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CAPITULO |

CONSIDERAGOES INICIAIS
MEL: ORIGEM E COMPOSICAO

Dos produtos fornecidos pelas abelhas, o mel é sem duvida o mais conhecido e
difundido. Foi um dos primeiros alimentos consumidos pelo homem e praticamente
todas as civilizagdes antigas o utilizaram como alimento e recurso medicinal. O mel &

utilizado desde a antiguidade, pois registros relatam que a apicultura e seus produtos



apicolas ja eram utilizados pelos egipcios ha cerca de cinco mil anos (JATI, 2007). O
testemunho mais antigo que registra a atividade apicola foi encontrado em pinturas
rupestres datadas de mais de 7000 anos a.C., encontradas na Cova da Aranha, em
Valéncia, Espanha. Tais pinturas descreviam o processo de colheita de mel por
humanos em cavidades rochosas (CRANE, 1999).

Segundo Crane (1987), em diversas partes do mundo, a “caga” ao mel, foi
substituida pela apicultura. A partir da segunda metade do século passado ocorreu um
grande desenvolvimento na atividade, o que transformou o mel em um produto
conhecido mundialmente (PEREIRA et al., 1994).

Segundo Silva et al. (2006), o emprego do mel na medicina data da mais
remota antiguidade. Celsius, um dos grandes vultos da medicina no primeiro século da
era crista, ja afirmava que o mel tinha acao aglutinante sobre ferimentos.

Atualmente, o homem utiliza o mel como alimento, sem desconhecer suas
qualidades medicinais e seu valor nutricional. E um alimento de elevado valor
energético, consumido mundialmente e de extrema importadncia para a saude do
organismo humano por apresentar diversas propriedades, como antimicrobiana,
curativa, calmante, regenerativo celular, estimulante, de agdo no sistema imunoldgico,
anti-inflamatério, analgésico, expectorante e hipersensibilizante (AZEREDO et al.
1999; WIESE, 2000; KOMATSU et al. 2002; BIZARRIA; FILGUEIRAS 2003; SILVA et
al. 2004).

Segundo a Instru¢do Normativa N° 11 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento - MAPA, o mel é composto por uma solugao concentrada de acucares
com predominéncia de glicose e frutose. Contém ainda uma mistura complexa de
outros hidratos de carbono, aminoacidos, enzimas, acidos organicos, minerais,
pigmentos, substancias aromaticas e graos de pdlen, podendo conter cera de abelhas
resultante do processo de extragao (BRASIL, 2000).

Segundo a legislacao brasileira (BRASIL, 2000), o mel é definido como:

“[...] o produto alimenticio produzido pelas abelhas a partir do néctar das flores e de
secregdes procedentes de partes vivas de certas plantas ou de secrecdes de insetos
sugadores de plantas que vivem sobre algumas espécies vegetais e que as abelhas
recolhem, transformam, combinam com substancias especificas proprias, armazenam
e deixam maturar nos favos da colmeia”.

Em quase todos os tipos de mel a frutose predomina, sendo a glicose o
segundo agucar principal. Esses dois acucares constituem 85-95% dos carboidratos
do mel. Agucares mais complexos, compostos de duas ou mais moléculas de glicose e

frutose, constituem os carboidratos restantes, com excecdo de um traco de



polissacarideos. O mel também contém substancias volateis, responsaveis pelas
caracteristicas de odor e sabor (FINOLA et al., 2007).

Sua producao é a partir do néctar das flores, agucares dissolvidos secretados
pelos nectarios e colhidos pelas abelhas. Para sua elaboragcao o néctar sofre duas
reacdes: uma fisica pela desidratagéo (eliminagdo da agua), através da evaporagéo na
colméia e absorgao no papo (vesicula melifera) e outra quimica, que ocorre quando o
néctar recebe adicdo de varias enzimas das abelhas meliferas, como a invertase,
amilase e glicose-oxidase; o que ocorre na reagdo quimica é a inversdo do agucar
composto em um acgucar simples (CRANE, 1987).

A enzima invertase, produzida pelas glandulas salivares das abelhas, hidrolisa
a sacarose em glicose e frutose. A amilase age sobre o amido do néctar convertendo-
0 em maltose. Por sua vez, a glicose do “mel verde”, assim denominado quando ainda
possui grande quantidade de agua, é oxidada pela glicose-oxidase, produzindo acido
glicbnico e peréxido de hidrogénio. Segundo Karabourniot; Zervalaki (2001), a
quantidade de enzima depende da idade da abelha, do estado da colbnia, do fluxo do
néctar, das condigcbes do ambiente e das condi¢des de pratica da apicultura.

Conforme relatado por Salamanca (2001), as enzimas sdo componentes dos
mais importantes no mel, nao pelo seu significado nutricional para o homem, mas pelo
papel indispensavel que desempenham na transformacédo do néctar em mel. Estudos
realizados tém demonstrado que a rapida entrada de néctar produzido, por colméias
com intensa atividade produtiva, apresentam baixo contetido de enzimas, ao contrario
dos meéis colhidos por abelhas em condigdes de pouco fluxo de néctar. A invertase,
enzima que participa da maturacdo do mel e que transforma sacarose em frutose e
glicose, sofre decomposicdo com grande rapidez a partir de 35°C, temperatura que em
muitos paises é facilmente alcancada durante o verdo, podendo ser um indicativo de
aquecimento do produto (KARABOURNIOTI; ZERVALAKI, 2001).

A maturagdo do mel tem inicio no organismo da abelha, continua durante sua
deposicdo nos alvéolos e se finaliza com a operculacdo dos favos, tao logo a sua
umidade seja reduzida aos 18% a 20%, o que permite a sua conservagao por longo
tempo (SORIA, 2000).

A composicao exata de qualquer mel depende principalmente das fontes
vegetais das quais ele é derivado, mas também do tempo, solo e outros fatores
(CRANE, 1987, MENDONCA, 2008). Segundo Montenegro et al. (2000) e Lengler
(2002) o mel varia muito de uma regido para outra, tanto em contetdo polinico como
em caracteristicas fisico-quimicas, sendo explicado pela possibilidade de ter origem

em mais de 2500 tipos de flores de plantas diferentes.



Atualmente, o manejo utilizado para a produgdo de mel consiste no preparo
dos enxames para o inicio de secrecdo de néctar pelas plantas. E o preparo dos
enxames que atraem grande numero de abelhas operarias destinadas a colheita de
alimento e manutencdo das atividades do enxame, como a regulagdo térmica do
ninho. Quando o enxame esta pronto, melgueiras vazias sobressalentes devem ser
adicionadas logo acima do ninho, para que as abelhas coloquem o excedente de
néctar colhido no campo (COUTO; COUTO, 1996).

Entretanto, esta adicdo de melgueiras deve ser gradativa para que o estresse
provocado nas abelhas possa ser minimizado ou evitado. Nao existem trabalhos na
literatura sobre o estresse em abelhas em funcdo das praticas de manejo neste

sentido.

CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DO MEL

O estudo da composicao fisico-quimica € um instrumento para a sua
caracterizacdo. A determinacdo de intervalos de variacdo para cada parametro
analisado estabelece um padrao fisico-quimico do mel em questdo. De acordo com a
literatura, os parametros mais utilizados para a caracterizagao fisico-quimica do mel
sdo: umidade, densidade, atividade de agua, minerais, Lund (proteina), acidez, pH,
acucares redutores, atividade diastatica, condutividade elétrica e cor (CRANE, 1987;
CAMPOS, 1998; BOGDANOV, 1999; MARCHINI et al., 2000; BOGDANOV et al.,
2004; FELSNER et al., 2004; YANNIOTIS et al., 2006).

Para Araujo et al. (2006), o fato do mel, mesmo apés a colheita, continuar
sofrendo modificagdes fisicas, quimicas e organolépticas, gera a necessidade de
produzi-lo dentro de niveis elevados de qualidade, controlando todas as etapas de seu
processamento, com o objetivo de garantir um produto com excelente qualidade para
0 consumidor.

Diversos autores tém caracterizado o mel brasileiro: SODRE (2002), REGO et al.
(2002), STONGA et al. (2002), SODRE; MARCHINI (2004), MENDONCA et al. (2004),
MORETI et al. (2004) e BENDINI; SOUZA (2008).

Com relacao a maturidade, a umidade € um dos principais parametros de analise
da qualidade do mel, ndo sendo tolerados valores superiores a 20%, segundo normas
firmadas pelo governo brasileiro (BRASIL, 2000). O teor de umidade pode ser alterado
apo6s a retirada do mel da colmeia, devido as condi¢des climaticas durante o processo
de extracdo, beneficiamento e armazenamento. Assim, no mel maduro, ou seja,
devidamente desidratado e operculado pelas abelhas, o conteudo de agua é
geralmente constante, ao redor de 18% (YANNIOTIS et al., 2006). A umidade pode



influenciar na viscosidade, peso especifico, maturagado, cristalizacdo, sabor e
conservacao do mel, visto que microorganismos osmoéfilos podem provocar a
fermentacdo quando a umidade for elevada (GLEITER et al., 2006). A literatura indica
que a maioria dos méis avaliados no Brasil atende as exigéncias quanto ao teor de
agua. (ARRUDA et al, 2004; SILVA et al., 2004; BENDINI; SOUZA, 2008;
MENDONCA et al., 2008; WELKE et al., 2008; SILVA et al., 2009).

A densidade é uma propriedade que esta intimamente relacionada ao conteudo
de agua do mel, ou seja, sua massa por unidade de volume. Essa caracteristica é
influenciada pela temperatura e pela umidade, assim como pela presenca de cristais e
coléides no mel (YANNIOTIS et al., 2006).

A maior ou menor intensidade com que a agua se liga ao alimento pode ser
expressa pela chamada atividade de agua (aw). O mel é um alimento altamente
higroscépico, e o valor normal de sua atividade de agua podera sofrer um pequeno
aumento, o que dara as leveduras que normalmente ja estdo presentes no mel,
condicdes de se desenvolverem (VERISSIMO, 1987). Segundo Gleiter et al. (2006), os
valores para a atividade de agua no mel se apresentam entre 0,5 e 0,65 aw.

Sodré et al.(2007), ao analisarem sacarose aparente em amostras de mel do
estado do Ceara, observaram que 10% das amostras apresentavam valores acima do
permitido pela norma vigente. De acordo com Azeredo et al. (1999), o alto conteudo de
sacarose aparente no mel pode indicar um mel “verde”, isto €, quando o produto ainda
nao foi totalmente transformado em glicose e frutose pela acdo da enzima invertase

secretada pelas abelhas, além de poder indicar uma adulteragdo do produto.

Os acucares redutores, que sao calculados como acgucares invertidos, devem
apresentar um valor minimo de 65% (BRASIL, 2000). De acordo cm Mendonga et al.
(2008), valores abaixo de 65% podem ser um indicativo de que o mel ainda se
encontrava em processo de amadurecimento no interior da colbnia na ocasido da

colheita.

Para Sodré et al. (2007), a sacarose aparente € uma caracteristica de grande
importancia no mel, uma vez que esta associada a sua qualidade. Na maioria dos
meéis de origem floral, os agucares aparentes representam a maioria dos acgucares
presentes (BOGDANOV et al., 2000). Pelas normas brasileiras, os valores ndo podem
exceder 6% (BRASIL, 2000), pois podem ser indicativos de um mel muito fresco ou
que tenha sido adulterado (SODRE et al. 2007).

Em relacdo a pureza, a exigéncia do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento é de que os sélidos insoluveis em agua sejam de no maximo 0,1%,

exceto no mel prensado, que tolera 0,5%, unicamente em produtos acondicionados e



vendidos diretamente ao publico (BRASIL, 2000). Para Silva et al. (2009), este
parametro esta relacionado com a qualidade de sujeira presente no mel, oriunda do

campo.

O conteudo de minerais no mel é considerado como um dos principais fatores
que influenciam diretamente em sua coloragdo, sendo maior nos méis escuros, em
comparacao com os claros. Dentre os fatores que influenciam o contelido de minerais
do mel, podem ser citados a origem floral, o tipo de clima e de solo presente na regido
produtora do mel (MARCHINI et al., 2000).

O teor de cinzas, que expressa a riqueza do mel em minerais, € uma
caracteristica bastante utilizada para aferigdo da qualidade do mel (SOUZA et al.,
2009) e como indicativo de origem botanica (BOGDANOV et al., 2000). O mel puro
quando processado corretamente, apresenta baixos teores de cinzas. Portanto, € um
parametro que permite identificar algumas irregularidades, como por exemplo,
residuos de tinta, insetos, pedagcos de madeira e favos; ou seja, esta diretamente
ligado a falta de cuidados de higiene e ndo a falta de atengcdo nas etapas de
beneficiamento, como decantacido e/ou filtragdo (PAULINO; MARCUCCI, 2009). As
quantidades de cinzas admitidas em méis de origem floral ndo podem exceder 0,6%
(BRASIL, 2000). Adicionalmente a legislacdo brasileira estabelece que o mel deve
conter graos de pdlen, porém nao faz qualquer mengao quantitativa.

Ja com relacao a deteriorizacdo, o mel ndo deve apresentar quaisquer indicios
de fermentagdo (BRASIL, 2000). A acidez apresentada € um critério importante de
avaliagdo, pois influencia no flavor e na conservagdo (AROUCHA et al. 2008), uma vez
que é fortemente alterada pela fermentagdo (BOGDANOV et al., 2000). O valor
maximo admitido é de 50 miliequivalentes por quilograma (BRASIL, 2000).

Quanto a atividade diastatica, uma maneira de verificar atividade enzimatica no
mel, indica procedimentos e/ou adulteragcdes quando presente, tais como uso de
temperatura superior a 60°C durante o beneficiamento, adicdo de agucar invertido ou
condi¢cdes inadequadas de armazenamento (AROUCHA et al., 2008). O valor minimo
deve ser de 8 na escala de Goéthe. Méis com baixo conteudo enzimatico devem ter
como minimo uma atividade diastatica correspondente a 3 na escala Gothe, desde
que o conteudo de hidroximetilfurfural ndo exceda a 15mg Kg”' (BRASIL, 2000).
Entretanto, Bogdanov et al. (2000) ressaltam que alguns méis monoflorais possuem
naturalmente uma baixa atividade diastatica.

A condutividade elétrica tem sido proposta para determinar a origem boténica
do mel, e atualmente ja substitui a determinacdo de cinzas em analises de rotina.

Existe uma relacao linear entre o conteludo de cinzas e a condutividade elétrica,



expressa pela equagado CE = 0,14 + 1,74a, em que CE é a condutividade elétrica (mS
cm”) e a € o conteludo de cinzas, em porcentagem. A condutividade elétrica deve
apresentar um valor maximo para méis de origem floral, sendo esse valor importante
para a identificagdo da origem floral do mel. Valores superiores a 0,8 mS cm™ sio
indicios de que o mel ndo pode ser de origem floral (BOGDANOQOV, 2000).

Apesar de a legislagdo brasileira ndo incluir a andlise de proteinas como
indice de qualidade do mel, esse parametro pode auxiliar na identificacdo de méis
adulterados. Os valores de proteinas relatados para méis sdo bastante variados, no
entanto normalmente néo ultrapassam de 1,00% (MENDONCGCA et al., 2008).

O pH, junto com a acidez, é considerado um importante fator antimicrobiano,
provendo maior estabilidade ao produto quanto ao desenvolvimento de
microorganismos. Embora nao haja valores de referéncias estabelecidos para afericdo
da qualidade do mel, Souza et al. (2009) e Venturini et al. (2007) informam que o pH

ideal para o mel deve ser inferior a 4,0.

ESTRESSE

Aristoteles e outros antigos sabios ja tinham conhecimento do estresse e seus
efeitos nos animais e humanos. Porém, o primeiro pesquisador a descrever o estresse
em 1856 foi Claude Bernard em células e tecidos de organismos multicelulares. Pela
primeira vez descreveu que o meio interno dos seres vivos ndo € apenas um veiculo
para o transporte de alimento para as células, e sim que as células sdo compostas por
um meio que ameniza mudangas no equilibrio acido-base, gasoso (CO; e O,) e
concentracao de ions, proporcionando assim um estado estacionario (FINK, 2009).

Apés 50 anos Walter Bradford Cannon, da Universidade de Harvard, sugeriu
a designacaéo de homeostase para o processo fisioldgico coordenado que mantém a
maior parte dos estados estacionarios do organismo. Cannon popularizou o conceito
“‘homeostase” no livro Sabedoria do Corpo, em 1932. Este pesquisador também
descreveu o termo “luta e fuga” como uma resposta do animal a uma ameaga com
uma descarga geral do sistema nervoso simpatico. Selye reconheceu esta reposta
como aguda ao estresse, tornando-se uma resposta universal ao estresse entre os
vertebrados e outros organismos (SELYE, 1936).

O termo estresse vem do inglés “stress” e foi utilizado para indicar tensao,
pressdo ou insisténcia (CABRAL et al., 1997; MAGALHAES, 1998). Selye (1936)
definiu o estresse como sendo o estado do organismo, que apds a atuagao de agentes
de quaisquer naturezas, responde com uma série de reacdes nao especificas de

adaptacgéo.



Segundo Fraser et al. (1975), um animal apresenta-se em estado de estresse
quando necessita alterar de maneira extrema sua fisiologia ou seu comportamento
para adaptar-se a aspectos diversos do seu ambiente e manejo. Essa adaptacgéo
envolve uma série de alteragbes neuroenddcrinas, fisiolégicas e comportamentais que
funcionam para manter o equilibrio de suas fungdes. O termo estresse € um termo
geral que implica uma ameaca a qual o corpo precisa se ajustar (VON BOREL, 1995).

O estresse pode ser abordado de trés maneiras (SMELTER et al., 1996):

Primeira: resposta do corpo a situa¢des desafiadoras.

Segunda: um estimulo ou a causa da resposta.

Terceira: uma transagdo, que segundo Lazarus (1984) seria como “uma
relagdo particular entre o individuo e ambiente, que é avaliado como prejudicial e que
pde em risco o seu bem-estar”.

Segundo Margis et al. (2003), o termo estresse denota o estado gerado pela
percepc¢ao de estimulos que, ao perturbarem a homeostasia, disparam um processo
de adaptacdo, caracterizado pelo aumento de adrenalina, produzindo diversas
manifestacdes sistémicas, com disturbios fisioldgicos; desta maneira, o estresse
representa uma resposta fisiolégica para um grande desvio do esperado, capaz de
perturbar o equilibrio homeostatico (MAGALHAES, 1998; ANDRADE, 2002; SMITH,
2003; WIELEBNOWSKI, 2003; LIMA et al., 2006).

De qualquer modo, é evidente que quando um individuo encontra-se em
situacdo de estresse, reagbes organicas sdo provocadas com a finalidade de
adaptacdo e, conseqlentemente, sobrevivéncia. Por outro lado, poderdo ocorrer
alteracdes patoldgicas e até a morte por incapacidade de resposta do individuo ou por
esgotamento dessa capacidade (MAGALHAES, 1998).

O estresse também pode ser classificado como agudo, que é o estado em que
um organismo se apresenta apos diminuigdo subita na previsdo e/ou controle de
alteracoes relevantes. Nesse caso, os conflitos sdo curtos e de intensidade exagerada;
ou ainda como estresse crbnico, sendo esta a resposta de um organismo quando
alteragbes relevantes tém baixa previsao ou ndo sdo bem controladas por um longo
periodo de tempo (ANDRADE, 2002).

As causas que levam um individuo a uma situacdo de estresse foram
denominadas por Hans Selye como sendo agentes estressores ou exigéncias que
provocam uma resposta padronizada e nao exclusivamente de natureza fisica. Os
agentes estressores podem ser classificados de varias maneiras: Kindlovits (1999)
classifica os estressores em somaticos (fisicos), psicolégicos e comportamentais.

Entre os somaticos estdo incluidos sons, sinais visuais, odor estranho,

contatos inesperados, calor, frio e pressdo. Os efeitos de agentes quimicos, dentre



aqueles chamados de estressores psicoldogicos, destacam-se: apreensao, ansiedade,
medo, frustragcdo, pavor, novidade e fatores sociais. Por fim estdo os agentes
comportamentais como isolamento, superpopulagdo, proximidade de animais de
espécies antagbnicas, fadiga de transporte, exercicio muscular exaustivo, disputa
territorial e/ou hierarquia entre animais de um mesmo grupo, modificagdo de ritmo
biolégico, jejum prolongado, presenca ou ndo de fémeas no grupo social e privagdo de
agua.

Harris; Woodring (1992) avaliaram o efeito do estresse de contencdo nos
niveis de octopamina, dopamina e serotonina, em tecido cerebral de abelhas Apis
mellifera L., e verificaram alteragdes significativas apés dez minutos, evidenciando a
ligacdo destas aminas ao estresse. Lin et al. (2004), induziram estresse de
aprisionamento e frio em abelhas nutrizes e campeiras, avaliando a concentracdo de
horménio juvenil (HJ). Foi observado que o estresse podia ou ndo alterar a
concentracdo deste horménio, concluindo que o HJ nao funciona como um horménio
de estresse sob estas condigdes.

Stebentheiner et al. (2009) estudaram o estresse em abelhas expostas a
mudancgas de temperaturas ambientais, analisando a contribuicdo dos individuos para
a homeostase da temperatura da colénia. Puderam constatar que o estresse causado
por baixas temperaturas aumenta a intensidade de producao de calor pelos musculos
de vbo das abelhas e 0 aumento de individuos endotérmicos préximos as ninhadas.

Os insetos apresentam um grande numero de mecanismos de defesa. Muitos
insetos, incluindo as abelhas Apis mellifera, apresentam comportamento adverso a
predadores, patdogenos, e agentes estressores do ambiente onde se encontra o
enxame (HATANO et al. 2008; FRANCKE et al 2008).

A realizagdo do genoma das abelhas Apis mellifera L. possibilitou o
desenvolvimento de diversos estudos na area de genética molecular (NATURE, 2006).
Ao longo dos anos, diversos estudos com expressao génica em Apis mellifera foram
desenvolvidos nas mais variadas areas, mostrando ser uma técnica de grande valia e
possivel de ser aplicada na produgdo de mel (EVANS, 2004; BLOCH et al., 2004;
HAGAI et al., 2007; MUSTRAD et al., 2010; FANG et al., 2012). Diversos genes estao
relacionados ao estresse, e a expressao ocorre a partir de algum estimulo. Os

principais genes responsaveis pelo estresse podem ser vistos na tabela a seguir:

Genes Responsaveis pelo Estresse
Hsp 70Aa
Hsc 70Cb
Hop




Tsp96F
CG5001
Hsc 70-4
Pelll
18w
1(2)ef
GP 93
Hsp 83

Fonte: Sarma et al., 2007

Com o advento das técnicas de biologia molecular, a técnica de PCR
(Reagdo em Cadeia Polimerase) em Tempo Real esta sendo largamente empregada
no estudo de alteragdo na expressao de genes em abelhas Apis mellifera. A técnica de
PCR em tempo real € uma metodologia que permite a quantificagdo dos produtos de
amplificacdo génica em todas as fases de uma reacéo (GINZINGER, 2002). Durante a
reacdo, o acumulo de amplicons é detectado em "tempo real", para cada ciclo da
reacdo, por meio da excitacdo de fluorocromos que marcam sondas sequéncia-
especificas ou primers usados na reagao (FARDEL et al., 2004).

O uso de transcricdo reversa associada a PCR em tempo real tornou a
quantificagdo de mRNA (Acido ribonucléico mensageiro) mais simples e precisa
(BARBANY et al., 2000). A PCR em tempo real requer uma plataforma de
instrumentacao que contém um termociclador acoplado a um sistema otico para a
excitacdo da fluorescéncia e captura da emissdo, além de um computador para
aquisicao de resultados e analise final da reacdo (NOVAIS et al., 2004).

Scharlaken et al. (2008), utilizaram a técnica de PCR em Tempo Real e
estudaram a expressado de sete genes, dentre eles ERp60 (proteina de resposta ao
estresse) que é responsavel pela resposta imune, em tecido cerebral de abelhas Apis
mellifera. Verificaram que estes foram influenciados pela ativagdo do sistema imune
ap6s a infeccao das abelhas por Echerichia coli.

Hranitz et al. (2010) induziram abelhas a diferentes concentragdes de alcool,
para estudar o quanto isto influencia o comportamento, provocando assim, um
estresse mensurado pela concentracdo de heat shock protein 70 (HSP70) em tecido
cerebral. A partir deste estudo pode-se concluir que intoxicagdo aguda por etanol
causa um acréscimo na concentracdo de HSP 70, afetando o comportamento e a
capacidade de aprendizagem associativa.

Boncristiane et al. (2012) desenvolveram uma pesquisa com o intuito de
estudar o impacto que o acaro Varroa destructor e os acaricidas utilizados em seu
controle causam sobre as abelhas Apis mellifera. Para o estudo foram selecionados 50
genes que atuam na imunidade, desenvolvimento e desintoxicacdo. As colméias foram

tratadas com cinco diferentes acaricidas (Apiguard, Apistan, Checkmite, Miteaway e



ApiVar) que alteraram a expressao dos genes relacionados a resposta imune,
desenvolvimento e desentoxificagao.

Zhang et al. (2010) estudaram genes relacionados aos processos metabdlicos
e sinalizacdao nervosa em abelhas Apis mellifera e Apis cerana submetidas a
infestacdo por Varroa destructor. Foram realizadas reacdes de Real time PCR,
utilizando oligonucleotideos para oito diferentes genes. O intuito desta pesquisa foi
estudar a resposta molecular das abelhas diante da infestagdo por Varroa destructor.
Foram encontrados diferentes niveis de expressdo destes oito genes nas duas
espécies de abelhas, possibilitando ter um desenho da resposta molecular relacionado
a infestacao por Varroa destructor.

O mel é o principal produto explorado pelo apicultor brasileiro. Entretanto, na
pratica, a maioria dos apicultores - por questdo de desconhecimento técnico ou
economia de tempo, acrescenta varias melgueiras simultaneamente sobre o ninho no
inicio da florada, independente do tamanho da col6nia, ocasionando um aumento de
espaco interno e necessidade na manutencdo de temperatura de conforto pelas
abelhas. Esta pratica de manejo poderia ocasionar estresse no enxame.

Este estresse provocado abruptamente, pode ocasionar um decréscimo
significativo na producao de mel. Desta forma, o estudo de quanto esta pratica errbnea
afeta a produtividade da colméia é de suma importdncia para um melhor
desenvolvimento da apicultura nacional.

Os objetivos do presente trabalho foram avaliar o efeito do aumento do espaco interno
da colméia (por meio da adigdo de melgueiras) na producdo de mel, nas
caracteristicas fisico-quimicas (acidez total, pH, umidade, cinzas), desenvolvimento
populacional e expressdo de genes relacionados ao estresse em abelhas Apis

mellifera.

De acordo com as normas do Programa de Pds-Graduacdo em Zootecnia, esta

dissertacao sera dividida em capitulos, sendo:

Capitulo Il: EFEITO DO ESTRESSE NA PRODUCAO DE MEL EM Apis
mellifera L.

O artigo sera submetido a Revista Apidologie, conforme as suas regras de publicagio.
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CAPITULO I

EFEITO DO ESTRESSE NA PRODUGAO DE MEL Apis mellifera L.

RESUMO: Os objetivos do presente trabalho foram avaliar o efeito do aumento do
espaco interno da colmeia (por meio da adicdo de melgueiras) na producao e nas
caracteristicas fisico-quimicas (acidez total, pH, umidade, cinzas), desenvolvimento
populacional do enxame e expressao de genes relacionados ao estresse em abelhas
Apis mellifera. Foram selecionadas e padronizadas vinte colmeias, divididas em quatro
tratamentos, sendo T1: controle, adigdo de uma melgueira e acréscimo de outras ao



longo da florada, conforme a necessidade; T2, T3 e T4: duas, trés e quatro
‘melgueiras” acrescentadas de forma simultdnea, respectivamente, no inicio da
florada. Os resultados foram comparados por ANOVA, seguida do teste de Tukey
(P<0,05). Pode-se concluir que o T1 apresentou producdo de mel significativamente
maior em comparag¢ao aos demais tratamentos e que o acréscimo de espacgo interno
nas colmeias promoveu aumento da expressdo de genes relacionados ao estresse,
sem interferir com o desenvolvimento populacional do enxame e qualidade fisico-
quimica do mel produzido.

Palavras-chaves: apicultura/bem-estar/expressao génica

STRESS EFFECTS IN Apis mellifera L. HONEY PRODUCTION

ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate different management in honey
production, by analyzing physicochemical honey properties such as acidity, pH,
moisture, ash and lund; the population development in Apis mellifera bees. Twenty
beehives were selected and standardized, and five were used for each honey
production management, T1: control, when supers were added according to storage
necessity throughout the period of nectar secretion, T2, T3 and T4 had two, three and



four supers added respectively. It is worth mentioning that all the supers were added at
the same time. The results were compared by ANOVA followed by Tukey test (p<0,05).
We can conclude that T1 showed higher honey production compared with the other
treatments and the increase of internal space in hives promoted and in the expression
of genes related to stress, but not interfering in the population development and in
honey physico-chemical quality.

Keywords: apiculture/gene expression/welfare

1. INTRODUGAO

Segundo a Instrugdo Normativa N° 11, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento - MAPA, o mel é composto por uma solugdo concentrada de agucares
com predominéncia de glicose e frutose. Contém ainda uma mistura complexa de

outros hidratos de carbono, aminoacidos, enzimas, acidos organicos, minerais,



pigmentos, substancias aromaticas e graos de pdélen, podendo conter cera de abelhas
resultantes do processo de extragao (Brasil, 2000).

O mel é o principal produto explorado pelo apicultor brasileiro. Entretanto, na
pratica, a maioria dos apicultores - por questdo de desconhecimento técnico ou
economia de tempo, acrescenta varias melgueiras simultaneamente sobre o ninho no
inicio da florada, independente do tamanho da colbnia, ocasionando aumento de
espaco interno e necessidade de manutencdo de temperatura de conforto pelas
abelhas.

Esta pratica poderia ocasionar estresse no enxame, com decréscimo na
producdo de mel. Desta forma, o estudo de quanto esta pratica pode afetar a
produtividade da colmeia € de suma importancia para um melhor desenvolvimento da
apicultura.

A realizacao do genoma das abelhas Apis mellifera possibilitou uma gama de
trabalhos na area de genética molecular (Nature, 2006). Ao longo dos anos diversos
trabalhos com expressdo génica em Apis mellifera foram desenvolvidos, nas mais
variadas areas, mostrando ser uma técnica de grande valia (Hagai et al. 2007; Mustard
et al. 2010; Fang et al., 2012).

Com o advento das técnicas de biologia molecular, a técnica de PCR
(Reagado em Cadeia Polimerase) em Tempo Real tem sido largamente empregada no
estudo de alteragdo na expressdao de genes em abelhas Apis mellifera. A PCR em
tempo real € uma metodologia que permite a quantificagdo dos produtos de
amplificacdo génica em todas as fases de uma reacéo (Ginzinger, 2002).

Diante do exposto, os objetivos do presente trabalho foram avaliar o efeito do
aumento do espaco interno da colmeia (por meio da adicdo de melgueiras) na
producao e caracteristicas fisico-quimicas do mel (acidez total, pH, umidade, cinzas),
desenvolvimento populacional da colmeia na expressdo de genes relacionados ao

estresse em abelhas Apis mellifera.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local do Experimento
O trabalho foi conduzido na Area de Apicultura da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, localizada na Fazenda Edgardia, UNESP, campus de

Botucatu, com as seguintes coordenadas geograficas: 22° 82°de latitude Sul e 48° 39°



de longitude Oeste com clima Cfa de acordo com a classificagdo de Képpen (Koppen
e Geiger, 1928) e altitude média de 488,39 m.

2.2 Abelhas utilizadas e tratamentos

Foram utilizadas vinte colmeias de abelhas Apis mellifera africanizadas,
alojadas em colmeias padréo Langstroth, distribuidas ao acaso, sendo cinco colmeias
para cada tratamento: Tratamento 1 (T1): controle, sendo acrescentado uma
‘melgueira” ao inicio do experimento e “melgueiras” gradativamente ao longo do
periodo da florada; Tratamento 2 (T2): duas “melgueiras” acrescentadas
simultaneamente sobre o ninho; Tratamento 3 (T3): trés “melgueiras” acrescentadas
simultaneamente sobre o ninho; Tratamento 4 (T4): quatro “melgueiras” acrescentadas
simultaneamente sobre o ninho.

Todas as colmeias utilizadas no T1 tiveram necessidade de adigdo de
melgueiras sobressalentes, estas foram acrescidas logo abaixo das melgueiras cheias
de mel. Em uma colmeia foi adicionado uma melgueira e em quatro colmeias foram
adicionadas duas sobressalentes, ao longo da florada. Nos demais tratamentos as
melgueiras ndo foram movidas nem alteradas até o final do experimento.

No periodo que antecedeu o experimento foi feito manejo de equalizacdo dos
quadros de cria e alimento das vinte colmeias, fazendo com que todas tivessem sete
quadros de cria e trés quadros de alimento. As rainhas utilizadas nas colmeias eram
provenientes da Area de Apicultura da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
de crias e acasalamento natural.

O experimento foi realizado durante o periodo de 7 de Dezembro de 2010 a 15
de Marco de 2011. Os dados climaticos, referentes ao periodo experimental, foram
cedidos pelo Departamento de Ciéncias Ambientais da Faculdade de Ciéncias
Agronémicas, UNESP, Campus de Botucatu.

Os dados climaticos, referentes ao periodo do estudo foram: temperatura
minima de 18,9 +1,64 °C, temperatura maxima de 28,7+3,06, temperatura média de
24,7+2,60, precipitacdo pluviométrica de 12,30+29,73 mm, umidade relativa do ar de
53,31£16,15%, insolagao de 6,2+3,75 e velocidade do vento de 75,1£31,29 km h-1.

2.3 Desenvolvimento populacional dos enxames
Foi avaliado o desenvolvimento populacional das colmeias mensalmente ao
longo do periodo experimental, medindo a area de cria aberta e fechada no quadro

central do ninho, segundo metodologia adaptada de Al-Tikrity et al. (1971).



2.4 Avaliagdo da producgédo de mel e analises fisico-quimicas do mel
A producao de mel foi colhida ao final da florada, separada por colmeia e
tratamento, pesada em balancga e beneficiada em equipamento de aco inoxidavel.
Amostras de mel (500 gramas) foram separadas de acordo com cada
tratamento para a realizagdo das seguintes analises fisico-quimicas: acidez total (meq
kg-1), pH, teor de umidade (%) e cinzas (%) (Instituto Adolfo Lutz, 1985; Sodré e
Marchini, 2006).

2.5 Avaliacdo da Expresséo génica

As colheitas das abelhas para a expresséo dos genes relacionados ao estresse
foram realizadas nos dias 0, 7, 14, 29, 56 e 98. Para isto, foram colhidas cinco abelhas
operarias do quadro central e cinco abelhas operarias campeiras no momento da
chegada de cada colmeia experimental. Apdés a colheita as abelhas foram
imediatamente armazenadas em freezer — 80° C para extracao de RNA.

Para a extracdo de RNA, a cabeca de cada abelha operaria foi separada do
corpo com o auxilio de um bisturi descartavel (Scharlaken et al., 2008). Cada amostra
foi composta de um “pool” de cinco cabecas e a extracdo do RNA foi feita pelo meio do
método TRIzol, utilizando-se para cada amostra 500 ul de TRIzol (GIBCO BRL) para
romper as células e liberar seu conteudo. O produto da extragéo foi visualizado em gel
de agarose 1%, e quantificados com o aparelho NanoDrop (Spectrophotometer ND-
1000). Em seguida, todas as amostras foram armazenadas a -80°C até a sua
utilizagao.

Apo6s o tratamento do RNA com DNAse, uma solugao de oligo dT (N=18)
0,75 mM; oligos aleatérios (N=8) 0,15 mM; dNTP 0,75 mM e 11 yl RNA tratado com
DNAse na etapa anterior, foi preparada e incubada a 65°C por 5 minutos e depois
colocada no gelo por 1 minuto. A esta preparagao, adicionou-se tampéao 1x; DTT 0,005
M; RNAse out 40 U e 100 U da enzima super script lll. Essa preparagao foi incubada a
50°C por 1 hora e depois a 70°C por 15 minutos para inativar a enzima.
O nivel de estresse das abelhas foi monitorado pela alteragdo na expressao de genes
relacionados a esta situacao, entre eles, defensina (proteina de defesa) (Scharlaken et
al., 2008), ERP 60 e catalase (envolvida no stress oxidativo). Como controle interno
para as reacgdes de PCR quantitativo, foi utilizado o gene da actina (Scharlaken et al.,
2008).

As reacgdes de PCR em Tempo Real foram realizadas no aparelho ABI 7300
(Applied Byosystems) utilizando o kit SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA) nas seguintes condi¢des: um ciclo a 50°C por 2 minutos;

um ciclo a 94°C por 10 minutos, seguidos por 40 ciclos de 94°C por 15 segundos e



60°C por 1 minuto. A curva de dissociagao foi obtida da seguinte maneira: 95°C por 15
segundos, 60°C por 30 segundos e 95°C por 15 segundos. A determinagido da
expressdo dos genes foi realizada por meio da reacdo da polimerase em cadeia em
tempo real (Real-time PCR), em ftriplicatas. Em cada reacgdo foi feita um controle
negativo, constituido da mistura de reagentes e agua.

As sequéncias e informacbes dos oligonucleotideos utilizados foram as

seguintes:
Gene Numero de Sequencia dos Primers 5°-  Amplificado Ta E(%)®
acesso no 3 (pb) (°C)?
Gene Bank
i TGCCAACACTGTCCTTTCTG
Actina AB023025 ACAATTOACCOAGCAATGCA 155 61 91,17
CCTGGTATTGGAGCAAGTCC
Catalase )0<M|_$03699 COCOATCACGTTOOTAGTTT 154 61 89,19
i . GTCGGCCTTCTCTTCATGG
Defensina U15955.1 TOACOTCCAGCTITACCOAAA 200 61 87,06
ERP 60 XM_623279 éCTCTTGCTAAAGTTGATTGTACA 178 61 96,77

TAGATGCTGGACCAACTTGTG

®Ta Temperatura 6tima de anelamento especifica de cada primer
°E Mensuragéo da eficiéncia da reagéo de Real Time PCR (calculada através da curva padrao)

Para se calcular a eficiéncia dos oligonucleotideos, foram feitas quatro
diluicdes das amostras de cDNA: 1:5, 1:25, 1:125 e 1:625. A eficiéncia (E) foi
calculada através da formula E=10(-1/inclinagdo). A quantificagao relativa (R) dos
genes foi determinada de acordo com Pfaffl (2001), na qual CP (crossing point) é
definido como o ponto em que a fluorescéncia detectada esta apreciavelmente acima
da fluorescéncia de fundo. A quantificagao relativa dos genes foi calculada de acordo a

seguinte formula:

R= Ealvo ACP alvo controle — amostra

ACP endogeno (controle — amostra) E enddgeno

2.6 Anélise estatistica

Os resultados foram comparados por ANOVA, seguida do teste de Tukey para
verificar diferencas entre as médias. Foi considerado como estatisticamente diferentes
quando P<0,05 (Zar, 1996).

3. RESULTADOS



Os resultados referentes a producdo de mel, em fungdo dos diferentes
tratamentos, estdo apresentados na tabela 1.

Pode-se observar que o tratamento T1 apresentou producdo de mel
significativamente maior quando comparado com os demais tratamentos (duas, trés ou

quatro melgueiras).

TABELA 1: Médias e desvio padrdao da producdo de mel (Kg) em fungdo dos

diferentes tratamentos em abelhas Apis mellifera africanizadas.

Producao de mel (kg)
T1 T2 T3 T4
24,33+2,14A 17,50+1,76B 14,76+2,32B 9,81+1,87B

Letras maiusculas diferentes, na linha, indicam diferencga estatistica entre médias (P<0,05).

T1: controle, sendo acrescentada uma “melgueira” ao inicio do experimento e “melgueiras”
gradativamente ao longo do periodo da florada; T2: duas “melgueiras” acrescentadas
simultaneamente sobre o ninho; T3: trés “melgueiras” acrescentadas simultaneamente sobre o
ninho; T4: quatro “melgueiras” acrescentadas simultaneamente sobre o ninho.

Os resultados referentes a quantificagdo relativa (R) dos genes catalase,
defensina e ERP 60, com a utilizagdo do gene actina como enddégeno, em fungéo dos
diferentes tratamentos, estdo apresentados na tabela 2.

Todos os valores da quantificagdo relativa dos genes catalase, defensina e
ERP 60 em todos os tratamentos apresentaram valor inferior a um. Pode-se inferir que
o valor inferior a um da quantificacao relativa dos genes estudados esta ligada com o
tipo de manejo utilizado para a implantagdo do experimento, pois os dados foram
calculados usando como controle o dia zero em relacdo as outras cinco colheitas ao
longo dos 98 dias do experimento.

Pode-se observar que na quantificagdo relativa do gene catalase, o T4
apresentou expressao significativamente maior quando comparado com o T1 e T2,
nas abelhas campeiras. As abelhas colhidas no interior do enxame n&o apresentaram
diferenca entre os tratamentos ao longo do periodo experimental. Nao foi observada
diferenca entre as abelhas campeiras e internas dos quatro tratamentos.

A quantificacdo relativa nas abelhas campeiras para o gene defensina
apresentou diferenga significativa maior para o T4. As abelhas colhidas no interior do
enxame nao apresentaram diferenga significativa entre os tratamentos ao longo do
periodo experimental. Nao foi observada diferenca entre as abelhas campeiras e
internas dos tratamentos T1, T2 e T3. As abelhas campeiras do T4 apresentaram

expressao significativamente maior em relagao as internas.



A quantificagdo relativa para o gene ERP 60 tanto nas abelhas campeiras
como nas abelhas internas nao apresentaram diferengca significativa entre os
tratamentos ao longo do periodo experimental. Nao foi observada diferenca entre as

abelhas campeiras e internas dos quatro tratamentos.

TABELA 2: Médias e desvios padrao da quantificagdo relativa dos genes catalase,
defensina e ERP60 em abelhas campeiras e internas, em funcao dos

diferentes tratamentos em abelhas Apis mellifera africanizadas.

Catalase Defensina ERP 60
Campeiras Internas Campeiras Internas Campeiras Internas
T1 0,17£00 aA 0,20+0,2 aA  0,009+00 aA 0,007x00 aA  0,78+t1,4aA 0,24+0,2 Aa
T2 0,16+£02 aA 0,42+0,5aA  0,005+00 aA 0,09+01 aA 0,43+0,4 aA 0,35:+0,4 aA
T3 0,19+0,3abA 0,37+0,3aA 0,004+0,0 aA 0,09+00 aA 0,24+0,3aA 0,12+0,0 Aa
T4  0,57+0,5bA 0,26+0,2aA  0,028+00 bA  0,0041+0,0aB  0,97+1,6 aA  0,06+0,0 aA

Letras minusculas diferentes, na coluna, indicam diferenca estatistica entre médias (P < 0,05).
Letras maiusculas diferentes, na linha, indicam diferenga estatistica entre médias (P < 0,05).

T1: controle, sendo acrescentada uma “melgueira” ao inicio do experimento e “melgueiras”
gradativamente ao longo do periodo da florada; T2: duas “melgueiras” acrescentadas
simultaneamente sobre o ninho; T3: trés “melgueiras” acrescentadas simultaneamente sobre o
ninho; T4: quatro “melgueiras” acrescentadas simultaneamente sobre o ninho.

Os resultados referentes ao desenvolvimento populacional em funcdo dos
diferentes tratamentos estdo apresentados na tabela 3.

Pode-se observar que, para todos os tratamentos, ndo foram verificadas
diferencas na area de cria aberta dos enxames, durante o periodo experimental. Para

a area de cria fechada, o T2 apresentou diferengca em relacdo os demais tratamentos.



TABELA 3: Médias e desvio padrdo da area de cria aberta (CA) e cria fechada (CF), em cm?, em fungéo dos diferentes tratamentos em

abelhas Apis mellifera africanizadas.

Meses T1 T2 T3 T4
CA CF CA CF CA CF CA CF
0 214,0+34,0 792,0+432,0 94,0+2,0 1740,0+4,0 624,0+256,0 338,0+82,0 138,0+22,0 1014,0+710,0
1 154,0£126,0 792,0+192,0 38,0+2,0 1274,0+14,0 122,04£58,0 696,0£112,0 164,0+£76,0 544,0+16,0
2 208,0+111,0 422,0£114,0 120,0+36,0 792,0+360,0 280,0+0,0 276,0+108,0 192,0+108,0 654,0£310,0
3 220,0+4,0 378,0+358,0 120,044,0 898,0+206,0 68,0+16,0 212,0+168,0 212,0+168,0 568,0+4,0
93,0+27,32A 1176,0+371,6B  273,5+216,83A  553,5+258,16A 176,5+28,01A 695,0+188,66A

Média 199,0+26,3A  596,0+196,6A
Letras maiusculas diferentes, na linha, indicam diferenca estatistica entre médias (P < 0,05).
T1: controle, sendo acrescentada uma “melgueira” ao inicio do experimento e “melgueiras” gradativamente ao longo do periodo da florada; T2: duas

“melgueiras” acrescentadas simultaneamente sobre o ninho; T3: trés “melgueiras” acrescentadas simultaneamente sobre o ninho; T4: quatro “melgueiras”

acrescentadas simultaneamente sobre o ninho.



Os resultados referentes as analises fisico-quimicas do mel em funcido dos
diferentes tratamentos estdo apresentados na tabela 4.

Nao foram observadas diferencas significativas entre as analises fisico-
quimicas realizadas para todos os tratamentos. Pode-se observar que todas as
analises fisico-quimicas, exceto a umidade (%), estdo de acordo com a legislagcado
brasileira (Brasil, 2000).

TABELA 4: Médias e desvio padrdo da andlise fisico-quimica (acidez total - meq kg™;
pH, teor de umidade -%; cinzas - %; matéria seca - %) do mel em
funcdo dos diferentes tratamentos em abelhas Apis mellifera

africanizadas.

ANALISES FiSICO-QUIMICAS

T1 T2 T3 T4
Acidez Total 17,6+3,84 19,2+4,14 16,8+1,09 20,4+0,89
pH 3,69+0,06 3,67+0.08 3,71+£0,18 3,64+0,19
Umidade (%)  22,70+1,15 22,31+0,49 22,48+0,60 23,13+1,14
Cinzas (%) 0,01+0,004 0,016+0,005 0,01+0 0,01+0,004

T1: controle, sendo acrescentada uma “melgueira” ao inicio do experimento e “melgueiras”
gradativamente ao longo do periodo da florada; T2: duas “melgueiras” acrescentadas
simultaneamente sobre o ninho; T3: trés “melgueiras” acrescentadas simultaneamente sobre o
ninho; T4: quatro “melgueiras” acrescentadas simultaneamente sobre o ninho.

4. DISCUSSAO



Foi observado que o aumento de espaco interno nas colmeias, pelo acréscimo
de duas ou mais melgueiras no inicio da florada, influenciou negativamente na
producédo de mel dos enxames.

Esta interferéncia nao foi observada no desenvolvimento populacional, com
excecao do T2 para a area de cria fechada. Pode-se inferir que este fato observado
tenha sido ao acaso, pois este tratamento ndo apresentou maior producdo de mel ao
longo da florada.

Nao existem estudos com a combinacdo da técnica de Real Time PCR
(utilizando a quantificagdo da expressao de genes relacionados ao estresse provocado
no sistema imune neural de abelhas Apis mellifera) com diferentes métodos de manejo
na produgao dos produtos apicolas.

Deste modo o estudo da expressao de genes relacionados ao sistema imune-
neural pode ser utilizado como uma ferramenta para mensurar o estresse provocado
em métodos de manejo de producdo de mel. Em campo as abelhas estdo diretamente
expostas a diversos patdgenos e possiveis infeccoes bacterianas devido ao desgaste
provocado pelo sistema de produg¢ao imposto aos enxames.

Neste experimento foi observado que o tratamento T4 apresentou maior
expressao do gene catalase, o qual pode ser utilizado como indicador de alteragdo no
sistema imune de abelhas (Boncristiane et al., 2012). Este fato pode ser explicado pelo
aumento do espaco interno nas colmeias deste tratamento, o qual triplicou pelo
acréscimo das melgueiras no inicio da florada. Este aumento de expressdo do gene
catalase foi observado apenas em abelhas campeiras, que poderiam estar mais
expostas a patdgenos ambientais em decorréncia de alteragcdo de seu sistema imune.
De forma oposta nao foi observado alteracao nas abelhas internas do ninho.

O resultado encontrado e descrito demonstra que o manejo de producio de
mel, com relagdo ao acréscimo de melgueiras pelo apicultor, pode afetar
significativamente a produgédo das colmeias, conforme evidenciado para o tratamento
T4. Torna-se evidente a necessidade de estudos que visem aumento de produtividade
aliado ao bem-estar animal, o que tem sido alvo de recentes pesquisas (Vaz et al.
2001, Borges et al. 2003, Nardone et al. 2010, Haldar et al, 2011).

A quantificacdo da expressao do gene defensina foi utilizada neste estudo por
ser um gene que tem sua expressao alterada, uma vez que as abelhas Apis mellifera
sofreram estresse devido alguma alteragdo em seu sistema imune. Yang et al. (2005)
utilizaram reagdes de Real Time PCR para quantificar a expressdo do gene defensina
apos as abelhas Apis mellifera terem sido expostas a patdgenos.

No estudo as abelhas campeiras do tratamento T4 apresentaram uma

expressao significativamente maior deste gene em relacdo aos outros tratamentos e



com diferenga para as abelhas campeiras em relagdo as abelhas internas. O fato de
apenas as abelhas campeiras do T4 terem apresentado maior expressdo deste gene
pode estar relacionado diretamente com a menor producdo de mel em relagdo aos
outros enxames. Isto pode ser devido as abelhas campeiras estarem expostas a uma
maior gama de agentes patdgenos durante a atividade de forrageamento.

O gene ERP 60 em abelhas codificam proteinas e mostra similaridade com
Proteinas da familia Disulfil Isomerase (PDI). Pouco se sabe sobre o gene ERP 60 em
insetos. Em Drosophila o gene ERP 60 é similar em humanos (Koivunen, et al. 1996).
Em outras espécies implica na resposta ao estresse e codifica a proteina envolvida no
enovelamento da proteina oxidativa. No presente trabalho a expressao do gene ERP
60 nao apresentou diferenca significativa entre os quatro tratamentos, tanto na
quantificagdo com abelhas campeiras como com as abelhas colhidas do interior do
enxame.

Com relacdo as caracteristicas fisico-quimicas das amostras de mel
provenientes dos diferentes tratamentos, ndo foram observadas diferencgas
significativas entre as variaveis analisadas. Sugere-se que este resultado seja,
provavelmente, devido as colmeias estarem sujeitas as mesmas condi¢gdes ambientais
e de manejo.

A acidez encontrada nos méis apresentou-se dentro dos valores admitidos pela
legislagao, cujo valor maximo € de 50 miliequivalentes por quilograma (Brasil, 2000).
Silva et al. (2004) encontraram acidez no intervalo de 10,10 a 31,03 meq kg’ de
amostras de mel produzidos no estado do Piaui, confirmando as afirmacbes de
Gonnet (1982) que relata um intervalo de 10 a 60 meq kg-1 de mel. O tipo de florada
poderia ser um fator que explicaria essa variabilidade, uma vez que a acidez no mel
tem origem nos diversos acidos organicos contidos no néctar colhido pelas abelhas
(Root, 1985) que, pela agdo da enzima glicose-oxidase, originam o acido glucdnico
(White Junior, 1989); outro fator que também poderia influenciar na acidez seria a
quantidade de minerais presentes no néctar (Barth, 1989).

Embora ndo haja valores de referéncia de pH estabelecidos para afericdo da
qualidade do mel, Venturini et al. (2007) relataram que o pH ideal para o mel deve ser
inferior a 4,0. Assim, o pH encontrado nas amostras dos diferentes tratamentos esta
dentro do ideal.

Os teores de umidade encontrados nos méis dos tratamentos estdo acima do
permitido pela legislagdo, de 20% (Brasil, 2000). Tal fato poderia estar relacionado
com a colheita do mel de cada tratamento, ao final da florada, assim como pelo
beneficiamento realizado neste trabalho, no qual todos os favos foram processados ao

término do experimento, independente de conterem mel maduro (operculado) ou verde



(aberto). Tal procedimento foi necessario para se obter a producédo média de cada
tratamento.

O teor de cinzas encontrado nos méis provenientes dos quatro tratamentos
esta dentro das especificagdes brasileiras, que permitem o maximo de 0,6% de cinzas
nos méeis (Brasil, 2000). Silva et al.(2004) encontraram porcentagem entre 0,04 e
1,02% de cinzas nos méis analisados do Estado do Piaui. O teor mineral do mel esta
diretamente relacionado com a espécie vegetal, tipo de solo e condi¢des climaticas
(Montenegro; Fredes, 2008). Aquarone et al. (2007), encontraram em méis argentinos
resultados semelhantes de teor de cinzas para amostras oriundas de diferentes solos,
sugerindo que a origem floral seja a maior responsavel pelo conteido mineral das
amostras. Silva et al. (2004), encontraram diferenca significativa entre o conteudo de
cinzas de méis de floradas diferentes no Piaui. Sendo assim era esperado que todas

as amostras nao apresentassem diferenca.

Pode-se concluir que o T1 apresentou produgdo de mel significativamente maior em
comparacao aos demais tratamentos e que o aumento de espaco interno nas colmeias
promoveu aumento da expresséo dos genes catalase e defensina, sem interferir com o

desenvolvimento populacional do enxame e com a qualidade fisico-quimica.
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CAPITULO I

IMPLICAGOES



A atividade apicola tem crescido e se desenvolvido ao longo dos anos no
Brasil. Neste sentido é necessario que técnicas para producdo de mel acompanhem o
crescimento, visando maior producéo, qualidade dos produtos e bem-estar animal.

Atualmente a maioria dos apicultores - por questdo de desconhecimento
técnico ou diminuigdo de gastos com transporte e mao de obra, acrescentam varias
melgueiras no inicio da florada, independente do tamanho da colénia, o que pode
ocasionar uma diminuicdo na producdo de mel devido ao estresse provocado nas
abelhas.

Pelo fato de nao existirem estudos sobre técnicas de producdo de mel,
procurou-se neste trabalho conciliar a produtividade com o menor estresse que possa
interferir nas atividades dos enxames, utilizando técnicas moleculares como
ferramenta para esta mensuragao.

A adicdo de uma melgueira ao inicio da florada e melgueiras sobressalentes,
de acordo com a necessidade do enxame durante o periodo de florada, pode ser uma
técnica de grande valia para o aumento da produtividade da apicultura nacional.

A avaliagdo da expressdo dos genes catalase e defensina em abelhas
campeiras demonstrou ser um bom método de avaliacdo do estresse causado na
producdo de mel, podendo ser usado futuramente como indicativo de estresse na
producéo de outros produtos apicolas.

Espera-se que este trabalho possa contribuir para a cadeia apicola e para a
producdo aliada ao bem estar das abelhas. Entretanto, sugerem-se novos estudos
para verificar outros genes que possam estar relacionados ao estresse provocado na

producéo de mel.
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