (Shanks et al. 2017; Teixeira et al. 2020).

A ma nutricdo é um dos principais fatores da alta incidéncia na mortalidade de
coldnias por doencas infecciosas (Tritschler 2017). O néctar transformado em mel pelas
abelhas é fonte de carboidratos que sdo transformados em energia em seu organismo,
enquanto o polen coletado nas flores fica responsavel por fornecer aminoacidos e
proteinas para o funcionamento do desenvolvimento da sua fisiologia (Brodschneider e
Crailsheim 2010). O estabelecimento e sobrevivéncia de coldnias no meio ambiente esta
diretamente relacionado com a disponibilidade destes recursos naturais (Brodschneider e
Crailsheim 2010; Haydak 1970). Com a intensificacdo e expansdo da agricultura
refletindo na fragmentacédo e degradacdo do habitat, esses recursos ficam cada vez mais
escassos para as populagdes manejadas de abelhas resultando em uma nutri¢éo deficiente
baseada muitas vezes em uma dieta com baixa diversidade polinica (Naug 2009;
Decourtye, Mader e Desneux 2010). Assim, se torna necessario conhecer a relagédo entre
a ma nutricdo e a saude de colbnias para melhor entender a perda de enxames em varias
regides do mundo (Neumann e Carreck 2010). O cenario de escassez polinica pode
influenciar diretamente a resisténcia imunoldgica das abelhas ja que sob situacdo de
estresse- patdgenos ou pesticidas- coldnias podem chegar ao colapso (Naug 2009). Além

disso, a ingestéo de pdélen vai influenciar no sistema imunolégico e na tolerancia a uma
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série de agentes patogénicos (bactérias e virus) no organismo das abelhas (Rinderer,
Rothenbuhler e Gochnauer 1974; Alaux et al. 2010; DeGrandi-Hoffman et al. 2010).
Assim, fica claro a necessidade de as abelhas terem uma dieta com diversidade e
qualidade no espectro polinico para a saude de col6nias (Di Pasquale 2013; Frias et al.
2016).

1.5- Espécie-alvo: Abelha canudo

A abelha sem ferrdo, Scaptotrigona aff. postica, possui ampla distribuigéo
no territorio brasileiro sendo um importante agente polinizador de varias espécies florais
e culturas agricolas (Da Luz et al. 2019). E conhecida popularmente como abelha canudo
por sua entrada de acesso ao ninho ser muito caracteristica, com um tunel de cerumen
com coloracao bege similar a um canudo (Lima, Silvetre e Balertieri 2013). S&o abelhas
pequenas (cerca de 6 mm de comprimento), seus ninhos sdo comumente encontrados em
cavidades pré-existentes, ou seja, em oco de arvores, local de nidificacdo natural da
espécie, e elas ocorrem no estado do Pard (Nogueira-Neto 1997; Menezes et al. 2023).
Sua arquitetura de ninhos sdo favos de crias construidos de forma horizontal e
sobrepostos; nas laterais dos ninhos se encontram os potes de alimento (Nogueira- Neto
1997). E uma espécie com alta densidade populacional com cerca de 15.000 individuos
entre imaturos e adultos presentes dentro da coldnia (Gruter 2020). Possui uma grande
atividade ecossistémica, representando assim, uma expressiva polinizacéo e visitagdo
floral em vérias culturas de interesse socioeconémico, como por exemplo do acai, sendo
um eficiente agente polinizador (Campbell et al. 2018, 2023). Pela importancia para a
biodiversidade das regifes onde esta inserida, se faz necessario investigar aspectos que

influenciam a saude dessa espécie.
2. Objetivos e organizacéao geral

Nosso objetivo geral foi avaliar a expressdo do comportamento higiénico como
mecanismo de defesa coletivo da abelha sem ferrdo Scaptotrigona aff. postica, além da
investigacdo de patdgenos em coldnias com sinais clinicos de doencgas. Avaliar a presencga
de duas bactérias causadoras de doencas de cria em abelhas: Melissococcus plutonius e
Paenibacillus larvae, e de seis virus: Acute bee paralysis virus (ABPV), Black queen cell

virus (BQCV), Deformed wing virus (DWV), Israeli acute paralysis virus (IAPV),



13

Kashmir bee virus (KBV) e Chronic bee paralysis virus (CBPV) em operarias recém-

emergidas de S. aff. postica. Avaliar os tipos polinicos encontrados nas col6nias.
Dentro deste contexto geral, quatro perguntas foram levantadas:

A) Existe diferenca na expressdo do CH em S. aff. postica quanto a fase de
cria afetada (larva ou pupa) ?

B) Existe em S. aff. postica variacdo da expressdo do comportamento
higiénico entre colonias e em estagdes diferentes?

C) S. aff. postica é acometida por alguma bactéria patogénica ou virus em

area de acaizal?

D) Qual o perfil e diversidade do espectro polinico encontrado nas col6nias
de S. aff. postica em érea de acaizal?

Nesse sentido, a dissertacdo foi desenvolvida em dois capitulos, as duas primeiras

perguntas resultaram no capitulo 1 e as duas ultimas no capitulo 2.
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RESUMO

O comportamento higiénico (CH) é um mecanismo de defesa natural coletivo que os
insetos sociais possuem visando diminuir a propagacao de infec¢do e patdgenos na area
de cria em seus ninhos. Nas abelhas, as operarias detectam, desoperculam e removem a
cria infectada promovendo a salde da colonia. Nesse estudo caracterizamos o0 CH em
uma especie de abelha sem ferrdo na Amazonia, Scaptotrigona aff. postica, comparando
a sua expressao entre estagios de vida, larva e pupa. Os experimentos de CH foram
realizados em 28 coldnias localizadas no Para, em trés épocas do ano (trés experimentos
independentes). Para o teste de CH foi realizado o método de perfuracdo em areas com
imaturos em fase larval e pupal. As observacdes foram realizadas em 6 faixas de horarios
distintas ap6s o sacrificio dos individuos (4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas). Foi possivel
constatar que as operarias removeram em media 10 vezes mais larvas sacrificadas do que
pupas a partir de 8 horas de sacrificio nos trés experimentos. Apos 24 horas, a media de
remocao geral em larvas foi de 75,65% (+ 9,67%), enquanto em pupas sacrificadas, as
operarias removeram em média 7,9% (+7,4). Em 48 horas, foram removidas 88% (+8%)
de larvas e 32% (+9,7%) de pupas sacrificadas. Além disso, observamos diferencas na
taxa de remocéo da cria sacrificada entre as coldnias, mas ndo houve diferenca entre as
épocas (experimentos). Assim, operarias de S. aff. postica apresentaram maior
probabilidade de remocdo em larvas sacrificadas do que de pupas, sendo necessario
entender mais acerca dos aspectos que influenciam para essa diferenca.

Palavras-chave: Meliponini, Imunidade Social, Mecanismo de defesa
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ABSTRACT

Hygienic behavior (HB) is a collective natural defense mechanism that social insects have
to reduce the spread of infection and pathogens in the brooding area of their nests. In bees,
workers detect, uncap and remove infected brood, promoting colony health. In this study,
we characterized CH in a species of stingless bee from the Amazon, Scaptotrigona aff.
postica, comparing its expression between life stages, larvae and pupae. HB experiments
were carried out in 28 colonies located in Para, at three times in two years (three
independent experiments). For the HB test, the pin -killed method was carried out in areas
with immatures in the larval and pupal stages. Observations were carried out at 6 different
time intervals after the individuals were sacrificed (4, 8, 12, 24, 48 and 72 hours). It was
possible to verify that the workers removed approximately 10 times more sacrificed
larvae than pupae after 8 hours of sacrifice in the three experiments. After 24 hours, the
mean overall removal in larvae was 75,65% (+ 9,67%), while in pupae, workers removed
an mean of 7.9% (+£7.4). Within 48 hours, 88% (+£8%) of larvae were removed and 32%
(£9.7%) of sacrificed pupae. Furthermore, we observed differences in the rate of removal
of sacrificed offspring between colonies, but there was no difference between seasons
(experiments). Thus, workers of S. aff. postica were more likely to remove sacrificed
larvae than pupae, and it is necessary to understand more about the aspects that influence

this difference.

Keywords: Meliponini, Social Immunity, Defense mechanism
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1. INTRODUCAO

As abelhas séo os principais polinizadores das plantas floridas nativas e
cultivadas, sendo de vital importancia para a manutencdo de ecossistemas e da vida
humana (Giannini et al. 2015). Apesar de a maior parte das espécies possuirem
comportamento solitario (Batra et al. 1989), grandes populacdes de abelhas séo
encontradas no grupo de abelhas com comportamento eussocial (Michener 1974). Essas
abelhas sdo um grupo especifico de abelhas sociais que exibem um alto nivel de
organizacao social e cooperacao dentro de suas coldnias. Elas sdo caracterizadas por uma
divisdo de trabalho entre as castas, sobreposi¢céo de geracOes e cuidado cooperativo da
prole (Michener 1974). Dentre as abelhas, as que exibem comportamento eussocial
pertencem as tribos Apini e Meliponini. A tribo Apini é composta somente pelo género
Apis, sendo conhecidas de 9-12 espécies (Raffiudin e Crozier 2007), e dentro de
Meliponini sdo conhecidas mais de 500 espécies, apresentando uma alta diversidade e
importancia na regido Neotropical (Gruter 2020).

A vida em sociedade representa beneficios e maleficios para os insetos que
desenvolveram a cooperagdo no estilo de vida social. Dentro dos ninhos dos insetos
sociais essa cooperacdo entre individuos resulta em beneficios, como o cuidado coletivo
com a prole, na coleta de diversos recursos na natureza e na defesa contra inimigos
naturais (Cremer, Armitage e Schmid-Hempel 2007). Em contrapartida, viver em
sociedade pode trazer algumas desvantagens; por encontrarmos um cenario de alta
densidade populacional com individuos de alta similaridade genética e que exercem um
frequente contato, encontramos um ambiente propicio para infeccdo e transmissdo de
doencas ou patdgenos (Schmid — Hempel 1998; Cremer, Armitage e Schmid-Hempel
2007; Stroeymeyt et al. 2018; Cremer 2019). Assim, essa sociedade desenvolveu uma
série de mecanismos de defesa coletivos para limitar a propagacdo de infec¢bes por
patdégenos e/ou doencas dentro de seus ninhos; estes mecanismos caracterizam a
imunidade social (Cremer, Armitage e Schmid — Hempel 2007; Stroeymeyt et al. 2018;
Cremer 2019).

A imunidade social é composta por uma série de mecanismos de defesa, que
podem ser comportamentais, anatdmicos, fisiologicos e imunologicos (Evans et al. 2006;
Schmid-Hempel et al. 2008; Wilson-Rich et al. 2008). Os insetos sociais realizam

diversos comportamentos para evitar a propagacao de infec¢do dentro de suas coldnias.
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Em abelhas, operéarias guardas se especializam no controle da entrada dentro da col6nia,
ndo permitindo a entrada de individuos infectados (Drum e Rothenbuhler 1985). Além
disso, abelhas desinfectam materiais presentes dentro dos ninhos utilizando substancias
antimicrobianas coletadas na natureza como a resina vegetal ou com a deposicdo de
propolis (cera misturada com resina vegetal) (Schmid-Hempel 1998; Cremer, Armitage
e Schmid-Hempel 2007). As abelhas ainda realizam o comportamento conhecido como
"undertaking”, que é caracterizado por armazenar individuos mortos longe da area de cria
e de alimento, e posteriormente remover para fora da colénia (Julian e Cahan 1999;
Cremer, Armitage e Schmid-Hempel 2007). Além disso, as abelhas possuem outros
comportamentos coletivos que visam dificultar a disperséo de infec¢des dentro das
col6nias, tais como, eliminacdo dos propagulos de parasitas, o isolamento espacial de
individuos infectados ou com uma maior probabilidade de serem contaminados, e
realocacdo dos ninhos. Existe ainda a imunidade organizacional, que consiste na
organizacao dos individuos da colénia em grupos separados pela idade e tarefa, com o
intuito de inibir a exposicdo aos propagulos de patdgenos dos individuos que apresentam
um alto valor para colonia, como por exemplo, as rainhas e as operarias mais jovens
(Cremer, Armitage e Schmid-Hempel 2007; Simone, Evans e Spivak 2009; Stroeymeyt
et al. 2018).

Dentre a série de comportamentos que vao influenciar diretamente na saude de
col6nias de insetos sociais estd 0 comportamento higiénico (CH). Este comportamento
consiste em um mecanismo de defesa coletivo natural que é controlado por uma
diversidade de loci génicos e voltado para a contencdo de doencgas de cria e infeccdo por
patdgenos (Rothenbuhler 1964 a,b; Teixeira et al. 2021). As abelhas operéarias expressam
esse comportamento detectando a cria infectada ou morta, desoperculando as células e,
finalmente, eliminando as crias de dentro da col6nia (Rothenbuhler 1964 a,b). O CH foi
primeiramente observado na abelha Apis mellifera, onde vem sendo muito estudado e
utilizado como meétodo de selecdo genética em populacdes da espécie (Park et al. 1937).
O CH comecou a ser investigado em colénias resistentes a bactéria Paenibacillus larvae,
causadora da cria patrida americana, doenga de alto impacto na apicultura (Rothenbuhler
1964). Posteriormente, esse mecanismo passou a ser estudado como mecanismo de defesa
para outras doencas que ocorrem na cria e a ser investigado em outro grupo de abelhas
eussociais, os meliponineos (Medina et al. 2009; Nunes-Silva 2009; Al Toufalia et al.
2016; De Jesus et al. 2017; Le Gross et al. 2022).
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Existem alguns métodos para mensurar a expressao do CH, sendo um dos mais
tradicionais o de sacrificio por perfuracdo, consistindo em sacrificar uma area pré-
determinada nos favos de cria, simulando uma doenca na cria (Newton e Ostasiewiski
1986). Apos um determinado periodo apds a realizacdo do tratamento, analisa-se a taxa
de remocdo dos individuos sacrificados em relacdo a uma area controle, sem perfuragédo
da cria (Newton e Ostasiewiski 1986). Em A. mellifera, uma coldnia é considerada
higiénica quando expressa uma remocdo dos individuos sacrificados acima de 95% em
até 48 horas (Spivak e Downey 1998).

Com os recentes estudos que confirmam a presenca de patdgenos causadores de
doengas de cria em colonias de abelhas sem ferrdo (Nogueira-Neto 1997; Shanks et al.
2017; Purkiss e Lach 2019; Teixeira et al. 2020), analisar o CH é uma forma de conhecer
mais acerca da imunidade social dentro do grupo, buscando conhecer os mecanismos de
resisténcia aos patdgenos causadores de doenca de cria. Atualmente, nove espécies de
abelhas da tribo Meliponini tiveram o seu CH como mecanismo de defesa observado,
representando menos de 5% das 244 espécies de abelhas sem ferrdo descritas no Brasil
(Pedro 2014). Assim como a grande diversidade morfoldgica das abelhas, de construcao
de ninhos, e comportamentais (Gruter 2020), o CH higiénico também se apresenta diverso
em abelhas sem ferrdo. Enquanto algumas espécies apresentam alta taxa de remoc¢do em
48h (> 95%), por exemplo, em Melipona scutellaris (Al Toufalia et al. 2016), Plebeia
remota (Nunes-silva et al. 2009), Scaptotrigona pectoralis (Medina et al. 2009), em
outras espécies a remocdo foi baixa (< 95%), por exemplo, em Tetragonisca angustula
(Al Toufalia et al. 2016) e M. quadrifasciata anthidioides (De Jesus et al. 2017). Nesse
cenario, é perceptivel a diversidade de expressao comportamental dentro do mesmo
género e em géneros e espécies diferentes, ndo sendo possivel ainda classificar as abelhas

sem ferrdo em grupos distintos de abelhas higiénicas e ndo-higiénicas.

A abelha sem ferrdo Scaptotrigona aff. postica é conhecida popularmente como
abelha canudo por sua entrada ser caracteristica com um formato tubular de coloragéo
escurecida (Lima et al. 2013). E uma das espécies dentro do grupo das abelhas sem ferrdo
que representa um importante papel na polinizagdo da flora natural e de vérias culturas
agricolas, como por exemplo do acai, sendo um eficiente agente polinizador para as

regides onde estdo inseridas (Anderson et al. 1982; Slaa et al. 2006).
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Diante da importancia destas abelhas e 0 pouco conhecimento do CH em abelhas
sem ferréo, o objetivo deste trabalho foi avaliar e descrever o CH em Scaptotrigona aff.
postica comparando entre dois estagios de vida, larvas e pupas, entre coldnias, e entre

experimentos independentes realizados em épocas distintas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1- Coldnias de Scaptotrigona aff. postica

As colbonias da abelha sem ferrdo Scaptotrigona aff. postica utilizadas no teste do
comportamento higiénico estavam localizadas no Laboratério de Botanica da Embrapa
Amazobnia Oriental, em Belém, Pard, Brasil (1°26'11.52"S, 48°26'35.50"0). As
colbnias foram mantidas em caixas de madeira medindo 25 cm x 25 cm x 34 cm (Ledo
et al. 2016), abrigadas em meliponérios coletivos e em cavaletes individuais. Foram
utilizadas um total de 28 colbnias (Tabela 1) distribuidas em trés experimentos
independentes (E1, E2 e E3). As colbnias estavam com uma condigéo de forca da col6nia
média: apresentavam discos com tamanho regular (com aproximadamente 12 cm de
diametro), um estoque mediano de alimento (potes de alimentos ocupando
aproximadamente metade do sobreninho) e uma densidade populacional proporcional
para manter todas as atividades dentro da col6nia (Figura 1). Algumas destas colonias
apresentavam sinais clinicos de doenca de cria (Tabela 1), com discos falhados, e larvas
de coloracdo escura depositadas sobre os discos de cria (Figura 2). O experimento 1 foi
realizado em outubro de 2022, e os experimentos 2 e 3 em janeiro e fevereiro de 2023,
respectivamente. Durante o periodo dos experimentos, as col6nias foram alimentadas
artificialmente uma vez em cada més com cerca de 100 mL de xarope invertido de 2

partes de acUcar para 1 de agua (2:1 p/v).
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Tabela 1- Coldnias de Scaptotrigona aff. postica utilizadas nas coletas 1, 2 e 3 (C1, C2 e

C3) de comportamento higiénico e suas condi¢des gerais.

Estagio de vida

ID Coleta Sintoma de doenga
Larva Pupa
S01 C1,C2,C3 C3 Ci,C2 Nao
S02 C1,C2,C3 C2 C1,C3 Nao
S03 Ci1,C3 C1 C3 Nao
S04 C1,C2,C3 C(C1,C2 C3 Nao
S05 C1,C2 - C1,C2 Nao
S06 C1,C2,C3 C2 C1,C3 Nao
S07 C1,C2,C3 C1 C2,C3 Sim
S08 C1,C2,C3 C(C2,C3 C1 Nao
S09 Ci1,C2,C3 C(C1,C3 C2 Sim
S10 C1,C2,C3 - C1,C2,C3 Nao
S11 C1,C2,C3 C1 C2,C3 Sim
S12 C1,C2,C3 C(C2,C3 C1 Sim
S13 Ci1,C3 - C1,C3 Nao
S14 C1,C2,C3 C1 C2,C3 Sim
S15 C1,C2,C3 C1,C2,C3 - Nao
S16 C1,C2,C3 C1,C3 C2 Nao
S17 C1 C1 - Nao
S18 C2,C3 C3 C2 Sim
S20 Ci1,C2 C1, C2 - Nao
S21 C2,C3 C2,C3 - Nao
S22 C2,C3 C3 C2 Nao
S23 C2 - C2 Sim
S24 C2,C3 C2 C3 Sim
S25 C2,C3 - C2,C3 Nao
S26 C2,C3 - C2,C3 Nao
S27 C2,C3 C2 C3 Nao
S28 C2,C3 C2 C3 Sim
S29 C2,C3 C2,C3 - Nao
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Figura 1 — Exemplo de coldnia de Scaptotrigona aff. postica utilizada para realizacdo teste
do comportamento higiénico.

Imagem : Jamille Veiga

Figura 2 — Larvas mortas depositadas sobre os discos de cria, indicando sinais clinicos de
doenca de cria em uma colbnia de Scaptotrigona aff. postica.

2.2- Desenho experimental

As coldnias foram preparadas um dia antes da realizagdo do teste do CH para
minimizar os danos estruturais causados nestas. Essa preparagdo consistiu na retirada do
excesso de propolis para melhorar a observacao e na escolha do disco de cria que seria
tratado de acordo com o desenvolvimento do imaturo (larva ou pupa). Foi utilizado um
porta discos, consistindo em uma estrutura de plastico utilizada para acomodar o disco de
cria pré-escolhido acima na regido do sobreninho para facilitar a observacdo do CH
(Figura 3). No experimento 1 houve uma diferenca na metodologia que foi posteriormente
adaptada nos outros ensaios. Nesse experimento, as células de cria na area de tratamento
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dos discos foram perfuradas dentro da coldnia, ou seja, o disco nédo foi retirado da colénia
e levado ao laboratorio para terem as células de cria sacrificadas. Nos experimentos 2 e
3, os discos foram armazenados em caixas, sendo identificadas por col6nias, e levados

para dentro do laboratdrio, onde as areas de experimentacdo foram marcadas.

Em todos os trés experimentos foram utilizadas col6nias com discos com larvas
em estadio de pré-pupas, e outras colonias com discos de imaturos em pupas de coloragédo
dos olhos marrom-escuro e corpo branco ou amarelado. Para realizar a descricdo e
comparacdo do comportamento higiénico entre larva e pupa, foi utilizado o método da
perfuragdo de crias — “Pin- Killed” (Newton e Ostasiewiski, 1986). Para tanto,
delimitamos com uso de tinta para tecido (Acrilex ®) duas areas no disco de cria, uma
destinada ao tratamento e outra ao controle (contendo de 64 a 72 células), de acordo com
o0 tamanho do disco de cria (Figura 3). Em seguida, as crias na area de tratamento foram
perfuradas com o auxilio de alfinete entomoldgico nimero 3 (didmetro de 0,5 mm). Os
discos de cria foram, entdo, devolvidos & respectiva col6nia de origem, para
acompanhamento. Na area de controle, os individuos foram mantidos vivos para
realizarmos a comparacdo do numero de larvas e pupas removidas ao final do

experimento.

O experimento teve inicio pela manhd, os discos foram retirados das coldnias e
levados até o laboratdrio onde foi realizado o processo de perfuracdo das células de cria,
apos foram devolvidos por volta das 13:00 horas para as suas respectivas col6nias. O
comportamento higiénico comecou a ser observado a partir das 16:00 horas, logo, a
primeira observacao aconteceu apds 3 horas de tratamento e continuou sendo realizada
em intervalos de 4 horas até um periodo de 24 horas (4, 8, 12 e 24h) e também 48 e 72
horas apds o tratamento. O individuo sacrificado removido na area de tratamento era
considerado como célula limpa. Apés a primeira faixa de horario, ao anoitecer, as
colbnias foram fechadas e transportadas para dentro do laboratorio onde ocorreram as
observagdes durante a madrugada nas faixas de horario pré-determinadas com intervalos
de quatro horas, como descrito acima. As observacgdes foram feitas com todas as col6nias
fechadas dentro do laboratorio até as 24 horas ap0s a execucdo do teste, ao final eram
devolvidas aos seus respectivos lugares em campo e liberadas ao forrageio novamente.

As observacoes foram realizadas novamente em 48 e 72 horas, em campo.
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Figura 3- Disco de cria de Scaptotrigona aff. postica no porta discos evidenciando
as areas marcadas para controle (em azul) e para perfuragdo (em rosa)

2.3-Andlise estatistica

Com o auxilio do Software Excel se realizou a compara¢do do comportamento
higiénico entre os estagios de vida (larva e pupa), os dados foram submetidos ao teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney a variavel porcentagem de abelhas removidas (por faixa
de horario) foi considerada como variavel resposta. Considerou-se o nivel de significancia
para valores de p iguais a ou inferiores a 0,05. Além disso, foi realizada uma anélise
multivarivada dos componentes principais (PCA) para compreender a variabilidade dos
dados: Abelhas sacrificadas (AS) e Abelhas removidas (AR) em funcéo das combinagdes

das variaveis componentes originais.
3. RESULTADOS

Foi possivel constatar a presenca de operarias executando CH em S. aff. postica,
com identificacdo da célula com cria morta, desoperculacdo e remocao da cria morta
(Material suplementar - Video 01). Entretanto, constatamos que em algumas col6nias
com larvas sacrificadas, as operarias retiravam o individuo morto e deixavam sobre o
disco de cria. Assim, essas larvas com o passar do tempo foram ressecando e escurecendo
sobre os discos (Figura 5) ( Material suplementar - Video 02).



31

Figura 5 — Colbnia de Scaptotrigona aff. postica indicando comportamento higiénico
com remocdo de larvas na area tratada por perfuracio (delimitada em rosa). E
possivel observar larvas deixadas sobre os discos apds operarias realizarem a
remocdo da célula de cria.

Considerando todos os trés experimentos, em 24 horas, a média da percentagem
de remocdo de larvas sacrificadas foi de 75,65% (+ 9,67%), enquanto de pupas
sacrificadas, as operarias removeram em média 7,63% (+7,06%) (Tabela 3). Em 48h,
foram removidas 91,08% (£5,87%) de larvas e 32,06% (£10,11%) de pupas sacrificadas.
Vale ressaltar, que nas crias controle delimitadas foi observada remogao em duas colonias
(C2:S21 e C3:S09), isso porque no manuseio dos discos de cria, algumas células

acabaram sendo danificadas, matando os imaturos (Tabela 3).
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Tabela 3- Média de remocdo de larvas e pupas sacrificadas por perfuracédo (tratado) e

controle das colénias de Scaptotrigona aff. postica apos 24 e 48 horas de tratamento, em

trés experimentos independentes C1, C2 e C3.

Larva Pupa
24 h 48h 24 h 48h
ID AT AC AT AC ID AT AC AT AC
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
S17 89,06 0 (64) 100 0 (64) S10 5,55 0(72) 31,94 0(72)
c1 (64) (64) (72) (72)
S11 87,50 0 (64) 87,50 0 (64) S12 0,0 0 (64) 0,00 0 (64)
(64) (64) (64) (64)
S14 93,06 0(72) 95,83 0(72) S13 4,16 0(72) 12,50 0(72)
(72) (72) (72) (72)
S09 90,62 0 (64) 90,62 0 (64) S02 96,87 0 (64) 96,87 0 (64)
(64) (64) (64) (64)
S15 1,56 0(64) 56,25 0 (64) S01 3,12 0 (64) 6,25 0 (64)
(64) (64) (64) (64)
S20 97,22 0(72) 98,61 0(72) S05 4,68 0 (64) 28,12 0 (64)
(72) (72) (64) (64)
S03 79,68 0 (64) 93,75 0 (64) S08 0,0 0 (64) 31,25 0 (64)
(64) (64) (64) (64)
S04 92,18 0 (64) 93,75 0 (64) S06 10,93 0 (64) 90,62 0 (64)
(64) (64) (64) (64)
S07 0,00 0 (64) 100 0 (54)
(64) (64)
S16 51,56 0 (64) 76,56 0 (64)
(64) (64)
S18 95,31 0 (64) 95,31 0 (64)
(64) (64)
Méd. 68,25 89,29 15,67 37,2
C1l
C2 S06 14,28 0 (64) 19,04 0 (64) S16 0,0 0 (64) 31 0 (64)
(63) (62) (64) (64)
S08 3,22 0 (64) 98,38 0 (64) S23 0,0 0 (64) 0,0 0 (64)
(62) (57) (64) (61)
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S04 4,68 0 (64) 4,68 0 (64) s01 0,0 0 (64) 9,37 0 (64)
(64) (61) (64) (64)

S24 4,91 0 (64) 45,90 0 (64) s18 0,0 0 (64) 64,51 0 (64)
(61) (61) (62) (62)

s21 44,44 3,7 (64) 49,20 37 S09 0,0 0 (64) 2343 0 (64)
(63) (63) (64) (64) (64)

528 98,43 0 (64) 100 0 (64) S10 0,0 0 (64) 35,93 0 (64)
(64) (60) (64) (59)

s15 95,23 0(64) 95,23 0 (64) s11 15,62 0 (64) 82,81 0 (64)
(63) (63) (64) (64)

S20 0,98 0(64) 24,42(6 0 (64) $25 0,0 0 (64) 26.98 0(64)
(64) 4) (63) (60)

502 45,31 0(64) 4531 0 (64) S26 78 0 (64) 100 0 (64)
(64) (64) (64) (64)

S12 6,25 0(64) 6,25 0 (64) s07 0,0 0 (64) 62,5 0(64)
(61) (61) (64) (61)

s27 100 0(64) 100 0 (64) S05 0,0 0 (64) 6,3 0(64)
(64) (64) (63) (63)

529 98,43( 0(64) 98,43 0 (64) S22 1,56 0 (64) 21,87 0 (64)
64) (64) (64) (64)

. - - - s14 0,0 0 (64) 50,0 0 (64)
(64) (63)
Méd. 72,1 86,32 24 38,57

C2

c3 $22 15,62 0 (64) 15,62 0 (64) S06 0.0 0 (64) 0,0 0 (64)
(64) (64) (64) (64)

S15 32,81 0 (64) 34,37 0 (64) S07 0,0 0 (64) 0,0 0 (64)
(64) (64) (64) (64)

S12 26,56 0 (64) 93,75 0 (64) $02 0,0 0 (64) 0,0 0 (64)
(64) (64) (64) (64)

s21 100 43,75 100 43,75 S03 21,87 0 (64) 23,43 0 (64)
(64) (64) (64) (64) (64) (64)

509 90,47 4,68 90,47 4,68 S24 1,56 0 (64) 1,56 0 (64)
(64) (64) (64) (64) (64) (64)

S08 98,43 0 (64) 98,43 0 (64) S04 1,58 0 (64) 33,33 0 (64)
(64) (64) (64) (64)
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S16 71,42 0 (64) 73,01 0 (64) s14 9,37 0 (64) 100 0 (64)
(64) (64) (64) (64)
S29 0 (64) 0 (64) 312 0 (64) s13 1,56 0 (64) 312 0 (64)
(64) (64) (64)
s01 18,75 0 (64) 51,56 0 (64) s11 19,04 3,17 39,68 3,17
(64) (64) (64) (64) (64) (64)
518 375 0 (64) 43,75 1(64) S10 0,0 0 (64) 0,00 0(64)
(64) (64) (64) (64)
- ; . . . 28 1,56 0(64) 1,56 0(64)
(64) (64)
- . _ i, i, s27 0,00 0(64) 62,5 0(64)
(64) (64)
- - . . i, S26 0,0 0(64) 9,37 0(64)
(64) (64)
- - . . i, S25 0,0 0(64) 0,0 0(64)
(64) (64)
Meéd. 86,6 97,65 4,83 20,41
C3

Nota: ID — Identificagdo de colonias; AT (%) — Area de tratamento; AC (%) — Area de controle.
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Ao compararmos a remocgdo entre estagios de vida nas faixas de horarios
observadas, a diferenca da taxa de remocdo entre larvas e pupas sacrificadas pode ser
observada nos trés experimentos (Figura 6), sendo essa diferenca observada em 8 horas
apos o tratamento nos trés experimentos, tendo ocorrido maior remog¢édo em larvas (p <
0,05) (Figura 6).

Experimento 1

Experimento 2

4h 8h 12h 24hn 48 h 72h

-e—Larva -e—Pupa

Experimento 3

gem de remogao

Porcentag

et
S—

4h 8h 12h 24h 48 h 72h

—e-—L3rva =e=Pupa

Figura 6- Porcentagem de remocéo de larvas e pupas de Scaptotrigona aff. postica
sacrificadas por perfuracéo em trés experimentos (1 a 3).
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Ao verificarmos a variabilidade dos dados (AS e AR) é possivel constatar a
relagdo das variavies com o fendmeno do CH. Observamos que néo existe diferenca na
variabilidade dos dados (AS e AR) relacionados com as variaveis meses do ano (Figura
7-A), ano (Figura 7-B), dia de coleta (Figura 7-C), hora (Figura 7-D) e doenca (Figura 7-
E). Em contrapartida, constatamos diferenca na variavel estagio de desenvolvimento

(Figura 7-F).
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Figura 7- Analise da variabilidade dos dados em relacdo ao componenetes principais
do comportamento higiénico, sendo as variaves messes do ano (A); ano (B); dia de
coleta (C); hora (D); doenca (E) e estagio de desenvolvimento larval (F).
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Ao analisarmos as col6nias individualmente quanto a expressdo do CH,
observamos diferengas na capacidade de remogé&o das crias sacrificadas (Tabela 3, Figura
8). Quando as larvas foram sacrificadas, 0 CH j& era bastante expressivo em 24h. Com
algumas coldnias removeram 100% das crias sacrificadas (colonias S02 e S21), e 28
colbnias (64,5%) apresentaram CH acima de 80%. A partir dessa porcentagem de
remocgao (>80%) em 24h de larvas sacrificadas de A. mellifera, a coldnia é considerada
higiénica (Gramacho et al. 1999). No entanto, algumas col6nias apresentaram uma taxa
de remocdo muito baixa em 24h, conforme pdde ser observado principalmente nos
experimentos 1 e 2 (Tabela 3, Figura 8). A maior parte dessas colénias com baixa remogéo
em 24h, teve em periodo maior de observacdo (48h e 72h) um aumento consideravel na
taxa de remogéo (Figura 8).

Com relacdo a taxa de remocdo de pupas sacrificadas, também observamos
variacdo entre colbnias (Tabela 3, Figura 8). Em 24h apenas uma col6nia (S02)
apresentou remocgéo de 96% das pupas sacrificadas, sendo 45,7% das colbnias (n=35)
com nenhuma pupa removida. Essa deficiéncia de remocdo é superada em 48h e 72h
(Figura 8). No entanto, somente trés col6nias (S02 em C1, S26 em C2, e S14 em C3)
apresentaram remocao acima de 95% apds 48h. Além disso, a maior parte das col6nias,

mesmo apos 72h, ndo apresentaram taxa de remocdo acima de 50% (Figura 8).
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Figura 8- Variacdo do percentual de remocéo de larvas ou pupas de Scaptotrigona
aff. postica entre colbnias distintas nos experimentos 1, 2 e 3.

4. DISCUSSAO

Neste trabalho constatamos a presenca do comportamento higiénico como
mecanismo de defesa na abelha sem ferrdo Scaptotrigona aff. postica. Observamos que
0 processo de deteccdo e remocao realizado por operarias se expressou de forma diferente
para a especie nos estagios de larva e pupa. Em 24 horas, a taxa média de remocao em
larvas sacrificadas foi de 75,65% (+ 9,67) enquanto para pupa a média de remocéo foi
cerca de 10 vezes menor que removeu 7,63% (£7,06). Em 48h, foram removidas 91,08%
(£5,87%) de larvas e 32,06% (+10,11%) de pupas sacrificadas. Esse resultado com larvas

é similar ao observado em A. mellifera, em que larvas sacrificadas apresentaram, apds
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48h, um percentual de remocéo acima de 95% em coldnias selecionadas como higiénicas
(Spivak e Downey 1998).

E perceptivel a variacio da eficiéncia do comportamento higiénico entre o vasto
numero de espécies dentro das abelhas sem ferrdo. Apesar disso, algumas espécies se
assemelham ao esperado para as abelhas selecionadas higiénicas em A. mellifera
apresentando um percentual de remocao acima de 95% em até 48 horas (Spivak e Downey
1998). Nesse sentido, em 48 horas espécies como Pebleia remota, S. pectorallis e M.
scutellaris expressaram acima de 95% de remocdo similar as colonias selecionadas
higiénicas em abelhas meliferas, muito embora nesse grupo de abelhas o sacrificio sempre
acontece em pupas, via de regra de olho rosa (de aproximadamente 14 dias) (Toufailia et
al. 2016; Medina et al. 2009; Nunes- Silva et al. 2009). Em nosso experimento, S. aff.
postica em algumas colénias com o estagio de vida em larvas sacrificadas apresentou
uma méaxima de remocao de 100% nesta mesma faixa de horario. Em contrapartida, outras
espécies de abelha sem ferrdo apresentam uma maior velocidade de limpeza de crias
mortas, como € o caso de Tetragonula carbonaria que em 10 horas removeu 100% das
células sacrificadas e Tetragonula hockingsi que esse percentual de remocéo total foi
atingido em 20 horas (Le Gross et al. 2022). Enquanto isso, outras espécies apresentaram
um percentual de remocdo menor em 48 horas como S. depillis com uma média de
remocdo de 79,5%, T. angustula com a média de remocdo de 62% da cria morta e
operarias de Scaptotrigona bipunctata removeram uma média de 59,14% na mesma faixa
de horario (Toufailia et al. 2016; Wielewski 2018). Para a remocdo de pupas sacrificadas
em S. aff. postica encontramos operarias removendo em média 30% em 48 horas sendo
bastante similar para M. g. anthidioides que removeu 34% de pupas na mesma faixa de
horéario (De Jesus et al. 2017). Em 72 horas, em outro estudo M. anthidioides expressou
uma média de remocao de 70% da cria sacrificada e em T. angustula esse percentual foi
de 60% na mesma faixa de horario sob as mesmas condi¢des experimentais (Tenorio
1996). Na espeécie Pebleia lucii todo o processo de limpeza desde a perfuracdo por
operarias da primeira célula de cria até 0 momento da remocao total da larva morta durou
uma média de 55,6 £33,8 horas (Gava 2016). Assim, fica nitido a variacdo na expresséo
do comportamento higiénico entre espécies no grupo das abelhas sem ferrdo e muitos
fatores podem influenciar diretamente essa diversidade, existindo assim uma certa
variacdo das estratégias comportamentais entre as espécies dependendo da necessidade

de manutencdo de sua satde no habitat onde esta inserida, ou seja, espécies que estdo
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mais suscetiveis a pressdes (patdgenos, pesticidas) provavelmente vao expressar maiores
niveis de remoc¢do com base no CH (Le Gross et al. 2022). Além disso, as populagdes
manejadas de abelhas sem ferrdo que até o0 momento tiveram o seu CH mensurado néo
passaram por um protocolo prévio de selecdo genética, nem foram testadas de forma
padronizada, em momentos especificos quanto as condi¢bes ambientais no que se refere
ao fluxo de alimento na natureza, por exemplo. Estes aspectos influenciam o CH, dentre
outras condic¢des influenciando diretamente na variagdo da expressdo deste
comportamento interespécies (Uzunov et al. 2014; Biichler et al 2014; Bueno 2021). Os
programas de melhoramento genético relacionados ao comportamento higiénico ainda
sdo iniciativas iniciais dentro da meliponicultura como foi um dia o cenario da apicultura
(Bueno 2021).

Os nossos resultados evidenciam que o estagio de vida dos individuos sacrificados
influencia diretamente na capacidade de deteccdo e limpeza pelas operarias. Em A.
mellifera, alguns fatores quimicos e fisicos influenciam diretamente a detecgdo de cria
morta ou doente por operarias como o0s odores exalados pela larva morta, a auséncia de
vibracdo e temperatura dentro da célula quando a cria esta viva (Gramacho e Gongalves
2000). Nessa espécie, coldnias consideradas higiénicas possuem uma maior sensibilidade
olfativa, influenciando diretamente na detecgéo, desoperculagéo e remocéo da cria morta
através do comportamento higiénico (Gramacho e Spivak 2003). Assim, operarias de S.
aff. postica envolvidas no comportamento higiénico podem ser mais sensiveis aos sinais
olfativos emitidos pelas larvas sacrificadas em relacdo as pupas, refletindo em uma maior
velocidade de remocdo neste estagio de vida. Nesse cenario, acredita-se que para espécies
de abelhas sem ferrdo o sistema de receptores olfativos tenha um nivel de complexidade
similar a abelha Apis, pois operarias conseguiram detectar e identificar mudancas
quimicas em decorréncia do processo de decomposicdo da larva morta em relacdo a pupa,
tanto em condicBes experimentais como por infec¢do de patégenos e doengas, servindo
para a indugdo do CH (Ramirez et al. 2023; Roubik 2023; Evans e Shutler 2023).

Nas abelhas sem ferrdo Melipona quadrifasciata anthidioides também foi observado
gue em col6nias submetidas ao teste do CH nos diferentes estagios de vida, as operarias
removeram mais larvas mortas do que pupas das células de cria, dentro de 48 horas (De
Jesus et al. 2017). Essa diferenca foi associada a constituicdo do tegumento das crias,
onde operarias possuiam mais facilidade de remocéo em larvas pela caracteristica do seu

corpo mole e seria mais facil de serem retiradas de dentro da célula de cria (De Jesus et
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al. 2017). Como o tegumento da pupa € mais complexo e esclerotizado (Landim 2009),
resulta em uma maior dificuldade na remog&o pelas operéarias que realizam limpeza na
area de cria. Além disso, no estagio de desenvolvimento larval a manipulacgdo é mais facil,
devido a parede das células serem mais maleaveis pela auséncia do casulo desenvolvido
na fase de pupa (Tenorio 1996). Em M. quadrifasciata foi observado que uma Unica
operaria removia facilmente a larva morta de dentro da célula de cria, enquanto para
remoc¢do de pupas, mais de uma operéria estava envolvida no processo de limpeza que
era realizado apenas depois de dilacerar o corpo da pupa (De Jesus et al. 2017). Em
observacOes secundarias em nosso experimento, também foi possivel visualizar esse
comportamento, na remocao de pupas mortas uma operaria dava inicio a limpeza, mas
depois de um tempo outras operérias auxiliavam o processo de remoc¢do (Material

Suplementar - Video 03).

Os resultados mostraram uma diferenca na remocao a partir de 8 horas entre estagios
de desenvolvimentos em todos os experimentos. As operérias removeram média geral nos
trés experimentos igual a 28,47% (x 14,38) de larvas sacrificadas, enquanto a remogéo
de pupas sacrificadas foi muito abaixo desse valor 4,65% (+ 6,41), nos trés experimentos.
Este resultado corroborou a maior habilidade em que as operarias possuem em detectar e
remover a cria em estagio de larva (REF). Esta tedéncia se manteve na remocao se
manteve até as 48 horas onde em larvas sacrificadas a média de remocao chegou a 89,29%
(x 13,57) e em pupas sacrificadas as operarias removeram em média 37,20% (£ 36,86),
sendo que uma notavel parte das colbnias ndo apresentou uma remocdo total dos
individuos sacrificados até o final das nossas observacdes. Todavia, a maioria das
colbnias de larvas sacrificadas atingiu uma média de remocédo acima de (> 80%) a partir
de 48 horas enquanto que considerando-se as pupas sacrificadas a maior parte das
colbnias atingiu uma média de remoc¢do acima de (> 40%) apenas em 72 horas de
observacao. Essas percentagens de remocéo se assemelham a M. g. anthidioides que, em
48 horas, apresentou uma média de remocéo de 75% em larvas e de 15% em pupas, sendo
que a remocao total aconteceu em 2,9 dias para larvas e de 5,02 dias para pupas (De Jesus
etal. 2017).

NoOs também observamos que em algumas coldnias com larvas sacrificadas, as
operarias exercem o comportamento de ao limparem as células de cria, deixarem sobre o
disco de cria a larva morta removida. Com o tempo, esta larva escurece e resseca (Figura

6). Esse comportamento ja4 havia sido descrito em Melipona scutellaris, onde foi
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constatado que as operarias, em vez de retirarem a cria mortas com aparéncia de
individuos mal desenvolvidos das células, e jogarem para fora da col6nia, deixavam sobre
os discos de cria (Nogueira-Neto 1997). Além disso, esse comportamento se assemelha a
um dos sinais clinicos de doencas de cria observado em espécies de abelhas sem ferréo,
onde operarias ao realizar a limpeza deixam sobre os discos de crias as larvas mortas com
coloragdo escura, cujo comportamento, no entanto, ndo é compativel com eliminagéo do
foco da doenga, permitindo decomposicdo e proliferacdo de microorganismos

indesejaveis no interior da coldnia (Teixeira et al. 2020).

Ao observarmos o comportamento higiénico entre col6nias percebemos uma
variacdo no percentual de remocdo dos individuos sacrificados. Assim, conseguimos
visualizar picos de remocdo em determinadas faixas de horarios, onde em colénias com
larvas sacrificadas foi perceptivel que a atividade de remocdo foi maior nas primeiras
faixas de horario de observacao (4, 8, 12 e 24 horas) enquanto nas coldnias de pupas
sacrificadas essa atividade de remocdo foi maior nas ultimas faixas de horario de
observagao (24, 48 e 72 horas) (Figura 7). A variacdo de remogéo entre colonias foi
observada em espécies de abelhas sem ferrdo como em M. g. anthidioides, T. carbonaria
e S. bipunctata e em outras espécies dentro de género Apis, chegando a ter uma variagédo
de remocéo 0 a 100 % em A. mellifera (Gramacho 1998; Rasolofoarivao et al. 2015; De
Jesus et al. 2017; Wielewski 2018; Le Gross et al. 2022). E importante ressaltar que este
trabalho foi realizado em um grupo de col6nias ndo selecionadas geneticamente, entao,
essa variacdo possivelmente é influenciada pelo traco genético responsavel pela
expressdo do comportamento higiénico naturalmente apresentado por cada colbnia
(Rothenbuhler 1964 a, b).

Ao observar o percentual de remoc¢do acumulado nas mesmas faixas de horario, entre
meses, ndo constatamos diferenca estatistica na expressdo do CH. Em contrapartida, uma
série de estudos constataram que a expressdo do CH além de esta associado a genética
dos enxames é altamente influenciado por fatores bioticos (Uzunov et al. 2014; Buchler
etal 2014). Dessa forma, os efeitos climaticos do ambiente podem influenciar diretamente
no desenvolvimento e dindmica da coldnia o que reflete diretamente na realiza¢do do CH
pelas operarias (Hatjina et al. 2014; Bichler et al 2014). Além disso, fatores como a
disponibilidade e o fluxo de recursos no ambiente (néctar e polen) também estdo
associados a expressdo do CH (Spivak e Gilliam 1998; Johnson 2003). Realizamos 0s

experimentos em periodos climaticos distintos, C1 foi realizado em outubro (periodo
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menos chuvoso) enquanto C2 e C3 foram realizados em janeiro e fevereiro,
respectivamente (periodo mais chuvoso) e mesmo assim ndo detectamos diferenca
estatistica na expressdo do CH entre os meses. Em outros estudos o periodo em que o
teste do CH foi realizado influenciou diretamente no percentual de remocdo dos

individuos mortos entre colonias (Panasiuk et al. 2009; Giler e Toy 2013).

A variacdo do percentual de remocdo entre espécies confirma a variedade do
comportamento higiénico ja observado dentro dos meliponineos. Como o grupo das
abelhas sem ferrdo é tdo diverso de espécies e comportamentos, a necessidade de se
conhecer aspectos e estratégias desenvolvidas por essas abelhas se torna cada vez mais
urgente, uma vez que influenciam. Com base em nossos resultados concluimos que a
operarias de S. aff. postica possuem uma maior facilidade de remocao quando a cria morta
se encontra em estagio larval influenciando diretamente na imunidade social da espécie
(Cremer et al. 2007). Além disso, constatamos variacao nas taxas de remoc¢édo do CH entre
coldnias, corroborando com a constatacdo de que esse € um comportamento fortemente
influenciado por tragos genéticos e ambientais (Rothenbuhler 1964 a,b; Uzunov et al.
2014). Assim, a pesquisa ora desenvolvida fornece informacg6es importantes acerca do
CH na espécie que podem auxiliar em programas de melhoramento genético das

populagcdes manejadas de interesse socioecondémico na meliponicultura.
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RESUMO

As abelhas sem ferrdo (Apidae: Meliponini) sdo importantes agentes polinizadores em
regides tropicais e subtropicais do planeta. As populagfes manejadas do grupo vém
sofrendo pressdes como a fragmentagdo do habitat, uso indiscriminado de insumos
agricolas e doencas. Nos ultimos anos os relatos de doencas de cria nas abelhas sem ferréo
aumentaram. O objetivo deste trabalho foi investigar a presenca de possiveis agentes
patogénicos em col6nias da espécie Scaptrotigona aff. postica em areas de acaizais
localizados em diferentes municipios da Amazo6nia paraense. Muitas col6nias nessas
areas apresentam area de cria falhada, larvas com aspecto ressecado e coloracéo escura,
assemelhando-se a sinais clinicos de doencas de cria. Sabendo que a alimentacdo também
pode ser um fator de ameaga para as abelhas, propiciando surgimento de doengas,
analisamos a nutricdo das coldnias identificando os tipos polinicos presentes na dieta
proteica. Para investigar possiveis patdgenos comuns de Apis mellifera nessas abelhas,
foram realizadas analises moleculares para a presenca das bactérias Melissococcus
plutonius e Paenibacillus larvae, e dos seis virus mais comuns em coldnias de abelhas
(ABPV, BQCV, DWV, IAPV, KBV e CBPV). Houve amplificacdo por PCR de primers
desenhados para M. plutonius em apenas 1 colonia e para P. larvae em 4 coldnias.
Amplificacdo por PCR também foi obs3r ada para o virus BQCV, em trés fases de
desenvolvimento (larvas, pupas e adultos), enquanto que para ABPV, amplificacéo foi
observada somente em adultos. Apesar de algumas abelhas recém-emergidas terem
apresentado asas deformadas, o virus DWV nao foi molecularmente detectado. Todas as
amplificacbes por PCR ainda necessitam de confirmacdo do patdgeno por
sequenciamento de DNA. Com relacdo ao espectro polinico, na maioria das coldnias o
polen de acai foi 0 mais frequente. Assim, concluimos que coldnias manejadas ou em
ninhos naturais de S. aff. postica parecem ser suscetiveis as infeccdes bacterianas e virais
tipicas de Apis.. Além disso, a baixa diversidade e riqueza no espectro polinico das
colbnias investigadas em areas de plantio pode ter influenciado diretamente na saude

dessas abelhas.

Palavras-chaves: Agentes patogénicos, Meliponini, Alimentacdo polinica, Doengas de
cria
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ABSTRACT

Stingless bees (Apidae: Meliponini) are important pollinators in tropical and subtropical
regions of the planet. The group's managed populations have been suffering pressures
such as habitat fragmentation, indiscriminate use of agricultural inputs and diseases. In
recent years, reports of brood diseases in stingless bees have increased. The objective of
this work was to investigate the presence of possible pathogenic agents in colonies of the
species Scaptrotigona aff. postica in areas of acai groves located in different
municipalities in the Amazon of Para. Many colonies in these areas have a failed brood
area, larvae with a dry appearance and dark color, resembling clinical signs of brood
diseases. Knowing that food can also be a threat factor for bees, leading to the emergence
of diseases, we analyzed the nutrition of colonies by identifying the pollen types present
in the protein diet. To investigate possible common pathogens of Apis mellifera in these
bees, molecular analyzes were carried out for the presence of the bacteria Melissococcus
plutonius and Paenibacillus larvae, and the six most common viruses in bee colonies
(ABPV, BQCV, DWV, IAPV, KBV and CBPV). There was PCR amplification of
primers designed for M. plutonius in only 1 colony and for P. larvae in 4 colonies.
Amplification by PCR was also observed for the BQCV virus, in three stages of
development (larvae, pupae and adults), while for ABPV, amplification was observed
only in adults. Although some newly emerged bees had deformed wings, the DWV virus
was not molecularly detected. All PCR amplifications still require confirmation of the
pathogen by DNA sequencing. Regarding the pollen spectrum, in most colonies acai
pollen was the most frequent. Therefore, we conclude that managed colonies or natural
nests of S. aff. postica appear to be susceptible to bacterial and viral infections typical of
Apis. Furthermore, the low diversity and richness in the pollen spectrum of the colonies

investigated in planting areas may have directly influenced the health of these bees.

Keywords: Pathogenic agents, Meliponini, Pollen feeding, Brood disease
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1. INTRODUCAO

Atualmente vem se observando um crescente declinio populacional de col6nias de
abelhas (McMenamin e Flenniken, 2018; Yariez et al., 2020). Alguns fatores podem estar
diretamente ligados a esse fendmeno como a perda do habitat natural, o aumento de
ambientes estressores para as abelhas, o uso indiscriminado de agrotdxicos e a infecgédo

por patdgenos e infestacdo por parasitas (Pires et al., 2016; Potts et al., 2016).

As abelhas sem ferrdo (Apidae: Meliponini) sdo importantes polinizadores de
diversas culturas da regido Neotropical, tendo sua grande diversidade de espécies como
visitantes florais de um vasto nimero de plantas de grande importancia para a manutencao
dos ecossistemas e da vida humana (Heard, 1999; Gianni et al., 2015). A criacdo e manejo
de abelhas sem ferrdo, conhecido como meliponicultura, vem crescendo no Brasil e no
mundo, ndo sO pela sua importancia ambiental, também pela geracdo de renda e
fortalecimento da seguranca alimentar (Jaffé et al., 2015). Com a expansdo da
meliponicultura se faz necessario conhecer mais sobre os patdgenos e doenca que
ocorrem neste grupo de abelhas (Nogueira-Neto 1997; Shanks et al., 2017; Purkiss e
Lach, 2019; Teixeira et al., 2020; Toledo-Hernandez et al., 2022).

Durante muito tempo se acreditou que ndo existia doencas e patdgenos que
acometiam as abelhas sem ferrdo, devido as caracteristicas de sua biologia, as quais
inibiriam o processo de transmissdo de doencas entre os integrantes da colnia ou de
material contaminado. Uma caracteristica dentro do grupo é o aprovisionamento de
celulas, onde o individuo tem todo o seu desenvolvimento desde ovo até o nascimento
dentro das células de cria fechada, sem contato externo. Além disso, as células de cria sdo
desfeitas por operarias apés a emergéncia da abelha adulta (Nogueira-Neto 1997;
Toufailia et al., 2016; Griter, 2020). Em contrapartida, a sobreposicdo de col6nias
manejadas de Apis mellifera e coldnias de espécies dos meliponineos ocasiona um
compartilhamento de micro-organismos entre as espécies, principalmente, durante a

coleta de recursos nas plantas (Purkiss e Lach, 2019; Alger et al., 2019).
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Os relatos de doencas dentro do grupo das abelhas sem ferrdo sdo crescentes. A
bactéria gram positiva Melissococcus plutonius, causadora de uma doenca de cria muito
conhecida em A. mellifera, a cria putrida européia (European Foulbrood: EFB), foi
detectada em espécies do género Melipona no Brasil como agente patogénico (Teixeira
et al., 2020). Além disso, outro tipo de bactéria, a Lysinibacillus sphaericus, também
causadora de doenga de cria, foi detectada na abelha sem ferrdo australiana Tetragonula
carbonara (Shanks et al., 2017). Esses agentes patogénicos infectam a cria, matando
larvas e pupas, o que influencia diretamente na densidade populacional de individuos

adultos das coldnias, podendo levar estas ao colapso (Teixeira et al., 2020).

E comum que abelhas abriguem patdgenos, como virus e bactérias, sem
demonstrar sinais visiveis de doenca (Guimaraes-Cestaro et al., 2020; Dias et al., 2023;
Deutsch et al., 2023). Diversos sdo os fatores que podem influenciar esta condi¢do, como
a capacidade de resposta imunoldgica das abelhas, a auséncia de fatores estressores, como
pesticidas, e a nutricdo (Di Pasquale et al., 2013; Castelli et al., 2020; Barascou et al.,
2021). A alimentacdo pode desempenhar um papel importante na promocéo da saude dos
polinizadores e na resisténcia a patdgenos. Uma dieta polinica pouco diversa ou de baixa
qualidade protéica pode deixar colonias de abelhas susceptiveis a doencas (Di Pasquale
etal., 2013; Tritschler et al., 2017). A nutricdo polinica, portanto, pode atuar em conjunto
com outros fatores na reducdo da resisténcia das abelhas e agravar os efeitos de virus,

pesticidas ou parasitas, resultando eventualmente na perda de col6nias (Huang, 2012).

A abelha sem ferrdo Scaptotrigona aff. postica, popularmente conhecida como
abelha canudo, ocorre em varios biomas do pais e representa grande valor ecolégico para
as regibes onde esta inserida (Da Luz et al., 2019). Coldnias dessas abelhas apresentam
uma grande densidade populacional, logo possuindo uma grande atividade ecossistémica,
com uma expressiva polinizacdo e visitacdo floral em varias culturas de interesse
socioeconémico (Campbell et al., 2018; Campbell et al., 2023). No estado do Para, tem
sido observado col6nias de S. aff. postica presentes em acaizais com caracteristicas que
podem ser sinais clinicos de doenca na cria, tais como: i) a presenca de discos de crias
falhados e ii) larvas ressecadas com coloragao escura encontradas pela area do disco sob
células ainda operculadas (Shanks et al., 2017; Teixeira et al., 2020). Estas caracteristicas
se assemelham a outros relatos de doencas provocadas por patégenos em outras abelhas
sem ferrdo (Shanks et al., 2017; Teixeira et al., 2020). Assim, objetivamos investigar, por

anélise molecular, a possivel presenca de bactérias patogénicas comuns as abelhas,
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Melissococcus plutonius e Paenibacillus larvae, e também a presenca dos seis virus de
abelhas mais comum no Brasil: Acute bee paralysis virus (ABPV), Black queen cell virus
(BQCV), Deformed wing virus (DWYV), Israeli acute paralysis virus (IAPV), Kashmir
bee virus (KBV) e Chronic bee paralysis virus (CBPV) em abelhas S. aff. postica de
colbnias em acaizais. Por fim, realizamos analise palinoldgica do alimento dos potes de
polen das colénias com sinais clinicos de doenga, para observar a possivel influéncia da

nutri¢do polinica no aparecimento de doengas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1- Coldnias de Scaptotrigona aff. postica

As colbnias de Scaptotrigona aff. postica utilizadas neste trabalho estavam
inseridas em acaizais de sete localidades no estado do Pard: Tomé-Acgu (n= 10 colénias)
(Lat.: -2,59075 e Log.: -48,38136111/ Lat.: -2,59008333 e Log.: -48,36116667),
Barbacena (n=5) (Lat.: -1,524658 e Log.: -48,648936) , Acara (n=2) (Lat.: -1,632619 e
Log.: -48,363472), Belém (n=5) (Lat.: -1,43653333 e Log.: -48,44319444), Ananindeua
(n=2) (Lat.: -1,38838889 e Log.: 48,40666667 ), Santo lzabel do Pard (n=1) (Lat.: -
1,22909 e Log.: -48,14078) , e Santa Barbara do Para (n=2) (Lat.: -1,25903 e Log.: -
48,287971) (Figura 1; Tabela S1). As col6nias sintomaticas apresentaram discos de crias
falhadas, com larvas mortas removidas das células e deixadas sobre os discos, ou larvas

escurecidas e pegajosas dentro das células (Figura 2 A-D).

O material bioldgico colhido (partes de disco de cria, contendo larva e pupa), ou
mesmo in natura vivos (Tabela S1) foi enviado para o Laboratério de Estudos Integrados
de Abelhas (LEIA), da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri,
Diamantina-MG, Brasil, para as analises moleculares. As larvas, pupas e adultos vivos
foram separados para extragdo de RNA (Figura 3 A-E). Algumas fémeas adultas recém-
emergidas apresentaram asas deformadas (Figura 3F), e também foram separadas para

analise molecular (PCR Multiplex).



-49°24'0" -48°36'0"

56

470480 59°00" -53°00" 47700
1 1

-1°24'0"

@ Locais de coleta

Municipios

I:I Acara
. Ananindeua
- Barcarena
[ 8etem

. Santa Barbara do Para
- Santa |zabel do Para
I:l Tomé-Acgu

D Bioma Amazénico
D Para

|:| Brasil

-2°12'0"

-3°00"

Elaborado por: Fabricio Farias

-69°00" -54°0'0" -39°00"

Figura 1- Localizacio das colbnias de Scaptotrigona aff. postica nas sete cidades indicadas
na figura, no estado do Para (Brasil), que apresentaram sinais clinicos de doengas, cujo
material bioldgico (discos com larvas e pupas e pélen dos potes) foi coletado para analise.
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Figura 2- (A) Colbnia sadia e (B) colénia com sinais de doenga (disco de cria falhado) de
Scaptotrigona aff. postica. Larvas escuras doentes largadas em cima dos discos (C) ou larvas
escurecidas ainda dentro da célula de cria (D).

Figura 3- Individuos de Scaptotrigona aff. postica utilizados para deteccdo de virus
patogenicos em abelhas. Da esquerda para direita: larva, pupa de olho branco (Pw), pupa
de olho rosa (Pp), pupa de olho marrom (Pb), recém emergida (NE) e recém emergida com
asa deformada (NEDW).
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2.2- Extracdo de DNA e amplificacdo por PCR de DNA das bactérias Melissococcus

plutonius e Paenibacillus larvae

O DNA gendmico foi extraido de larvas, pupas e adultos (1 a 5 individuos) de S.
postica utilizando-se o kit de Extracdo de DNA Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega), seguindo-se a instrucdo do fabricante para extracdo de DNA de tecido animal.
Apos extragdo do DNA gendmico foram feitas amplificacbes em PCRs distintas para as
duas bactérias. Para as PCRs utilizamos primers para amplificacdo de um fragmento do
DNA ribossomal 16S de M. plutonius e de um fragmento do DNA ribossomal 18S de P.
larvae (Tabela 1), segundo descrito em Evans (2006), Teixeira et al. (2008) e Dias et al.
(2023).

Para verificacdo de extracdo de DNA gendmico, foi feita PCR utilizando primers
(F:-GACTGTCGAACGCAAGGAAG, R:TCAACACACCGGTTTCAACA)  que
amplificam 176 pb no cDNA e 373 pb de uma regido gendmica do fator de elongacédo 1
alpha em abelhas sem ferrdo (Tabela 1; Freitas et al., 2020). A PCR foi feita usando as
seguintes condigdes: 94 °C por 5 min, 40 ciclos de 94°C por 30 seg, 60 °C por 30 seg, 72
°C por 30 seg e extensao final de 72 °C por 7min. Os produtos de PCR foram analisados
por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corados com SYBR™ Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen) e fotografados sob luz ultravioleta. A confirmagdo das anélises moleculares
serdo realizadas por sequenciamento de DNA das amplificagdes po PCR.

Tabela 1- Sequéncia dos primers para bactéria e virus patégenos de abelha.

Tamanh
s}

Pat6geno . Primer 5° — 3’ Condicoes de PCR
amplico
n (pb)
Melissococcus 27 F- ACGCCTTAGAGATAAGGTTTC
plutonius ) R- GCTTAGCCTCGCGGTCTTGCGTC
94°C/5min; 40x 94°C/30seg,
60°C/30seg,72°C/40seg;
Paenibacilus 1 F-TTCACGGCTAACAAAATTAAACA 72°Cl7min
larvae 3 R- TTCGCAGAAGTTCCGGTTAC
Wy 192 F- GAGATTGAAGCGCATGAACA
R- TGAATTCAGTGTCGCCCATA
ABPY 500 F- TCTGATGATGCTGAAGAGAGAAA 94520/(5:2'5‘;:0;‘29% /%‘;Ss?g'
R- ATTCATCATTGCCGGCTCTA 9,7 LIaUseq;
72°C/7min
0 F- TGGTCAGCTCCCACTACCTTAAAC
BQCV 0

R- GCAACAAGAAGAAACGTAAACCAC
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F- GCGGAGAATATAAGGCTCAG

IAPV ! R- CTTGCAAGATAAGAAAGGGGG
KBY 451 F- GATGAACGTCGACCTATTGAA
R- TGTGGGTTGGCTATGAGTTCA
45 F-
CBPV 5 AGTTGTCATGGTTAACAGGATACGAG

R- TCTAATCTTAGCACGAAAGCCGAG

2.3- Extracdo de RNA, sintese de cDNA e amplificacdo por PCR de cDNA de virus

As larvas, pupas e abelhas adultas foram colocadas inteiras individualmente em
500 uL de Trizol® (Invitrogen) para extracdo de RNA total de acordo com instrucdes do
fabricante. As amostras de RNA foram tratadas com DNase | Amp Grade (Invitrogen)
para eliminacdo de possivel contaminagdo com DNA genémico. O cDNA foi sintetizado
utilizando-se SuperScript™ 111 (Invitrogen), aproximadamente 5 pg de RNA total e
oligo(dT)..

Para a detec¢do de virus PCR foi realizada com primers especificos para os seis
virus ABPV, BQCV, DWV, IAPV, KBV e CBPV (Tabela 1). BQCV e ABPV foram
investigados por PCR duplex; IAPV e KBV foram investigados usando outra PCR
duplex; e DWV e CBPV foram investigados usando PCR simples (Teixeira et al., 2008,
2020). As amplificagdes por PCR foram realizadas usando Tag DNA Polymerase 2x
Master Mix RED (Ampligon), seguindo as condic¢des: 94°C/5min; 40x 94°C/40seq,
54°C/40seg, 72°C/40seg; 72°C/7min . Os controles positivos eram DNA de A. mellifera
infectado com cada virus oriundos do Bee Research Laboratory - USDA (Beltsville, MD)
fornecidos pelo LASA/IB/APTA-SAA,SP. Os produtos de PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corados com SYBR(™) Safe DNA Gel Stain

(Invitrogen) e fotografados sob luz ultravioleta.
2.4- Anélise da alimentacé&o polinica

As amostras de polen foram coletadas nas mesmas col6nias utilizadas para a
realizacdo de identificacdo de patdgenos (Tabela S1). O polen foi coletado diretamente
dentro dos potes de alimento da coldnia (Figura 4). Para isso, com o auxilio de um canudo

plastico, utilizando uma secc¢éo (cerca de 4 cm) que foi pressionada contra de 1 a 3 potes
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de polen encontrados na coldnia, obteve-se um perfil da massa de polen que é coletada
pelas abelhas para o posterior processo de acetdlise (Frias et al., 2016). Assim, apos a
coleta, as amostras foram armazenadas em tubos conicos, tipo Falcon, e refrigeradas para

posterior analise polinica no laboratorio LEIA.

Figura 4- Metodologia realizada para coleta de amostras de pélen nos potes de alimento em coldnias
de Scaptotrigona aff. postica

Para conseguirmos visualizar a variedade dos graos de pdlen, as amostras foram
submetidas a um processo de acetélise sequindo um método de extracdo dos graos e
posterior observacdo para identificacdo dos tipos polinicos (Erdtman, 1960). Apds o
processo de acetdlise foram preparadas duas ldminas com gelatina glicerinada para a
visualizagdo dos graos de pdlen no microscépio. Para analisarmos o p6len de uma forma
quantitativa, constatamos a abundancia dos grdos contando um nimero minimo, de gréos
de polen (600 a 900 grdos) nas duas laminas de cada amostra. Assim, conseguimos

identificar os tipos polinicos e também a abundancia destes em cada amostra.
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3. RESULTADOS

3.1- Deteccdo de Melissococcus plutonius e Paenibacillus larvae por meio de anélise
molecular

Para investigar a suspeita de M. plutonius e P. larvae foram utilizados primers
especificos em amostras de DNA genémico extraidos de pupas de S. aff. postica. As PCRs
mostraram a possibilidade da presenca de M. plutonius apenas em uma coldnia de
Barcarena (Figura 5A). Enquanto que amplificacdo com primers para P. larvae foi
observada em quatro colbnias, duas em Belém (Embrapa), uma em Barcarena e uma em
Santa Barbara do Para (Figura 5B). A checagem de qualidade do DNA gendmico foi feita
com amplificacdo de um trecho do gene efl-alfa de abelha, e obtivemos como resultado
aamplificagéo de quase todas as amostras, exceto as amostras 9 (ST29 TA) e 23 (C1 LS1)
(Figura 5C). Deste modo, estas colonias foram desconsideradas para a deteccdo de

bactérias patogénicas.

B 1 2 3 456 7 8 910 111213 1415161718 19 C-C+ M

- 300 pb
- 200 pb
- 100 pb

20 21 22 23 24 25 26

- 300 pb

- 200 pb

- 100 pb

Figura 5- PCR para deteccéo de (A) Melissococcus plutonius e (B) Paenibacillus
larvae em pupas de Scaptotrigona aff. postica. O gene efl-alfa foi utilizado como
controle interno de qualidade do DNA gendmico (C). A correspondéncia das
coldénias com relacdo ao numero das amostras encontra-se na Tabela S1. C+:
Controle positivo; C-: Controle negativo; M: Marcador de peso molecular. *
amostras retiradas das analises pois efl-alfa ndo amplificou.
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3.2- Deteccdo de virus por analise molecular

As amostras utilizadas para detec¢éo de virus foram provenientes de duas col6nias
de Belém (Embrapa; C1 e S23). Bandas de tamanhos esperados para BQCV e ABPV
foram amplificadas por PCR em duas colbnias, sendo que primers para BQCV
apresentoaram amplificacdo nas amostras de larvas, pupas e adultos enquanto que para
ABPV, apenas nas amostras de adultos (Figura 6A). Nenhuma amplificacdo para os virus
IAPV, KBV e DWV foi observada nas amostras analisadas (Figuras 6B e 6D). Vale
ressaltar que nem mesmo nas abelhas recém emergidas com asas deformadas foi
detectado o DWV. Foi amplificada uma banda esperada para CBPV somente na amostra
¢5 (adulto recém emergido da colénia C1) (Figura 6C). A analise de qualidade do cDNA
indicou que todas as amostras se apresentaram adequadas para deteccdo dos virus (Figura
6E).

¢ ¢c6 ¢c7 ¢c8 c9 c¢10 c11 C-

- 800 pb
. 700 pb
- 600 pb
- 500 pb

- 400 pb

B|lct c2 ¢3 ¢4 ¢5 6 ¢c7 ¢c8 ¢c9 ¢10 c11 C- C+ M

20050
-600 pb
-500 pb
-400 pb

Clct c2 ¢3 c4 ¢5 ¢6 ¢c7 ¢8 c9 c10c11 C- C+ M

VBl <000
- 00 o
- 200p0

D|cl c2 ¢c3 ¢4 ¢5 ¢c6 ¢c7 ¢8 ¢9 c¢c10 ¢c11 C- C+ M

-300 pb
-200 pb
-100 pb

E cl ¢c2 ¢c3 ¢4 ¢c5 ¢c6 ¢c7 ¢c8 c9 c10 c11 C- M

-300 pb
- 200 pb

Figura 6- PCR para deteccdo de (A) BQCV e ABPV, (B) IAPV e KBV, (C) CBPV e
(D) DWYV em larvas, pupas e adultos de Scaptotrigona aff. postica. O gene efl-alfa
foi utilizado como controle interno de qualidade do cDNA (E). A correspondéncia
das colénias com relacdo ao numero das amostras encontra-se na Tabela S2. C+:
Controle positivo; C-: Controle negativo; M: Marcador de peso molecular. Em (A)
setas amarelas indicam BQCV e setas brancas ABPV.
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3.3- Espectro polinico dos potes de pélen de coldnias da abelha sem ferrédo S. aff.
postica em agaizais da Amazdnia paraense

Entre as 28 amostras coletadas em diferentes meliponarios localizados em acaizais
foram encontrados 13 diferentes tipos polinicos, pertencentes a oito familias botanicas:
Myrtaceae, Arecaceae, Fabaceae, Verbenaceae, Anacardiaceae, Melastomataceae,
Malpighiaceae e Asteraceae (Figura 7 e 8). Com relacdo ao tipo polinico mais frequente,
afamilia Arecaceae representada pelo tipo polinico do acai (Euterpe oleraceae) foi 0 mais
abundante na maior parte das amostras (Figura 8C). Na maioria das amostras (54%), este
tipo polinico representou mais de 50% dos tipos encontrados, e destas, nove amostras
(32%) apresentaram mais de 80% deste tipo. Com relacdo a riqueza, as amostras tiveram

uma média de 5 tipos polinicos, variando de 3 a 8 tipos (Tabela 2).

M TT e I[—I 11D ML
|
o0% | i |
. =
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1 2 3 4 9 10 11 12 13 14 15 16 17 168 18 20 21 22 33 234 35 26 2T 28
BTipo1 =Tipe 2 lTpo:! lTlpq-d- EBTipa5 ETipo® BTipo 7 oTipo 8 B2Tipo 9 B8Tipe 10 8Tipo 11 8Tpo 12 OTipo 13

Figura 7 - Quantidade e frequéncia dos tipos polinicos encontrados em amostras
analisadas de col6nias de Scaptotrigona aff. postica localizadas em acaizais da
Amazonia paraense.

Nota: T1 — Myrtaceae; T2 — Arecaceae/Euterpe oleraceae; T3 — Fabaceae- Mimosidea; T4- Fabaceae —
Mimosa; T5- Verbenaceae; T6- Fabaceae — Dicorynia; T7- Fabaceae- Mimosidea/ Stryphnodendron
guianense; T8- Anacardiacaceae — Tapirira guianensis; T9- Malpighiacae; T10- Melastomataceae-
Miconia; T11 — Asteraceae; T12- Myrtaceae; T13- Ndo identificado.
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Tabela 2— Porcentagem de cada tipo polinico (T1 a T13) nas amostras de pdlen dos potes

de col6nias de Scaptotrigona aff. postica em diversas localidades do Para.

Locais Amostraspor T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 Ti1 TI12 T13
local
Tomé - Agu 1 366 042 098 028 056 94,08
2 0,16 8442 524 819 016 032 131 0,16
3 9758 056 1,13 014 042 014
4 51,9 458 0,15 1,98 0,15
5 7,25 83,67 6,73 0,77 155
6 57 61,96 15,68 14,73 1,9
7 15,31 41,65 42,72 0,3
8 0,15 0,15 99,37 0,31
9 0,15 78,84 1461 258 365 0,15
10 0,49 9191 148 049 462 0,99
11 0,73 94,68 1,18 2,8 029 0,29
12 048 77,7 17,77 0,96 3,06
Barcarena 13 61,13 10,67 0,52 14,75 12,91
14 91,49 0,48 7,7 0,32
15 94,1 0,45 543
16 97,92 0,15 095 063 0,31
17 39,18 0,47 60,34
Acara 18 3,88 9,11 72,04 14,79 0,14
19 44,16 0,33 166 0,83 53
Belém 20 0,57 16,59 56,5 11,01 243 0,14 12,73
21 0,54 54,56 40 1,08 1,08 2,71
22 0,15 0,46 69,39 0,61 19,16 10,2
Ananindeua 23 2,01 015 031 97,51
24 0,46 0,15 99,38
Santa Izabel do 25 135 93,95 3,77 0,9
Para
Santa Barbara do 26 3785 549 051 50,89 0,25 4,98
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Para
27 55 0,27 94,07 0,13

28 94,97 4,46 0,55

Nota: T1 — Myrtaceae; T2 — Arecaceae; T3 — Fabaceae- Mimosidea; T4- Fabaceae — Mimosa; T5-
Verbenaceae; T6- Fabaceae — Dicorynia; T7- Fabaceae- Mimosidea/ Stryphnodendron guianense; T8-
Anacardiacaceae — Tapirira guianensis; T9- Malpighiacae; T10- Melastomataceae- Miconia; T11 —
Asteraceae; T12- Myrtaceae; T13- Nao identificado.

Figura 8 — Gréos de podlen referentes as familias, géneros e espécies botanicas
identificados em col6nias de Scaptotrigona aff. postica. A-B: Myrtaceae, C: Arecaceae-
Euterpe oleracea, D- Fabaceae — Mimosidea, E: Fabaceae - Mimosa, F-G: Verbenaceae,
H: Fabaceae — Dicorynia, I: Fabaceae- Mimosoideae/ Stryphnodendron guianense, J-K:
Anacardiaceae - Tapirira guianensis, L: Malpighiacae, M: Melastomataceae- Miconia,
N: Asteraceae, O: Myrtaceae, P: tipo polinico ndo foi identificado.

4. DISCUSSAO

Na realizacdo da identificacdo dos agentes patogénicos em Scaptotrigona aff.
postica por PCR foram amplificadas sequéncias de DNA com tamanhos esperados para
duas bactérias: Melissococcus plutonius e Paenibacillus larvae, causadoras
respectivamente de EFB (European Foulbrood) e AFB (American Foulbrood), sugerindo
a presenca dessas bactérias. A confirmacdo seréa feita por sequenciamento de DNA.

A EFB, loque europeia, é considerada uma das doencas mais infecciosas no grupo
das abelhas e foi identificada em uma coldnia dentre as amostras analisadas, sendo esta
doenca de notificacdo obrigatoria, quando confirmada, pela sua importancia (OIE, 2019
a). Em A. mellifera, a doenca atinge larvas ndo operculadas que acabam morrendo entre
4 a5 dias (Forsgren, 2010). O primeiro passo para infeccéo é a colonizagdo assintomatica
da bactéria no intestino, ou seja, a larva é infectada com células bacterianas de M.

plutonius ao serem ingeridas com alimentos contaminados, se multiplicam de uma forma
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rapida no intestino larval (Bailey, 1960; Forsgren, 2010). Com o avanco da infecgéo sinais
clinicos se tornam evidentes, as larvas perdem a coloracdo saudavel (branco perolado)
passam a ter uma cor amarronzada e com avanco da infecgdo ficam com um aspecto
aquoso de cor acinzentado preto (Forsgren 2010; Arai et al., 2012). Apos a infec¢éo, uma
série de invasores secundarios estdo associados ao M. plutonius, representando um risco
para a colénia infectada, j& que, podem vir a se tornar agentes patogénicos (Forsgren
2010; Nakai et al., 2018). Uma das formas de resisténcia a infeccao por M. plutonius é o
mecanismo de defesa natural que as abelhas sociais realizam, o comportamento higiénico.
Assim, quando essa larva infectada vem a ébito, antes de se desenvolver em pupa, a
maioria das bactérias nela contida é eliminada da colénia no processo de limpeza
executado por operarias (Forsgren, 2010). A deteccdo e diagndstico em campo € crucial
para impedir a infeccdo do agente patogénico em um maior namero de col6nias. A EFB
ndo é considerada um grande problema para a apicultura brasileira, mas existem relatos
de sinais clinicos esporadicos em algumas regifes do pais sem grandes perdas e a sele¢éo
através do comportamento higiénico é um método eficiente para controla-la (Freiberg et
al., 2012).

Nas abelhas sem ferrdo, a bactéria M. plutonius foi confirmada nas espécies M.
marginata, M. quadrifasciata, M. mandacaia e M. mondury, no sudeste do Brasil
(Teixeira et al., 2020) sendo, se confirmado por sequenciamento, detectada pela primeira
vez neste trabalho na espécie Scaptotrigona aff. postica. A sintomatologia é bem similar
ao que ocorre em colénias acometidas por EFB de A. mellifera, encontrando larvas
doentes com coloragdo marrom e aspecto aquoso dentro das células de cria e, sendo uma
consequéncia do comportamento higiénico, larvas mortas escuras na area do disco de cria
(Teixeira et al., 2020). Esse mecanismo de defesa esta diretamente associado a imunidade
social das abelhas meliferas (Facchini et al., 2019) e nas abelhas sem ferrdo (Toufailia et
al., 2016) sendo crucial na resisténcia das coldnias a doencas e pragas causadas por uma
série de agentes patogénicos (Forsgren, 2010). A EFB pode ser transmitida para col6nias
de abelha sem ferrdo através do compartilhamento de mel e pélen para alimentacéo
suplementar com origem de abelhas meliferas, pratica comum no sudeste do Brasil
(Teixeira et al., 2020).

O outro agente patogénico suspeito em 4 coldnias deste estudo foi a bactéria gram-
positiva Paenibacillus larvae, causadora da loque americana (AFB), doenga de grande

impacto na apicultura mundial (White, 1913; Matovic et al., 2023). Os sinais clinicos da



67

AFB séo similares clinicamente a EFB, sendo muitas vezes confundida (Forsgren, 2010;
Matovic et al., 2023). E uma doenca que acomete exclusivamente as larvas de abelhas, a
infecgdo se instala no intestino medio da larva infectada causando danos em seu tecido, e
a cria morre em um periodo de 3 a 12 dias ap6s a infeccdo (Matovic et al., 2023).
Naturalmente, a infec¢do ocorre através da alimentacdo dos individuos imaturos com
material contaminado com os endosporos de P. larvae, sendo uma bactéria altamente
infecciosa podendo haver mais de um milh&o destes em uma Unica célula com larva
infectada (Yue et al., 2008; Ebeling et al., 2016; Matovic et al., 2023). Além disso, seu
material patogénico permanece infeccioso durante décadas, por isso a medida de
prevencdo contra a AFB é a erradicacdo de qualquer col6nia infectada (Matovic et al.,
2023). Quando operérias realizam o comportamento higiénico, removendo as larvas
infectadas ou mortas por P. larvae, auxiliam na diminuicdo da propagacdo da doenca
dentro da prépria coldnia e dentro do apiario (Matovic et al., 2023).

Nos ultimos anos, a primeira doenca bacteriana de cria em meliponineo foi
descoberta em uma abelha sem ferréo australiana — Tetragonula carbonaria (Shanks et
al., 2017), com a presenca da bactéria Lysinibacillus sphaericus. Os autores observaram
enfraguecimento da coldnia com a diminuicdo da densidade populacional, larvas com
coloracéo escura no disco de cria, um odor de podriddo e a observacdo de operarias com
atividade letargica (Shanks et al., 2017). Os relatos dos sinais clinicos de doengas em
espécies de abelhas sem ferrdo vém acontecendo desde século XIX com base em
observacdes nos manejos de colénias em campo, na transferéncia de ninhos naturais e no
desenvolvimento de trabalhos cientificos que estdo reunidos e podem ser consultados no
livro a vida e criacdo de abelhas indigenas sem ferrdo (Nogueira — Neto 1997).

Dos seis virus estudados que mais ocorrem em abelhas brasileiras, foi amplificado
DNA de tamanho esperado de dois em duas colénias de S. aff. postica: ABPV e BQCV.
Além disso, DNA do virus CBPV foi amplificado somente em uma amostra da col6nia
C1. O ABPV ¢ o virus da paralisia aguda e sua sintomatologia para abelhas meliferas
adultas consiste em uma aparéncia escura e brilhosa por conta da perda de pelos,
movimentos corporais trémulos e a incapacidade de voar (Miranda et al., 2010). Esse
virus ja foi confirmado para outras espécies de abelhas sem ferrdo: Melipona scutellaris
e Plebeia emerinoides (Ueira-Vieira et al., 2015; Alvarez et al., 2018). Enquanto que o
BQCV é conhecido como virus da célula de rainha negra afetando diretamente pupas de
células reais que ficam enegrecidas apds a infec¢do (Benjeddou et al., 2001). Este virus

ja foi identificado em colbnias de outras espécies de abelhas sem ferrdo - Tetragona
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elongata, Melipona colimana, Nannotrigona perilapoides, Scaptotrigona mexicana,
Trigona fluviventris (Tapia-Gonzalez et al., 2019; Morfin et al., 2020). Enquanto o virus
DWV (Deformed wing virus) comumente conhecido nas abelhas por causar uma
deformidade na asa de operarias recém emergidas ja foi identificado em uma série de
espéecies nas abelhas sem ferrdo: Tetragonisca angustula, Tetragonisca fiebrig, T.
elongata, Trigona fluviventris, M. colimana, Melipona subnitida, Frieseomelitta varia,
N. perilapoides, S. mexicana (Alvarez et al., 2018; Souza et al., 2019; Tapia-Gonzalez et
al., 2019; Morfin et al., 2020; Guimaraes-Cestaro et al., 2020; Dias et al., 2023). Em
nossas amostras, mesmo em abelhas recém emergidas com asa deformada néo foi
detectavel amplificacdo por PCR do virus da asa deformada (DWV). Em uma espécie de
abelha sem ferrdo Frieseomelitta varia ja foram detectados os virus BQVC, ABPV e
DWYV (Dias et al., 2023). Um dos estudos pioneiros que buscou analisar a infeccao viral
em meliponineos constatou cerca de 23,4% de virus nas amostras em ninhos de trés
espécies: Nannotrigona testaceicornis, Tetragonisca angustula e Tetragona elongata
(Guimaraes- Cestaro et al., 2020). Assim, o virus mais encontrado entre as amostras foi
o ABPV com 10,8 %, enquanto BQCV e DWV se apresentaram com 5,1% cada
(Guimaraes- Cestaro et al., 2020). J& em nosso estudo, identificamos que a presenca do
virus BQCV ocorreu em individuos em estagio de desenvolvimento (larvas e pupas) e em
operarias adultas, enquanto o0 ABPV foi detectado apenas em operérias adultas e o CBPV
foi identificado em operaria adulta recém emergida. Além disso, em determinados
estudos as taxas de infeccdo viral de ABPV e BQCV sofreram alteracdo ao longo do
periodo estudado acontecendo uma espécie de ocorréncia sazonal sendo em alto nivel
para o virus DWV e baixo nivel para o virus CBPV (Guimaraes- Cestaro et al., 2020). A
presenca de virus e outros agentes patogénicos no grupo das abelhas sem ferrdo esta
diretamente associado ao compartilhamento e exploracdo de recursos alimentares com A.
mellifera (Guzman-Novoa et al., 2016). Dessa forma, mesmo com a presenca de
individuos assintomaticos dentro dos ninhos das abelhas sem ferréo a infeccéo viral acaba
sendo muitas vezes uma realidade para essas populagcdes que podem servir como
hospedeiras dos virus para a disseminagdo em colméias de A. mellifera (Alvarez et al.,
2018).

A nutricdo possui uma importante influéncia na saude e resposta imunologica das
colonias, por mais que isso ainda ndo seja tdo compreendido dentro das abelhas, uma
dieta com uma boa qualidade e diversidade proteica estd associada diretamente a

incidéncia e mortalidade por doencas infecciosas nas colénias (Cunningham-Rundles et
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al., 2005; Ponton et al., 2011; Tritschler et al., 2017). Assim, é crucial observarmos o
espectro polinico de uma determinada espécie para conhecermos a base da sua dieta
alimentar buscando relacionar com longevidade e resisténcia a infecgdes (Thomas
Rinderer e Kathleen Dell Elliott 1977; Jack et al., 2016; Brunner et al., 2014). Nesse
cenario, o sintoma dos favos de cria com celulas falhadas observado em coldnias de S.
aff. postica pode se dar tanto pela presenca das bactérias detectadas nesse estudo como
pela m& nutricdo dos enxames com uma dieta de baixa diversidade e qualidade. Em nossos
resultados, identificamos 13 tipos polinicos encontrados nas coldnias de S. aff. postica
distribuidos em 8 familias boténicas nas areas de plantios de acaizais na amazbnia
paraense, logo representando uma baixa diversidade polinica. Outra espécie do género,
Scaptotrigona fulvicutis, com colbnias localizadas na amazoénia central brasileira
(Manaus, AM) operarias forrageiras coletaram pdlen de 97 espécies diferentes
distribuidas 73 géneros e 36 familias representando um espectro polinico mais diverso
comparado ao que identificamos (Marques-Souza et al., 2006). Adicionalmente, ao
observar a frequéncia polinica das espécies Scaptotrigona nigrohirta e Scaptotrigona sp.
foram encontrados, respectivamente, 43 e 29 tipos polinicos que estavam sendo coletados
pelas espécies (Rezende et al., 2019). Assim, essa diferenca na riqueza de tipos polinicos
provavelmente se da pelo fato das coldnias em nosso estudo estarem localizadas em areas
de plantio possuindo uma alta oferta e disponibilidade de pdlen do acai, logo, em mais da
metade das colbnias a familia botanica mais abundante encontrada foi Arecaceae
pertencendo a espécie do acai (Euterpe oleracea). Identificamos ainda uma variacdo
média de 5 tipos polinicos por coldnia representando uma riqueza nao tdo expressiva na
diversidade da dieta proteica destas em comparacdo com outras espécies do género em
ninhos localizados em areas de mata silvestre como em S. nigrohirta e Scaptotrigona sp.
(Rezende et al., 2019).

Concluimos ao amplificar por PCR trechos de DNA com tamanhos esperados para
as bactérias M. plutonius e P. larvae juntamente com os virus ABPV e BQCV, que essas
bactérias e virus podem estar acometendo as coldnias de S. aff. postica. Dessa forma, a
presenca dos sinais clinicos de doenca de cria na espécie possivelmente se deu por conta
das infeccOes bacterianas, sugerindo a ameaca que estas popula¢ées manejadas sofrem
por patdgenos que historicamente ofereciam risco somente para A. mellifera. Por isso, é
necessario evitar a utilizacao de produtos apicolas (alimentacdo, materias de manejo) em
colbnias de abelhas sem ferrdo. Vale ressaltar que, a realizacdo do sequenciamento nas

amostras com sinais clinicos estd planejada para a confirmacdo. Além disso, ao
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investigarmos a dieta polinica das colonias manejadas foi possivel constatar a baixa
diversidade de fonte de proteinas que os individuos do ninho tém acesso para consumo
influenciando diretamente na sude e resisténcia a doencas das col6nias, isso tudo auxilia
no fornecimento de informacdes para o desenvolvimento de programas de resisténcia a

doencas e infeccdes dentro do grupo das abelhas sem ferr&o.

Agradecimentos

Agradecemos a parceria e colaboracdo a Embrapa Amazonia Oriental pelo fornecimento
de coldnias dos projetos no. 20.21.10.014.00.00 e no. 16.17.01.004.00.00. Aos
colaboradores Marta S., Lucas B., Jodo M., Elder S., Barbara L. pelo auxilio no manejo
das colbnias e coletas de campo. Ao Fabricio Farias pela elaboracdo do Mapa de
localizacdo de coletas. O presente trabalho foi realizado com apoio de bolsa da
Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) —
Caddigo de Financiamento 001. Com apoio financeiro da CAPES e FAPEMIG. As coletas
foram realizadas sob licenga SISGEN no. A9C5291.



71

REFERENCIAS

Al Toufailia H, Alves DA, Bento JMS, Marchini LC, Ratnieks FLW. Hygienic behaviour
in Brazilian stingless bees. Biol. Open [Internet]. 2016;5(11):1712-8. Available
from: http://dx.doi.org/10.1242/bi0.018549

Alger SA, Burnham PA, Brody AK. Flowers as viral hot spots: Honey bees (Apis
mellifera) unevenly deposit viruses across plant species. PLoS One [Internet].
2019;14(9):e0221800. Available from:
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0221800

Alvarez LJ, Reynaldi FJ, Ramello PJ, Garcia MLG, Sguazza GH, Abrahamovich AH, et
al. Detection of honey bee viruses in Argentinian stingless bees (Hymenoptera:
Apidae). Insectes Soc. [Internet]. 2018;65(1):191-7. Available from:
http://dx.doi.org/10.1007/s00040-017-0587-2

Arai R, Tominaga K, Wu M, Okura M, Ito K, Okamura N, et al. Diversity of
Melissococcus plutonius from honeybee larvae in japan and experimental
reproduction of European foulbrood with cultured atypical isolates. PLoS One
[Internet]. 2012;7(3):e33708. Available from:
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0033708

Bailey L. The epizootiology of European foulbrood of the larval honey bee, Apis
mellifera Linneaus. J. Insect. Pathol. 1960;2:67-83.

Barascou L, Sene D, Barraud A, Michez D, Lefebvre V, Medrzycki P, et al. Pollen
nutrition fosters honeybee tolerance to pesticides. R. Soc. Open Sci. [Internet].
2021;8(9):210818. Available from: http://dx.doi.org/10.1098/rs0s.210818

Benjeddou M, Leat N, Allsopp M, Davison S. Detection of acute bee paralysis virus and
black queen cell virus from honeybees by reverse transcriptase PCR. Appl.
Environ.  Microbiol. [Internet]. 2001;67(5):2384-7. Available from:
http://dx.doi.org/10.1128/aem.67.5.2384-2387.2001

Brunner FS, Schmid-Hempel P, Barribeau SM. Protein-poor diet reduces host-specific
immune gene expression in Bombus terrestris. Proc. Biol. Sci. [Internet].
2014;281(1786):20140128. Available from:
http://dx.doi.org/10.1098/rspb.2014.0128

Campbell AJ, Carvalheiro LG, Maués MM, Jaffé R, Giannini TC, Freitas MAB, et al.
Anthropogenic disturbance of tropical forests threatens pollination services to agai
palm in the Amazon river delta. J. Appl. Ecol. [Internet]. 2018;55(4):1725-36.
Available from: http://dx.doi.org/10.1111/1365-2664.13086

Campbell AJ, Silva FD da S e., Maués MM, Ledo KL, Carvalheiro LG, Moreira EF, et
al. Forest conservation maximises acai palm pollination services and yield in the


http://dx.doi.org/10.1242/bio.018549
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0221800
http://dx.doi.org/10.1007/s00040-017-0587-2
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0033708
http://dx.doi.org/10.1098/rsos.210818
http://dx.doi.org/10.1128/aem.67.5.2384-2387.2001
http://dx.doi.org/10.1098/rspb.2014.0128
http://dx.doi.org/10.1111/1365-2664.13086

72

Brazilian Amazon. J. Appl. Ecol. [Internet]. 2023;60(9):1964—76. Available from:
http://dx.doi.org/10.1111/1365-2664.14460

Castelli L, Branchiccela B, Garrido M, Invernizzi C, Porrini M, Romero H, et al. Impact
of nutritional stress on honeybee gut Microbiota, immunity, and Nosema ceranae
infection. Microb. Ecol. [Internet]. 2020;80(4):908-19. Available from:
http://dx.doi.org/10.1007/s00248-020-01538-1

Cristina Dias A, Tais Ferreira J, Weinstein Teixeira E, Pedro Lourenco A. Honey bee
viruses in solitary bees in South America: simultaneous detection and prevalence.
J. Apic. Res. [Internet]. 2023;1-6. Available from:
http://dx.doi.org/10.1080/00218839.2023.2190066

Cunningham-Rundles S, McNeeley DF, Moon A. Mechanisms of nutrient modulation of
the immune response. J. Allergy Clin. Immunol. [Internet]. 2005;115(6):1119-28.
Available from: http://dx.doi.org/10.1016/].jaci.2005.04.036

Deutsch KR, Graham JR, Boncristiani HF, Bustamante T, Mortensen AN, Schmehl DR,
et al. Widespread distribution of honey bee-associated pathogens in native bees
and wasps: Trends in pathogen prevalence and co-occurrence. J. Invertebr. Pathol.
[Internet]. 2023;200(107973):107973. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/}.jip.2023.107973

Di Pasquale G, Salignon M, Le Conte Y, Belzunces LP, Decourtye A, Kretzschmar A, et
al. Influence of pollen nutrition on honey bee health: Do pollen quality and
diversity matter? PLoS One [Internet]. 2013;8(8):e72016. Available from:
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0072016

Ebeling J, Knispel H, Hertlein G, Funfhaus A, Genersch E. Biology of Paenibacillus
larvae, a deadly pathogen of honey bee larvae. Appl. Microbiol. Biotechnol.
[Internet]. 2016;100(17):7387-95. Available from:
http://dx.doi.org/10.1007/s00253-016-7716-0

Evans JD. Beepath: An ordered quantitative-PCR array for exploring honey bee immunity
and disease. J. Invertebr. Pathol. [Internet]. 2006;93(2):135-9. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.jip.2006.04.004

Erdtman, G. (1960). Pollen walls and angiosperm phylo-geny. Botaniska Notiser, 113,
41-45.

Facchini E, Bijma P, Pagnacco G, Rizzi R, Brascamp EW. Hygienic behaviour in
honeybees: a comparison of two recording methods and estimation of genetic
parameters. Apidologie (Celle) [Internet]. 2019;50(2):163—72. Available from:
http://dx.doi.org/10.1007/s13592-018-0627-6

Forsgren E. European foulbrood in honey bees. J. Invertebr. Pathol. [Internet].
2010;103:S5-9. Available from: http://dx.doi.org/10.1016/j.jip.2009.06.016

Freiberg M, De Jong D, Message D, Cox-Foster D. First report of sacbrood virus in honey
bee (Apis mellifera) colonies in Brazil. Genet. Mol. Res. [Internet].


http://dx.doi.org/10.1111/1365-2664.14460
http://dx.doi.org/10.1007/s00248-020-01538-1
http://dx.doi.org/10.1080/00218839.2023.2190066
http://dx.doi.org/10.1016/j.jaci.2005.04.036
http://dx.doi.org/10.1016/j.jip.2023.107973
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0072016
http://dx.doi.org/10.1007/s00253-016-7716-0
http://dx.doi.org/10.1016/j.jip.2006.04.004
http://dx.doi.org/10.1007/s13592-018-0627-6
http://dx.doi.org/10.1016/j.jip.2009.06.016

73

2012;11(3):3310-4. Available from:
http://dx.doi.org/10.4238/2012.September.12.14

Frias BED, Barbosa CD, Lourengo AP. Pollen nutrition in honey bees (Apis mellifera):
impact on adult health. Apidologie (Celle) [Internet]. 2016;47(1):15-25.
Available from: http://dx.doi.org/10.1007/s13592-015-0373-y

Giannini TC, Boff S, Cordeiro GD, Cartolano EA Jr, Veiga AK, Imperatriz-Fonseca VL,
et al. Crop pollinators in Brazil: a review of reported interactions. Apidologie
(Celle) [Internet]. 2015;46(2):209-23. Available from:
http://dx.doi.org/10.1007/s13592-014-0316-z

Gruter C. Stingless bees: Their behaviour, ecology and evolution. 1st ed. Cham,
Switzerland: Springer Nature; 2020.

Guimardes-Cestaro L, Martins MF, Martinez LC, Alves MLTMF, Guidugli-Lazzarini
KR, Nocelli RCF, et al. Occurrence of virus, microsporidia, and pesticide residues
in three species of stingless bees (Apidae: Meliponini) in the field. Sci. Nat.
[Internet]. 2020;107(3). Available from: http://dx.doi.org/10.1007/s00114-020-
1670-5

Heard TA. The role of stingless bees in crop pollination. Annu. Rev. Entomol. [Internet].
1999;44(1):183-206. Available from:
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.ent0.44.1.183

Huang Z. Pollen nutrition affects honey bee stress resistance. Terr. Arthropod Rev.
[Internet]. 2012;5(2):175-89. Available from:
http://dx.doi.org/10.1163/187498312x639568

Jack CJ, Uppala SS, Lucas HM, Sagili RR. Effects of pollen dilution on infection of
Nosema ceranae in honey bees. J. Insect Physiol. [Internet]. 2016;87:12-9.
Available from: http://dx.doi.org/10.1016/j.jinsphys.2016.01.004

Jaffé R, Pope N, Carvalho AT, Maia UM, Blochtein B, de Carvalho CAL, et al. Bees for
development: Brazilian survey reveals how to optimize stingless beekeeping.
PLoS One [Internet]. 2015;10(3):e0121157. Available from:
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0121157

da Luz CFP, Fidalgo A de O, Silva SAY, Rodrigues S dos S, Nocelli RCF. Comparative
floral preferences in nectar and pollen foraging by Scaptotrigona postica
(Latreille 1807) in two different biomes in Sdo Paulo (Brazil). Grana [Internet].
2019;58(3):200-26. Available from:
http://dx.doi.org/10.1080/00173134.2019.1579257

Marques-Souza AC, Absy ML, Kerr WE. Pollen harvest features of the Central
Amazonian bee Scaptotrigona fulvicutis Moure 1964 (Apidae: Meliponinage), in
Brazil. Acta Bot. Brasilica [Internet]. 2007;21(1):11-20. Awvailable from:
http://dx.doi.org/10.1590/s0102-33062007000100002

Matovi¢ K, Zarkovié A, Debeljak Z, Vidanovi¢ D, Vaskovi¢c N, TeSovi¢ B, et al.
American foulbrood—old and always new challenge. Vet. Sci. [Internet].
2023;10(3):180. Available from: http://dx.doi.org/10.3390/vetsci10030180



http://dx.doi.org/10.4238/2012.September.12.14
http://dx.doi.org/10.1007/s13592-015-0373-y
http://dx.doi.org/10.1007/s13592-014-0316-z
http://dx.doi.org/10.1007/s00114-020-1670-5
http://dx.doi.org/10.1007/s00114-020-1670-5
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.ento.44.1.183
http://dx.doi.org/10.1163/187498312x639568
http://dx.doi.org/10.1016/j.jinsphys.2016.01.004
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0121157
http://dx.doi.org/10.1080/00173134.2019.1579257
http://dx.doi.org/10.1590/s0102-33062007000100002
http://dx.doi.org/10.3390/vetsci10030180

74

McMenamin AJ, Flenniken ML. Recently identified bee viruses and their impact on bee
pollinators. Curr. Opin. Insect Sci. [Internet]. 2018;26:120-9. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.c0is.2018.02.009

Michener CD, Michener MH. American social insects: A book about bees, ants, wasps,
and termites. Literary Licensing; 2013.

de Miranda JR, Cordoni G, Budge G. The Acute bee paralysis virus—Kashmir bee virus—
Israeli acute paralysis virus complex. J. Invertebr. Pathol. [Internet].
2010;103:S30-47. Available from: http://dx.doi.org/10.1016/].jip.2009.06.014

Morfin N, Gashout HA, Macias-Macias JO, De la Mora A, Tapia-Rivera JC, Tapia-
Gonzalez JM, et al. Detection, replication and quantification of deformed wing
virus-A, deformed wing virus-B, and black queen cell virus in the endemic
stingless bee, Melipona colimana, from Jalisco, Mexico. Int. J. Trop. Insect Sci.
[Internet]. 2021;41(2):1285-92. Available from:
http://dx.doi.org/10.1007/s42690-020-00320-7

Nakai Y, Ishihara M, Arai R, Takamatsu D. A scientific note on improved isolation
methods for Melissococcus plutonius from diseased Apis mellifera larvae.
Apidologie  (Celle) [Internet]. 2018;49(4):459-61. Available  from:
http://dx.doi.org/10.1007/s13592-018-0572-4

OIE, 2019a. Infection of honey bees with Melissococcus plutonius (European foulbrood),
in:  Terrestrial Animal Health Code (2019). OIE, Paris, pp. 1-4.
https://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahc/current/chapitre
_melissococcus_ plutonius.pdf.

de Paula Freitas FC, Lourenco AP, Nunes FMF, Paschoal AR, Abreu FCP, Barbin FO, et
al. The nuclear and mitochondrial genomes of Frieseomelitta varia — a highly
eusocial stingless bee (Meliponini) with a permanently sterile worker caste. BMC
Genomics [Internet]. 2020;21(1). Available from:
http://dx.doi.org/10.1186/s12864-020-06784-8

Pires CSS, Pereira F de M, Lopes MT do R, Nocelli RCF, Malaspina O, Pettis JS, et al.
Enfraquecimento e perda de colénias de abelhas no Brasil: ha casos de CCD?
Pesqui. Agropecu. Bras. [Internet]. 2016;51(5):422-42. Available from:
http://dx.doi.org/10.1590/s0100-204x2016000500003

Ponton F, Wilson K, Cotter SC, Raubenheimer D, Simpson SJ. Nutritional immunology:
A multi-dimensional approach. PLoS Pathog. [Internet]. 2011;7(12):e1002223.
Available from: http://dx.doi.org/10.1371/journal.ppat.1002223

Potts SG, Imperatriz-Fonseca V, Ngo HT, Aizen MA, Biesmeijer JC, Breeze TD, et al.
Safeguarding pollinators and their values to human well-being. Nature [Internet].
2016;540(7632):220-9. Available from: http://dx.doi.org/10.1038/nature20588

Purkiss T, Lach L. Pathogen spillover from Apis mellifera to a stingless bee. Proc. Biol.
Sci. [Internet]. 2019;286(1908):20191071. Available from:
http://dx.doi.org/10.1098/rspb.2019.1071



http://dx.doi.org/10.1016/j.cois.2018.02.009
http://dx.doi.org/10.1016/j.jip.2009.06.014
http://dx.doi.org/10.1007/s42690-020-00320-7
http://dx.doi.org/10.1007/s13592-018-0572-4
http://dx.doi.org/10.1186/s12864-020-06784-8
http://dx.doi.org/10.1590/s0100-204x2016000500003
http://dx.doi.org/10.1371/journal.ppat.1002223
http://dx.doi.org/10.1038/nature20588
http://dx.doi.org/10.1098/rspb.2019.1071

75

Rezende ACC, Absy ML, Ferreira MG, Marinho HA, Santos O dos A. Pollen of honey
from Melipona seminigra merrillae Cockerell, 1919, Scaptotrigona nigrohirta
Moure, 1968 and Scaptotrigona sp. Moure, 1942 (Apidae: Meliponini) reared in
Sataré Mawe indigenous communities, Amazon, Brazil. Palynology [Internet].
2019;43(2):255-67. Available from:
http://dx.doi.org/10.1080/01916122.2018.1458664

Rinderer TE, Dell Elliott K. Worker honey bee response to infection with Nosema apis:
Influence of Diet123. J. Econ. Entomol. [Internet]. 1977;70(4):431-3. Available
from: http://dx.doi.org/10.1093/jee/70.4.431

Shanks JL, Haigh AM, Riegler M, Spooner-Hart RN. First confirmed report of a bacterial
brood disease in stingless bees. J. Invertebr. Pathol. [Internet]. 2017;144:7-10.
Available from: http://dx.doi.org/10.1016/j.jip.2017.01.004

de Souza FS, Kevill JL, Correia-Oliveira ME, de Carvalho CAL, Martin SJ. Occurrence
of deformed wing virus variants in the stingless bee Melipona subnitida and honey
bee Apis mellifera populations in Brazil. J. Gen. Virol. [Internet].
2019;100(2):289-94. Available from: http://dx.doi.org/10.1099/jgv.0.001206

Tapia-Gonzélez JM, Morfin N, Macias-Macias JO, De la Mora A, Tapia-Rivera JC, Ayala
R, et al. Evidence of presence and replication of honey bee viruses among wild
bee pollinators in subtropical environments. J. Invertebr. Pathol. [Internet].
2019;168(107256):107256. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/}.jip.2019.107256

Teixeira EW, Chen Y, Message D, Pettis J, Evans JD. Virus infections in Brazilian honey
bees. J. Invertebr. Pathol. [Internet]. 2008;99(1):117-9. Awvailable from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.jip.2008.03.014

Teixeira EW, Ferreira EA, Luz CFP da, Martins MF, Ramos TA, Lourenco AP. European
Foulbrood in stingless bees (Apidae: Meliponini) in Brazil: Old disease, renewed
threat. J. Invertebr. Pathol. [Internet]. 2020;172(107357):107357. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.jip.2020.107357

Toledo-Hernadndez E, Pefia-Chora G, Hernandez-Veldzquez VM, Lormendez CC,
Toribio-Jiménez J, Romero-Ramirez Y, et al. The stingless bees (Hymenoptera:
Apidae: Meliponini): a review of the current threats to their survival. Apidologie
(Celle) [Internet]. 2022;53(1). Available from: http://dx.doi.org/10.1007/s13592-
022-00913-w

Tritschler M, Vollmann JJ, Yariez O, Chejanovsky N, Crailsheim K, Neumann P. Protein
nutrition governs within-host race of honey bee pathogens. Sci. Rep. [Internet].
2017;7(1). Available from: http://dx.doi.org/10.1038/s41598-017-15358-w

Ueira-Vieira C, Almeida LO, de Almeida FC, Amaral IMR, Brandeburgo MAM, Bonetti
AM. Scientific note on the first molecular detection of the acute bee paralysis
virus in Brazilian stingless bees. Apidologie (Celle) [Internet]. 2015;46(5):628—
30. Available from: http://dx.doi.org/10.1007/s13592-015-0353-2

White GF. Sacbrood, a disease of bees. Washington: Govt. print. off; 1913.


http://dx.doi.org/10.1080/01916122.2018.1458664
http://dx.doi.org/10.1093/jee/70.4.431
http://dx.doi.org/10.1016/j.jip.2017.01.004
http://dx.doi.org/10.1099/jgv.0.001206
http://dx.doi.org/10.1016/j.jip.2019.107256
http://dx.doi.org/10.1016/j.jip.2008.03.014
http://dx.doi.org/10.1016/j.jip.2020.107357
http://dx.doi.org/10.1007/s13592-022-00913-w
http://dx.doi.org/10.1007/s13592-022-00913-w
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-017-15358-w
http://dx.doi.org/10.1007/s13592-015-0353-2

76

Yafiez O, Piot N, Dalmon A, de Miranda JR, Chantawannakul P, Panziera D, et al. Bee
viruses: Routes of infection in Hymenoptera. Front. Microbiol. [Internet].
2020;11. Available from: http://dx.doi.org/10.3389/fmich.2020.00943

Yue D, Nordhoff M, Wieler LH, Genersch E. Fluorescence in situ hybridization (FISH)
analysis of the interactions between honeybee larvae and Paenibacillus larvae,
the causative agent of American foulbrood of honeybees (Apis mellifera): FISH
analysis of AFB pathogenesis. Environ. Microbiol. [Internet]. 2008;10(6):1612—
20. Available from: http://dx.doi.org/10.1111/j.1462-2920.2008.01579.x



http://dx.doi.org/10.3389/fmicb.2020.00943
http://dx.doi.org/10.1111/j.1462-2920.2008.01579.x

77

MATERIAL SUPLEMENTAR
Local 1AG Data de 1D AP
coleta SD PP RP (%)
Tomé - agl 1 23.02.202 ST13 (TA) Sim Né&o 83.67 5
2
Barcarena 2 16.02.202 18 Sim Néao 39.18 17
2 (Barcarena)
Santa 3 01.03.202 17 Sim P. 5.50 27
Bérbara do 2 (Fernando) larvae
Para
Tomé - agl 4 24.02.202 ST59 (TA) Sim Nao 78.84 9
2
Barcarena 5 16.02.202 16 Sim M. 37.85 16
2 (Barcarena) Pluton
ius
Acara 6 07.10.202 29 (Paulo) Sim Néao 44.16 19
1
Belém 7 17.02.202 05 Sim N&o 0.46 22
2 (Embrapa)
Belém 8 17.02.202 01 Sim Néo 16.59 20
2 (Embrapa)
Tomé - agl 9 23.02.202 ST29 (TA) Né&o Néao Né&o Néo
2
Santa 1 01.03.202 20 Sim Néo 94.97 28
Barbara do 0 2 (Fernando)
Paré
Santa 1 01.03.202 16 Sim Néo 37.85 26
Bérbara do 1 2 (Fernando)
Para
Tomé - agli 1 23.02.202 ST8 (TA) Sim N&o 51.90 4
2 2
Tomé - agl 1 23.02.202 ST7 (TA) Sim Néo 97.58 3
3 2
Tomé - agli 1 23.02.202 ST52 (TA) Sim N&o 15.31 7
4 2
Acara 1 07.10.202 28 (Paulo) Sim Nao 3.88 18
5 1
Tomé — acl 1 23.02.202 ST14 (TA) Sim Néao Né&o Néo
6 2




Tomé - agll

Tomé - acd

Barcarena

Embrapa

Embrapa

Embrapa

Embrapa

Embrapa

Embrapa

Embrapa

Embrapa

Tomé - agl

Tomé

~ag

Tomé - agl

Tomé - agl

Tomé - agl

Tomé - agl

Barcarena

Barcarena

Barcarena

19

20

21

22

23

24

25

26

27

23.02.202
2

23.02.202
2

16.02.2022

03.03.2023

03.03.2023

03.03.2023

03.03.2023

03.03.2023

03.03.2023

03.03.2023

03.03.2023

23.02.2022

23.02.2022

23.02.2022

24.02.2022

23.02.2022

16.02.2022

16.02.2022

16.02.2022

ST21 (TA)

STe-FA)

10
(Barcarena

)
C1(AL)

C1(A2)

C1(LM1)

CI(LS1)

S23(A1)

S23(A2)

S23(LM1)

S23(LS1)

STL (TA)

SFATFA)

ST25 (TA)

ST53 (TA)

ST56 (TA)

ST1 (TA)

10.1

(Barcarena)

10.2
(Barcarena)

14
(Barcarena)

Sim

Nao

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Néo

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Néo

Néo

P. larvae

Néo

P. larvae

Néo

P. larvae

Né&o

Néo

Néo

Néo

Néo

94.68

Néo

Néo

61.96

91.91

77.70

0.15

0.42

61.13

91.49

11

10

12

13

14

15
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Belém

Ananindeu
a -

Ananindeu
a

Santa
I1zabel do -
Para

17.02.2022

14.02.2022

14.02.2022

28.02.2022

04
(Embrapa)

08
(Rubens)

09
(Rubens)

Gl

Néo

Sim

Sim

Néao 54.56
Nao 2.01
Nao 0.46
Nao 93.95

21

23

24

25
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Nota: IAG — Identificagdo amostra géis; SD —Sinais clinicos de Doencas; PP — Presenca de patgenos; RP
(%) — Riqueza; AP- Amostras de polen ( Figura 7).

Tabela S2- Amostras de larvas (L), pupas (Pw, Pp e Pb) e adultos (NE e NEDW) de

Scaptotrigona aff. postica utilizadas para analise de detec¢édo de virus.

e Sinto
Identificaca
. Data de ma de
Localidade 0 amostra ID
- coleta doeng
géis
a
Embrapa cl 03.03.2023 C1(L1) Sim
Embrapa c2 03.03.2023 C1 (PW1) Sim
Embrapa c3 03.03.2023 S23 (Pp1) Sim
Embrapa c4 03.03.2023 S23 (Pbl) Sim
Embrapa c5 03.03.2023 C1 (NE1) Sim
Embrapa c6 03.03.2023 C1 (NE2) Sim
03.03.2023 S23 :
Embrapa c7 (NE1) Sim
03.03.2023 S23 :
Embrapa c8 (NE2) Sim
03.03.2023 C1
Embrapa c9 (NEDW1 Sim
+2)
03.03.2023 S23 .
Embrapa cl0 (NEDW1) Sim
Embrapa c11 03.03.2023 S23 sim

(NEDW2)
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Os arquivos em videos (MP4) estdo disponiveis mediante solicitacao aos autores..

Video 01 - Operéarias de Scaptotrigona aff. postica realizando o comportamento

higiénico na cria sacrificada.

Video 02- Operaria de S. aff. postica carregando por alguns minutos uma larva

sacrificada e deixando-a sobre o disco de cria proximo a area de tratamento.

Video 03- Duas operarias de S. aff. postica envolvidas no processo de remocao de

pupa sacrificada carregando-a para fora do disco de cria.



