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COMPORTAMENTO HIGIENICO EM MELIPONA: COMPOSTOS VOLATEIS,
RESPOSTA ELETROANTENOGRAFICA E SENSILAS OLFATIVAS

Autora: Jossimara Neiva de Jesus

Orientadora: Profa. Dra. Candida Maria Lima Aguiar

Resumo: O comportamento higiénico (CH) das abelhas trata da capacidade de
deteccdo e remocéao de crias mortas, doentes ou parasitadas pelas abelhas adultas,
e aumenta os indices de sanidade das coldnias. Esse estudo apresentou (i) o estudo
de caso do comportamento higiénico em Melipona scutellaris e Melipona
quadrifasciata anthidioides; (ii) investigou a composi¢cdo quimica dos compostos
volateis emanados das fases larval e pupal mortas por meio de diferentes técnicas;
(iii) analisou a resposta eletroantenografica das abelhas adultas frente aos compostos
emanados de larvas mortas de Melipona quadrifasciata anthidioides; (iv) verificou o
padrdo das sensilas olfativas de operarias removedoras e ndo removedoras de crias
mortas. Os resultados desse estudo indicam que existe diferenca no perfil quimico em
razdo da técnica de inducao da morte utilizada para avaliar o CH das colénias, bem
como do estagio de desenvolvimento da cria. A resposta eletroantenografica das
antenas das abelhas, indica maior nimero de repeti¢cdes para um composto no extrato
natural, que foi sugerido por CG-EM como 1-hexanol. O estudo das sensilas olfativas
indicou as sensilas tricoides do tipo 1 e tipo 4, além da sensila placodea como as mais
abundantes em antenas de M. g. anthidioides. Especificamente para o0 comportamento
higiénico, os resultados mostram que ndo é a quantidade ou tamanho das sensilas
qgue reflete a capacidade olfativa das abelhas em higiénicas. Os resultados dessa
pesquisa poderdo contribuir para melhor compreensédo do comportamento higiénico e
suas interacfes em abelhas sem ferrdo, mais especificamente do género Melipona,
uma vez que ainda séo insuficientes os estudos em abelhas desse género. Além
disso, essas informacdes poderdo auxiliar no desenvolvimento de estratégias de
manejo que possam prevenir futuras perdas de colénias de abelhas sem ferrdo
associadas a sanidade.

Palavras-chave: Melipona quadrifasciata anthidioides; Melipona scutellaris; Coldnias

higiénicas; Sanidade; Semioquimicos



HYGIENIC BEHAVIOR IN MELIPONA: VOLATILE COMPOUNDS,
ELECTROANTENOGRAPHIC RESPONSE AND OLFACTIVE SENSILES

Author: Jossimara Neiva de Jesus
Adviser: Prof2 Dr2 Candida Maria Lima Aguiar

Abstract: The hygienic behavior of bees is related to the ability to detect and remove
dead, sick, or parasitized broods by adult bees, increasing the health rates of colonies.
This study (i) presented the case study of hygienic behavior in Melipona
scutellaris and Melipona quadrifasciata anthidioides; (ii) investigated the chemical
composition of volatile compounds emanating from the larval and pupal stages killed
by different techniques; (iii) analyzed the electroantenographic response of adult bees
to compounds emanating from dead larvae of Melipona quadrifasciata anthidioides;
(iv) verified the pattern of olfactory sensilla of hygienic and non-hygienic dead brood
removal. The results indicate differences in the chemical profile due to the death
induction technigue used to assess the hygienic behavior and the developmental stage
of the offspring. The electroantenographic response of bee antennae indicates a higher
number of repetitions for a compound in the natural extract, which was suggested as
1-hexanol by GC-MS. The study of olfactory sensilla demonstrates type 1 and type 4
trichoid sensilla, along with the placodean sensilla, as the most abundant in M. q.
anthidioids. Specifically for hygienic behavior, the results indicate that it is not the
number or size of sensilla that reflects the olfactory capacity of hygienic bees. The
results may contribute to a better understanding of hygienic behavior and their
interactions in stingless bees, specifically genus Melipona, since studies on bees of
this genus are still insufficient. In addition, this information may help the development
of management strategies that can prevent future losses of stingless bees colonies

associated with sanity.

Keywords: Melipona quadrifasciata anthidioides; Melipona scutellaris; Hygienic

colonies; Sanity; Semiochemicals



1. REFERENCIAL TEORICO

As abelhas despertam curiosidades e inspiram pesquisas em todo o
mundo devido a sua organizacdo, comportamento, qualidade dos produtos e
principalmente pelo valioso servi¢o de polinizag&do que realizam em praticamente
todos os biomas, sendo consideradas fundamentais para manutencdo da
biodiversidade global (CHAMBO, 2016). A maioria das plantas com flores
depende da polinizacéo, principalmente realizada por abelhas (OLLERTON;
WINFREE; TARRANT, 2011). Além disso, estima-se que as abelhas sejam
responsaveis pela polinizagdo de 75% dos alimentos cultivados no mundo
(POTTS et al., 2016), enquanto no Brasil esse numero chega a cerca de 89%
(GIANNINI et al., 2015).

Em todo o mundo séo reconhecidas, aproximadamente, 20 mil espécies
de abelhas (MICHENER, 2007). No Brasil foram identificadas cerca de 1.600
espécies, mas estima-se que esse numero ultrapasse trés mil espécies (PEDRO,
2014; SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002). O grupo das abelhas sem ferrdo tem
distribuicdo mais restrita as regides tropicais e subtropicais, mas com expressiva
diversidade nas regifes neotropicais, com 400 espécies descritas (CAMARGO;
PEDRO, 2013).

No Brasil, sdo catalogadas 244 espécies de abelhas sem ferréo,
pertencentes a 27 géneros (PEDRO, 2014), dentre eles, o género Melipona tem
0 maior numero de espécies, sua ocorréncia abrange a América do Sul até a
América Central e México (CAMARGO; PEDRO, 2013; MICHENER, 2007) e vem
se destacando com espécies de interesse econémico (VENTURIERI et al.,
2012), dentre elas a Melipona quadrifasciata Lepeletier e Melipona scutellaris
1836, tradicionalmente conhecidas como “mandacgaia” e “urucu’,
respectivamente (BRITO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2015).

1.1 Melipona quadrifasciata anthidioides e Melipona scutellaris

A espécie Melipona quadrifasciata Lepeletier foi dividida em duas

subespécies: Melipona quadrifasciata anthidioides e Melipona quadrifasciata



quadrifasciata, separadas devido a presenca de trés a cinco listras metasomais
amarelas continuas do 2° ao 5° segmento em operarias e machos de M. Q.
quadrifasciata, que séo interrompidas em M. g. anthidioides (SCHWARZ, 1948).

A distribuicdo das subespécies ocorre em areas geograficas bastante
distintas sendo a M. g. quadrifasciata encontrada em Misiones na Argentina e
sudeste do Paraguai. No Brasil ocorre desde o Rio Grande do Sul ao sul do
Estado de Sdo Paulo. A M. g. anthidioides € encontrada em regides com
temperaturas mais elevadas, desde o nordeste do Estado de S&o Paulo para o
norte da Bahia até a por¢céo oeste de Minas Gerais e a regido central do estado
de Goias (BATALHA-FILHO et al., 2009). Segundo esses autores, a distribuicdo
de M. g. anthidioides esta associada a areas de maior altitude ao longo dos
estados de Minas Gerais, Espirito Santo e Bahia. No Estado da Bahia,
principalmente na regido semiarida é marcante a presenca de M. g. anthidioides
devido ao clima e flora local (NUNES et al., 2008).

A distribuicdo dessas subespécies em territério brasileiro foi mais ampla,
sendo relatada a ocorréncia de M. g. quadrifasciata em Pernambuco e Paraiba,
bem como de M g. anthidioides nos estados de Alagoas e Sergipe (CAMARGO;
PEDRO, 2013; MOURE; KERR, 1950). Isso pode estar relacionado com as
alteracbes ambientais e também por fatores climaticos, como observado por
Teixeira et al. (2018) que, modelando um cenario com aumento de 5 a 6 °C na
temperatura global, concluiram que M. g. anthidioides tera maior potencial para
adaptacdes, enquanto M. g. quadrifasciata sofrerd uma reducéo de habitats em
quase todas as areas atuais de distribuicdo. Entretanto, no estudo néo foi
prevista a influéncia das alteracbes antropicas como a degradacdo e
fragmentacdo do habitat, uso de pesticidas em culturas agricolas e as praticas
predatérias em abelhas sem ferrdo, ainda realizadas em muitas regides do Brasil
(OLIVEIRA et al.,, 2012; RAFFERTY, 2017; ROUBIK, 2018). Melipona q.
anthidioides utiliza ocos preexistentes em arvores, cupinzeiros e cavidades no
solo para nidificacdo, o que a torna vulneravel as modificacdes do ambiente.

A populacao de M. g. anthidioides varia de 300 a 400 abelhas por col6nia
(LINDAUER; KERR, 1960), no entanto em periodos de escassez de alimento

sua populacéo pode ser reduzida a alguns poucos individuos em torno da rainha.



A Melipona scutellaris, possui distribuicdo na faixa litoranea do estado do
Rio Grande do Norte até o estado da Bahia. Nos estados de Pernambuco e
Bahia, essa espécie também é encontrada nas areas mais Umidas do interior
(ALVES et al., 2012). A M. scutellaris € considerada de grande importancia
ambiental e econbmica na sua area de ocorréncia, devido ao seu potencial
produtivo, qualidadedosprodutos e pela polinizagcdo das culturas de interesse
agricola e areas de vegetacao nativa (ALVES et al., 2019).

As coldnias de abelhas do género Melipona séo formadas por quatro tipos
de individuos: rainha fisiogastrica, rainha virgem ou “princesa”, operarias e
zangdes, que diferem por fatores genéticos e alimentares (AIDAR, 2010), e
emergem de células idénticas, inclusive a rainha. As atividades executadas por
esses individuos estdo relacionadas principalmente a casta e idade: aos
zangOes compete a funcdo de acasalar, ndo possuem estruturas morfolégicas
para a coleta de recursos florais (AIDAR, 2010).

A rainha é responsavel pela postura de ovos, controle social e reprodutivo
das operarias por meio de feroménios (VAN OYSTAEYEN, 2014). Cerca de 10%
das fémeas da colbnia tém potencial genético para tornar-se rainha, sdo as
princesas (KARCHER et al., 2013; KERR, 1950), que, apesar de emergirem
morfologicamente aptas ao acasalamento, ndo séo atrativas para os zangoes,
isso depende da idade e da interacdo social durante a vida adulta (VEIGA,
MENEZES; CONTRERA, 2017).

As operéarias sdo responsaveis pela forca de trabalho da colbénia e
transitam em diferentes fun¢des de acordo com a idade (AIDAR, 2010), sendo
as abelhas mais novas responsaveis pela nutricdo das abelhas recém-
emergidas, a seguir, cuidam da limpeza, arquitetura do ninho e manipulagcao de
alimentos, guarda, e a ultima atividade realizada € o forrageamento para coleta
de recursos tréficos e manutengcdo do ninho, embora haja plasticidade na
execucdo das tarefas em decorréncia das necessidades da colbnia
(NOGUEIRA-NETO, 1997).



1.2 Meliponicultura

A atividade que se destina a criagdo racional das abelhas sem ferrdo é
denominada Meliponicultura. No Brasil, essa atividade € desenvolvida em todo
o territério, com foco para comercializacéo de produtos, pesquisa e conservacao
das espécies. Dentre as espécies mais exploradas, merecem destaque a M. q.
anthidioides e M. scutellaris, importantes tanto para a meliponicultura quanto
para a manutencdo da biodiversidade nas regides onde tem ocorréncia natural
e ou sdo criadas (ALVES et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2015).

Apesar de importante, o crescimento da Meliponicultura e a proximidade
de colonias manejadas de Apis mellifera aumentam os riscos de transmissao de
patégenos (FURST et al., 2014; VENTURIERI et al., 2012). Os aspectos
sanitarios em abelhas sem ferrdo sado pouco estudados, possivelmente devido
aos baixos niveis de doenca observados, o que de acordo com Al Toufailia et al.
(2016), nao significa que ndo ocorram enfermidades nessas abelhas. Embora
ocasionais, € possivel identificar alteracdes nas colbnias, falhas nos discos de
cria, células deformadas e abelhas mortas na frente da caixa, sintomas que
podem ser atribuidos aos pesticidas (SARTO et al., 2014), mas também podem

indicar danos causados por agentes patogénicos.

1. 3 Defesa das colbnias

Assim como observado para outras abelhas sociais, as abelhas sem
ferrdo dispdem de mecanismos de defesa para proteger suas col6nias, tais como
fisiol6gicos, anatdomicos (LEONHARDT, 2017, SCHORKOPF et al., 2009),
producdo de antibidticos (GRECO et al., 2010), além de estratégias
comportamentais como o comportamento higiénico (CH) (JESUS et al., 2017),
considerado de grande importancia para manutencdo dos niveis de sanidade
das colénias (BIGIO; SCHURCH; RATNIEKS, 2013). Por meio do
comportamento higiénico, as abelhas operéarias identificam crias mortas ou
doentes no interior das células e procedem sua remoc¢do antes da proliferacédo
do agente patogénico (SPIVAK; REUTER, 2001; WILSON RICH et al., 2009).



Devido a importancia dessa caracteristica, desde 1994, pesquisadores da
Universidade de Minnesota, nos Estados Unidos da América (EUA) produzem
matrizes de Apis mellifera com linhagem higiénica que s&o distribuidas entre os
apicultores, visando melhoria da sanidade das colbnias, reducdo da aplicacdo
de acaricidas e fungicidas no combate as pragas e doencas, bem como aumento
da frequéncia de genes relacionados ao CH no ambiente (SPIVAK E REUTER,
2008), uma vez que a ocorréncia natural de colénias com alto grau de higiene é
baixa (AL TOUFAILIA et al., 2018).

Para identificar as colénias com alta sensibilidade para a remocéao de crias
mortas, doentes ou parasitadas, foram desenvolvidos diversos métodos que tém
sido relatados desde a década de 1960. O ponto em comum entre os métodos é
a obtencdo de crias mortas e a quantificagcdo de remocao pelas abelhas da
colénia. Diferem quanto a natureza do material (biolégico ou ndo) utilizado para
obtencdo de crias mortas, o rigor e o propésito da avaliacdo. Em sintese, 0s
bioensaios sdo divididos em quatro métodos (Quadro 1), revisados por Leclercq
et al. (2018).

Tabela 1. Principais métodos para identificar colénias higiénicas em Apis
mellifera

Idade Recomendacgéo

. . Referénci
dacria de higiene eterencia

Método Tratamento

Paenibacillus Larva N3o informado THOMPSON (1964)

N larvae
Inoculacao
Ascosphaera Larva  NA&o informado GILLIAM et al.
apis (1983)
BOECKING;
Infestagéo varroa Larva  N&o informado DRES?HER (1992);
destructor SCHONING et al.
(2012)
NEWTON;
OSTASIEWISKI
Perfuracdo Alfinete Larva >80% em 24 (1986);
entomoldgico Pupa horas GRAMACHO;
GONCALVES
(1994)
NEWTON et al.
Congelamento Freezer Larva >95% em 48 (1975); TABER
(-20°C) Pupa horas ’

(1982)




Nitrogénio SPIVAK; DOWNEY
> 0,
liquido ;i“’: 95h/grzr: 24 (1998): SPIVAK:
(-195°C) P REUTER (1998a).

Para todos os métodos, recomenda-se a repeticdo do teste por no minimo
duas vezes, nas quais as colonias devem apresentar 0 mesmo resultado e
consideradas higiénicas ou ndo higiénicas. Essa recomendacdo deve-se a
variacdo do desempenho de remocdo em funcdo de variaveis climaticas,
ambientais e da populacdo da col6nia (BIGIO; SCHURCH; RATNIEKS, 2013).

Apesar de existirem discussdes acerca de qual método € mais eficiente,
o método de perfuracéo e congelamento sdo 0os mais utilizados por criadores e
pesquisadores para selecdo de colbnias resistentes as pragas e patdgenos. O
meétodo de perfuracdo de cria consiste em perfurar as abelhas na idade de pupa
dentro dos alvéolos por meio de um alfinete entomolégico (NEWTON;
OSTASIEWISKI, 1986) e como medida de avaliacdo, a colénia é considerada
higiénica se a area de teste apresentar remocao superior a 80% dentro de 24
horas. Esse método € o mais usado, principalmente por ser econémico e de facil
realizacdo, no entanto, ao violar o opérculo traz-se a superficie da célula fluidos
corporais das crias mortas, o que pode estimular a percepcédo dos danos as crias,
antecipando a sua remocao pelas operarias (GRAMACHO et al.,1999). Além
disso, ndo esta padronizado o diametro do alfinete que produza o minimo de
dano ao opérculo, mas que garanta a morte da cria. Os pesquisadores tém
utilizado alfinetes medindo entre 0,30 e 0,75 mm de diametro. Spivak; Downey
(1998) observaram que 30% das crias sobreviveram quando utilizaram alfinete
fino medindo 0,30 mm, ja o alfinete medindo 0,75 mm utilizado por Panasiuk et
al. (2008) aumentou o dano no opérculo e influenciou a quantidade de hemolinfa
vazada. Buchler et al. (2013) indicaram o alfinete numero 2 (0,45 mm), de forma
a obter o equilibrio entre a intensidade suficiente para sacrificar a cria, com o
menor dano produzido no opérculo.

O método de congelamento de crias pode ser realizado colocando secdes
de favos contendo cria na idade de larva de ultimo instar ou pupa de olho roxo
em freezer ou utilizando nitrogénio liquido (N2). O congelamento das areas de

cria € realizado colocando sec¢des de favos de cria contendo, aproximadamente,



100 células em cada face do quadro (5 x 6 cm), em freezer (-20°C) durante 24
horas; posteriormente essas sec¢des sao devolvidas as respectivas colbnias para
avaliacdo do seu grau de comportamento higiénico (NEWTON CANTEWELL;
BOURQUIN, 1975). Como critério de avaliacdo, uma coldnia é considerada
higiénica quando ha remocéao superior a 95% em 48 horas (TABER, 1982).

O congelamento das areas de cria utilizando nitrogénio liquido foi
proposto por Spivak; Gilliam (1998), a fim de reduzir a manipulacdo das areas
de teste para CH. Esse método consiste em delimitar uma area de cria com
auxilio de um cilindro no qual sera vertido o nitrogénio liquido para obtencéo de
crias mortas por congelamento. Apos o descongelamento da area de cria o
cilindro é retirado e a &rea devolvida a colénia. Apés 24 horas, calcula-se o
percentual de remocao de crias na area de teste, este deve ser superior a 95%
para que a coldnia seja considerada higiénica (SPIVAK; REUTER, 1998).

Devido aos avancos da ecologia quimica das abelhas, o método de
congelamento, especialmente com o nitrogénio liquido, vem sendo
preferencialmente utilizado por causar menos perturbacdes a colbnia e conferir
maior confiabilidade aos resultados (PIRES et al., 2006; STANIMIROVIC et al.,
2008). Uma variacdo desse método foi proposta por Facchini et al. (2019), que
consiste em combinar as metodologias de congelamento, ou seja, partes das
areas de cria sdo cortadas e imersas em nitrogénio liquido e, apés
descongeladas, sao devolvidas a colénia de origem.

Para Leclercq et al. (2018) a escolha do método deve basear-se na
relevancia para o propoésito da pesquisa, do programa de melhoramento e da

praga ou patdgeno a ser investigado.

1.3.1 Bases genéticas e herdabilidade para o comportamento higiénico

Rothenbuhler (1964), sugeriu um modelo de dois loci para a expressao do
comportamento higiénico, por meio da genética Mendeliana simples. Assim, um
locus estaria envolvido na desoperculacdo das células e outro na remocao das
crias doentes, sendo ambos homozigotos recessivos. Para Moritz (1988), um

modelo de trés loci é mais adequado para a composi¢cdo genética do CH e



ponderou que outros padrbes de heranca do comportamento higiénico em
abelhas ndo podem ser excluidos. Estudos baseados em técnicas moleculares
revelaram até sete loci que podem ser responsaveis pela expressao do CH
(LAPIDGE; OLDROYD; SPIVAK, 2002; OXLEY; SPIVAK; OLDROYD, 2010).
Assim, apesar de avancos importantes no conhecimento da composicéo
genética do comportamento higiénico, o seu modo de expressdo ainda € em
grande parte desconhecido.

Harpur et al. (2014) afirmaram que o comportamento higiénico n&o
compromete a imunidade individual das abelhas e também representa menor
custo fisioldgico para as operarias em compara¢do com o custo de manutencao
de uma imunidade inata, demonstrando que a selecéo de colbnias, considerando
o CH, é possivel e vantajosa (EVANS; PETTIS, 2005; SCHMID-HEMPEL, 2005).
As estimativas de herdabilidade entre 0,15 e 0,61 foram encontradas e
consideradas adequadas para a formacéo de linhagens de coldnias higiénicas
(BOECKING; BIENEFELD; DRESCHER, 2000; COSTA-MAIA et al., 2011;
ESPINOSA-MONTANO, 2008; HARBO; HARRIS, 1999). Estudos indicam que
colénias higiénicas sdo economicamente interessantes para apicultores por
apresentarem maior producao de pélen e mel, do que colbnias nao selecionadas
para essa caracteristica (NICODEMO et al., 2013; SPIVAK; REUTER, 1998b).
Esses resultados sdo ainda mais animadores por aliar sanidade das colonias

com incrementos na producao.

1.3.2 Fatores que influenciam o comportamento higiénico

O comportamento higiénico, apesar de ser uma caracteristica de base
genética, sofre influéncia dos fatores ambientais bem como das condi¢fes da
colbnia (BIGIO; SCHURCH; RATNIEKS, 2013), ocasionando diferencas no grau
de higiene. Estes autores afirmaram que mesmo em col6nias selecionadas, o
comportamento higiénico é uma caracteristica muito rara e representa apenas
10% do total, devido a influéncia desses fatores internos e externos as colonias.
Outros autores acreditam que comportamento higiénico raramente €
manifestado com elevado grau de higiene (PEREZ-SATO et al., 2009; WAITE;



BROWN; THOMPSON, 2003). Para Wilson-Rich et al. (2009) e Al Toufailia et al.
(2018), a habilidade para o comportamento higiénico pode ser encontrada em
todas as populagfes de abelhas, embora em niveis mais baixos em colénias nao
selecionadas.

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

O fluxo de néctar € indicado por estimular a taxa de remocao de cria morta
ou doente (GUERRA JR.; GONCALVES; DE JONG, 2000; SPIVAK; GILLIAM,
1993). Resultados diferentes foram encontrados por Bigio et al. (2013), sobre o
efeito de fornecimento de alimento artificial (xarope a base de sacarose) e
tamanho da col6nia, sugerindo que o teste em coldnias pode ser feito a qualquer
momento, sem especial atencéo as condi¢cdes de néctar ou niveis de cria.

Outro fator externo importante foi estudado por Bigio et al. (2014),
comparando os niveis de higiene de coldnias com rainhas inseminadas
instrumentalmente com machos também selecionados, e coldnias com rainhas
acasaladas naturalmente, encontrando niveis de higiene superiores nas colonias
das rainhas e machos selecionados (99,8%) comparados as colbnias
naturalmente acasaladas (95,5%). Tal fato reforca a importancia da selecao de
rainhas para aumentar a frequéncia de machos também com potencial higiénico.

Para Arathi; Spivak (2001), o comportamento higiénico esta relacionado a
fatores internos como a percentagem de abelhas na colénia capazes de executa-
lo, que se associam a processos moleculares distintos no cérebro (GEMPE et
al., 2016). Além disso, coldnias mais fortes (populosas e com estoque de
alimento) apresentam altos niveis de comportamento higiénico (STANIMIROVIC
et al.,, 2002), porque aumenta a probabilidade de ter mais abelhas com a
capacidade de remocéo das crias mortas.

A idade das operarias envolvidas no estudo de comportamento higiénico
realizado por Pereira et al. (2013) mostra que as operarias de quatro a 12 dias
de idade eram responsaveis pelo CH em favos mais novos, enquanto operarias

de seis a 13 dias de idade em favos mais velhos. Para Arathi; Burns; Spivak
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(2000), as abelhas com idade entre 10 e 20 dias sdo responsaveis pelo
comportamento higiénico.

Pereira et al. (2013) encontraram diferencas importantes na duracdo das
etapas do comportamento higiénico nos periodos diurno e noturno. Durante o
dia, o tempo total desde a perfuracdo até a remocao das crias foi menor do que
a noite, concluindo que a hora do dia também deve ser considerada na avaliagéo
do comportamento de higiene em abelhas do género Apis. Esses autores
afirmaram ainda que a remocé&o de crias mortas na idade de larva foi mais rapida
do que para pupas.

Outro aspecto importante foi observado por Schéning et al. (2012), a
simples presenca do acaro Varroa destructor na colénia nao é estimulo para a
remocdao da cria, mas isso muda quando ha danos provocados nas larvas e em
funcdo do potencial de infeccdo dos acaros contaminado por virus. Esses
autores identificaram compostos volateis emanados pelas crias parasitadas por
acaros infectados, que sdo claramente distintos daqueles néo infectados. Zhao
et al. (2015) também encontraram diferencas na quantidade e no tipo de
compostos volateis emanados de cria saudavel e crias contaminadas pelo fungo
Ascosphaera apis.

A maioria dos estudos de comportamento higiénico preocupa-se com o
aumento da olfacdo das abelhas adultas, mas os sinais emitidos pelas crias
também séo importantes (WAGONER et al., 2018). Esse aspecto relacionado
com as crias indica que o melhoramento seletivo do comportamento higiénico
das abelhas pode ser potencializado por meio de ensaios de campo contendo
compostos relacionados a sinalizacgéo larval.

O relato de dois casos de comportamento higiénico € apresentado no
Artigo 1 do corpo desta Tese, tratando de duas espécies de abelhas sem ferrao:

Melipona scutellaris e Melipona quadrifasciata anthidioides.

1.4 Ecologia quimica

As abelhas e demais insetos interagem com o0 ambiente e demais

organismos do meio por meio de eficientes mecanismos de comunicacéo
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desenvolvidos ao longo da evolucdo. Os estimulos utilizados na comunicacao
séo de natureza fisica como sinais visuais, tateis e vibracionais, e possivelmente
0S mais importantes, sinais de natureza quimica, 0s semioquimicos. Esses
compostos levam até o receptor do sinal, uma mensagem quimica,
desencadeando reac¢des comportamentais especificas (LAW; REGNIER, 1971).
Como a comunicacao ocorre entre individuos da mesma espécie (comunicagao
intraespecifica) ou com diferentes espécies (comunicacao interespecifica), sdo
utilizados diferentes compostos quimicos divididos em duas categorias:
feromonios e aleloquimicos (ZARBIN; RODRIGUES; LIMA, 2009).

Os feromdnios sao substancias que medeiam a comunicagdo entre
organismos da mesma espécie (BUTENANDT; KARLSON, 1959). Eles podem
ser classificados como desencadeadores, quando provocam resposta imediata
de comportamento ao receptor do estimulo; ou como preparadores, quando
induzem mudancas fisiolégicas em um organismo, provocando uma resposta
mais lenta (WILSON; BOSSERT, 1963). Dentro dessas classificagOes, ainda
pode-se separar os feromonios de acordo com o tipo de comportamento que
provocam, a exemplo do feromdnio sexual, feromdnio de alarme e feroménio de
trilha (VILELA; DELLA-LUCIA, 2001).

Nas relacdes interespecificas, as substdncias que medeiam a
comunicacdo sao os aleloquimicos, divididos em grupos, com base na relacdo
beneficio/prejuizo, provocada pelo estimulo: alombnios, cairoménios e
sinomonios. Brown Jr; Eisner; Whittaker (1970) descreveram aloménios como
aleloguimicos que beneficiam o organismo que as emite e cairomonios, as
substancias que geram beneficio ao organismo receptor do estimulo. O conceito
de sinomobnios foi proposto por Nordlund; Lewis (1976), como uma substancia
aleatéria onde o receptor e o emissor se beneficiam.

O primeiro registro de comunicacdo por meio de sinais quimicos em
insetos foi descrito por Butenandt (1959), que identificou a estrutura quimica do
Bombicol, o feromdnio sexual do bicho da seda (Bombyx mori Lineu). Esse
trabalho ampliou as possibilidades de pesquisa nos estudos do comportamento
mediado por sinais quimicos para insetos Uteis bem como no controle da

populacao de insetos indesejaveis nas culturas agricolas.
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Em abelhas sociais, o primeiro relato de comunicacdo mostrou que as
abelhas executam diferentes dancas para informar suas companheiras sobre a
localizagéo e qualidade de recursos (SCHMICKL; CRAILSHEIM, 2004; VON
FRISCH, 1967). Mesmo durante a danca, sao liberadas substancias quimicas
especificas para garantir maior precisdo na localizacdo da fonte de alimento,
indicando que as abelhas também se comunicam por meio de semioquimicos
(DANNER et al., 2016).

Outras pesquisas sobre a comunicacdo quimica das abelhas do género
Apis foram realizadas e algumas substancias ja foram identificadas, como:

- Ferombnio da rainha, uma mistura de compostos (acido 9-oxo- (E) -2-
decenoico, (R) e (S) -9-hidroxi- (E) -2-decenoico, p-hidroxibenzoato de metila, 4-
hidroxi-3-metiloxifeniletanol, metilaoleato, alcool coniferilico, alcool palmitico e
acido linolénico) que atua como um feromoénio liberador, atraindo operarias e
como feroménio primario, inibindo fisiologicamente o desenvolvimento do ovario
das abelhas operéarias, além de ser atrativo sexual de zangfes (SLESSOR,;
WINSTON; LE CONTE, 2005).

- Ferombnios de alarme sdo produzidos na glandula mandibular e
aparelho do ferrdo de abelhas operarias, cuja substancia principal € o acetato de
isopentil (BREED; GUZMAN-NOVOA; HUNT, 2004; PANKIW, 2004a).

- Feromonio de agregacdao, produzido na glandula Nasonov de abelhas
operarias produz um feroménio contendo uma mistura de nerol, geraniol, (E) - e
(2) -citral, acido nerdlico, acido geranico e (E,E) -farnesol. Este ferombnio é
usado para agregacao durante a enxameacdo (SLESSOR; WINSTON; LE
CONTE, 2005). As abelhas operérias adultas produzem uma substancia, oleato
de etila, qgue tem um efeito primario, atuando como inibidor quimico utilizado para
atrasar a idade no inicio do forrageamento (a presenca de abelhas mais velhas
causa um atraso no inicio do forrageamento de individuos mais jovens)
(LEONCINI et al., 2004).

- Feromoénio das crias (composto por ésteres etilico e metilico dos &cidos
palmitico, linoléico, linolénico, estearico, oleico (LE CONTE; MOHAMMEDI,
ROBINSON, 2001) e E-B-ocimeno (MAISONNASSE et al, 2009), sao

importantes na comunicacéao entre ninhada e abelhas operarias. Esse feromonio
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modula o comportamento alimentar das abelhas operarias, inibe a ativacado do
ovario das operarias, induz as abelhas operarias a cobrir as células da ninhada,
aumenta a atividade das glandulas hipofaringeas das abelhas enfermeiras e
modula a maturacdo comportamental das abelhas operarias. McAfee et al.
(2018) sugerem que o (B-ocimeno sinaliza a atencao das operarias higiénicas,
enquanto o acido oleico é o sinal da morte, desencadeando a remogao.

Para abelhas sem ferrdo, o principal foco no estudo de feromdnios esta
relacionado aos feroménios de trilha, sendo o decanoato de hexil principal
composto encontrado na glandula labial de Trigona recursa Smith (JARAU et al.,
2006), octanoato de octil encontrado em Trigona spinipes Fabricius
(SCHORKOPF et al., 2007) e butanoato de farnesil em Geotrigona mombuca
Smith (STANGLER et al., 2009).

1.4.1 Extracao e identificacdo de compostos volateis

A extracdo de compostos volateis tem sido muito utilizada nas ciéncias agrérias,
especialmente na entomologia, em virtude da necessidade de manejo de pragas
gue acometem culturas agricolas (BERGMANN; GONZALES; ZARBIN, 2009) e
da conservacdo de insetos Uteis como as abelhas (AYASSE; JARAU, 2014).
Muitas técnicas de extracdo quase sempre aliadas a cromatografia sao
utilizadas, destacando-se a extra¢do em fase sélida ou em headspace dinamico
e extracao por aeracdo, ambas eficientes, mas utilizadas em situacdes distintas
(VALENTE, AUGUSTO, 2000; ZARBIN et al., 1999)

A microextracdo em fase sélida (SPME), acrénimo das iniciais em lingua
inglesa de “Solid Phase Microextration”, € uma técnica miniaturizada de extragao
de analitos bastante utilizada para extragdo de compostos volateis. Desde a
invencdo na década de 90, a sua aplicacéo tem sido intensificada em diversos
campos de estudo (PAWLISZYN, 2000) principalmente por apresentar
vantagens em relacdo aos outros meétodos de extragdo de volateis: ndo requer
instrumentacdo analitica sofisticada, néo utiliza solvente organico ou apenas

uma pequena quantidade, rapido processo operacional, permite a reutilizacao
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das fibras extratoras, e integra em um Unico sistema a extracao, concentracéo e
introducéo da amostra no cromatografo (VAS; VEKEY, 2004).

A SPME consiste em suporte para fibra de silica fundida revestida com
um fino filme de um polimero ou de um solido adsorvente (BIANCHIN et al., 2014;
SILVA et al., 2015). Os volateis sdo extraidos da amostra para o headspace
(espaco confinante), em seguida com a fibra retraida na agulha, o septo do
frasco de amostra € perfurado e a fibra € exposta & amostra. Terminado o tempo
de extracdo, a fibra € novamente retraida, a agulha é retirada do septo e exposta
para dessorcdo térmica, em seguida € retraida e retirada do injetor no
cromatografo gasoso (PLUTOWASKA et al., 2010; SILVA et al., 2015).

A extracdo por aeragdo consiste no aprisionamento dos volateis emitidos
pelos insetos em materiais polimeros adsorventes (ZARBIN, 2001). Os sistemas
de aeracao utilizados sédo geralmente de vidro e sdo compostos por uma camara
com entrada e saida para o fluxo de ar, onde séo colocadas as amostras, tubos
de vidro contendo os polimeros adsorventes, e um sistema para producdo de
uma corrente de ar previamente filtrado cujo fluxo promove o arraste dos
constituintes volateis liberados pelos insetos presentes no interior da camara.
Apos a coleta dos volateis, utiliza-se um solvente com alto grau de pureza e alta
volatilidade, tais como hexano, diclorometano e éter etilico (ZARBIN, 2001) para
eluicdo e obtencédo do extrato. Para a separacao e a identificacdo dos compostos
presentes no extrato, a técnica mais indicada é a cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG-EM).

A cromatografia gasosa desenvolveu-se a partir da cromatografia liquida
em meados da década de 1960. Essa técnica consiste em um método de
separacdo de compostos volateis (NASCIMENTO; SANTANA, 2001) através da
qual pode-se obter informacgbes sobre o perfil de compostos da amostra, suas
concentracOes relativas, seus pesos moleculares e graus de polaridade. A
identificacdo dos compostos ocorre por comparagao dos tempos de retencéo e
comparacao com resultados descritos na literatura e pela espectrometria de
massas, a qual consiste na ionizagéo/fragmentacdo dos compostos que foram

previamente separados pelo cromatografo (ZARBIN, 2001).
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Considerando que a percepcdo dos insetos a esses compostos ocorre
principalmente nas antenas, 0s estudos da morfologia olfativa e da
eletrofisiologia tem grande relevancia para conhecimento das estruturas
antenais e relacdo dessas estruturas com a percepcao olfativa. A técnica mais
utilizada para os estudos da morfologia é a microscopia eletrénica, que permite
alta resolucdo das estruturas presentes na superficie da antena. J4 a
Eletroantenografia permite identificar os compostos bioativos que séo captados

pelas estruturas da antena e estudar sua funcdo no comportamento dos insetos.

1.4.2 Morfologia olfativa

As antenas sao apéndices moveis, que no caso das abelhas é formado
de trés partes: escapo, pedicelo e flagelo subdividido em 10 segmentos para
fémeas e 11 para machos (CRUZ-LANDIM, 2009).

As antenas possuem estruturas chamadas sensilas que funcionam como
receptores sensoriais (olfato, gustacdo, mecanorrecepcao, termorrecepgcao e
higrorrecepcédo) (HANSSON; STENSMYR, 2011). As sensilas podem ser
encontradas em todo o corpo dos insetos, no entanto, sdo mais abundantes nas
antenas, em sua face dorsal (CHAPMAN, 2013; CRUZ-LANDIM, 2009). No
interior das sensilas, sdo secretadas em grande quantidade na linfa sensilar
as proteinas ligadoras de odorantes (VOGT; RIDDIFORD, 1981), responsaveis
pelo transporte de compostos volateis até a membrana dos neurbnios
receptores, onde o sinal ambiental é transformado em sinal elétrico e resulta em
resposta fisiol6gica e/ou comportamento dos insetos. As sensilas variam em
guantidade e tipo a depender da espécie, castas, idade e habito alimentar do
inseto (CHEN, 2003).

As sensilas sao classificadas de acordo com sua morfologia ou funcéo,
sendo encontrados na familia Apidae até 13 tipos, classificados segundo
Frasnelli et al. (2010) e Ravaiano et al. (2014) como: sensilas tricoides (I, II, 111,
IV, V, VI), sensila cética, placoide, celocdnica, campaniforme, ampulacea,

basicOnica e setae. Para esse trabalho foi utilizada principalmente a descricao
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adotada por Ravaiano et al. (2014) em funcdo de também utilizar a M.
quadrifasciata anthidioides como modelo de estudo:

- Sensilas tricoides sdo retas e com extremidade afilada e a base
normalmente inserida em um soquete levemente elevado em relacéo a cuticula,
mas podendo ter variagoes nessa inser¢gao (NAKANISHI et al., 2009). Pode-se
encontrar caracteristicas como sulcos longitudinais e em espiral chamadas de
tricoide grooved, como visto por Das et al. (2011) e Fialho et al. (2014), ou
também ser curvada em formato de foice chamada de sensila tricoide falciforme,
segundo Frasnelli et al. (2010).

- Sensila basiconica, possui a aparéncia de pelo curto mais espesso e
com a extremidade arredondada (FIALHO et al., 2014; NAKANISHI et al., 2009),
se comparado as sensilas tricoides.

- Sensilas placoides, sdo placas cuticulares arredondadas ou ovaladas,
situadas ao nivel da cuticula e delimitadas por linhas em forma de sulco, com a
superficie levemente deprimida em relacdo a cuticula, como em A. mellifera
(FRASNELLI et al., 2010).

- Sensilas campaniformes, sao concavidades bem delimitadas na cuticula
com uma forma de pequeno circulo central onde a cuticula apresenta pequena
elevacdo nas bordas (FIALHO et al., 2014; FRASNELLI et al., 2010).

- Sensilas celocbnicas e ampulaceas sao morfologicamente semelhantes,
ambas pequenas e com um orificio central, sendo o tamanho  maior na
celoconica (NAKANISHI et al., 2009).

- Sensilas setae, sao inclinadas para o apice da antena, mas na parte
ventral da sensila apresenta sulcos, sua base esta inserida em uma depressao
da cuticula (RAVAIANO et al. 2014).

As sensilas relacionadas ao estimulo quimico sdo caracterizadas por
inervacao multineuronal e pela presenca de poros em sua cuticula, podendo ser
anicos (uniporos) ou varios (multiporos). As sensilas multiporos sao
responsaveis pela olfacdo e capazes de perceber odores mesmo em baixa
concentracdo. As uniporos sao responsaveis pela gustacdo ou quimiorrecepgao
por contato (RAVAIANO et al, 2014). As sensilas relacionadas a

quimiorrecepcéo sao as sensilas tricoides e seus subtipos, placoide e basiconica,
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destas, apenas a sensila basiconica tem funcédo exclusiva de quimiorrecepcao
(RAVAIANO et al., 2014). A sensila tricoide pode exercer funcdo de quimio e
mecanorrecepcao, dependendo da presenca ou auséncia de poros e da
guantidade de neurdnio que a inerva (NAKANISHI et al., 2009; RENTHAL et al.,
2003). A sensila placoide € apontada por Gramacho et al. (2003) como
responsavel pela captacdo de odor que incita o comportamento higiénico nas

colbnias.

1.4.3 Microscopia eletrbnica de varredura (MEV)

O microscépio eletronico de varredura (MEV) foi proposto por Knoll
(1935), mas a ideia inicial passou por diversas melhorias para garantir melhor
desempenho e qualidade de resolucdo, sendo comercializado somente em 1965
pela Cambridge Scientific Instrument — modelo Stereoscan. Desde entéo, tornou-
se indispensavel em muitos tipos de pesquisa devido ao seu poder de resolucao,
na ordem de 2 a 5 nm, alguns instrumentos mais modernos com até 1 nm, ja no
microscoépio 6tico a resolugao maxima € de 0,5 ym (NAGATANI et al., 1987).

O MEV é composto pelo canhdo de elétrons e lentes eletrénicas; sistema
de vacuo, necessario para evitar a interacao do feixe de elétrons com moléculas
como agua e oxigénio; camara de amostra e um sistema de detectores. A
imagem é formada através de um feixe de elétrons de pequeno diametro que €
usado para varrer o espécime, o qual emite os chamados elétrons secundarios
(interacdo de um feixe primario com a superficie de interesse) (DEDAVID;
GOMES; MACHADO, 2007). Para obtencao dessas imagens, faz-se necessario
0 tratamento e preparacdo de amostras, principalmente amostras bioldgicas.
Primeiramente é realizada a fixacdo através de métodos fisicos ou quimicos,
procedimento necessario para estabilizar as estruturas celulares e intercelulares.
As solucdes fixadoras utilizadas no método quimico podem alterar o pH da
amostra, sendo necessario o tamponamento dessas solucdes a fim de
neutralizar ou retardar a acidificacdo diminuindo assim o dano sobre a amostra
processada. Inicia-se em seguida a desidratacdo com banhos sucessivos de
concentracOes crescentes de agentes desidratantes como o etanol e a acetona.

ApOs o preparo, a amostra precisa ser montada no suporte porta-amostras (stub)
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e metalizada para aumentar a condutividade da superficie através de uma fina
camada (com até 20-30 nm de espessura) de metal, de preferéncia, ouro e entdo
disposta na camara de amostras do MEV para obtenc¢ao das imagens.

1.4.4 Eletroantenografia (EAG)

Schneider (1957) estudou o sistema olfativo de B. mori e observou
variacdo de voltagem entre as extremidades da antena quando exposta ao seu
feromoénio. O potencial elétrico observado poderia ser registrado utilizando-se
uma antena isolada, imersa em solucdo de NaCl a 1% e posicionada entre dois
microeletrodos capilares de prata, conectados a um amplificador e a um
registrador, assumindo que a variagdo medida € causada por despolarizacdes
elétricas de muitos neurbnios olfativos na antena de insetos (STRUBLE;
HEINRICH, 1984).

A amplitude da resposta eletroantenografica aumenta com o aumento das
concentracbes até atingir um nivel de saturacdo, mas também depende da
natureza do estimulo, das espécies e sexo do inseto (MORAES et al., 2008).

As informacBes quimicas e elétricas das sensilas olfativas séo
interpretadas em eletroantenogramas (KAISSLING; THORSON, 1980), no
entanto apenas o registro da despolarizagdo nao especifica quais componentes
estdo afetando o comportamento biolégico do inseto, sendo necessaria a
associacao do eletroantenégrafo ao cromatdgrafo gasoso (CG-EAG).

A amostra, apods ser injetada e vaporizada, percorre toda a coluna
cromatografica, onde é efetuada a separacao dos compostos. Ao final da corrida,
o fluxo (eluente) ao sair da coluna é dividido em dois, sendo que uma parte vai
para o Detector de lonizagcdo de Chamas (FID) e, consequentemente, o
cromatograma € tracado, e a outra parte vai para o EAG, onde a resposta da
antena é amplificada. Assim, sdo obtidas duas detecc¢des simultaneas, sendo

possivel saber se 0 composto registrado é biologicamente ativo ou nao.
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COMPORTAMENTO HIGIENICO EM ABELHAS SEM FERRAO

Introdugao

A importancia das abelhas é facilmente estimada pela oferta de produtos
de alto valor biolégico e econémico como o mel, a propolis, o pélen e a geleia
real. No entanto, € a polinizagdo 0 servigo ecossistémico prestado por esses
insetos que representa de fato a sua maior importancia (CHAMBO, 2016). Esse
servico possibilita o aumento da variabilidade genética vegetal garantindo a
manutengado da biodiversidade, além de incrementar a quantidade e ou
qualidade de alimentos cultivados (ROUBIK, 2018). O valor econémico da
polinizagdo em nivel global varia entre US$ 235 bilhdes e US$ 577 bilhdes
(POTTS; IMPERATRIZ-FONSECA; NGO, 2016). No Brasil, calcula-se um valor
anual de US$ 12 bilhdes relacionados a produgado agricola (GIANNINI et al.,
2015).

E a relacdo mutualistica entre abelhas e plantas que garante a
manutengao do servigo de polinizagao. Aproximadamente 87% das plantas com
flores dependem da polinizagdo, principalmente realizada por abelhas
(OLLERTON; WINFREE; TARRANT, 2011). Além disso, estima-se que as
abelhas sejam responsaveis pela polinizagdo de 75% das plantas cultivadas
produtoras de alimentos (POTTS et al., 2016), sendo que no Brasil esse numero
chega a 89% (GIANNINI et al., 2015). As abelhas sociais Apis mellifera e as
espécies de abelhas sem ferrao (ASF) respondem por 41% e 39% da polinizagéo
de cultivos agricolas no Brasil, respectivamente (POTTS; IMPERATRIZ-
FONSECA; NGO, 2016).

Embora A. mellifera seja uma espécie exdtica com grande importancia na
polinizagao de cultivos por ser capaz de polinizar diversas espécies vegetais de
interesse econdmico, existem algumas limitagdes na sua utilizagdo, como a alta
defensividade e o manejo das coldnias, que exige técnicas e cuidado robustos,
a fim de evitar acidentes nas areas de cultivos. As abelhas nativas, dentre elas
as ASF, sao consideradas os polinizadores mais importantes de culturas no

mundo, com papel independente da A. mellifera (GARIBALDI et al., 2013). Desse
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modo, a utilizacdo de espécies de ASF para polinizagao desses cultivos € uma
importante estratégia, ja que possui vantagens consideraveis como a auséncia
de ferrao funcional, a baixa defensividade (SLAA et al.,, 2006) e esfor¢cos de
manejo menos robustos do que os empregados para A. mellifera.

Abelhas sem ferrao

O grupo das abelhas sem ferrao tem distribuicdo restrita as regides
tropicais e subtropicais, com expressiva diversidade nas regides neotropicais,
com cerca de 400 espécies descritas (CAMARGO; PEDRO, 2013). No Brasil ha
registro de 244 espécies com nomes validos e aproximadamente 89 formas
ainda nao descritas (PEDRO, 2014). Desse total, 101 estdo associadas aos
cultivos agricolas, sendo 41 ja reconhecidas como polinizadoras, entre as quais
15 com eficiéncia de polinizagdo confirmada em areas de cultivo (POTTS;
IMPERATRIZ-FONSECA; NGO, 2016).

Além da importancia agricola, ambiental e cultural, essas abelhas também
sao importantes para o desenvolvimento da meliponicultura, atividade técnica
praticada ha muitos anos pelos povos indigenas das Ameéricas que visa a
producdo de mel e demais produtos da colénia (QUEZADA-EUAN et al., 2018).
Essa atividade é desenvolvida em todo o territério brasileiro por grandes e
pequenos produtores, especialmente de base familiar, nas regidées Norte e
Nordeste do pais, onde valores socioculturais também estdo associados
(CARVALHO; ALVES; SOARES, 2003; VENTURIERI et al., 2012).

As espécies pertencentes ao género Melipona tém destaque na
meliponicultura na América Tropical devido aos produtos altamente apreciados
e valorizados, assim como pela qualidade do mel produzido (QUEZADA-EUAN
et al., 2018), a exemplo da Melipona scutellaris Latreille, 1811, conhecida
popularmente como urugu (ALVES et al., 2019), e da Melipona quadrifasciata
anthidioides Lepeletier, 1836, conhecida por mandacgaia (BRITO et al., 2013). O
sucesso da meliponicultura esta atrelado as interagdes entre a espécie, manejo,
nutricdo, genética, sanidade e ambiente. Mas, como em qualquer atividade de

producdo animal, especialmente com adensamento de coldnias no plantel, as
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abelhas sao suscetiveis a doengas, parasitas e contaminagdes diversas que

reduzem os niveis de sanidade das coldnias.
Saude das abelhas

O declinio de polinizadores, especialmente as abelhas, relatado em
diversas partes do mundo decorre de uma associagdo de fatores como
alteragdes do clima, degradagcdo e fragmentacdo de habitats, o uso de
agrotoxicos e a ocorréncia de pragas e doengas (GOULSON, 2019). Os aspectos
sanitarios em ASF s&o pouco estudados, embora sejam encontrados diferentes
registros nas ultimas décadas sobre essa tematica, como a morte de crias em
colénias de Tetragonula carbonaria pela bactéria Lysinibacillus sphaericus na
Australia (SHANKS et al., 2017). Na América do Sul, as perdas de colbnias de
ASF podem estar relacionadas a bactérias patogénicas (DIAZ et al., 2017). Além
disso, o microsporideo Nosema ceranae, parasita de A. mellifera, apesar de nao
provocar a morte das colénias, ja foi detectado em espécies de abelha sem
ferrdo da Argentina e do Brasil, inclusive em M. quadrifasciata anthidioides
(PORRINI et al., 2017), o que eleva a preocupacgéo do nivel de sanidade das
colénias no plantel.

Resultados positivos para o virus da paralisia aguda das abelhas (ABPV)
foram obtidos em colbnias de abelhas brasileiras Melipona scutellaris (UEIRA-
VIEIRA et al., 2015), e variantes do virus deformador da asa (DWV) foram
encontrados em Melipona subnitida (SOUZA et al., 2019). De modo geral, os
niveis de doenca observados em ASF sao baixos se comparados aos relatados
em A. mellifera, embora nao signifique que néo ha enfermidades nessas abelhas,
pois tal quadro, provavelmente, se deve a mecanismos efetivos de controle de
patégenos na colénia (AL TOUFAILIA et al., 2016).

Mecanismos de defesa

O repertério de defesa das abelhas sem ferrdo reune mecanismos
fisioloégicos, anatdémicos (SCHORKOPF et al., 2009; LEONHARDT, 2017),
producdo de antibioticos [propolis e geoprépolis e substancias causticas

(GRECO et al., 2010)], além de estratégias comportamentais como mordidas,
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deposicao de resinas vegetais nos inimigos (COUVILLON et al., 2008; NUNES
et al., 2008) e o comportamento higiénico (AL TOUFAILIA et al., 2016; JESUS et
al., 2017), que tem se destacado por aumentar os niveis de sanidade das

colénias funcionando como controle natural de pragas e doencgas.

Comportamento higiénico

O comportamento higiénico (CH) € um mecanismo de defesa expressado
pelas abelhas operarias e que esta sob forte controle genético (BIGIO;
SCHURCH; RATNIEKS, 2013). E caracterizado pela remogédo de crias mortas,
doentes ou parasitadas do interior da colénia (SPIVAK; REUTER, 2008), sendo
indicado como o principal fator de resisténcia das abelhas aos parasitas e
organismos patogénicos que ameacem a sanidade das colbnias (EVANS;
SPIVAK, 2010).

A primeira observacdo de comportamento higiénico em abelhas foi
relatada por Park e colaboradores, em 1930, ao observarem colénias de A.
mellifera resistentes a Paenibacillus larvae, bactéria causadora da Cria Putrida
Americana (ROTHENBUHLER, 1964). Desde entdo, o comportamento higiénico
tem sido estudado frente a outras doencgas de cria em abelhas do género Apis,
como a cria- giz (causada pelo fungo Ascosphaera apis) (SPIVAK; REUTER,
2001) e a varroatose (causada pelo acaro Varroa destructor)
(RASOLOFOARIVAO et al., 2015).

Além da abordagem relacionada a resisténcia das abelhas as pragas e
doencgas, os estudos do comportamento higiénico em A. mellifera também tém
sido realizados visando ao entendimento sobre a associagado de diferentes
caracteristicas herdaveis, como a expressédo do CH (SWANSON et al., 2009;
OXLEY; SPIVAK; OLDROYD, 2010), herdabilidade (STANIMIROVIC et al.,
2008; COSTA-MAIA et al.,, 2011), aumento da produgcdo de mel e podlen
(NICODEMO et al., 2013) e estimulos para a remogéao das crias (MCAFEE et al.,
2018). Esses estudos também poder&o ser desenvolvidos com as ASF visando
a producao de colonias mais produtivas e resistentes a diferentes fatores biéticos

e abidticos.
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Para identificar as colénias com alta sensibilidade na remoc¢ao de crias
mortas ou doentes foram desenvolvidos diversos métodos que tém sido
relatados desde os anos 1960 a fim de produzir mortalidade de crias e quantificar
sua remogao pelas abelhas. Os bioensaios mais utilizados s&o: perfuragao de
crias utilizando alfinete entomolégico e congelamento de crias utilizando
nitrogénio liqguido (GRAMACHO et al., 1999).

Em abelhas sem ferrdo os estudos de CH sao recentes, datando de 2009
(MEDINA; HART; RATNIEKS, 2009; NUNES- SILVA; IMPERATRIZ-FONSECA,
GONCALVES, 2009), e ainda tratam de questdes iniciais desse comportamento,
como a eficiéncia de remocgao. Os estudos dessa tematica em ASF devem
avancar para elucidar questdes mais especificas, uma vez que a diversidade e
as particularidades das abelhas sem ferrdo podem ter ritos do CH distintos
daqueles ja conhecidos para as espécies do género Apis.

Neste contexto, este trabalho teve por objetivo o relato de dois casos
descritos do comportamento higiénico observado em Melipona scutellaris e
Melipona quadrifasciata anthidioides. Foram analisados os resultados dos
experimentos realizados com as referidas espécies utilizando-se o método da
perfuracao de crias com alfinete entomolégico e 0 método do congelamento de
crias com nitrogénio liquido; a finalidade foi avaliar o comportamento higiénico
das colénias. Os estudos foram realizados na Universidade Federal do
Recbdncavo da Bahia entre os anos de 2012 e 2015, no municipio de Cruz das

Almas-Bahia, Brasil.

Perfuragao de crias

O método de perfuragao consiste em perfurar as crias na idade de pupa
dentro dos alvéolos utilizando um alfinete entomolégico (NEWTON;
OSTASIEWISKI, 1986) e, como medida de avaliagao, a colénia é considerada
higiénica se a area de teste apresentar remogao superior a 80% dentro de 24
horas (GRAMACHO; GONCALVES, 1994). Esse método é o mais usado,
principalmente por ser econémico e de facil realizagdo; no entanto tem o

inconveniente da possibilidade de fluidos corporais das crias mortas chegarem
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a superficie da célula, o que pode estimular a percepgao dos danos as crias
antecipando sua remogao pelas operarias (GRAMACHO et al., 1999). Contudo,
esse método possui praticidade e baixo custo, tornando-o recomendado para

aplicagao ao nivel de campo por apicultores e meliponicultores.

Congelamento de crias

O método de congelamento de crias com nitrogénio liquido (N2) foi

proposto por Spivak e Downey (1998) visando a reduzir a manipulagao das areas
de teste para CH. Esse método consiste em delimitar uma area de cria com
auxilio de um cilindro, no qual sera vertido o nitrogénio liquido, para obtengao de
crias mortas por congelamento. O disco de cria € cuidadosamente retirado da
colénia para essa etapa. Outra area € igualmente demarcada como controle para
posterior comparagao. Apos o descongelamento da area de cria, o cilindro é
retirado e a area devolvida a coldnia, calculando- se 24 horas depois o percentual
de remocao de crias, que deve ser superior a 95% para que a colbnia seja
considerada higiénica (SPIVAK; REUTER, 1998).

Comportamento higiénico em M. scutellaris

No experimento para avaliagdo do CH em M. scutellaris, foram utilizadas
39 colbnias alojadas em caixas de madeira, modelo INPA. O método de
perfuracdo de pupas utilizando de alfinete entomolégico numero 2
(GRAMACHO; GONGALVES, 1994) foi aplicado, de modo que, em cada colbnia,
fosse marcado um conjunto de 50 células de cria com um corretivo atéxico,
sendo 25 células marcadas com corretivo branco (controle) e 25 células
marcadas com corretivo adicionado corante alimenticio rosa para pupas de olho
rosa. Um segundo conjunto de 50 células foi marcado com 25 para o controle
(corretivo branco) e 25 com corante verde para larva de ultimo instar. As células
coradas (rosa e verde) foram perfuradas e avaliadas no periodo de 24, 48, 72 e
96 horas apds a perfuragdo, quando foi quantificado o numero de células

removidas (Figura 1).
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Figura 1 - (a, b) Perfuragéo de crias de Melipona scutellaris com alfinete entomolégico. Area
delimitada na cor branca (controle), rosa (pupas de olho rosa) e verde (larvas de ultimo instar);

(c) Remocao de crias por operarias apos 24 horas.

Fonte: Avervo Insecta/UFRB.

O estudo indicou que 5,40% das coldnias foram consideradas higiénicas
na remogao de larvas e 2,56% na remogao de pupas (Figura 2), conforme a
recomendagado de Gramacho e Gongalves (1994). Apesar do percentual de
colénias higiénicas ter sido baixo neste relato de caso, a presenca dessa
caracteristica no plantel indicou o potencial para a selegao genética das coldnias.

Os estudos disponiveis na literatura referentes ao CH em espécies de
abelhas sem ferrdo revelam uma variagdo no percentual de remogao das crias
mortas. Em Plebeia remota, ocorreu remog¢ao de 69,6% em 24 horas com a
utilizagdo do método de perfuragdo (NUNES-SILVA; IMPERATRIZ-FONSECA;
GONCALVES, 2009). Em Scaptotrigona pectoralis e Melipona beecheii foi
verificada remocéo de 97% e 66%, respectivamente, 48 horas apos os testes,
utilizando-se o método de congelamento de pupas (MEDINA; HART; RATNIEKS,
2009). Para M. scutellaris, o percentual de colénias higiénicas foi de 90%
utilizando-se o congelamento em freezer (AL TOUFAILIA et al., 2016). Embora
tenham sido aplicados diferentes métodos, a variagdo pode representar a
diversidade genética entre as espécies e entre as colbnias em cada espécie.
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Figura 2 - Percentual de colénias de Melipona scutellaris e as respectivas remogdes

categorizadas em faixas de remocao.

Porcentagem de coldnias (n=39)

Faixa de remocao

) 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Larva Pupa Larva Pupa Larva Pupa Larva Pupa
0-20 86,50 87,18 67,57 76,92 4054 71,79 27,03 60,00
21-40 2,70 513 10,81 12,82 1351 10,26 540 10,00
41-60 540 513 540 513 811 10,26 2,70 10,00
61-80 0 0 1082 0 8,11 0 10,81 3,33
81-100 540 256 540 513 29,73 7,69 54,06 16,67
Total 100 100 100 100 100 100 100 100

Fonte: Construido pelos autores, 2020

No estudo com M. scutellaris, também foi observada diferenca
significativa quanto a remogao acumulada de crias na faixa de 81-100% nos
periodos de 72 e 96 horas, nos quais a remogao de larvas foi superior a de pupas
(Figura 2). As abelhas removiam as larvas mortas com mais facilidade quando
em comparagdo com a remogao das pupas mortas. As operarias geralmente
dilaceravam as pupas durante a remocgao. Estes resultados indicam que a
padronizagcdo de uma fase de desenvolvimento da abelha (larva ou pupa) é
fundamental na resposta durante a avaliagdo dos testes de comportamento
higiénico.

Além disso, os autores do estudo sugerem que a maior espessura dos
opérculos e o cheiro da resina podem mascarar os odores emanados das crias
de M. scutellaris, sendo necessario mais tempo para detecgao e remogao das
crias mortas, 0 que certamente superaria as 24 horas ja estabelecidas para A.
mellifera. De acordo com Morais et al. (2010), o cerume pode reduzir a
quantidade de poros nos opérculos, sendo um fator relacionado a eficacia da
detecgao olfativa das abelhas.

Com relagao as diferentes etapas do comportamento, o estudo revelou

gue M. scutellaris segue etapas semelhantes aquelas realizadas por A. mellifera,
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mas foi observado que as abelhas operarias, apds removerem a cria morta,
destroem a célula da qual a cria foi removida. Este mecanismo também foi
relatado por outros autores com diferentes espécies de abelha sem ferrdo, sendo
considerado importante para o controle de doencgas e parasitas, ja que nao ha
reaproveitamento de células (MEDINA; HART; RATNIEKS, 2009; NUNES-
SILVA; IMPERATRIZ-FONSECA; GONCALVES, 2009). O modo de alimentacao
das crias em abelhas sem ferrdo configura uma diferenca importante comparado
ao modo de A. mellifera. Nas ASF, o alimento é colocado nas células antes da
postura dos ovos pela rainha, reduzindo as visitas de operarias as células e
favorecendo a sanidade das crias, ao contrario do que ocorre em A. mellifera,
cujas crias sao alimentadas paulatinamente durante o seu desenvolvimento
(MAIA-SILVA et al., 2016) e a célula permanece aberta durante a fase larval, o
gue aumenta a chance de ocorréncia de doengas e parasitas.

O estudo também investigpu o CH com base no estado de
desenvolvimento da colénia e da cria (pupa e larva de ultimo instar),
considerando como colénias fortes aquelas instaladas em caixas INPA com dois
modulos (ninho e sobre ninho com 10 a 12 discos de crias) e como colénias
fracas aquelas que estavam instaladas em apenas um maodulo (ninho com 5 a 6
discos de crias), restringindo o espago de postura da rainha. Para esse
parametro nado foram encontradas diferencas significativas na metodologia
aplicada, que relacionou o desenvolvimento da colénia (forte e fraca) com a
capacidade de remocao da cria (pupa e larva de ultimo instar). Esse resultado
foi semelhante ao observado em colénias de Plebeia remota (NUNES- SILVA,;
IMPERATRIZ-FONSECA; GONCALVES, 2009).

Comportamento higiénico em M. quadrifasciata anthidioides

O comportamento higiénico foi quantificado em 40 coldnias de Melipona

quadrifasciata anthidioides usando-se o método de congelamento com
nitrogénio liquido (N2) (SPIVAK; REUTER, 1998) adaptado para as dimensdes

do ninho da espécie em estudo. Em cada col6nia foi marcada uma area com sete

células de cria contendo pupa de olho negro e sete contendo larvas de ultimo
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instar, com suas respectivas areas de controle (Figura 3a). Com auxilio de um
cilindro de PVC (2 cm de didmetro x 3 cm de altura) colocado sobre as areas
previamente selecionadas (Figura 3b) foram vertidos 12 mL de nitrogénio liquido
para o congelamento das crias (Figura 3c).

No estudo, foi analisada a propor¢do média acumulada de remogao de
larvas e pupas mortas em trés experimentos realizados em diferentes meses do
ano, considerados periodos de teste I, Il e Ill. Além disso, todas as coldnias
avaliadas para o CH tiveram o tamanho da populagédo estimado antes de cada
repeticdo de acordo com lhering (1932), apdés a mensuragdo do numero de
células de cria (AIDAR, 2010).

Os percentuais de crias removidas dentro de 48 horas para as 40 colbénias
estudadas foram de: 75% para larva e 15% para pupas. A média do numero de
dias para a remog¢ao de todas as larvas mortas por congelamento foi de 2,90
dias e para pupas foi de 5,02 dias.

Em comparagdo com outras espécies de abelhas sem ferrdo, as colénias
de M. g. anthidioides foram mais eficazes em remover todas as larvas mortas do
que M. beecheii (4,4 + 2,0 dias) (média + Desvio Padrdo) e similar a
Scaptotrigona pectoralis (2,3 £ 0,6) (MEDINA; HART; RATNIEKS, 2009).

Figura 3 - (a) Disco de cria de Melipona quadrifasciata anthidioides com delimitagdo para teste
de comportamento higiénico. Area delimitada na cor branca (controle), cor rosa (larvas de

ultimo instar) e cor verde (pupas de olho rosa); (b) aplicagdo do nitrogénio liquido; (c) operarias

realizando o comportamento higiénico.

Fonte: Acervo Insecta/UFRB.

No estudo foi relatado que a populagdo nao influenciou a remogéao de
larvas, embora quanto mais populosa a colénia, mais rapida foi a remogéao de

pupas.
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Ao se considerar a variagdo do percentual de coldénias que removeram
mais do que 95% das crias mortas por congelamento até 48 h em cada periodo
de teste, verificou-se que a remogao de larvas variou de 25% no periodo | para
85% das coldnias no periodo lll, e para a remogao de pupas o percentual variou
de 4% no periodo | para 26% das colénias no periodo lll. Isso indica que as
variagbes ambientais nos meses de estudo influenciaram o comportamento

higiénico.

Conclusoes

Os relatos de casos contribuem para o conhecimento sobre o
comportamento higiénico das espécies de ASF, Melipona scutellaris e Melipona
quadrifasciata anthidioides, que s&o organismos importantes para a manutengao
de servigos ecossistémicos e para a meliponicultura.

A selecdo de colénias com base no comportamento higiénico devera
favorecer os plantéis onde haja maior eficacia na remog¢ao de crias mortas, com
consequente aumento nos niveis de sanidade das colonias.

Para Melipona scutellaris, o percentual de remogao néo foi influenciado
pelo tamanho da col6nia. Para o estudo de CH nesta espécie recomenda-se 0
uso de larvas de ultimo instar, uma vez que estas foram removidas mais
rapidamente quando na comparagao com a remogao das pupas. O tamanho da
populagao influenciou a remogao de pupas de M. quadrifasciata anthidioides.
Esta descoberta também sugere que o comportamento higiénico deve ser
avaliado a partir de larvas de ultimo instar, pois independe do tamanho da
populacao para a eficiéncia de remogao.

De acordo com os resultados obtidos nos relatos apresentados, 0s
métodos de perfuragdo e congelamento de crias com nitrogénio liquido séo
eficientes para avaliagdo do comportamento higiénico nas espécies estudadas.
No entanto, em ambos os estudos se nota que as diferengas nas etapas do
comportamento de remogéao das crias, aliado as particularidades das espécies,
dificultam a interpretagéo dos resultados. Além disso, a utilizagdo de diferentes

meétodos nos estudos gera dificuldades para comparar os resultados entre as
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espécies. Desse modo, se faz necessario definir um protocolo para estudos de
comportamento higiénico nas espécies de abelha sem ferrdo considerando

essas particularidades.
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ARTIGO I

COMPOSTOS VOLATEIS EMANADOS DE CRIAS de Melipona
guadrifasciata anthidioides LEPELETIER, 1836 (APIDAE,
MELIPONINAE) MORTAS POR DIFERENTES TECNICAS DE
ESTUDO DO COMPORTAMENTO HIGIENICO*

1Artigo sera reajustado e submetido ao Comité Editorial do periédico cientifico Journal of
Apicultural Research, em versdo na lingua inglesa.
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COMPOSTOS VOLATEIS EMANADOS DE CRIAS DE Melipona

guadrifasciata anthidioides LEPELETIER, 1836 (APIDAE,
MELIPONINAE) MORTAS POR DIFERENTES TECNICAS PARA ESTUDO DO
COMPORTAMENTO HIGIENICO

Resumo: O comportamento higiénico (CH) das abelhas é considerado um
importante mecanismo de controle de pragas e patdgenos nas colbnias. O
objetivo desse estudo foi identificar o perfil de compostos volateis de pupas e
larvas de Melipona quadrifasciata anthidioides, mortas por trés diferentes
técnicas de inducédo da morte para estudos de CH (congelamento em nitrogénio
liguido, congelamento em freezer e perfuracdo com alfinete entomolégico). Os
compostos foram obtidos por microextracdo em fase sélida em modo headspace
(HS-SPME, Headspace Solid Phase Microextraction) e cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). Os grupos funcionais mais
frequentes dentre os os compostos identificados foram hidrocarbonetos, seguido
dos sesquiterpenos e alcoois. Cetonas, aldeidos, ésteres e acidos carboxilicos
também foram identificados em menor nimero. O perfil de compostos obtido por
HS-SPME/GC-MS associado a analise multivariada de dados leva a
discriminacdo das técnicas testadas e das fases de desenvolvimento das crias.
A remocdao de crias mortas entre as trés técnicas em dois tempos de avaliacao
da remocado (T24 e T48) verificada no experimento comportamental, diferiu
estatisticamente (p>0,05), sendo a maior média em 24 horas observada para a
técnica de congelamento em nitrogénio liquido, seguida do congelamento em
freezer e da perfuracdo. A fase larval foi preferencialmente removida em
detrimento da fase de pupa, independente da técnica utilizada. Houve diferenca
estatistica entre o tempo de avaliacdo e as interagfes entre os tratamentos e
também com a fase das crias. Neste estudo, foi demonstrado que tanto a técnica
utilizada para avaliar o CH das colbnias quanto o estagio de desenvolvimento da
cria exibem perfis quimicos diferentes, que podem influenciar na remocgéao da cria
e consequentemente na classificagdo da colbénia como higiénica ou nédo
higiénica.

Palavras chaves: Abelhas sem ferrdo; Compostos organicos volateis; Remocao
de ninhada morta; SPME/CG-MS
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VOLATILE COMPOUNDS EMANATING FROM BROOD OF Melipona
quadrifasciata anthidioides LEPELETIER, 1836 (APIDAE, MELIPONINAE)
KILLED BY DIFFERENT TECHNIQUES TO STUDY HYGIENIC BEHAVIOR

Abstract: The hygienic behavior of bees is considered an important control
mechanism of pests and pathogens in colonies. This study aimed to identify the
profile of volatile compounds in pupae and larvae of Melipona quadrifasciata
anthidioides, killed by three different death induction techniques (freezing in liquid
nitrogen, freezing in freezer, and pin-killed). The compounds were obtained by
headspace solid-phase microextraction (HS-SPME) and gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS). The most frequent functional groups
among the identified compounds were hydrocarbons, followed by sesquiterpenes
and alcohols. Smaller amounts of ketones, aldehydes, esters, and carboxylic
acids were recognized. The compounds profile obtained by HS-SPME/GC-MS
associated with the data multivariate analysis leads to the discrimination of
techniques tested and the stages of the offspring development. The removal of
dead offspring among the three methods in two removal evaluation times (T24
and T48), verified in the behavioral experiment, differed statistically (p>0.05), with
the highest average in 24 hours observed for the freezing technique in liquid
nitrogen, followed by freezing in a freezer and pin-killed. The larval stage was
preferentially removed compared to the pupal stage, regardless of the procedure
used. There was a statistical difference between the evaluation time and
interactions between treatments and offspring stage. Both techniques used to
evaluate the colonies' hygienic behavior and brood development stage exhibit
different chemical profiles, which may affect brood removal and, consequently,

the classification of the colony as hygienic or unhygienic.

Keywords: Stingless bees; Volatile organic compounds; Removal of dead brood;
SPME/GC-MS
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Introducéo

O comportamento higiénico (CH) das abelhas é um importante
mecanismo de defesa contra pragas e doencas da colénia (SPIVAK; DANKA,
2021), uma vez que as crias insalubres sao identificadas e removidas da colénia
eliminando o agente patogénico antes da sua proliferacdo (WILSON-RICH et al.,
2009). Esse comportamento pode ser mensurado em coldnias saudaveis por
meio da inducédo da morte de uma area de cria, para tanto, foram desenvolvidas
diferentes técnicas de congelamento em freezer (NEWTON; CANTEWELL;
BOURQUIN, 1975), em nitrogénio liquido (SPIVAK; REUTER, 1998) e de
perfuracao utilizando alfinete entomolégico (GRAMACHO; GONCALVES, 1994;
NEWTON; OSTASIEWSKI, 1986). No entanto, ndo ha consenso acerca de qual
técnica é mais apropriada, sendo relatadas vantagens e desvantagens para cada
uma delas (LECLERCQ et al., 2018).

Considerando que a motivacado para remocao € baseada em compostos
volateis emanados das crias, que sédo percebidos pelas abelhas operarias
higiénicas (BIGIO; SCHURCH; RATNIEKS, 2013; SWANSON et al., 2009), a
técnica de perfuracdo embora seja relativamente prética, ao violar o opérculo
(camada superficial de cera da célula) por meio da perfuracdo, pode trazer a
superficie das células os fluidos e odores das crias mortas, provocando um
estimulo a percepcdo dos danos, e antecipar a sua remoc¢ao pelas operarias
(GRAMACHO et al.,1999). Por outro lado, as técnicas de congelamento parecem
ndo causar danos as células de cria, no entanto, exigem maior estrutura para
execucao, o que dificulta os testes em campo. As técnicas de congelamento séo
preferencialmente utilizadas nas pesquisas por causar menos perturbacfes a
colénia e conferir maior confiabilidade aos resultados (LECLERCQ et al., 2018;
PIRES et al., 2006). Apesar dessas discussdes, ao que se sabe até entdo,
nenhum trabalho se dedicou a verificar a remocéo de crias mortas por meio das
diferentes técnicas simultaneamente em espécies de abelha sem ferrdo (ASF) e
avaliar as diferengas entre o perfil de compostos orgéanicos volateis (COV’s)
emitidos das crias comparando-se as diferentes técnicas.

A hipotese desta pesquisa € que (i) existe diferenca no perfil de compostos

organicos volateis emanados de crias mortas mediante a escolha da técnica de
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CH; (ii) o perfil de compostos difere com base na fase de desenvolvimento da
cria escolhida para o teste; (iii) operarias removem mais crias mortas por
perfuracdo quando comparadas as técnicas de congelamento; (iv) larvas sao
preferencialmente removidas em detrimento de pupas, independente da técnica
utilizada. Com os resultados desse trabalho espera-se contribuir para a
compreensdo da base quimica envolvida no comportamento higiénico,

sobretudo em abelhas sem ferrdo, nas quais séo incipientes os estudos de CH.

Material e Métodos

Coleta de amostras

Para realizacdo do experimento de coleta de compostos volateis, foram
utilizadas seis colonias de M. guadrifasciata anthidioides, alojadas em caixas
padronizadas modelo INPA constituidas de ninho e sobreninho (13 x 13 x 6 cm),
melgueira (13 x 13 x 3,5 cm), tampa e fundo (18 x 18 x 2 cm) e espaco interno
para acesso entre os compartimentos (6 x 6 cm). As coldnias foram instaladas
em meliponario coletivo situado na Universidade Federal do Recéncavo da
Bahia, campus de Cruz das Almas, BA. De cada colbnia, foram coletadas seis
areas de teste (conjunto de sete células de cria), sendo trés na fase de larva de
altimo instar e trés de pupa, totalizando 36 amostras, que foram submetidas as
técnicas de perfuragcdo com alfinete entomolégico (0,45 mm) (GRAMACHO;
GONCALVES, 1994), congelamento em Nitrogénio liquido (-196 °C) (SPIVAK;
REUTER, 1998) e congelamento em freezer (-20 °C) durante 24horas para
obtencao de crias mortas (NEWTON; CANTEWELL; BOURQUIN, 1975).

ApoOs a aplicagdo de cada técnica, 12 amostras foram imediatamente
congeladas (T0), sendo seis de larva e seis de pupa. As demais amostras foram
devolvidas as suas respectivas colbnias, onde ficaram protegidas do contato com
as operarias, sendo recobertas com tecido voil. Apds 24 e 48 horas (T24 e T48,
respectivamente) as amostras foram retiradas das col6nias e acondicionadas em
recipientes de vidro hermeticamente fechados e levadas a ultrafreezer (-80 °C)

até serem analisadas.
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Extracdo de Compostos Organicos Volateis (COV'’s)

A extracdo dos compostos volateis de crias de M. quadrifasciata
anthidioides foi realizada utilizando a técnica de microextracdo em fase sélida no
modo headspace (HS-SPME, Headspace Solid Phase Microextraction), com um
amostrador manual. Para tanto, cada fase de cria foi colocada em um frasco de
vidro tipo vial (20 ml), posteriormente selado. A extracédo foi realizada colocando
o frasco em um bloco de aquecimento de aluminio (4 cm de altura x 14 cm de
didmetro) sobre uma placa de aquecimento com temperatura controlada a 70 °C.
A extracdo dos COV’s foi feita utilizando a fibra do tipo Carboxen / PDMS com
75 um (Supelco®, Bellefonte, Pensilvania, EUA) previamente condicionada de
acordo com as instrucdes do fabricante. Esse tipo de fibra ja foi utilizado em
estudo com abelhas realizado por Zhao et al. (2015). Ap6s um periodo de
extragdo de 30 min, a fibra foi inserida no injetor do cromatégrafo a gas por 4 min

a 250 °C para dessorcéao dos COV'’s.

Andlise e Identificagcdo de Compostos Organicos Volateis

Os compostos volateis presentes nas amostras foram detectados usando
um cromatografo a gas acoplado a um espectrdmetro de massas (modelo
GCMS-QP2010 Plus, Shimadzu®, Japdo), o injetor operou no modo splitless a
250 °C durante a corrida cromatografica. Os COV’s foram separados e
detectados utilizando-se uma coluna capilar HP-5 MS (30 m, 0,25 mm id x 0,25
um) (Agilent®, Palo Alto, Califérnia, EUA) e 0,59 mL min de fluxo de gas Hélio,
com a seguinte programacéo de temperatura: 45 °C por 3 min, 1 °C min?* a 90
°C, por 1min; 1 °C min't a 140 °C por 1 min, 5 °C min't a 220 °C; 10 °C min* a
300 °C (tempo total de 124 min). As condi¢des do detector foram: temperatura
da linha de transferéncia de 220 °C, temperatura da fonte de ions de 220 °C e
modo de ionizagdo com impacto de elétrons a 70 eV.

A identificagdo dos COV’s foi obtida (i) comparando os tempos de
retencdo e os espectros de massa do GC; (ii) todos os espectros de massa
também foram comparados com a biblioteca do sistema de dados (NISTO08,

NISTO08s); (iii) os valores do indice de retencdo de Kovats (KI) foram
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determinados utilizando uma série homéloga de n-alcanos Cs-Cao (40ppm) e
comparados com os valores reportados na literatura para colunas
cromatograficas semelhantes, e (iv) os compostos identificados foram
confirmados por meio da sobreposicéo de cromatogramas de padrdes sintéticos
disponiveis, e analisados nas mesmas condi¢cdes cromatograficas.

Os padrdes usados para confirmacao foram benzeneacetaldeido (>90%
de pureza, Sigma-Aldrich ®), bezaldeido (99% de pureza, FLUKA®), a-
cariofileno (98,5% de pureza, Sigma-Aldrich®), pentadecano (99% de pureza,
Sigma-Aldrich®), acido dodecanoico (99,5% de pureza, FLUKA®), heptadecano
(99% de pureza, Sigma-Aldrich ®). Para confirmag&o dos alcanos pentacosano,
heneicosano, docosano, tricosano e tetracosano, foi utilizado o padrao de
alcanos C8-C40 (99,5% de pureza, Sigma-Aldrich®).

Experimento comportamental

O experimento comportamental foi realizado em colonias de M.
guadrifasciata anthidioides, alojadas em caixas padronizadas modelo INPA. Em
cada colbnia (n = 7), foram delimitadas seis areas de cria contendo sete larvas e
sete pupas cada, nas quais foram aplicadas as diferentes técnicas para
avaliacdo do comportamento higiénico das colénias (perfuracdo com alfinete
entomoldgico, congelamento em freezer e congelamento em nitrogénio liquido),
ja descritas anteriormente. Assim, em cada col6nia foram marcadas 42 células
de cria. Apdés os testes, foi realizada avaliacdo de remocédo das areas de testes
em 24 e 48 horas. Para cada técnica e fase da cria foi utilizada uma marcacgéo
com tinta atoxica a base de agua, corada com anilina comestivel. Uma area de
controle também foi marcada para indicar que a marcacao com tinta ndo estimula
a remocao em crias intactas, uma vez que nao foi observada remocao nessas

areas. O teste foi repetido apos 20 dias, totalizando 168 observacgoes.
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Analise estatistica

Comparacdes descritivas dos perfis quimicos entre as técnicas e fases
das crias foram feitas por visualizacdo da presenca ou auséncia de picos
individuais. Para analise multivariada dos COV’s foi utilizado o software
MetaboAnalyst 5.0 (https://www.metaboanalyst.ca/). A base de dados foi
adaptada de acordo com o objetivo de cada andlise, mas de modo geral incluia
informacBes de abundancia relativa dos picos, e os diferentes parametros
avaliados (técnicas, tempos de avaliacao e fase das crias). O processamento de
dados aplicou uma verificagéo de integridade, verificacdo de valor ausente, filtro
IQR (Intervalo Interquantil) dos dados e normalizag&o, e posteriormente aplicada
a Andlise de Minimos Quadrados Parciais Ortogonais (OPLS-DA) que decompbe
0 conjunto de dados e faz predicbes em relacdo a classificacdo das amostras
visando obter a discriminacao de perfis de compostos entre as técnicas e fases
das crias.

Para os dados de comportamento foi utilizado o software R (versdo 4.0.2)
(R Development Core Team, 2020), e realizada a andlise de variancia (ANOVA)
em esquema fatorial triplo, seguido do teste de Tukey para comparacao das
médias diferentes na estatistica F com 0,05 de significancia.

Resultados

Perfil geral de compostos volateis

A partir das andlises cromatogréaficas foram obtidos 36 cromatogramas,
dos quais puderam ser identificados 42 compostos (Tabelal). Os compostos
pertencem a diversos grupos funcionais, sendo o mais abundante os
hidrocarbonetos, seguido dos sesquiterpenos, alcoois, aldeidos, cetonas,
ésteres e acidos carboxilicos, que juntos, correspondem a 90 % dos compostos
identificados. Os demais compostos identificados pertencem aos grupos éter,
amina e fenol.

Estes compostos variaram com relagdo a presenca/auséncia entre as

fases de larva e pupa nos tratamentos de congelamento em Nitrogénio liquido
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(NIL), congelamento em freezer (FRZ) e perfuragdo de crias com alfinete
entomoldgico (PER) (Tabelal). Alguns compostos foram identificados
exclusivamente na técnica de congelamento NIL (3-nonen-2-ona; 3,4-
dimetoxiestireno; a-cariofileno; cubeneno) e trés compostos foram exclusivos na
técnica de PER (3-hepten-2-ona; fenilmetilcarbinol; 4-vinilguaiacol). A técnica de
congelamento FRZ compartilhou dos compostos comuns as demais técnicas.
Dezessete compostos foram comuns a todas as fases da cria e técnicas

testadas, em sua maioria pertencente ao grupo dos hidrocarbonetos.
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Tabela 1. Compostos organicos volateis (COV’s) identificados em crias de M. quadrifasciata anthidioides mortas por diferentes técnicas para
avaliacdo de comportamento higiénico.

NIL PER FRZ
N° Composto TR min)  |1Kexp IKLit Grupo funcional Larva Pupa Larva Pupa Larva Pupa
1 2-heptanol 11.225 902 902 Alcool - - X X X X
2 3-hepten-2-ona 13.849 939 942 Cetona - - X - - -
3  benzaldeido* 15.541 960 960 Aldeido - - X X X X
4  benzeacetaldeido* 23.739 1043 1043 Aldeido X X X X X X
5 Fenilmetilcarbinol 25.699 1060 1061 Alcool - - - X - -
6  Acetofenona 26.034 1063 1062 Cetona X X X X X X
7 2-nonanona 29.708 1092 1091 Cetona X X - X - -
8 alcool fenetilico 31.640 1108 1110 Alcool X X X X X X
9 3-nonen-2-ona 35.452 1141 1141 Cetona X X - - - -
10  4-vinilanisol 36.451 1149 1150 Eter X X X X X X
Hidrocarboneto

11 Naftaleno 39.383 1172 1178 aromatico X X X X X X
12  Indol 54585 1286 1292 Amina X - X - X -
13  4-vinilguaiacol 57.417 1307 1306 Fenol - - X - - -
14  a-cubebeno 61.778 1343 1343 Sesquiterpeno - X - X X -
15  3,4-dimetoxiestireno 64.824 1366 1368 Eter X X - - - -
16  B-bourboneno 65.817 1374 1374 Sesquiterpeno - X - X - -
17  &cido decandico 66.710 1380 1380 Acido carboxilico X X - - X X
18 octil ciclohexano 73.900 1438 1442 Ester - X - X X X
19 a-cariofileno* 74.123 1440 1440 Sesquiterpeno X X - - - -
20 trans-geranilacetona 75.222 1449 1449 Cetona - - - X - X
21 5,9-undecadien-2-o0l,6,10-dimetil 75.416 1451 1454 Alcool X - - X X -
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22  2-tridecanona 80.744 1493 1494 Cetona X X X X - -
Tabela 1. Continua
NIL PER FRZ
N° Composto TR min)  IKexp IKLit Grupo funcional Larva Pupa Larva Pupa Larva Pupa
23 pentadecano* 81.367 1498 1500 Alcano X X X X X X
24  germacrene D 81.500 1499 1499 Sesquiterpeno - X - X X -
25 d-cadineno 83.050 1513 1514 Sesquiterpeno X X - X - X
26  Cubeneno 83.901 1520 1524 Sesquiterpeno - X - - - -
27  &cido dodecandico, éster metilico 84.233 1523 1523 Ester metilico - X X X X X
28 acido dodecanoico* 90.594 1578 1578  Acido carboxilico X X X X X
29 &cido dodecandico etil éster 92.459 1594 1594 Ester X X X X X
30 Tetradecanal 93.985 1608 1608 Aldeido X X X - - -
31 1-tetradecanol* 101.148 1679 1679 Alcool X X X X X X
32 1-heptadeceno 101.263 1680 1682 Alceno X X X X X X
33 heptadecano* 103.158 1698 1700 Alcano X X X X X X
34  &cido pentadecandico 106.880 1869 1869  Acido carboxilico X X X - X X
35 acido hexadecanoico 108.500 1964 1964  Acido carboxilico X X - X - -
36 Octadecanal 108.716 2003 2010 Aldeido X X X X X X
37 octadecanol 110.776 2074 2077 Alcool X X X X X X
38 heneicosano* 111.451 2097 2100 Alcano X X X X X X
39 docosano* 114.025 2196 2200 Alcano X X X X X X
40 tricosano* 116.247 2296 2300 Alcano X X X X X X
41 tetracosano* 117.959 2394 2400 Alcano X X X X X X
42  pentacosano* 119.380 2496 2500 Alcano X X X X X X

TR (min) = tempo de reteng&o do composto; IKex = indice de retengo obtido no experimento; IK.i = indice de Kovats obtido na literatura; (¥) Compostos confirmados
com injecao de padrao sintético; (X) = indica presenca do composto e (-) indica auséncia; NIL = congelamento em nitrogénio liquido; PER = perfuragdo de crias com

alfinete entomolégico; FRZ = congelamento de crias em freezer.
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Perfil de compostos volateis de larvas e pupas

A partir da analise de Minimos Quadrados Parciais Ortogonais - Analise
Discriminante (OPLS-DA) foi possivel visualizar uma diferenca de perfil entre
larvas e pupas. O gréfico de scores (Figura 1) mostra que independente da
técnica utilizada para obtencéo das crias mortas existe uma separacédo de COV’s
para 0s grupos de cria, representados pelas elipses. Os compostos que mais
discriminaram os perfis de cada fase estdo relacionados no grafico de
Importancia da Variavel na Projecdo (VIP) (FiguralB), derivado da analise de
OPLS-DA, no qual pode-se observar que a maioria dos compostos € mais
abundante nas larvas, estes pertencem em sua maioria aos grupos funcionais:
acido carboxilico, alcool e cetona. Enquanto nas pupas 0S compostos mais

abundantes séo hidrocarbonetos, terpeno e alcool.
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Figura 1. (A) Gréfico de pontuacdo OPLS-DA para crias mortas de Melipona quadrifasciata
anthidioides na fase de larva e pupa, analisadas a partir de Microextracdo em fase sélida e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (SPME-CG-MS); (B) gréafico de
pontuacdo VIP da analise multivariada OPLS-DA. A esquerda do grafico de pontuacdo VIP,
indica em ordem decrescente os compostos que mais discriminaram os perfis das crias. A direita
do grafico de pontuacao VIP, a escala de cor varia de azul (baixa abundancia) a vermelho (alta

abundéancia).
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Perfil de COV’s de larvas e pupas versus técnicas

Em seguida, foi realizada a analise de OPLS-DA utilizando dados de cada
fase frente as técnicas NIL, PER e FRZ, a fim de testar a hipétese de que existe
diferenga no tipo de COV’s emanados de crias mortas em razado da técnica de
CH. Nesta andlise, os dados de larvas formaram claramente trés grupos,
delineando cada técnica (Figura 2). Os compostos mais importantes da projecao
sao apresentados na Figura 2B. Dos principais compostos, 0 acido decanoico e
acido dodecanoico etil éster estavam em maior abundancia em FRZ e menor em
PER e NIL, respectivamente. A 2-tridecanona, estava em maior abundancia em
PER e menor abundancia em FRZ e NIL. J& o tetracosano mais abundante em
FRZ, e menor em NIL.

Dentre os 15 compostos discriminantes, a maioria estava em maior
abundéancia em FRZ e menor abundancia em NIL. Nota-se que 0s compostos
exclusivos da técnica NIL ndo aparecem como discriminantes entre as técnicas.
Daqueles exclusivos para a técnica PER apenas o0 3-hepten-2-ona contribuiu
para a separacdo dos grupos.

Alguns compostos discriminantes da andlise de fases de cria (acido
pentadecandico, acido decandico, &cido dodecanoico, 2-tridecanona, 3-hepten-
2-ona e tetradecanal), também aparecem na analise de larvas entre as técnicas.
Nessa andlise, o acido pentadecanoico e dodecanoico estdo em maior
abundéancia em NIL, o &cido decanoico em maior abundéancia em FRZ e menos
em PER. Ja a 2-tridecanona, 3-hepten-2-ona e tetradecanal estdo mais
abundantes em PER e menos abundantes em NIL.

A andlise OPLS-DA também foi aplicada para o conjunto de dados de
pupas associado as técnicas, cujos graficos estdo apresentados na Figura 3.
Nessa analise, nenhum composto discriminante de pupas da analise de fases
contribuiu na separacéao de técnicas. Com relacdo aos compostos exclusivos,
apenas o da técnica PER (fenilmetilcarbinol) contribuiu para a separacdo dos
grupos. Os principais compostos discriminantes, acido hexadecanoico e

tricosano estavam em maior abundancia em PER, ja o acido dodecanoico etil
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éster mais abundante em FRZ e menos em PER. O acido dodecanoico mais

abundante em NIL e menos abundante em PER.
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Figura 2. (A) Grafico de pontuacdo OPLS-DA obtido da associagéo de intensidade dos picos de
compostos organicos emanados de larvas mortas de Melipona quadrifasciata anthidioides por
meio das técnicas de perfuragdo utilizando alfinete entomoldgico e congelamento em nitrogénio
liquido e em freezer. (B) grafico de pontuagdo VIP da analise OPLS-DA. A esquerda do gréfico
de pontuacéo VIP, indica em ordem decrescente os compostos que mais discriminaram os perfis
das técnicas. A direita do grafico de pontuacdo VIP, a escala de cor varia de azul (baixa
abundancia) a vermelho (alta abundéancia). (C) No boxplot, o eixo Y representa as intensidades
normalizadas dos compostos como quartil para cada grupo de amostra. O intervalo da escala
vertical é do valor minimo ao maximo do grupo selecionado, ou, 0 maior ou 0 menor dos pontos
de referéncia exibidos, mediana e intervalo de confianca de 95 %.
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Figura 3. (A) Grafico de pontuacdo OPLS-DA obtido da associagéo de intensidade dos picos de
compostos emanados de pupas mortas de Melipona quadrifasciata anthidioides por meio das
técnicas de perfuracdo utilizando alfinete entomolégico e congelamento em nitrogénio liquido e
em freezer. (B) grafico de pontuacdo VIP da andlise OPLS-DA de pupas nas técnicas. A
esquerda do grafico de pontuacao VIP, indica em ordem decrescente 0os compostos que mais
discriminaram os perfis das técnicas. A direita do grafico de pontuacéo VIP, a escala de cor varia
de azul (baixa abundancia) a vermelho (alta abundancia). (C) No boxplot, 0 eixo Y representa as
intensidades normalizadas dos compostos como quartil para cada grupo de amostra. O intervalo
da escala vertical é do valor minimo ao maximo do grupo selecionado, ou, 0 maior ou 0 menor
dos pontos de referéncia exibidos, mediana e intervalo de confianca de 95 %.

De modo geral, dos 15 compostos discriminantes a maioria estava em
maior abundancia em PER e menor abundéancia em NIL. Os grupos quimicos
desses compostos sao principalmente acido carboxilico, hidrocarboneto, alcool

e cetona.
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Perfil de Icompostos volateis de arvas e pupas versus tempos de avaliacdo da

remocao

Para essa analise, foram selecionados 0s seis compostos que mais
discriminaram os perfis de larva e pupa entre as técnicas e associados 0s tempos
de avaliacdo de remocao das crias (TO, T24 e T48 horas) aos dados. Assim, foi
possivel obter graficos evidenciando a distribuicdo de cada composto ao longo

do tempo de avaliacdo. A Figura 4 mostra a analise com base nos dados de
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Figura 4. Boxplot obtido a partir da anélise dos compostos mais abundantes na andlise de larvas
mortas de Melipona quadrifasciata anthidioides, associada técnicas de perfuracéo utilizando
alfinete entomolégico, congelamento em nitrogénio liquido e em freezer. O eixo Y representa as
intensidades normalizadas dos compostos como quartil para cada grupo de amostra. O intervalo
da escala vertical é do valor minimo ao maximo do grupo selecionado, ou, 0 maior ou 0 menor
dos pontos de referéncia exibidos, mediana e intervalo de confianca de 95 %.
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Essa analise revelou que, para os dados de larva, cinco dos seis
compostos mais importantes apresentavam maior abundancia no T0, tempo logo
apos a morte das crias. Apenas o acido dodecanoico estava mais abundante em
T24 horas.

Para os dados de pupa relacionados com o tempo de avaliacdo, os
compostos mais abundantes no TO foram: tricosano, naftaleno e &cido
hexadecanoico (Figura 5). O acido dodecanoico etil éster foi 0 composto com

menor abundancia no tempo inicial.
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Figura 5. Boxplot obtido a partir da andlise compostos mais abundantes na andlise de pupas
mortas de Melipona quadrifasciata anthidioides, associada técnicas de perfuracéo utilizando
alfinete entomoldgico e congelamento em nitrogénio liquido e em freezer. O eixo Y representa
as intensidades normalizadas dos compostos como quartil para cada grupo de amostra. O
intervalo da escala vertical € do valor minimo ao maximo do grupo selecionado, ou, 0 maior ou 0
menor dos pontos de referéncia exibidos, mediana e intervalo de confianca de 95 %.
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Os compostos de pupas e larvas associados aos tempos séo distintos,
tendo em comum apenas o &cido dodecandico e &cido dodecanoico etil éster,
mas com distribuicdes diferentes ao longo do tempo. Para larvas, a distribuicdo
dos dois compostos foi mais intensa no tempo inicial (TO) e menor nos tempos

T24 e T48, enquanto para pupas a maior abundancia foi no T24 ou T48.

Experimento comportamental

A andlise estatistica para o teste de CH revelou diferenca significativa
entre as técnicas (p = 0,0532), fases das crias (p = 0,0058) e tempo de avaliacéo
do comportamento higiénico (p = 0,0030).

As interacBes entre os parametros foram significativas entre técnicas
versus tempo (p = 0,0004) e fase versus tempo (p = 0,0002), e ndo significativa
entre técnica versus fase, e interacdo dos trés fatores. O desdobramento das
interag@es significativas foi analisado no teste Tukey e mostrou que entre técnica
versus tempo (Tabela 1), em 24 e 48 horas a técnica NIL difere de FRZ e difere
de PER em 24 horas. Considerando os tempos dentro de cada técnica, aqui
correspondentes as colunas, apenas a técnica NIL difere. Para as demais

técnicas a média de remocéo € praticamente igual.

Tabela 1. Interacdo entre o tempo de remocdo de crias e as técnicas de
perfuracdo com alfinete entomoldgico (PER), congelamento em freezer (FRZ) e
congelamento em nitrogénio liquido (NIL) utilizadas em estudo do
comportamento higiénico em abelhas

TEMPO TECNICAS
PER FRZ NIL
24 2,07 bA 2,50 bA 4,57 aA
48 1,46 abA 3,00 aA 1,25 bB

Médias seguidas pela mesma letra mindsculas nas linhas e mailuscula nas colunas nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Analisando a interacao entre fases da cria e tempo (Tabela 2), a remocéo

de larva e pupa diferiu no tempo de 24 horas. Em valores percentuais, a remogéao
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de larva independente da técnica em 24 horas foi de 75,6 % e de pupas apenas
31,9 %.

Tabela 2. Interacdo entre as fases da cria (pupa e larva) e o tempo de remocéao
de crias mortas por meio de técnicas de perfuracdo com alfinete entomoldégico,
congelamento em freezer e congelamento em nitrogénio liquido

FASES DE DESENVOLVIMENTO

TEMPO
PUPA LARVA
24 1.81 bA 4.29 aA
48 2.10 aA 1.71 aB

Médias seguidas com a mesma letra minusculas nas linhas e mailtscula nas colunas néo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de significancia.

Comparando apenas a remocdo de larvas entre os tempos, os valores
também diferem, uma vez que grande parte da remocao ocorreu em 24 horas, e

restaram poucas larvas para serem removidas em 48 horas.

Discussao

Os compostos identificados neste estudo revelam a diversidade quimica
em crias de M. quadrifasciata anthidioides e a diferenca entre os métodos mais
utilizados em testes de comportamento higiénico. Esses compostos sao,
possivelmente, semioquimicos utilizados na comunicacao dessa espécie, uma
vez que foram relatados com essa funcdo em outras espécies de ASF
desencadeando diversos tipos de comportamento (CRUZ-LOPEZ et al., 2007;
PATRICIO et al., 2003; PIANARO et al., 2009; NDUNGU et al., 2018). Mas,
especificamente sobre os compostos relacionados ao CH nas abelhas sem
ferrdo, ainda néo ha estudos. Portanto, os resultados obtidos serdo comparados

com estudos relacionados ao CH das abelhas do género Apis.
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Perfil de compostos volateis de larvas e pupas

Nesse estudo, foram investigados em larvas e pupas mortas os perfis de
COV’s para cada idade, uma vez que em estudo anterior foi verificada uma
“preferéncia” na remogao de larvas no teste de CH (JESUS et al., 2017). Nas
abelhas sem ferrdo héa possibilidade de testar o CH em larvas porque as células
de cria comecam a ser operculadas logo ap0s a postura da rainha, diferente das
Apis, nas quais as células sao operculadas ja na fase pré-pupa (entre o 10 e 12°
dia).

Realizada a andlise discriminante de larvas e pupas foi verificada a
separacdo dos perfis de compostos, o que fornece evidéncias para a hipétese
de que existe diferenca do perfil quimico entre as fases de cria. Outros estudos
deverdo ser realizados para investigar se é a diferenca do perfil quimico ou a
intensidade dos compostos entre larvas e pupas que incita a remocao prioritaria
de larvas.

Para larvas a maioria dos compostos pertence ao grupo dos acidos
carboxilicos, alcool e cetona. Enquanto para pupa 0S compostos mais
abundantes séo hidrocarbonetos, terpenos e alcool.

Alguns dos principais compostos da separacdo dos perfis ja& foram
identificados em ASF, como o acido pentadecanoico obtido da secrecédo cefalica
de ASF africanas, género Hypotrigona (NDUNGU et al.,, 2018); o acido
dodecanoico e o aldeido tetradecanal, extraidos da glandula abdominal de
Plebeia droryana e Nannotrigona testaceicornis (PIANARO et al., 2009). O
tetradecanal também foi encontrado na glandula de dufour em Frieseomelitta
silvestrii (PATRICIO et al., 2003).

As cetonas 3-hepten-2-ona e 2-nonanona foram identificadas na glandula
mandibular de Oxytrigona mediorufa Cockerell (CRUZ-LOPEZ et al., 2007), e
indicadas como compostos de alarme, devido a resposta agressiva no bioensaio
comportamental. A 2-nonanona também foi encontrada na glandula de Dufour
em rainhas de Scaptotrigona mexicana (GRAJALES-CONESA et al., 2007) e as
operarias foram atraidas pelo extrato da glandula e pela mistura sintética. Ja a

cetona 2-tridecanona, isolada da glandula de Dufour de Frieseomelitta varia
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(PATRICIO et al., 2003), foi identificada como componente do feromonio de
alarme produzido por machos de Scaptotrigona depilis, ao qual as operarias
respondem com luta e os machos com fuga (SCHORKOPF, 2016). A trans-
geranilacetona, foi identificada na glandula de Dufour de Nannotrigona
testaceicornis (CRUZ-LOPEZ; PATRICIO, MORGAN, 2001).

Como exposto, os compostos verificados nesse estudo nas fases de larva
e pupa também foram obtidos da secrecédo de diferentes glandulas das abelhas
adultas. A funcdo dessas glandulas em abelhas ndo esta claramente definida,
ha diferencas entre espécies e castas, mas de modo geral, as glandulas
salivares cefalicas, mandibulares, glandula de Dufour e glandula de Nasonov sao
indicadas na producdo de semioquimicos (ABDALLA et al.,, 2004; CRUZ-
LANDIM,1967; CRUZ-LANDIM et al., 2012; JARAU et al., 2004). Diante dos
resultados de bioensaios reportados nesses estudos, € possivel fazer uma
triagem dos compostos com potencial para estimular remocao das crias mortas

em M. g. anthidioides.

Perfil de compostos volateis de larvas versus técnicas

Com relagéo a analise entre as técnicas PER, NIL e FRZ utilizando dados
obtidos das larvas e pupas, a separacao dos perfis de cada técnica apoia nossa
hipétese de que existe diferenga no tipo de COV’s emanados de crias mortas em
razdo da técnica de CH. Para a analise de larvas, a maioria dos compostos
discriminantes estava em maior abundancia em FRZ e menor em NIL. A esse
respeito, supomos que a técnica FRZ conserva os compostos dentro das células,
enguanto a NIL modifica a estrutura do opérculo, possivelmente aumentando os
poros e/ou afinando a camada de cera, assim 0s volateis permeiam mais
facilmente para o ambiente da col6nia. Essa nova hipétese precisa ser testada
comparando a estrutura do opérculo antes e depois do congelamento com
nitrogénio liquido e visualizagdo da estrutura em microscoépio.

Alguns dos compostos que contribuiram para a separacdo dos grupos
entre larvas e pupas também foram importantes nessa analise, como os acidos

pentadecanoico, decanoico e dodecanoico, o aldeido tetradecanal, a cetona 2-



68

tridecanona, bem como a 3-hepten-2-ona, composto exclusivo da técnica PER.
Esses compostos podem ter importancia na comunicagao, sendo possivelmente
0s principais compostos emanados na fase de larva. A composicdo volatil das
larvas pode ser proveniente do feroménio de marcacdo de ovos da rainha
liberado pela glandula de Dufour no momento da postura (OLDROYD et al.,
2002), das secrecdes da glandula salivar das operérias durante a manipulacéo
do alimento das crias (LECONTE et al., 1990), bem como das secrecdes da
glandula salivar da prépria larva (CRUZ-LANDIM, 2009). A fracdo nao volatil
ultrapassa barreira fisica da célula e chega a larva, que o incorpora (LECONTE
et al., 1990).

Para o género Apis, LeConte et al. (1990) descreveram como feromonio
de larvas uma mistura de dez ésteres etilicos e metilicos dos acidos oleico,
linoleico, linolénico, hexadecanoico e octadecanoico. Com base na resposta
bioldgica das abelhas a essas substancias, foi desenvolvida uma composicéo
sintética utilizada para manipular o comportamento e melhorar o desempenho
das abelhas operarias na coleta de recursos (PANKIW; LAFONTAINE;
AVELINO, 2010). O B-ocimeno também é considerado componente do
ferombnio das crias, que sinaliza as operarias a necessidade de alimento
(MAISONNASSE et al., 2010; TRAYNOR et al., 2014). Nesse estudo nenhum
dos compostos do feroménio foi identificado, isso pode estar relacionado a
variacao entre 0s géneros, o que ocorre, por exemplo, com o 3-ocimeno, como
mencionado anteriormente, em ASF ndo ha alimentacéo progressiva das crias,
portanto, se o B-ocimeno nao tiver outra funcao biolégica para larvas além da
sinalizagdo de fome, realmente ndo aparecerd nas andlises. Da mesma forma
que ndo aparece nas analises de crias recém operculadas em Apis
(MAISONNASSE et al., 2010).

Perfil de compostos volateis de pupas versus técnicas
Na analise das técnicas utilizando dados de pupas, 0s compostos mais

abundantes na analise dos grupos de idade ndo foram importantes para

discriminar os grupos, diferente do verificado para larvas. Aqui, o0 principal
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composto discriminante, acido hexadecanoico foi identificado na secrecéo
cefalica de Tetragonisca angustula (FRANCKE et al.,, 2000). O acido
dodecanoico etil éster foi identificado como componente cuticular de Trigona
collina e Trigona melina, ASF asiaticas (LEONHARDT; BLUTHGEN; SCHMITT,
2009). O tricosano foi avaliado como hidrocarboneto cuticular em Melipona
quadrifasciata no estudo de Martin et al. (2017). Nesses estudos ndo foram
realizados testes comportamentais para informar a funcéo biologica desses
compostos nas abelhas.

De modo geral, a maioria dos compostos estava em maior abundancia em
PER e menor abundancia em NIL, isso refor¢ca nossa nova hip6tese sobre o
efeito do nitrogénio sobre o opérculo das células de cria. Nas andlises de larva
e pupa, tanto a técnica PER quanto a técnica FRZ parecem preservar 0s
compostos volateis dentro das células, o que para PER é uma novidade, diante
das discussfes provocadas por essa técnica (GRAMACHO et al.,1999; SPIVAK;
DOWNEY,1998).

Com relacdo aos compostos exclusivos, apenas o da técnica PER
(fenilmetilcarbinol) contribuiu para a separacao dos grupos. Esse composto ja foi
relatado em Trigona spinipes, sendo relacionado ao feromdnio de alarme dessa
espécie (SCHORKOPF, 2009).

A principio era esperado que os compostos exclusivos de cada técnica
apresentassem uma distribuicdo marcante entre os grupos, acredita-se que a
baixa intensidade desses compostos na amostra tenha afetado a sua expressao
na analise, no entanto, para a comunicacdo esses compostos podem ter
importancia bioloégica, uma vez que 0s insetos utilizam os compostos em

propor¢des diminutas (nanograma) (BREZOLIN et al., 2018).

Perfil de compostos volateis de larvas e pupas versus tempos de avaliagdo

Essa analise revelou que, para os dados de larva, cinco dos seis
compostos mais importantes apresentavam maior abundancia no TO, tempo logo
apos a morte das crias. Para os dados de pupa, apenas trés compostos estavam

em maior abundancia do TO (tricosano, naftaleno e acido hexadecanoico). Essa
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analise pode indicar que no estagio inicial (TO) foram capturados os compostos
realmente presentes em larvas, a partir do T24 e T48 os compostos sao
volatilizados e/ou sofrem degradacdo, além da formacdo de compostos
provenientes da decomposicao das larvas mortas.

Os compostos de pupas e larvas associados aos tempos sao distintos,
tendo em comum apenas o &cido dodecanoico e 4cido dodecanoico etil éster,
mas com distribuicdes diferentes ao longo do tempo. Para larvas, a distribuicdo
dos dois compostos foi mais intensa no tempo inicial (TO) enquanto para pupas
a maior abundancia ocorreu no T24 ou T48. Atribuimos essa diferenca as
caracteristicas da estrutura corporal de cada fase, sendo que para pupas a
estrutura por ser mais complexa, esclerotizada (CRUZ-LANDIM, 2009), pode
dificultar a volatilizacdo dos compostos. Assim, cada composto se comportou de
maneira diferente ao longo do tempo gerando acumulo dos compostos nos
tempos finais da avaliacao.

Dentre os compostos discriminantes nesse estudo, o 2-tridecanona
apareceu em todas as analises. Outro composto que recebe destaque é o trans-
geranilacetona, seguido do acido dodecanoico e acido dodecandico etil éster. Os
compostos 2-tridecanona, trans-geranilacetona e acido dodecanoico estdo em
maior abundancia em larva na analise entre fases, ja 0 acido dodecanoico etil
éster ndo aparece nessa analise.

Na analise das técnicas, 2-tridecanona, acido dodecandico e &cido
dodecanoico etil éster estdo com distribuicdo semelhante, com relacdo a trans-
geranilacetona, aparece apenas na andlise de pupas versus técnicas. Essa
triagem pode ser util para os desdobramentos dessa pesquisa, como a
realizagcdo de testes eletroantenograficos e bioensaios comportamentais com os

compostos bioativos.
Compostos nao discriminantes na analise estatistica e sua fun¢do no CH
Os compostos que ndo foram discriminantes para a analise estatistica dos

perfis podem ser importantes na comunicacédo das abelhas durante a remocéo

das crias mortas, desse modo, indicamos a funcdo quimica desses compostos
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nos diferentes grupos de insetos, mas direcionando as pesquisas para
Hymenoptera e mais especificamente abelhas, quando possivel.

Buscou-se na literatura compostos relacionados ao CH em abelhas do
género Apis. Alguns compostos foram identificados em crias saudaveis, mortas
experimentalmente, crias infestadas com Varroa destructor ou contaminadas
com fungos, assim, os resultados apresentam compostos emanados da cria e
produto da infestacdo ou infeccdo pelo agente patogénico. Esses estudos
indicam compostos candidatos ao CH provenientes das andlises quimicas,
outros por meio de bioensaios, indicam os compostos bioativos as abelhas em
testes eletroantenograficos ou no momento da remocdo. A diversidade dos
compostos relatados é grande, com representantes de grupos funcionais como:
alcool, hidrocarbonetos (alcenos, alcanos), cetona, éster e terpeno.

O 2-feniletanol, alcool benzilico e o acetato de fenetil, foram encontrados
em crias contaminadas por Ascosphaera apis (SWANSON et al., 2009), sendo o
2-feniletanol considerado composto chave para o comportamento higiénico em
A. mellifera. No presente estudo foi verificada a presenca desse composto em
crias mortas experimentalmente, sem sintomas de infeccéo. Lee et al. (2020),
identificaram &cido propidnico, &cido valérico, 2-nonanona em larvas de Apis
mellifera infectadas com Paenibacillus larvae, esses compostos foram
detectados por abelhas higiénicas em teste eletroantenografico.

Nazzi, Della Vedova e D’agaro (2004), identificaram em crias infestadas
por Varroa desctructor trés alcenos: (2)-6-pentadeceno; (Z)-7-pentadeceno; (2)-
8-heptadeceno e um alcano, o pentadecano. E mostraram que (Z) -6-
pentadeceno induziu o comportamento higiénico. Wagoner et al. (2021)
mostraram que a partir de crias infestadas, a mistura dos compostos (Z) -10-
tritriaconteno, (Z) -8-hentriaconteno, (Z) -8-heptadeceno e (Z) -6-pentadeceno
estimulou o CH em um ensaio de campo. O hexanoato de etila e a-pineno,
também estavam presentes em pupas infestadas por acaros, e ausentes em
pupas néo infestadas, em teste de campo esses compostos mostraram-se
relevantes para remocao das crias (LIENDO et al., 2021). Esses autores também
encontraram naftaleno e heptadecano, compostos identificados em nosso

estudo.
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Outros compostos como tricosan-2-ona, pentacosan-2-ona, acetato de
tetracosil, heptacosan-2-ona, acetato de hexacosil e nonacosan-2-ona,
compostos especificos de acaro também desencadearam o CH (MONDET et al.,
2021).

O acido oleico e B-ocimeno, foram identificados em crias mortas por
congelamento e foi relatado que associados, esses compostos sinalizam a morte
da cria, desencadeando a remocao (MCAFEE et al., 2017; MCAFEE et al., 2018).
Esses autores também identificaram o heneicosano, hidrocarboneto encontrado
em nosso estudo, no entanto, ndo foi composto discriminante nas analises. A
deteccado de hidrocarbonetos nos experimentos de headspace pode indicar que
a partir deles, os individuos possam reconhecer companheiros de ninho sem
contato direto (SCHMITT et al., 2007).

A partir das informacdes obtidas na literatura sobre os compostos
quimicos identificados nesse trabalho, nota-se uma multifuncéo das substancias
na comunicagao das abelhas (ALAUX; MAISONNASSE; LECONTE, 2010), com
variacdo entre as espécies e castas. Nesse estudo nenhum dos compostos
descritos como estimulo para CH em Apis foi identificado. Isso pode estar
relacionado a técnica de extracao utilizada, as condicdes de extracdo, o tipo de
fibra utilizada no SPME e a coluna cromatogréfica utilizada no GC. Além disso,
pode haver variacdo dos compostos emanados entre crias de Apis e ASF. Para
identificar os compostos que estimulam o CH em ASF deverado ser realizados

estudos eletrofisiolégicos e bioensaios comportamentais.

Experimento comportamental

Os resultados do experimento comportamental refutam a hipotese de que
operarias removem crias mortas por perfuracao mais rapido quando comparadas
as técnicas de congelamento, ja que verificamos maior remocédo em NIL. De
modo geral, grande parte dos compostos discriminantes nas analises quimicas
estava em maior abundancia em FRZ, abundéancia intermediaria em PER e
menor abundancia em NIL, neste sentido, o estimulo para remocao pode néo ser

a alta intensidade dos compostos, mas a variacado da intensidade normal de
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compostos emanados entre cria viva e morta (KATHE et al., 2021; SUN; ZHOU,
2013). Os compostos especificos para NIL identificados nesse estudo também
devem ser investigados.

Os dados comportamentais fornecem evidéncias para nossa hipétese de
que larvas sao removidas mais rapidamente do que pupas, independente da
técnica utilizada. Com base nas observacfes durante manejo das colbnias seria
esperado que as operarias removessem mais rapidamente as pupas do que as
larvas, ja que na fase de larvas existe uma maior quantidade de cerume (cera e
resina) no opérculo, em pupas as abelhas operarias iniciam a raspagem desse
material tornando-o mais fino, para facilitar a emergéncia do adulto (NOGUEIRA-
NETO, 1997). A maior quantidade de cera e resinas nas células de larvas poderia
dificultar a deteccdo das larvas mortas pelas operarias. No entanto, a remoc¢ao
preferencial de larvas em detrimento de pupas pode estar relacionada aos
compostos discriminantes na analise quimica das fases. Essa hipdtese deve ser
testada em bioensaios utilizando os compostos ou a mistura deles nas colonias.

A deteccéo precoce de larvas mortas pode melhorar a saude da colbnia,
uma vez que as crias sao operculadas ainda na fase de ovo, momento em que
0 contaminante tera acesso a célula, possivelmente através do alimento provido
pelas operarias. Nesse sentido, é importante investigar os estimulos para a
remocao de larvas de modo que conseguira eliminar o agente patogénico na fase
inicial, evitando a dissemina¢do em toda a colénia. De acordo com Al Toufailia
et al. (2016), nos meliponineos os baixos indices de doenca registrados, devem-
se aos eficientes mecanismos de controle, dentre eles o CH.

Os COV'’S identificados neste estudo revelam a diversidade quimica em
M. quadrifasciata anthidioides e a variacdo dos perfis de compostos, mostrando
gue a escolha do método modifica o perfil de volateis e as abelhas percebem e
executam a remocdo mais rapida ou lentamente em cada técnica. E que o
meétodo de perfuracdo nao estimula maior remocao devido ao dano no opérculo,
uma vez que a remoc¢ao das crias mortas por nitrogénio liquido foi mais rapida.

Se a previsdo de maior volatilizagdo em NIL devido as alteragbes no
opérculo se confirmar, 0s compostos mais abundantes na analise entre as idades

gue apareceram como menos abundantes em NIL na analise de larvas versus
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as técnicas deverdo ser avaliados nos proximos estudos, sdo eles: 2-
tridecanona e tetradecanal. Em outra abordagem, comparando 0os compostos
menos abundantes na fase de larva, o 2-heptanol, segue em menor abundancia
na analise de larvas versus técnicas na técnica NIL. Outra hipétese possivel é
gque 0s compostos mais abundantes em larva na analise de fases (acido
pentadecanoico, &cido dodecanoico, 2-tridecanona e tetradecanal) podem incitar
a remogao primeiro.

Com base nos resultados desse estudo, os compostos indicados
merecem ser estudados em detalhe em bioensaios, com vistas a remocao de

crias.

Conclusodes

Neste estudo foi demonstrado que tanto a técnica utilizada para avaliar o
CH das coldnias quanto o estagio de desenvolvimento da cria exibem perfis
quimicos diferentes, que podem influenciar na remocdo da cria e
consequentemente na classificagéo da col6nia como higiénica ou n&o higiénica.
A técnica de perfuracdo de crias ndo antecipou a remocédo quandocomparada
com as demais técnicas. Os compostos identificados neste estudo podem ser
testados quanto a eficiéncia de remocéao de crias em testes comportamentais em
abelhas. Além disso, os compostos aqui identificados contribuem para o
conhecimento dos compostos volateis de M. quadrifasciata anthidioides.
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ARTIGO Il

RESPOSTA ELETROANTENOGRAFICA DE Melipona
guadrifasciata anthidioides LEPELETIER, 1836 (APIDAE,
MELIPONINAE) AOS VOLATEIS DE LARVAS MORTAS?

2 Artigo sera reajustado e submetido ao Comité Editorial do periodico cientifico Journal of
Chemical Ecology em versao na lingua inglesa.
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RESPOSTA ELETROANTENOGRAFICA DE Melipona quadrifasciata
anthidioides LEPELETIER, 1836 (APIDAE, MELIPONINAE) AOS VOLATEIS
DE LARVAS MORTAS

Resumo:

O comportamento higiénico (CH) € um mecanismo de imunidade em abelhas,
gue proporciona a tatica de defesa natural contra distintas doencas, através da
capacidade de localizacdo e remocao de crias mortas e/ou doentes, melhorando
a sanidade e produtividade das colonias. Investigagbes de respostas
eletrofisiologicas de operarias de ascendéncia higiénica ao extrato de larvas
mortas, foram realizadas para identificar compostos volateis candidatos ao
comportamento higiénico em abelhas sem ferrdo. As amostras congeladas de
cria na fase de larva foram obtidas a partir do congelamento em nitrogénio liquido
e posteriormente submetidas a coleta de volateis por areacao durante 24 horas,
para obtencao dos extratos. O perfil quimico foi avaliado por cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). A analise quimica por CG-EM
indicou a presenca de um total de 18 compostos pertencentes aos seguintes
grupos quimicos: hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres e acido
carboxilico. As respostas eletrofisioldgicas foram obtidas por analise em
cromatografia gasosa com detector em chamas acoplada a eletroantenégrafo
(CG-EAG), fazendo uso da antena como detector biolégico frente o extrato de
volateis. O eletroantenograma indicou que as antenas das abelhas responderam
em maior numero de repeticdes para um composto no extrato natural, que foi
sugerido por CG-EM como 1-hexanol. Esse composto é candidato a incitar o
comportamento higiénico em Melipona quadrifasciata anthidioides. Para
confirmacédo da funcdo desse composto, seréo utilizados testes de olfatometria
e bioensaios em campo utilizando o composto individual e misturas com outros

compostos presentes no extrato em diferentes concentragoes.

Palavras chaves: Abelha sem ferrdo; Compostos volateis; Comunicacao
quimica; Comportamento higiénico; Eletroantenografia
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ELECTROANTENOGRAPHIC RESPONSE OF Melipona quadrifasciata
anthidioides LEPELETIER, 1836 (APIDAE, MELIPONINAE) TO DEAD
LARVAE VOLATILES

Abstract: Hygienic behavior is an immunity mechanism in bees, which provides
a natural defense tactic against different diseases through the ability to locate
and remove dead or sick broods, improving the sanity and productivity of
colonies. Investigations of electrophysiological responses to dead larvae extract
from workers of hygienic parentage were performed to identify volatile
compounds for hygienic behavior in stingless bees. We acquired frozen brood
samples in the larval stage from freezing in liquid nitrogen and subsequently
submitted them to the collection of volatiles by aeration for 24 hours to obtain the
extracts. The chemical profile was evaluated by gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC-MS). Chemical analysis by GC-MS indicated the
presence of 18 compounds belonging to the following chemical groups:
hydrocarbons, alcohols, aldehydes, ketones, esters, and carboxylic acid. The
electrophysiological responses were acquired by analysis in gas chromatography
with a flame detector coupled to an electroantenograph (GC-EAG), using the
antenna as a biological detector against the volatile extract. Electroantenogram
indicated that bee antennae responded to a compound in the natural extract. GC-
MS suggested this compound as 1-hexanol. This compound may incite hygienic
behavior in Melipona quadrifasciata anthidioides. To verify the compound
function, olfactometry tests and field bioassays will use the individual substance
and mixtures with other compounds present in the extract at different

concentrations.

Keywords: Stingless bee; Volatile compounds; Chemical communication;

Hygienic behavior; electroantenography
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Introducéao

Os insetos interagem com o ambiente e outros organismos por meio de
eficientes mecanismos de comunicacao, indispensaveis para sua sobrevivéncia
e reproducdo (RUBENSTEIN; ALCOCK, 2018). Os estimulos utilizados na
comunicagdo podem ser de natureza fisica como sinais visuais, tateis e
vibracionais, e possivelmente os mais importantes, os sinais de natureza
guimica. A comunicacao quimica é caracterizada pela emissdo de compostos
organicos volateis (COV’s) que desencadeiam reagdes nos organismos que
recebem o sinal (LAW; REGNIER, 1971). Esses compostos sao classificados
como feromdnios quando a comunicacdo se da entre individuos da mesma
espécie (KARLSON; BUTENANDT, 1959) e aleloquimicos entre individuos de
espécies diferentes (BROWN; EISNER; WHITTAKER, 1970).

A comunicacdo ocorre quando os compostos sdo captados por células
especializadas em percepcéo sensorial, as sensilas, encontradas principalmente
nas antenas dos insetos (CRUZ-LANDIM, 2009). Essas sensilas contem no seu
interior a linfa sensilar, onde sado secretadas as “proteinas ligadoras de
odorantes” (OBPs - Odorant Binding Proteins), que transportam 0s compostos
volateis até os Neurbnios Sensoriais Olfativos, estes por sua vez sao
responsaveis por processar as informac¢des em funcao do tipo de sinal recebido
e desencadear um comportamento de resposta nos insetos (CHEN; ZHAO;
KANG, 2003; YAN et al., 2020).

Para os insetos sociais, a eficiéncia na comunicacdo € bastante
desafiadora em razdo da divisdo em castas, com individuos anatdmica e
biologicamente distintos, o que exige sincronia para desempenho das atividades.
Além disso, a sobreposi¢cdo de geragBes na colbnia a torna mais suscetivel a
doencas, parasitas e contaminacgoes diversas (SWANSON et al., 2009). Ao longo
da evolucdo as abelhas desenvolveram um tipo de controle biologico contra
organismos patogénicos e contaminantes dentro da coldnia, o comportamento
higiénico (CH). Esse € um comportamento de base genética (BIGIO; SCHURCH;
RATNIEKS, 2013), no qual as abelhas operarias aptas identificam compostos

volateis emitidos das crias mortas ou doentes e procedem a sua remocao,
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eliminando o foco de infecgédo da colonia (WILSON-RICH et al., 2009; BIGIO;
SCHURCH; RATNIEKS, 2013).

E possivel identificar colénias higiénicas e n&o higiénicas a partir das
técnicas de inducdo de morte de crias na colbnia (revisado por LECLERCQ et
al. 2018). No entanto, ndo é garantido que essas coldnias testadas e
classificadas experimentalmente como higiénicas sejam eficientes em remover
crias doentes na colénia (GILLIAN et al., 1983), sendo recomendado expor as
colénias aos potenciais patégenos e verificar o real CH. Mas, essa estratégia
nao é facil de ser controlada, e pode facilitar a disseminacdo do patégeno no
ambiente, além de provocar a morte de toda a col6nia (SPIVAK; DANKA, 2021).

Nesse contexto, & importante conhecer os compostos envolvidos no
comportamento de remocéo de crias mortas, tanto em testes de CH, quanto em
crias mortas por patdgenos e utiliza-los para simular uma real infestacdo ou
doenca nas crias. Alguns compostos identificados em crias mortas de abelhas
do género Apis séo relacionados ao CH, como o acido oleico que associado ao
B-ocimeno sinaliza a morte da cria, desencadeando a remocédo (MCAFEE et al.,
2018), o 2- fenil- etanol, alcool benzilico e o acetato de fenetil, identificados em
crias contaminadas por Ascosphaera apis (SWANSON et al., 2009), o (2) -6-
pentadeceno, (Z) -10-tritriaconteno, tricosan-2-ona, pentacosan-2-ona, acetato
de tetracosil, heptacosan-2-ona, acetato de hexacosil e nonacosan-2-ona,
identificados em crias parasitadas pelo Varroa destructor (MONDET et al., 2021;
NAZZ|; DELLA VEDOVA; D’AGARO, 2004; WAGONER et al., 2020).

Para as abelhas sem ferrdao (ASF), os compostos relacionados ao CH
permanecem desconhecidos. Além disso, a identidade dos compostos
identificados em abelhas do género Apis varia entre os estudos, assim nao €
possivel extrapolar os resultados de Apis para ASF. Neste sentido, esse estudo
investiga os compostos volateis emitidos por larvas mortas que séo detectados
pelas antenas de Melipona quadrifasciata anthidioides, a fim de contribuir para a
melhor compreensdo da comunicacdo quimica relacionado ao CH em abelhas

sem ferrao.



85

Material e Métodos

Coleta das amostras

As coletas foram realizadas em colonias de Melipona quadrifasciata
anthidioides mantidas no meliponédrio do Grupo de Pesquisa Insecta da
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, municipio de Cruz das Almas,
Bahia (12°39'20” W e 39°07°23" S, altitude 220 m). Um total de 25 col6nias do
plantel foi previamente testado quanto ao comportamento higiénico pelo método
de congelamento com nitrogénio liquido (SPIVAK; REUTER, 1998; JESUS et al.,
2017). As colbnias higiénicas foram selecionadas e serviram tanto como
doadoras de discos de cria na fase de larvas quanto dos individuos adultos para
testes eletroantenograficos.

Discos de cria na fase de larva foram selecionados e submetidos ao
congelamento por nitrogénio liquido, em seguida, devolvidos as colénias durante
24 horas, protegidos do contato das operarias sendo envolvida em tecido tipo
voil. ApGs esse periodo os discos foram armazenados em freezer a (-80 °C) até
o0 momento da coleta dos compostos volateis.

Os individuos adultos foram obtidos a partir de discos contendo crias
prestes a emergir e acondicionados em gaiolas plasticas recobertas por tecido
voil, mantidos em estufa BOD (Biological Oxygen Demand) sob temperatura de
27 °C = 1 °C e umidade de 70% + 1%, com escotofase de 24 horas. Abelhas
recém-emergidas foram coletadas diariamente e mantidas em gaiolas, para
controle de idade. Em cada gaiola foi oferecida dieta a base de agua e xarope
de sacarose. As abelhas operarias com faixa etaria de 15 a 20 dias foram

utilizadas nos testes de eletroantenografia.

Coleta de volateis

Os volateis foram coletados pelo método de aeracdo, no qual cada
amostra (n=4) foi composta por um pool de 20 larvas de ultimo instar,
anteriormente mortas por congelamento em nitrogénio liquido (-196 °C). As

amostras foram acondicionadas em camaras de vidro (2 cm diametro x 15 cm de
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altura) instaladas num sistema de aeracdo onde um fluxo continuo de ar
umidificado e filtrado a 0,5 L/min foi passado pelas camaras de vidro carregando
os volateis dos insetos durante 24 horas, e retidos em 190mg do polimero
adsorvente Tenax Gr/ Carbopack B (MARKES INTERNATIONAL) em tubo tipo
TDU conectado a camara de vidro.

Depois de finalizado o tempo de aeracdo, 0s compostos retidos no
polimero foram eluidos com 500 pyL de hexano de grau HPLC em frascos com
capacidade para 1 mL. E os extratos obtidos foram concentrados a 200 uL, sob
fluxo de Nitrogénio (99,95% de pureza), e mantido em freezer (-20 °C) para

posterior analise quimica em CG-EM e CG-EAD.

Analise Quimica
Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM)

Os extratos de volateis (1uL) foram analisados em um cromatografo de
gas acoplado a um espectrobmetro de massa (Shimadzu QP2010 Plus, Kyoto,
Japéao) operado em modo de impacto de elétrons (70 eV), equipado com uma
coluna capilar HP-5 MS (30 m, 0,25 mm id x 0,25 um) (Agilent, Palo Alto,
Califérnia, EUA), usando hélio como géas de arraste (1,0 mL mint). A andlise no
CG foi conduzida em modo splitless (280 ° C), usando as seguintes condi¢cdes
de programagéo: 50 °C por 2 min, 7 °C min* a 110 °C, por 2 min; 7 °C mint a
200 °C por 2 min, 10 °C min't a 250 °C (tempo total de anélise 32,43 min).

A identificacdo dos compostos foi realizada por analise do espectro de
massa e comparacao com o banco de dados do Instituto Nacional de Padrdes e
Tecnologia (NIST08 e NIST08s). Alem disso, foi obtido o indice de Kovats (IK)
calculado a partir do padrao de n-alcanos (C7-C20), analisado em modo Split e
sob a mesma condi¢cdo de programagédo do CG-EM usado para o extrato de
volateis. Os IKs obtidos foram comparados com banco do Pherobase (El-
SAYED, 2021) e base de dados de Referéncia padrao do NIST (NIST, 2021).

A confirmacdo da identidade de alguns compostos foi realizada com

padrdo sintético comercial quando disponivel, usando a técnica de sobreposi¢ao
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dos cromatogramas das amostras (extrato de volateis versus padréo sintético
comercial) analisados no CG-EM.

Os padrdes usados para confirmacao foram heptanal (>92% de pureza,
SAFC®), nonanal (95% de pureza, Sigma-Aldrich®), hexadecano (95% de
pureza, Sigma-Aldrich ®), heptadecano (99% de pureza, Sigma-Aldrich ®).

Abundancia relativa (%) dos compostos

Foram calculadas as proporcfes dos compostos presentes nos extratos de
volateis, baseado no célculo da &rea dos picos presentes nos cromatogramas
(n=4). A proporgao da abundéancia relativa (%) obtida para cada composto no

cromatograma foi apresentada em média = desvio padrao.

Cromatografia gasosa acoplada a eletroantenografia (CG-EAG)

A partir dos extratos de volateis (4ul) frente a antena de abelhas operarias,
foi conduzida a andlise por cromatografia gasosa acoplada a eletroantenografia
através do cromatdgrafo gasoso (Shimadzu QP2010 Plus, Kyoto, Japao)
acoplado ao detector eletroantenografico (Syntech®). O CG-DIC é equipado com
coluna capilar DB5-MS (5% - fenilmetilpolissiloxano, 30.0 m x 0.25 mm I.D x 0.25
um, RESTEK®, BELLEFONTE, USA), operado em modo splitless (250 °C),
usando o hélio como fase mével (1.10 mL min!). A programacao da analise foi
similar a descrita para o0 CG-EM. O efluente da coluna foi dividido numa razéo
1:1, onde uma parte da amostra € direcionada ao detector de ionizacdo em
chamas (DIC) a uma temperatura de 280 °C, a outra parte seguiu para uma linha
de transferéncia aquecida (200 °C) e com corrente de ar continua e umidificada
(0,8 L min?), mantida através de um controlador de estimulos (CS-55,
Syntech™ Kirchzarten, Germany) direcionando o fluxo para antena.

A antena da abelha operaria foi removida do inseto anestesiado a baixa
temperatura (-20 °C) a partir do escapo, em seguida colocada entre dois
capilares preenchidos com solucéo salina de cloreto de potassio (KCI) a 1M e

conectados a eletrodos de prata (Ag) fixados em pré-amplificador de alta
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impedancia (IDAC-4, Syntech™) posicionado na saida do fluxo de compostos
volateis do CG (Figura 1). O eletroantenograma gerado pelo sistema de
eletroantenografia acoplado ao cromatégrafo gasoso (CG-EAG) foi gravado e

visualizado usando o programa AutoSpike (versao 3.9, Syntech™).

Figura 1. Antena de Melipona quadrifasciata anthidioides conectada entre eletrodos com
capilares e posicionada na saida do fluxo de volateis do cromatografo.

Resultados

Perfil dos compostos volateis de larvas mortas

Com as analises cromatogréaficas foi possivel caracterizar os compostos
volateis de distintos grupos quimicos presentes no extrato de larvas de Melipona
guadrifasciata anthidioides, mortas por congelamento em nitrogénio liquido.

Foi possivel identificar a ocorréncia de 18 compostos no extrato de
volateis. De acordo com as analises cromatograficas, as propor¢cdes em que 0s
compostos estdo presentes no extrato volatil foram distintas entre si. Analises da
propor¢cdo dos compostos nas amostras permitem verificar a variagdo entre
componentes do mesmo grupo. Os principais grupos quimicos aos quais 0s
compostos pertencem sao hidrocarboneto (0,2+0,19 — 5,04+2,25); alcool
(0,0140,15 — 3,35+£3,16); aldeido (0,18+0,19 — 1,04+0,93); cetona (3,72+1,34 —
3,91+3,04); ésteres (0,08+0,09 -1,09+1,28) e &acido carboxilico (2,25+3,26)
(Tabela 1).
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Tabela 1. Compostos organicos volateis (COV’s) identificados em larvas de
M. quadrifasciata anthidioides mortas por congelamento em nitrogénio
liquido.

PICO COMPOSTOS TR mNn  IKexp IKLir  ABUNDANCIA ()
1 2, 4 dimetilhexano 3.234 726 729 5,04 +2,25
2 3-hexanona 3.676 780 775 3,91+ 3,04
3 2-hexanona 3.736 789 789 3,72+1,34
4 3-hexanol 3.818 796 797 3,35+ 3,16
5 2-hexanol 3.894 802 803 2,58 +2,39
6 1-hexanol 5.053 865 865 0,01+0,15
7 Vinilbenzeno 5.592 890 890 1,02+0,71
8 heptanal* 5.835 900 901 0,18 £ 0,19
9 6-metil, 2-heptanol 7.051 958 960 3,16 + 3,60
10 nonanal* 10.481 1103 1102 0,90+0,61
11  Decanal 13.302 1207 1207 1,04 £ 0,93
12  9-oxononanoato de metila 19.050 1437 1436 0,23+0,16
13  acido dodecandico 21.635 1564 1566 2,25+ 3,26
14 hexadecano* 22.335 1599 1600 0,81 +0,44
15 8-heptadeceno 22.398 1689 1680 1,45 + 0,99
16  heptadecano* 24,118 1699 1700 0,20+ 0,19

17 tetradecanoato de metila 24.560 1726 1726 0,08 + 0,09
18 hexadecanoato de metila 28.210 1929 1928 1,09+1,28

TRwin = tempo de retencéo do composto; IKexp = indice de retencéo obtido no experimento; IKyi=
indice de Kovats obtido na literatura; Abundancia )= abundancia média de cada composto no
extrato em valores percentuais, seguida dos valores de desvio padrdo; (*) compostos
confirmados com padréo sintético comercial.

No geral, foi possivel observar variagdes nas proporcdes dos seis grupos
funcionais, sendo que os mais abundantes foram os hidrocarbonetos (32%),
seguido dos alcoois e aldeidos (21%), cetonas (10%), ésteres (11%) e &cido
carboxilico (5%). Nos resultados quantitativos do extrato o grupo do
hidrocarboneto possui o 2, 4 dimetilhexano (CsHis) como mais abundante, trata-
se de um hidrocarboneto saturado ramificado. Os compostos presentes em
maior propor¢ao no grupo cetona, alcool e aldeido séo 3-hexanona (CsH120); 3-
hexanol (CsH140) e decanal (Ci0oH200), respectivamente. Para o grupo dos
ésteres, 0 composto mais abundante foi o hexadecanoato de metila (C17H3402)
e somente um composto pertencente ao grupo quimico acido carboxilico foi

indicado na amostra, o acido dodecanoico (C12H240x).
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Composto bioativo na analise eletroantenogréfica

Os extratos de volateis anteriormente analisados por CG-EM, quando
analisados no CGEAG resultaram em eletroantenogramas que evidenciaram a
reposta olfativa das antenas de abelhas operarias a composi¢cao quimica do
extrato volatil das larvas, através da indicacdo das despolariza¢des da antena

simultanea a compostos presentes na amostra (Figura 2).

(A)

1000.0 5 1500.0 5

(B) NN
H,C OH

Figura 2. (A) Resposta eletrofisiol6gica da antena de abelhas operarias (Melipona quadrifasciata
anthidioides) ao composto 1-hexanol (n= 4), presente em extrato hexanico obtido por meio da
aeracao de larvas de abelhas mortas por congelamento em nitrogénio liquido. A linha preta
corresponde ao detector de ionizagdo de chama (DIC) no CG. A linha azul corresponde a
resposta antenal. (B) Estrutura quimica do 1-hexanol, composto que produziu resposta
eletroantenogréafica (FONTE: https://comptox.epa.gov/dashboard/).

O componente selecionado como EAG-ativo repetiu as respostas para o
mesmo composto num maior nimero de analises por eletroantenograma. O pico
foi analisado por CG-EM, indicando se tratar do 1-hexanol, pertencente ao grupo

funcional alcool. A formula estrutural do composto € apresentada na Figura 2B.
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O indice de Kovats experimental do composto que induziu as despolarizacdes

nas antenas de abelhas operarias € apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Composto do extrato de larvas mortas que provocou resposta
eletrofisiol6gica em operarias de Melipona quadrifasciata anthidioides

IK IK IK
N° Composto Grupo funcional CG-EAG CG-EM Lit
I 1-hexanol Alcool 869 865 865

IK= Indice de Kovats; IK Lit= indice de Kovats da literatura

Outras despolarizacdes foram observadas ao longo das andlises
eletroantenograficas, entretanto, devido ter sido reproduzida num namero menor
de repeticdes por eletroantenograma, precisam ser analisadas minuciosamente

de forma individual.

Discussao

Nesse estudo, a quantidade de compostos identificados a partir de
apenas 20 larvas em ambiente isolado, ratifica o desafio da comunicacédo das
abelhas na col6nia, um ambiente quimicamente complexo (CARROL; DUEHL,
2012), que envolve compostos provenientes da cera, mel e polen, além da
liberacdo de feroménios da rainha e das operarias como os feroménios de
reconhecimento social, sexuais, de agregacéo, trilha e o feromonio de alarme
(EL-GHANY, 2019; LEONHARDT, 2017).

De modo geral, os compostos relacionados & comunicagéo das abelhas
sem ferrdo pertencem ao grupo dos terpenos, alcoois, aldeidos, ésteres, cetonas
e até mesmo hidrocarbonetos, grupo de compostos menos volateis
(LEONHARDT, 2017). Nesse estudo, os compostos identificados em larvas
mortas pertencem ao grupo dos hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas,
ésteres e acido carboxilico. Embora a identidade de trés desses compostos ndo
tenha sido verificada em estudos de ecologia quimica: o hidrocarboneto 2,4
dimetilhexano, o alcool 6-metil 2-heptanol e o éster 9-oxononanoato de metila,

esse também encontrado na literatura pelo sinbnimo acido nonandico, 9-oxo,
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éster metilico. Para os demais compostos foi possivel identificar funcdo na
comunicacdo dos mais diversos grupos de insetos, desse modo, direcionamos
as pesquisas com base na ordem Hymenoptera principalmente para Apidae,
guando havia registro.

Do grupo dos aldeidos verificados em nosso estudo, apenas o heptanal
ndo foi relatado como componente volatil em abelhas, mas foi indicado como
composto das flores de cultivares de morango com funcéo atrativa para a abelha
solitaria Osmia bicornis (KLATT et al.,, 2013). Para o nonanal encontramos
registro da ocorréncia em nove espécies de abelhas sem ferrdo, dentre as quais
destacamos os estudos de identificacdo associado a ensaio comportamental ou
olfativo. Neste sentido, esse composto foi descrito como componente da
glandula mandibular de abelhas operarias de Frieseomelitta varia com resposta
eletroantenogréafica ao padrdo sintético e ao extrato da glandula (CRUZ-LOPEZ
et al., 2002) e para Trigona spinipes apresentou comportamento defensivo no
teste de campo (SCHORKOPF et al., 2009). O decanal foi reportado em abelhas
apenas no estudo de Francke et al. (2000), em Trigona truculenta e Tetragona
clavipes como componente da secrecado cefalica de operarias, mas os autores
nao realizaram testes comportamentais para indicar funcédo nessas espécies.

Com relac@o aos hidrocarbonetos, o vinilbenzeno também identificado
como estireno, foi relatado apenas na ordem Lepidoptera, extraido das asas de
adultos de Papilio protenor (OMURA; YANAI; HONDA, 2012), sem informacdes
sobre funcdo na comunicag¢do. O 8-heptadeceno, um hidrocarboneto aciclico,
também ndo foi reportado em estudos com abelhas, esse composto é um
feromobnio de recrutamento secretado pela glandula de Dufour da formiga
Diacamma sp. (TSUJII et al.,, 2014). O heptadecano e hexadecano foram
identificados em espécies de abelha sem ferrdo, no entanto sua funcdo na
comunicacdo nao foi realizada nos estudos de Cruz-Lopez et al. (2007), em
Oxytrigona mediorufa e nos estudos de Jarau et al. (2010), estudando
feromonios de trilha em Trigona corvina.

O &cido carboxilico, &cido dodecandico, verificado em nosso estudo foi
relatado por Francke et al. (2000) em trés espécies de abelha sem ferrdo Trigona

hyalinata, T. hypogea e T. truculenta. Bem como em Plebeia droryana sendo



93

extraido da glandula abdominal dessa abelha (PIANARO et al., 2009). Em Apis,
esse composto foi verificado como componente da glandula de Nasonov junto
com outros 17 acidos carboxilicos, e no bioensaio comportamental os manequins
impregnados com o extrato dessa glandula foram removidos pelas operarias
(KLETT et al., 2021).

Os ésteres tetradecanoato de metila e hexadecanoato de metila/ palmitato
de metila sdo compostos bioativos do feroménio da rainha de Bombus terrestres.
O hexadecanoato de metila também foi reportado em Melipona beecheii mas
n&o foi testado em bioensaios (CRUZ-LOPEZ et al., 2005).

Do grupo das cetonas, 2-hexanona e 3-hexanona foram identificadas em
nosso estudo. A 2-hexanona foi reportada como componente do feroménio de
agregacdo de percevejos Cimex lectularius, em bioensaios de campo e
laboratério (GRIES et al., 2014). J4 a 3-hexanona foi relatada como componente
volatil da planta alfafa e funcionou como atrativo para fémeas de uma praga
importante dessa cultura, o percevejo Adelphocoris lineolatus (SUN et al., 2013).
Em abelhas, tanto 2-hexanona quanto 3-hexanona compdem o extrato de
glandulas mandibulares de machos de Scaptotrigona depilis cujo teste
comportamental revelou reacdes diferentes entre machos e fémeas, as fémeas
reagiram com luta e os machos com fuga (SCHORKOPF, 2016), no entanto, néo
foi realizado teste com os padrBes sintéticos individuais para confirmar o
composto responsavel por desencadear esses comportamentos.

Para o grupo alcool, verificamos a presenca do 3-hexanol, 2-hexanol e 1-
hexanol. Assim como para as cetonas, o 3-hexanol, 2-hexanol que também
foram reportados no estudo de Schorkopf (2016), sem indicacdo da funcéo
comportamental. Nos estudos com abelhas do género Apis o 1-hexanol foi
indicado como feromonio de alarme, que é liberado pelas operarias durante
ameaca induzindo o recrutamento das abelhas em direcdo a fonte de odor
(WAGER; BREED, 2000).

O &lcool 1-hexanol é um composto importante em nosso estudo uma vez
que produziu despolarizacédo nas antenas de operarias de M. quadrifasciata, ou
seja, € um composto bioativo para essa espécie. Esse composto néo foi relatado

como responsavel pelo comportamento de remocé&o de crias mortas em abelhas
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do género Apis, no entanto nos estudos desse género oS compostos estdo
relacionados aos COV’s emanados de crias doentes (SWANSON et al., 2009)
ou parasitadas (MONDET et al.,, 2021; WAGONER et al., 2020), além das
diferencas analiticas, escolha da fase das crias e de tratamento dado as
amostras.

A escolha da fase de larva para os testes eletroantenograficos em M.
quadrifasciata € baseada nos resultados do experimento de campo e da analise
de COV’s relatados no artigo anterior dessa tese, no qual a remogao de larvas
ocorre primeiro quando comparada a remoc¢éo da fase de pupa, bem como a
preferéncia de remoc¢do de crias mortas por nitrogénio liquido. No contexto do
nosso estudo, o composto identificado é proveniente das larvas saudaveis que
foram mortas por congelamento, o que nos leva a crer que (i) esse composto
compde o perfil das crias, no entanto sua abundancia ap6s a morte é modificada
e isso pode estimular a remogé&o (LIENDO et al., 2021) ou (ii) esse composto em
M. quadrifasciata pode ser produto da morte. Para elucidar essas possibilidades
devera ser realizado um teste de aeracdo com larvas vivas e confrontar os perfis
de COV'’S utilizando o mesmo método de extracao e analise.

Com base na funcdo ja descrita para o 1-hexanol em Apis (WAGER,;
BREED, 2000), acreditamos que esse composto também pode ser um sinal de
alarme em M. quadrifasciata, aqui o sinal deve recrutar as operarias para
remover as crias mortas, que também é uma estratégia de defesa para a colénia.
No entanto isso devera ser testado.

Vale destacar que o composto sugerido como bioativo nesse estudo nao
tem as maiores abundancias relativas do extrato (1-hexanol= 0,01%), mas fora
suficiente para desencadear a resposta eletrofisioldgica. O estudo de Franke et
al. (2000), com a espécie Tetragona clavipes também apresentou abundancia
relativa menor que 1% para o 1-hexanol, semelhante ao verificado em nosso
estudo.

O nonanal, apesar de estar presente na composi¢ao do extrato utilizado
nos bioensaios, ndo apresentou resposta ativa, embora tenha sido reportado em
testes de EAG para abelhas como ja foi discutido aqui. No entanto, ainda néo

conhecemos a base quimica da remocéo de crias em abelhas sem ferrdo. O
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composto bioativo aqui sugerido, pode produzir melhores respostas em
associacao a outros compostos do extrato. Assim, devem ser realizados ensaios
comportamentais para testar nossa previsao de que esses compostos sao sinais

de morte em M. quadrifasciata.

Conclusao

Esse é o0 primeiro estudo que indica um composto candidato ao
comportamento higiénico em abelhas sem ferrdo. Novos estudos serdo
realizados a fim de avaliar a resposta comportamental das abelhas ao 1-hexanol
em ensaios de campo e de laboratério. O estudo dos compostos volateis
relacionados ao comportamento higiénico das abelhas podera contribuir para o
desenvolvimento de ferramentas de selecdo de colénias com base no grau de

higiene.
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ARTIGO IV

SENSILAS OLFATIVAS EM OPERARIAS DE Melipona
guadrifasciata anthidioides LEPELETIER, 1836 (APIDAE,
MELIPONINAE) REMOVEDORAS E NAO REMOVEDORAS DE
CRIAS MORTAS®

3 0 texto sera ajustado e submetido para publicacdo no formato de Nota Cientifica no periédico
Ciéncia Rural.
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SENSILAS OLFATIVAS EM OPERARIAS DE M. quadrifasciata anthidioides
LEPELETIER, 1836 (APIDAE, MELIPONINAE) REMOVEDORAS E NAO
REMOVEDORAS DE CRIAS MORTAS

Resumo: A sofisticada comunicacdo quimica dos insetos permite que as
abelhas desempenhem func¢des importantes como a identificacdo precoce de
individuos mortos ou doentes no interior dos discos de cria, esse comportamento
€ conhecido como comportamento higiénico. O objetivo desse estudo foi realizar
a identificacéo e quantificacdo das sensilas olfativas presentes nas faces ventral
e dorsal de antenas esquerdas e direitas de abelhas operérias de ascendéncia
higiénica e nao higiénica, por meio de microscopia eletronica de varredura. Trés
tipos de sensila olfativa foram analisados, sensila placodea, basiconica e sensila
tricoide e seus subtipos (ST1, ST2, ST3, ST4, ST5, ST6). Todos os tipos de
sensilas estdo presentes nas diferentes categorias estudadas, mas diferem
quanto a sua distribuicdo no flagelo. A sensila ST3 esta restrita a regido basal e
as demais sensilas estéo distribuidas ao longo de todo o flagelo. As sensilas
mais abundantes foram as ST1, ST4 e placodea. A categoria nao higiénica
apresentou maior quantidade dessas sensilas comparada as higiénicas. N&o
foram encontradas diferengcas expressivas no tamanho das sensilas entre as
categorias avaliadas. Mas, a diferenca de tamanho entre os tipos de sensila é
clara, sendo a menor a sensila basicénica (9,9 + 1,0), seguida da ST2 (11,03 +
1,3), jA as maiores sensilas sdo ST3 (23,5 +4,7) e ST6 (23,2 + 2,7). A face dorsal
apresentou maior quantidade de sensilas, o que deve ser levado em
consideracdo em testes comportamentais. Especificamente para o0
comportamento higiénico, os resultados mostram que ndo é a quantidade ou
tamanho das sensilas que reflete a capacidade olfativa das abelhas em

higiénicas.

Palavras chaves: Abelha sem ferrdo; Antena; Comportamento higiénico;
Microscopia eletrénica de varredura.
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OLFACTORY SENSILES IN WORKERS OF M. quadrifasciata anthidioides
LEPELETIER, 1836 (APIDAE, MELIPONINAE) HYGIENIC AND NON-
HYGIENIC TOWARDS DEAD BROOD

Abstract: The sophisticated chemical communication of insects allows bees to
perform meaningful functions such as identifying dead or sick individuals inside
the brood discs. This behavior is known as hygienic behavior. The objective of
this study was to identify and quantify the olfactory sensilla present on the ventral
and dorsal faces of the left and right antennae of worker bees of hygienic and
non-hygienic ancestry, using scanning electron microscopy. Three types of
olfactory sensilla were analyzed, placodea, basiconic and trichoid sensilla and
their subtypes (ST1, ST2, ST3, ST4, ST5, ST6). All types of sensilla are present
in the different categories studied, but they differ in their distribution in the
flagellum. The ST3 sensilla are restricted to the basal region, and the other
sensilla are distributed along the entire flagellum. The most abundant sensilla
were ST1, ST4, and placodea. The non-hygienic category presented more of
these sensilla when compared to the hygienic ones. There were no significant
differences in sensilla size between the evaluated classifications. However, the
difference in size between the types of sensilla is clear, the smallest being the
basiconic sensilla (9.9 = 1.0), followed by ST2 (11.03 + 1.3), whereas the largest
sensilla are ST3 (23.5 £ 4.7) and ST6 (23.2 + 2.7). The dorsal surface exhibited
more sensilla, which behavioral essays should consider. Specifically for hygienic
behavior, the results show that it is not the number or size of sensilla that reflects
the olfactory capacity of hygienic bees.

Keywords: Stingless bee; Antenna; Hygienic behavior; Scanning electron

microscopy.
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Introducéao

As perdas das populacdes de abelhas relacionadas principalmente aos
efeitos sinérgicos entre a ocorréncia de pragas e doencas, alteracdes do clima e
0 uso de agrotoxicos elevam a preocupacédo do nivel de sanidade das col6nias
(GOULSON, 2019). Dentre as estratégias para manter as colbnias sadias
destaca-se a selecdo em funcdo do comportamento higiénico, uma vez que
colénias higiénicas possuem operarias capazes de identificar, desopercular e
remover crias doentes ou mortas, a fim de evitar a propagacdo de
microorganismos no interior das colonias (SPIVAK; REUTER, 2001). As abelhas
de ascendéncia ndo higiénica também removem crias mortas, porém em ritmo
mais lento, o que pode beneficiar a proliferacdo dos agentes patogénicos (AL
TOUFAILIA et al., 2018). A motivacao para a remoc¢ado esta relacionada aos
compostos volateis emanados das crias mortas, que sédo captados pelas sensilas
olfativas presentes nas antenas das abelhas operarias (GRAMACHO et al.,
2003).

As sensilas dos tipos tricoides, placoides e basicénicas sdo responsaveis
pela quimiorrecepcdo (FRASNELLI et al., 2010; RAVAIANO et al., 2014). No
interior destas sensilas, encontram-se neurdnios responsaveis por processar as
informagdes em fungdo do tipo de sinal recebido e desencadear um
comportamento de resposta nos insetos (CHEN, 2003).

Diversos estudos tém sido realizados em abelhas do género Apis
(STORT; MORAES-ALVES, 1999; FRASNELLI et al., 2010) e espécies de
abelhas sem ferrdo, como Melipona scutellaris (NASCIMENTO et al., 2013;
CARVALHO et al., 2017), Tetragonisca angustula (DOHANIK et al., 2017) e
Melipona quadrifasciata (MORAES; CRUZ-LANDIM, 1972; AZEVEDO et al.,
2008; RAVAIANO et al.,, 2014). O foco desses estudos foi principalmente
compreender o padrdao de distribuicdo das sensilas. Até entdo, somente
Gramacho et al. (2003) investigaram a relacéo entre grau de higiene das colbnias
e 0 padrao de sensilas olfativas do tipo placodea em A. mellifera.

O presente estudo buscou comparar o padrao das sensilas olfativas de

abelhas envolvidas ativamente no processo de remocédo daquelas que nao
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removeram crias mortas. A hipétese € que existe diferenca na quantidade,
tamanho e distribuicdo das sensilas olfativas entre as abelhas higiénicas e nao
higiénicas.

Material e Métodos

Insetos

Foram utilizadas colbnias de M. quadrifasciata anthidioides
acondicionadas em caixa INPA e mantidas no meliponéario do Grupo de Pesquisa
Insecta da Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, municipio de Cruz das
Almas, Bahia (12°39'20” W e 39°07°23" S, altitude 220 m). As colbnias foram
selecionadas por meio do comportamento higiénico através do método de
congelamento com nitrogénio liquido (SPIVAK; REUTER, 1998; JESUS et al.,
2017), e classificadas quanto ao grau de higiene de acordo com Spivak; Reuter
(1998b). As colbnias higiénicas serviram como doadoras de discos de cria para
obtencéo de amostras e individuos.

Os discos de crias prestes a emergir foram retirados das colonias e
acondicionados em gaiolas plasticas recobertas por tecido voil, mantidos em
estufa BOD (Biological Oxygen Demand) sob temperatura de 27 °C £ 5 °C e
umidade de 70% * 5%, com escotofase de 24 horas. As abelhas recém-
emergidas foram coletadas diariamente, marcadas com etiquetas numeradas
(EH Thorne, Ltd., Lincolnshire, Reino Unido), fixadas na face dorsal do térax para
identificacdo individual e controle de idade. Apds a marcacéo, as abelhas foram
transferidas para as colénias de observacgéao.

Cada colbnia de observacdo foi composta por aproximadamente 200
abelhas marcadas com idade entre 01 e 20 dias (ARATHI; BURNS; SPIVAK
2000), sendo em média 10 abelhas por idade. As col6nias de observacéo foram
montadas em caixas modelo INPA com tampa de vidro antirreflexo com 2 mm
de espessura, instaladas no Laboratdrio de Comportamento de Insetos. Os

ninhos foram conectados ao exterior via tubos plasticos conduzidos através da
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parede do edificio, assim as abelhas realizavam as atividades externas
normalmente.

Uma seccao de disco de cria contendo larvas mortas por congelamento
em nitrogénio liquido foi inserida na colénia de observacao e iniciada a flmagem
do comportamento a fim de identificar e coletar as abelhas operarias que
realizaram a remoc¢ao das crias mortas no periodo de 24horas. O processo foi
também realizado para a colénia contendo abelhas de ascendéncia né&o
higiénica, na qual foram coletadas abelhas que néo se envolveram em atividades

de remocéo e/ou desoperculacao.

Preparacédo das amostras para MEV

Foram coletadas seis abelhas higiénicas (removedoras e
desoperculadoras de crias mortas) e seis nao higiénicas, totalizando 12 antenas
para cada categoria. As antenas foram distribuidas para analise entre antenas
esquerdas e direitas e face ventral e dorsal, dentro de cada categoria, conforme
apresentado na Figura 1. Em seguida as abelhas foram anestesiadas em baixa
temperatura (-20°C) durante cinco minutos para proceder a excisdo das cabecas.
Em seguida, as amostras foram imersas em solugcédo fixadora composta por
tampao Cacodilato Na 0,2 M, Glutaraldeido 25%, Paraformaldeido 16%.
Posteriormente, as antenas foram excisadas das cabecas e desidratadas numa
série graduada de etanol (70%, 80% e 95%, por cinco minutos cada) e foram

dispostas em papel filtro para evaporacéo do solvente por 1 minuto.

Microscopia eletronica de varredura - MEV

Apos os procedimentos de fixacdo e desidratacdo as antenas foram
montadas na regido dorsal e ventral sobre fita de carbono dupla face fixada sobre
Stub (porta amostra de metal) e submetidas ao processo de metalizagdo por
revestimento através de pulverizagdo com Ouro a 45 mA por 200 segundos num
metalizador unidade Q150R ES, Quorum. Posteriomente, as antenas foram

examinadas atraveés do microscopio eletrénico de varredura unidade Tescan
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Mark, modelo VEGA3 LMU, operando a 20 kv. A microscopia eletrénica de
varredura foi realizada no Laboratoério de analise instrumental do Instituto Federal
de Alagoas - IFAL, Macei6- AL, Brasil.

Ventral

Esquerda

Higiénica

Ventral

Ventral

Esquerda

N&o Higiénica

Ventral

Figura 1. Esquema da metodologia para obtencdo de imagens em Microscépio Eletrbnico de
Varredura (MEV) de antenas de operérias de M. quadrifasciata anthidioides. Sendo 3 antenas
para cada categoria, totalizando 24 antenas.

A antena de M. quadrifasciata anthidioides é geniculada apresenta trés
segmentos que a compdem, 0 escapo que conecta todos segmento antenal a
cabeca da abelha, seguido do pedicelo e por ultimo flagelo (Figura 1A). O maior
segmento antenal é o flagelo compostos por varias unidades menores ligadas
entre si, denominadas de flageldmeros/anten6meros. Em detalhe as imagens
dos flagelomeros basais (1 e 2), mediais (5 e 6) E apicais (9 e 10) (Figura 2B).
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Figura 3. (A) Microfotografia da cabeca de operaria de M. quadrifasciata anthidioides, obtida em
microscopio eletronico de varredura e a indicacdo da localizacdo de cada estrutura presente;
AD= antena direita e AE= antena esquerda; (B) Antena com numeracdo dos antendbmeros e
indicacao das regides basal, medial e apical que tiveram as sensilas mensuradas e quantificadas.

Terminologia e analise dos dados

As micrografias dos segmentos antenais e sensilas foram analisadas a
partir da analise de microscopia eletrbnica de varredura descrito acima. As
estruturas olfativas foram identificadas e tiveram sua nomenclatura baseada em
carcateristicas externas de acordo com RAVAIANO et al. (2014) e comparadas
de acordo com materiais da mesma natureza presente na literatura cientifica com
foco em abelhas (Frasnelli et al., 2010; Gramacho et al., 2003; Agren, 1989) e
outras ordens de insetos.

Foi realizada medicdo dos segmentos antenais, sensilas e flagelomeros
por meio do software Image J (https://imagej.nih.gov/ij/). Os registros foram
separados em abelhas higiénicas e nao higiénicas e em cada imagem foi
delimitada uma area de 400 x 400 pixels para mensuracao das sensilas olfativas.
Foi medido também o comprimento (um) de 10 sensilas de cada tipo e subtipo
presente ao longo do flagelo. Os parametros avaliados foram mensurados e

apresentadas as médias e desvio padrao.
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Resultados

Morfometria do segmento antenal

A partir das analises em microscopio eletrénico de varredura, foram
obtidas microfotografias das antenas de abelhas operarias higiénicas
(removedoras e desoperculadoras de crias mortas) e ndo higiénicas, cujas
medidas de largura e comprimento de cada parte da antena estdo apresentadas

na Tabelal.

Tabela 1. Comprimento e largura do escapo, pedicelo e flagelo das antenas
esquerdas e direitas de abelhas higiénicas (n=6) e nao higiénicas (n=6) de
Melipona quadrifasciata anthidioides apresentadas em média e desvio padréo.

H. DIREITA H. ESQUERDA NH. DIREITA NH. ESQUERDA

PARAMETROS
MEDIA EP MEDIA EP MEDIA EP MEDIA EP

C. escapo 131230 2026 128882 2292 122149 .., 121976 4199
C. pedicelo 226,79 7,62 235,53 7,63 199,89 8,57 235,53 7,63
C. flagelo 2.228,82 81,48 2.143,89 76,10 2.130,52 36,93 2.110,8 50,43
L. escapo 210,22 5,65 202,77 5,52 194,84 7,66 181,47 8,71
L. pedicelo 168,53 3,56 165,39 3,83 156,61 5,13 151,73 6,54
L. flagelo 193,38 3,80 196,17 2,86 182,32 7,35 175,17 7,46

C.= comprimento; L.= largura; H.= higiénica; NH.= nado higiénica; EP= erro padrdo; Unidade de
medida: convertida de micrometro para milimetros.

A partir da média morfometrica do segmento antenal foi observado que o
pedicelo € o menor segmento e o flagelo o maior, tanto nas antenas da direita
guanto da esquerda em abelhas Melipona quadrifasciata anthidioides higiénica

e nao higiénicas

Tipologia e distribuicdo das sensilas antenais

Nas microfotografias da antena foram observadas também estuturas

sensilares ao longo de todo comprimento antenal, com foco no flagelo que



108

compdem estruturas sensilares diversas. Foram identificados e analisados os
trés principais tipos de sensilas olfativas: placodea (SP), basiconica (SB) e
tricoide (ST) (Figura 4). Das sensilas tricoides foram identificados seis subtipos
de acordo com a forma e comprimento (ST1, ST2, ST3, ST4, ST5 e ST6).

Sensila placodea

A sensila placodea observada neste estudo, apresenta forma de placa
oval, nivelada paralelamente a cuticula da antena, sua estrutura possui um
circulo levemente dilatado contornando sua forma arredondada. Sua distribuicéo
foi observada ao longo do flagelo nas exterminadas medial e apical nas antenas
das abelhas de comportamento higiénico e néo higiénico. Nesse estudo n&o

foram visualizados poros ou estrias nesse tipo de sensila.

Sensila basiconica

A sensila basiconica apresenta uma forma estrutural similar nas abelhas
de CH e CNH, é caracterizada por uma base larga inserida numa covinha rasa
na superficie da cuticula dos antenomeros, sua forma é robusta e uniforme com
extreimade apical arredondada. Neste estudo foi observado a presenca de dois
subtipos de acordo com o comprimento e forma, além disso, também foi
verificada a presenca de poro Unico na exterminada apical desta sensila. A
localizacdo dessa estrutura sensilar foi verificada nos antenomeros mediais e

distais do flegelo.

Sensila tricoide

Sensilas tricoides apresentam-se como pelos, cujo tamanho e forma
variam, sendo entdo classificados como subtipos. A sensila ST1 é uma sensila
curta, com extremidade direcionada a ponta apical da antena, nao foi observado
poros nessas sensilas. A ST2 € semelhante a ST1, mas tem forma e extremidade
mais fina. A ST3, difere do padréo curto e reto, essa sensila tem perfil curvado e
assemelha-se a uma “foice, esta localizada no primeiro flagelémero, na base do
flagelo. A ST4 é uma sensila que apresenta finas estrias longitudinais, com

aspecto de pelo reto e aparentemente mais robusto. A ST5 é fina, com



109

extremidade afilada, porém sua curvatura limita-se a extremidade da sensila,
ficando dessa forma mais alta em comparagédo as demais sensilas, exceto para
a ST6 é uma sensila fina, longa e com pouca curvatura ou nenhuma curvatura

na extremidade.

Figura 4. Microfotografias obtidas em microscopio eletrénico de varredura mostrando em detalhe
as sensilas antenais de Melipona quadrifasciata anthidioides: (A) Sensilas tricoides do tipo 5
(ST5) e tipo 6 (ST6), presentes na extremidade apical da antena no 10° flagelémero; (B) sensilas
tricoides do tipo 1 (ST1) e tipo 2 (ST2), sensila placodea (SP), sensila basiconica (SB); (C) sensila
tricoide do tipo 3 (ST3); (D) sensilas tricoides do tipo 4 (ST4) localizadas na extremidade basal
da antena.

Existe uma variacdo da distribuicdo dos tipos de sensila ao longo do
flagelo. A sensila ST3 s6 foi identificada na regido basal da antena independente
da face (ventral ou dorsal), posicdo (esquerda ou direita) e categoria (higiénica
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ou néo higiénica). Mais especificamente, a sensila ST3 ocorre no flageldmero 1,
que é composto exclusivamente pelas sensilas ST3 e ST4. As sensilas ST5 e
ST6 estdo mais concentradas na regido apical, mas foi possivel observar
algumas dessas sensilas também na regido medial. As demais sensilas
placodea, basicbnica, ST1, ST2 e ST4 estdo bem distribuidas por toda regido
medial e apical.

Foi observada em operarias higiénicas e ndo higiénicas numa area de
400x400 pixels uma média >50 para sensilas ST1, ST4 e placodea na regiao
dorsal da antena direita. Na antena esquerda dorsal de operarias higiénicas e
ndo higiénicas essa média > 50 de sensilas foi verificada para placodea e ST1,
entretanto, esse dado foi concincidiu com as senilas ST3 em operarias CNH
(Tabela 1l e 2).

Tabela 2. Média de sensilas olfativas antenais de operarias higiénicas (M.
quadrifasciata anthidioides) presente em uma éarea de 400x400 pixels nos
flagelomeros.

Higiénica - DORSAL Higiénica - VENTRAL
Sensila Direita Esquerda Direita Esquerda
Média DP Média DP Média DP Média DP
Placodea 50,09 20,87 52,06 20,98 18,22 12,56 18,33 13,01
Basiconica 800 583 887 417 682 1197 6,58 7,38
Tricoide 1 70,73 23,55 65,24 28,46 3544 4,07 43,58 26,85
Tricoide 2 12,56 1252 17,12 10,43 14,21 18,86 13,40 10,89
Tricoide 3 23,50 23,33 31,33 10,12 19,00 11,27 22,50 5,54
Tricoide 4 55,00 35,36 33,75 24,85 58,20 17,79 4550 16,31
Tricoide 5 6,00 141 767 1,15 20,33 17,04 6,33 3,06

Tricoide 6 4,25 3,06 3,25 1,67 5,44 4,72 3,08 1,55
DP = Desvio padréo

Enquanto na regido ventral de operarias higiénicas e néo higiénica
somente a ST4 apresentou uma média >50 de sensilas. As demais estruturas
sensilares apresentaram média <50 de sensilas na face dorsal e ventral da
antena direita e esquerda, independente da categoria higiénica e nao higiénica
(Tabela 1l e 2).
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Tabela 3. Média de sensilas olfativas antenais de operarias néao higiénicas (M.
quadrifasciata anthidioides) presente em uma area de 400x400 pixels nos
flagelomeros.

Nao Higiénica - DORSAL

N&o Higiénica - VENTRAL

Sensila Direita Esquerda Direita Esquerda

Média DP Média DP Média DP Média DP
Placodea 71,00 12,32 74,27 13,85 1493 8,31 21,30 15,30
Basiconica 843 497 6,08 363 729 335 550 2,88
Tricoide1l 110,81 30,61 104,38 26,37 4542 30,91 47,92 32,97
Tricoide 2 6,22 3,53 7,75 3,70 1450 13,29 8,27 5,64
Tricoide3 47,33 32,58 72,00 10,58 10,67 5,66 2533 14,46
Tricoide 4 70,67 22,30 12,67 6,43 5500 2490 41,31 23,61
Tricoide 5 4,50 2,12 3,00 2,00 4,67 1,53 7,00 1,41
Tricoide 6 300 141 233 153 288 203 300 283

DP = Desvio padréo

As medidas de tamanho das sensilas sdo apresentadas nas Tabelas 4 e

5, para antenas de ascendéncia higiénica e nado higiénica, respectivamente.

Cada tipo de sensila apresenta um padrdao de tamanho. A menor sensila

verificada em nosso estudo € a sensila basiconica (9,9 + 1,0) seguida da ST2
(11,03 £ 1,3), j& as maiores sensilas sao ST3 (23,5 +4,7) e ST6 (23,2 £ 2,7).

Tabela 4. Tamanho das sensilas olfativas de operarias higiénicas (M.
quadrifasciata anthidioides) presentes em uma area de 400x400 pixels nos
flagelomeros.

Higiénica — DORSAL

Higiénica - VENTRAL

Direita Esquerda Direita Esquerda

Sensila Média DP Média DP Média DP Média DP
Placodea 12,19 1,72 13,42 1,32 13,81 1,99 1431 1,88
Basicbnica 9,78 1,72 9,79 1,95 10,86 5,34 11,68 1,67
Tricoidel 10,75 2,01 12,34 2,19 13,82 2,25 13,46 1,94
Tricoide2 11,24 181 11,25 159 13,07 258 1354 2,56
Tricoide3 26,19 2,84 20,53 357 29,27 550 27,62 4,92
Tricoide 4 23,76 1,75 1849 6,46 16,50 4,77 17,88 4,97
Tricoide5 14,68 2,09 1492 195 1553 2,15 1558 2,69
Tricoide 6 22,34 652 23,08 329 2447 564 27,65 9,40

DP = desvio padréo
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N&o foi encontrado nesse estudo variacado expressiva do tamanho das

sensilas entre as categorias avaliadas.

Tabela 5. Tamanho das sensilas olfativas de operarias nédo higiénicas (M.
quadrifasciata anthidioides) presentes em uma area de 400x400 pixels nos
flagelomeros.

N&o Higiénica — DORSAL N&o Higiénica - VENTRAL

Sensila Direita Esquerda Direita Esquerda

Média DP Média DP Média DP Média DP
Placodea 13,57 9,63 13,79 1,09 13,34 2,51 14,26 1,75
Basiconica 8,82 1,64 8,89 1,72 9,43 3,56 9,93 2,29
Tricoide 1 12,02 1,34 12,71 2,44 11,41 3,19 12,20 3,23
Tricoide 2 9,29 1,43 9,09 1,78 11,21 6,48 11,67 2,76
Tricoide3 16,71 2,64 18,10 3,78 27,14 7,89 22,35 7,52
Tricoide4 17,43 1,76 17,62 3,92 20,41 6,38 17,66 6,53
Tricoide5 14,54 1,44 11,07 1,21 12,45 3,50 14,46 1,82

Tricoide6 20,11 403 19,76 3,25 25,96 5,26 21,99 3,87
DP = desvio padrédo

Discussao

As sensilas analisadas no presente estudo apresentam a morfologia e
distribuicdo semelhante ao que foi relatado no estudo de Ravaiano et al. (2014)
para M. quadrifasciata anthidioides.

Dentre as sensilas relacionadas a quimiorecepcao (sensilas tricoides e
seus subtipos, placoide e basiconica), apenas a sensila basiconica tem funcéo
exclusiva de quimiorrecepcdo (RAVAIANO et al., 2014). Em nosso estudo
verificamos a presenca de poro nessa sensila, indicativo para quimiorecepgao.
Foi verificada baixa abundéancia desse tipo de sensila, o que néo era esperado
na categoria de abelhas higiénicas, devido a maior sensibilidade olfativa durante
a remocao de crias mortas. Assim, outros fatores devem estar associados a
percepcao olfativa como por exemplo a quantidade de neurdnio que inerva as
sensilas (NAKANISHI et al., 2009; RENTHAL et al., 2003).

A sensila placoide é apontada por Gramacho et al. (2003) como

responsavel pela captacao de odor que incita o comportamento higiénico nas
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colonias, esses autores também ndo encontraram diferencga significativa entre
abelhas higiénicas e néo higiénicas.

Os resultados encontrados no presente estudo como mais abundantes
indicam as sensilas ST1, ST4 e a sensila placodea, resultado que ja foi relatado
por Ravaiano et al. (2014). A sensila ST1 pode exercer funcdo de quimio e
mecanorrecepcao, dependendo da presenca ou auséncia de poros, nesse
estudo nao foi visualizada a presenca de poros nessas sensilas. Estrias
longitudinais foram verificadas nas sensilas ST3 e ST4, sobre as quais ndo ha
registro de influéncia na recepcdo olfativa. Mas devido a localizacdo,
principalmente da sensila ST3 ser restrita a regido basal, acreditamos que tenha
funcdo mecanorreceptora. Como a ST4 também esta presente em outras regidées
da antena, sua funcao deve ser avaliada em futuros trabalhos.

A quantificacdo e mensuracao das antenas esquerdas e direitas trazidas
nesse estudo busca verificar possiveis diferencas de quantidade e/ou tamanho
das sensilas entre as antenas de um mesmo individuo, o que poderia influenciar
na percepgdo de volateis durante a comunicagdo quimica. Nesse estudo, as
antenas direitas e esquerdas nao apresentam diferencas expressivas. Frasnelli
et al. (2010) mostraram que em Apis mellifera, as sensilas olfativas (placodea,
tricoide e basic6nica) foram significativamente mais abundantes na superficie da
antena direita do que na superficie da antena esquerda. Para McAfee et al.
(2017), em estudo comportamental, a resposta das abelhas a uma fonte de odor
€ mais intensa quando utilizada antena esquerda nos ensaios eletrofisiologicos.

Com relagédo a face ventral e dorsal, em nosso estudo principalmente para
as sensilas mais abundantes ST1 e placodea, a face dorsal apresentou maior
guantidade de sensilas, tanto para antenas de abelhas higiénicas quanto néo
higiénicas. Era esperada diferenca da quantidade e/ou tamanho de sensilas das
antenas de abelgas higiénicas, aqui foi mostrado que para as sensilas ST1 e
placodea, a categoria néo higiénica apresenta maior quantidade de sensilas.
Gramacho et al., (2003) ndo encontraram maior numero de sensila placodea nas
antenas de abelhas higiénicas, em comparac¢do com abelhas africanizadas ndo
higiénicas.

Conclusao
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Neste estudo ndo foram encontradas diferencas expressivas no tamanho
das sensilas entre as categorias avaliadas, sugerindo que provavelmente ndo
seja 0 tamanho ou mesmo a quantidade das sensilas que determinam a

capacidade olfativa nas abelhas em higiénicas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo foi apresentada uma revisao sobre diferentes aspectos
relacionados com o0 comportamento higiénico das abelhas sociais,
particularmente para as abelhas sem ferréao, utilizando como modelo as espécies
Melipona quadrifasciata anthidioides e Melipona scutellaris. Foi demonstrado
que, tanto a técnica de inducéo da morte utilizada para avaliar o CH das coldnias,
quanto o estagio de desenvolvimento da cria exibem perfis quimicos diferentes,
gue podem influenciar na remocao da cria e consequentemente na classificacédo
da col6nia como higiénica ou nao higiénica.

A analise quimica por CG-EM indicou a presenca de um total de 18
compostos pertencentes a seis grupos quimicos distintos. O eletroantenograma
indicou que as antenas das abelhas responderam em maior niumero de
repeticbes para um composto no extrato natural, que foi sugerido por CG-EM
como 1-hexanol. Esse composto é candidato a incitar o comportamento higiénico
em M. . anthidioides. Esse é o primeiro estudo que indica um composto
candidato ao comportamento higiénico em abelhas sem ferréo.

Os compostos identificados neste estudo podem ser usados como
estimulo para verificar a eficiéncia de remocdo de crias em testes
comportamentais em abelhas, além de contribuir para o conhecimento dos
compostos volateis em espécies de abelha sem ferrdo. O estudo dos compostos
volateis relacionados ao comportamento higiénico das abelhas podera contribuir
para o desenvolvimento de ferramentas de selecdo de colénias com base no
grau de higiene.

O estudo das sensilas indicou as ST1, ST4 e placodea como as sensilas
mais abundantes em antenas de M. g. anthidioides. Especificamente para o
comportamento higiénico, os resultados mostram que ndo é a quantidade ou
tamanho das sensilas que reflete a capacidade olfativa das abelhas em
higiénicas. Neste sentido, novos estudos devem ser realizados utilizando
abordagens de morfologia estrutural e fisioldgica das antenas das abelhas a fim

de compreender percepcédo sensorial para o comportamento higiénico.
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