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CAPITULO1



CONSIDERACOES INICIAIS

1. Surgimento e evolucio das abelhas

O registro geoldgico dos primeiros insetos ainda ¢ incerto, o inseto mais antigo
foi descoberto em rochas no periodo Carbonifero (Carpenter; Hermann, 1979) datadas
de 350 milhdes de anos atrds. As Ordens dos insetos presentes atualmente sdo as
mesmas encontradas no final do periodo Paleozoico (Crane, 1999).

No inicio do periodo Cretaceo, as plantas com flores se estabeleceram e
consequentemente surgiram insetos que eram associados as mesmas. Insetos
encontrados no &mbar Béltico, agora considerado como o inicio da era Terciaria, sdo um
elo para os géneros e espécies existentes (Carpenter, 1952; Danforth et al., 2006).

A superfamilia Apoidea inclui todas as abelhas na qual as caracteristicas sao
similares as vespas, apesar de que a auséncia de um registro fossil adequado tornou
impossivel a determinagdo de seu ancestral. Entretanto, em uma descri¢do sobre vespas
do periodo Cretaceo relatou um espécime que era generalizado o bastante para ser
considerado possivel ancestral do Apoidea (Crane, 1999). Cardinal e Danforth (2013)
realizaram um estudo que estima que as abelhas provavelmente se originaram entre 113
a 132 milhdes de anos atrds. A primeira apari¢do das abelhas estd ligada com a
mudanga do tipo de alimentacdo e da predacdo de insetos para obtencdo do néctar e
polen de flores de angiosperma. Nas abelhas, a comida das larvas ¢ derivada de
secrecoes glandulares combinadas com néctar e podlen, obtidos de plantas floridas
(Crane, 1999). Ribbands (1953) considera o desenvolvimento das glandulas para
alimenta¢do da cria em abelhas meliferas como uma caracteristica discriminante quando
comparada com seus parentes ndo sociais, o que indica que o alimento teve um papel
importante na evolucao das abelhas meliferas.

Geologicamente, as abelhas mais antigas e melhor preservadas foram
encontradas em ambar Béltico no Leste da Prissia e datam do periodo Eoceno, ou 50
milhdes de anos atras (Zander; Weiss, 1964). Essas abelhas apresentam caracteristicas
morfologicas parcialmente semelhantes com as encontradas atualmente em Meliponini e

Apini.



As abelhas meliferas foram separadas por Maa (1953) em trés géneros e cerca de
28 espécies baseado em suas diferengas morfologicas. Estas diferencas morfoldgicas,
entretanto, sdo geralmente consideradas como desvios das varias racas de abelhas, e
assim o sistema de classificagdo do Maa ndo foi seguido amplamente (Crane, 1999).

O género Apis ¢ aparentemente de origem tropical, mais provavel na india e
sudeste da Asia, sendo ainda incluidas quatro espécies tradicionais: a abelha melifera
gigante (4. dorsata), a pequena abelha melifera (4. florea), a abelha melifera oriental
(4. cerana), e a abelha melifera ocidental (4. mellifera) (Butler, 1975; Lindauer, 1975;
Koeniger, 1976).

A abelha melifera oriental (4. cerana) ¢ a abelha melifera ocidental (A.
mellifera) sdao duas espécies de abelhas que sdo muito semelhantes. Deodikar et al.
(1959) sugeriu que a abelha 4. indica (atualmente conhecida como A. cerana) evoluiu
gradualmente em Apis mellifera e que durante sua passagem pelas trés principais rotas
migratorias do Himalaia diferenciou-se em um numero de ragas Africanas,
Euroasidticas, Sino-japonesas. Como a variedade de formas da Apis melifera ¢é
extraordinariamente grande nas regides do Mediterraneo oriental e Caucaso, acredita-se

que o centro da origem desta abelha seja em algum local do Oriente.

2. Historico da apicultura no mundo e no Brasil

E possivel afirmar que encontramos abelhas meliferas (4. mellifera) em quase
todas as partes do mundo, com excecao das regides de extremo polar, mas nem sempre
ocorreu desta forma. Até o século XVII as abelhas estavam confinadas no Velho Mundo
(Europa, Africa e Asia), onde evoluiram e foram amplamente distribuidas muito antes
do surgimento do homem na terra. (Crane, 1999).

Ainda segundo Crane (1999), trés eventos de grande significancia na historia das
abelhas e da apicultura aconteceram na Europa no século XVII. Primeiramente foi o
avanco das abelhas pelo mundo; antes de 1600, ndo havia abelhas no Novo Mundo,
entretanto, colonizadores comecaram a transportar as colmeias de abelhas pelos oceanos
para essas regides. As abelhas europeias provavelmente alcangaram a América do Norte

pela Inglaterra, por volta de 1622 (Smith, 1988). Em torno de 1688 e 1689, as abelhas



europeias foram levadas da Frangca para St. Kitts e Guadalupe, no Caribe.
Provavelmente por volta de 1822, foram levadas as primeiras abelhas para Australia e
na Nova Zelandia em 1839. As abelhas ndo foram introduzidas na costa leste da
América do Norte até o inicio de 1850, quando foram introduzidas na Califérnia,
partindo para o Oregon e posteriormente para a Coldombia Britanica.

O segundo acontecimento foi a descoberta de caracteristicas sobre a biologia das
abelhas meliferas. Em 1568, foi publicado na Alemanha um artigo elucidando o fato das
abelhas poderem criar uma rainha a partir dos ovos ou de larvas muito novas. Em 1586,
foi publicado um estudo descrevendo a rainha como fémea responsavel pela postura dos
ovos e considerada a made de todas as abelhas da colonia (Crane, 1999). Entdo na
Inglaterra em 1609, Charles Butler apresentou que os zangdes eram os machos e
Richard Remnant (1637) que as operarias eram fémeas. Enquanto isso, na Italia Prince
Cesi (1625) publicou os primeiros desenhos das abelhas vistas pelo microscopio. Os
primeiros fatos sobre o acasalamento da rainha com o zangdo sé foram conhecidos em
1771 por Anton Janscha na Eslovénia (Crane, 1999).

Diversas outras descobertas sobre a biologia das abelhas ocorreram no século
XVIII, tais como a verdadeira origem da cera de abelha, origem e coleta do pdlen e
néctar e principalmente, a importancia das abelhas na fertilizagdo das flores (Crane,
1999).

O terceiro acontecimento foi o desenvolvimento de técnicas de manejo na
apicultura com a utilizagdo de colmeias com melgueiras. Entre 1500 e 1851 apicultores,
que utilizavam colmeias feitas em cestos de madeira, idealizaram formas de retirar o
mel das colmeias sem matar as abelhas. Estes apicultores comecaram a unir seus
enxames e empilhar seus cestos de madeira, criando pequenos orificios na parte
esquerda do cesto superior. A partir de entdo, diversos apicultores comecaram a
desenvolver colmeias de madeira a fim de entender melhor as atividades das abelhas.
Durante este periodo os apicultores das regides com mais avangos estavam
constantemente preocupados em desenvolver meios de obter um maior controle sobre
essas abelhas, monitorando o que acontecia dentro do enxame, principalmente na area
de cria (Fraser, 1958; Crane, 1999). Dentre as colmeias de madeira desenvolvidas no

século XVII, deve-se ressaltar a “colmeia livro”. Desenvolvida por Francis Hubert em



Geneve, esta colmeia apresentava 12 quadros moveis, sendo os dois quadros das
extremidades cobertos em madeira, contendo espacos calculados que induziam as
abelhas a puxarem apenas um favo por quadro. Desta forma, uma vez que fechada as
abelhas s6 podiam sair ou entrar por um pequeno orificio retangular, existente na parte
inferior dianteira do sexto quadro, permitindo entdo a observacdo da “pagina” desejada
(Crane, 1999; Wiese, 2005).

Apenas em 1851 ocorreu o passo principal no desenvolvimento das colmeias de
madeira, criada por Lorenzo Lorraine Langstroth, a colmeia langstroth foi desenvolvida
a partir do estudo e observagdo da colmeia de Hubert. Lagnstroth percebeu que estes
insetos respeitavam um espaco referente a duas abelhas trabalhando em favos opostos,
sem solidificar os favos. Entdo imaginou que reservando um espaco correspondente a
uma abelha em toda a volta interna da colmeia, as abelhas nio solidificariam os favos a
parede lateral, sua ideia estava correta e desde entdo se definiu esta medida como
“espago abelha”. A partir de entdo desenvolveu uma colmeia totalmente padronizada
com quadros retangulares moveis, que lado a lado possuem uma abertura de 0,9mm
tornando o manejo dos enxames facilitado. Suas colmeias se tornaram famosas nos
Estados Unidos e em poucos anos foram levadas para Europa e consequentemente para
todo o mundo. Com o uso de sua colmeia a apicultura moderna comegou o seu
desenvolvimento no século seguinte, apresentando um crescimento superior aos séculos
anteriores (Crane, 1999; Wiese, 2005).

A atividade apicola no Brasil teve inicio em 1839, gracas ao padre Antonio José
Pinto Carneiro que conseguiu autorizagdo do Rei D. Pedro II para trazer os primeiros
enxames de abelhas Apis mellifera mellifera para a Praia Formosa, no estado do Rio de
Janeiro, para a formacao do apiario Imperial. Apos 40 anos, algumas familias de abelhas
italianas (Apis mellifera lingustica) foram importadas pelo imigrante Frederico
Hanemann e posteriormente outros imigrantes trouxeram ragas carnicas, caucasianas e
italianas, disseminando as abelhas em todo territorio nacional (Wiese, 2005).

Devido as condigdes propicias do territorio nacional, como clima e floradas
diversificadas, o manejo e produgdo apicola podem ser realizados durante o ano todo, o
que facilitou o crescimento da apicultura nacional desde o principio (Couto e Couto,

2002). Entretanto foi devido a introducao acidental das abelhas africanas (Apis mellifera



scutellata) em 1957, que a apicultura nacional teve um avango produtivo e tecnoldgico.
As abelhas africanas foram trazidas ao pais em 1956 na regido de Rio Claro - SP, com
intuito de se executar um programa de melhoramento genético para aumentar a
producdo de mel. Porém, no ano seguinte 26 enxames, com suas respectivas rainhas,
escaparam da quarentena e iniciaram um processo de cruzamentos naturais com as
abelhas meliferas presentes na natureza, gerando populagdes poli hibridas, denominadas
abelhas africanizadas (Mello et al., 2003).

Tal incidente provocou grandes mudangas na nossa apicultura, bem como na
apicultura de varios paises por onde os hibridos africanizados passaram posteriormente,
com sérios impactos, tanto positivos (tais como aumento de produtividade, resisténcia a
doengas, dentre outros) como negativos (maior defensividade, aumento no niimero de
acidentes com abelhas, casos de morte de animais e pessoas) que motivaram e ainda
motivam muitas polémicas. Estas abelhas se disseminaram por quase toda a América do
Sul, com exce¢do apenas do Chile, América Central, sul dos Estados Unidos e na regido
da Califérnia. Devido as suas caracteristicas, elas auxiliaram o Brasil a se destacar no

cenario apicola mundial (Gongalves, 2004).

3. Importancia da apicultura

Diversos produtos de interesse industrial sdo provenientes das abelhas meliferas,
como o mel, propolis, o pélen, veneno, cera, geleia real e o servigo de polinizacao.

Mundialmente, o mel ¢ o produto mais produzido e conhecido atualmente; até
2013 destacavam-se dentre os quatro maiores produtores a China, a Turquia, a
Argentina e a Ucrania (466, 94, 80, 73 mil toneladas respectivamente). Neste mesmo
ano, o Brasil apresentou uma producdo de aproximadamente 35 mil toneladas rendendo
um valor econdmico de aproximadamente R$ 263 milhdes, Entretanto, foi observada
uma redugdo na produgdo de mel em 14% quando comparado com o ano de 2011, ano
no qual ocorreu a maior produgdo nacional com aproximadamente 41 mil toneladas
(Faostat, 2015; Ibge, 2015).

Apesar de o mel ser o principal produto originado pelas abelhas, o servigo de

polinizagdo ¢ apontado como um dos mais valiosos, sendo evidenciada a sua



importancia para a humanidade (Freitas; Fonseca, 2005; Gallai et al., 2009). Diversos
polinizadores desempenham um papel importante na maioria dos ecossistemas
terrestres, contribuindo na manutencao tanto de plantas silvestres (Ashamn, 2004;
Aguilar, 2006; Ollerton et al., 2011) quanto as de produgdo agricola (Klein, 2007
Ricketts, 2008).

As abelhas meliferas e nativas sdo os principais polinizadores da maioria das
plantas silvestres e de interesse agricola, colocando-as no centro de diversas discussoes
e debates sobre o futuro das fontes de alimentos de origem vegetal, como também em
estudos econdmicos. No Canada estima-se que o valor da polinizacdo da alfafa seja de 6
milhdes de dolares anuais, no Reino Unido a estimativa é de 400 milhdes de libras
anuais, ¢ o estudo mais recente sobre o valor da polinizagdo no mundo, estima um
montante de 153 bilhdes de euros anuais (Kevan; Phillips, 2001; Gallai et al., 2009;
Potts, 2010). Estes valores sdo referidos ao servigo de polinizagdo prestado pelas
abelhas em culturas comerciais, ressaltando que as abelhas também realizam esse
servico em espécies silvestres promovendo assim a biodiversidade, os chamados
servigos de ecossistema, possuindo um valor estimado de 33 trilhdes de dolares anuais
(Costanza et al.,1997).

Diversos trabalhos verificam os beneficios do uso das abelhas na polinizacao de
culturas comerciais, tais como girassol, canola, laranja, meldo, café, acerola dentre
outros, sendo evidenciada melhoria em diversos pardmetros tais como, aumento no teor
de o6leo, numero de sementes, producao de frutos, uniformidade dos frutos, aumento no
numero de vagens e até viabilidade de produ¢do, como no caso da cultura do meloeiro
(Cucumis melo) e da mag¢a (Mallus comunis) que na auséncia das abelhas a producado ¢
inexistente (Potts et al., 2010; Breeze et al., 2011).

No Brasil, existem poucos estudos que elucidam a necessidade e impacto
econdmico da polinizagao, sendo encontrados dados voltados para as culturas do melao,
café, laranja, soja, algoddo, caju e maca (Malerbo-Souza et.al., 2003, Chiari et.al.,
2005). Giannimi et al., (2015) ao revisarem a dependéncia das culturas agricolas por
polinizadores, verificaram que dentre as 141 culturas analisadas, 85 demonstraram ser
dependentes aos polinizadores e estimaram que o impacto econdmico dessas abelhas

seria de 12 bilhoes de dolares.



E preciso ressaltar que a maior parte dos alimentos basicos do mundo ¢
polinizada pelo vento, autopolinizados, e, por tal fato, alguns autores afirmam nao haver
preocupacdo com a producdo de alimentos caso haja um declinio de polinizadores
(Richards, 2001; Ghazoul, 2005). Entretanto, a producdo moderna de -culturas
comerciais esta cada vez mais dependente da polinizagdo realizada por polinizadores
externos, como as abelhas Apis mellifera, que contribuem atuando de modo sinérgico
com os polinizadores silvestres existentes na regido periférica dos campos de plantagao
e assim resultam em uma polinizacdo mais eficiente (Klein et. al, 2003; Hoehn et al.,
2008; Albrecht et al., 2012; Brittain et al., 2013; Garibaldi et al., 2013), o que ressalta a
importancia destas abelhas e reforca a preocupagdo recente com o declinio deste e

outros polinizadores.

4. Declinio das abelhas e outros polinizadores

Nos ultimos anos tem sido constatada uma crescente diminui¢cado no nimero de
polinizadores e consequentemente sendo instaurada uma preocupacao mundial. De fato,
preocupacdes com a estabilidade dos servigos de polinizagdo t€m existido desde que
fora estabelecido o conceito de servigos de ecossistema, que refere-se ao subconjunto de
funcdes do ecossistema que sdo uteis aos seres humanos (Buchman; Nabhan, 1996). O
declinio destes insetos t€ém sido bem documentado e com recentes evidencias que
comprovam a diminui¢do da populacdo de polinizadores silvestres (Potts et al., 2010)
assim como também o nimero de colmeias de abelhas meliferas tem decrescido em
diversos paises (VanEngelsdorp et al., 2010). Embora desde 1961 o nimero de colmeias
tem aumentado regionalmente em torno de 45%, a area de plantacdes dependentes da
polinizagdo por insetos cresceu no mesmo periodo cerca de 300% (Aizen; Harder,
2009). No periodo entre 1947 a 2005 foram observados uma reducao na populacao das
abelhas meliferas de 59% nos Estados Unidos e na Europa um declinio de 25% entre
1985 a 2005 (Potts et al., 2010; Bernal et al., 2011). Alguns autores t€ém relacionado
este declinio a chamada CCD (“Colony Collapse Disorder”) ou como ¢ conhecida no
Brasil, Disturbio de Colapso das Colonias (DCC). A DCC se caracteriza pela grande

perda de abelhas operéarias, sem a presenga de abelhas mortas no interior ou



proximidades da colmeia, presenga de alimento dentro do ninho e abandono das crias e
rainha. Vista primeiramente nos Estados Unidos da América em 2006, a DCC ja foi
identificada na Alemanha, Suica e Peninsula Ibérica, sendo atribuidas perdas de até 90%
dos enxames (Cox-Foster et al., 2007; Souza, 2009; Ellis, 2010).

Muitos fatores estdo sendo relacionados ao declinio das abelhas Apis mellifera,
nao podendo ser definido apenas um, mas sim, uma possivel sinergia entre eles (Pereira,
2010). Dentre as diversas possiveis causas apontadas estdo; a ocorréncia de doengas;
aumento na infestacdo de parasitas, como o Varroa destructor; ma nutri¢ao; queimadas
e desmatamento de vegetagdes nativas; implementagdo inadequada de cultivo agricola;
mudangas climaticas; aumento das dreas de monocultura; uso abusivo de agrotoxicos
dentre outros (Freitas; Pinheiro, 2010; 2012). Além de diversas especulagdes de outros
possiveis fatores como a radiacdo emitida por telefones celulares, cultivo de culturas
geneticamente modificadas, avango da urbanizagao, dentre outros.

Entretanto, o uso indiscriminado de agrotoxicos nas plantagdes tem sido o
principal foco das pesquisas atualmente (Ratnieks e Carreck, 2010), pois este uso tem
selecionado individuos que se tornam mais resistentes aos principios ativos utilizados e
consequentemente gerando populagdes de pragas mais resistentes que por fim
estimulam a combinagao de substancias ainda mais toxicas € nocivas a0 meio ambiente

e seus polinizadores (Pereira, 2010).

5. Agrotoxicos x Apicultura

Por definicdo os agrotoxicos sdo substancias quimicas destinadas a controlar,
direta ou indiretamente, qualquer forma de agente patogénico nocivo as plantas, animais
uteis e também ao ser humano (Peres et. al, 2003). Estas substancias cumprem seu papel
de protecao aos cultivos agricolas, entretanto, quando dispersados no ambiente, podem
ser extremamente prejudiciais, ocasionando possiveis alteracdes na dindmica natural de
pressdo de selecdo exercida sobre os organismos e consequentemente mudangas no
ecossistema (Spadotto, 2006).

Apesar disto, a producdo mundial de agrotoxicos como os pesticidas cresceu nas

ultimas décadas e ¢é prevista para mais que o dobro da atual em 2050 com
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aproximadamente 10 bilhdes de toneladas métricas (Tilman et al., 2001; Wagner, et al.,
2010). O uso de agroquimicos associados com o aumento de areas agricolas tem sido
apontado como fatores chave de pressao nos polinizadores (Kuldna et al., 2009).

Dentre os pesticidas, os inseticidas representam o maior risco direto para os
polinizadores e diversos trabalhos demonstram seus impactos negativos tanto em Apis
mellifera (Shires et al., 2006; Desneux et al., 2007) como em outras abelhas (Gels et al,
2002). Os polinizadores podem ser expostos aos inseticidas durante sua aplicagdo, por
contato com os residuos, pela ingestdo de polen, néctar ou fluido (gotas de orvalho, ou
floema) contaminado. O aumento no uso de neonicotinoéides significa que ha um grande
potencial para os polinizadores serem expostos durante longos periodos tendo em vista
que os inseticidas sistémicos podem ser encontrados no néctar e polen das plantas
durante seu periodo de florescimento (Ellis, 2010).

O efeito dos inseticidas sobre a fauna de polinizadores tem sido evidenciado,
sendo diretamente responsavel pela reducao das populacdes de abelhas, da produgao
apicola e indiretamente pelas perdas na producdo de diversas culturas agricolas (Freitas;
Pinheiro, 2012). A exposicao prejudica o comportamento de forrageamento das abelhas
(Colin et al., 2004), reduz a longevidade das operarias e da rainha (Pettis et al., 2004),
afeta a vitalidade da colonia (Belien et al.,, 2009), dentre outras alteracdes
comportamentais e fisiologicas das colonias (Deusneux et al., 2007), como também
individualmente na apresentacdo de tremores, paralisias e convulsdes (Aliouane et al.,
2009; Gregorc; Ellis, 2011).

Segundo Souza (2009), foi registrada na Franca, perdas de até 40% das colmeias
decorrente do uso de fenilpirazois em cultivos agricolas. A redugdo de colonias de
abelhas Apis mellifera e a contaminagdo do ambiente na Franga, Italia, Alemanha e
Eslovénia, apds a liberagdao do uso de inseticidas fenilpirazois, levaram a esses paises a
proibirem sua utilizagdo a partir de 1999 (Ghisi et al., 2011). Entretanto, no Brasil a
utiliza¢do destes agroquimicos tem crescido anualmente e em 2008 assumiu o posto de
maior consumidor mundial de agrotoxicos, consumindo 730 milhdes de toneladas (Lira,
2010).

O principal componente ativo dos fenilpirazois € o inseticida fipronil, que tem

como caracteristica a alta persisténcia no ambiente. Este inseticida foi sintetizado pela
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Rhoéne Poulenc Ag Company, atual Bayer Crop Science em 1987, langado em 1993 e
registrado nos EUA em 1996 (Ware, 2000).

No Brasil, este inseticida ¢ autorizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA para comercializagdo em diversas formulagdes e tipos, dentre elas,
isca granulada de aplicagdo terrestre para controle de formigas - Blitz® (0,03/kg);
suspensdo concentrada utilizada no tratamento de sementes - Standak® (250g/L);
granulado para aplicagdo no solo - Regente® 20 G (20g/kg); granulado para aplicagao
terrestre ¢ aérea - Regente® 800WG (800g/kg); suspensdo concentrada para aplicagdo
terrestre e aérea - Klap® (200g/L). Sua utilizacdo tem como finalidade o controle de
pragas nas culturas de algodao, arroz, batata, cana de agtcar, milho, soja, cevada, feijao,
trigo, pastagens e eucalipto (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2014).

Na Unido Europeia, a taxa de aplicacdo deste inseticida varia entre 17,5 e
44¢/i.a/ha e amostras de poélen que receberdo essa quantidade de ingrediente ativo
apresentaram respectivamente 2,3 e 6,4 fipronil kg'1 (European Food Safety Authority,
2013). No caso dos paises da América do Sul o uso do fipronil apresenta nimeros ainda
maiores, sendo autorizado para algumas culturas doses entre 80 a 400g/i.a/ha (Basf,
2014).

Para a apicultura mundial, estes dados sdo alarmantes, uma vez que diversos
autores observaram dose letal (DLsg) de 50% da populacdo de abelhas por ingestdo com
o fipronil varidvel de 0,00327 a 0,23 pg/abelha e por contato entre 0,000157 a 0,013
png/abelha (Souza, 2009; Bovi, 2013). As diferencas nos valores de DLsy para um
mesmo agrotoxico sdo atribuidas a diversos fatores que podem influenciar no teste,
como variabilidade genética das abelhas, variagdes climaticas locais e manipulagdo do
pesquisador (Pereira, 2010).

Devido a sua acdo sistémica, o fipronil pode ocasionar outros danos além dos
efeitos agudos, prejudicando o desenvolvimento e a sobrevivéncia de enxames de
abelhas em casos de exposi¢cdo cronica a doses subletais (Trapp; Pussemier, 1991;
Johnson et al., 2010). Outros autores também relatam os danos ocasionados por doses
subletais de fipronil em Apis mellifera, tais como, percep¢ao olfativa e aprendizado
olfatério afetado (importantes no comportamento de forrageamento), e imobilidade ou

movimento dificultado (Aliouane et al., 2009; Cruz et al., 2010).
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Além disto, os agrotoxicos podem interagir com outros agentes patogénicos
presentes nas colmeias ou ambiente e contribuir para prejudicar a saude das abelhas
(van Engelsdorp et al., 2009; Johnson et al., 2010). Diversos autores realizaram estudos
utilizando agrotoxicos conjuntamente com agentes estressores externos (parasitas, virus,
bactérias) constatando um efeito sinérgico entre eles, sendo observadas alteracdes
negativas, como a redu¢do na sobrevivéncia das abelhas (principalmente recém-
emergidas), maior susceptibilidade ao ataque do acaro Varroa destructor, como também
ao parasita Nosema ceranea, além de prejuizos na organizacdo social da colonia, o que
as torna mais susceptiveis ao aparecimento de outras doencas (Aufavre et al., 2012;
Pettis et al., 2013). Outro dano interessante descoberto foi relatado por Grecorc et al.,
(2012). Neste estudo os autores demonstraram que as abelhas aumentam a expressao de
genes relacionados ao reconhecimento de parasitas, no caso, a presenca de Varroa
destructor. Entretanto, quando essas abelhas eram expostas aos agrotoxicos juntamente
com o acaro, foi observado que ndo houve alteracdo na expressdo génica, implicando
assim uma redugdo na resisténcia das abelhas contra parasitas e doengas, ou seja,

causando impactos no sistema imunoldgico das mesmas.

6. Sistema imunologico dos insetos

O sistema imune dos insetos ainda apresenta muitos aspectos que precisam ser
estudados e elucidados. Os insetos, ao contrario dos vertebrados, ndo apresentam um
verdadeiro sistema imune adaptativo, embora proteinas semelhantes as imunoglobulinas
(Ig-like protein) tenham sido encontradas (Wu et al.,2002). A resisténcia a doengas nos
invertebrados se baseia no sistema inato de defesa, que inclui a sintese de peptideos
antimicrobianos, proteinases inibidoras, moléculas de adesdo celular, ou seja, uma série
de reacdes celulares e humorais coordenadas (Luo et al., 2003; Jiang, 2008).

A reagdao humoral ¢ responsavel pela realizagdo dos processos de coagulagdo da
hemolinfa, melanizagdo e resulta, principalmente, da acdo de proteinas (Amaral, 2009).
Entre as moléculas efetoras mais importantes do sistema humoral, estdo os peptideos
antimicrobianos, responsaveis pela inibicdo da biossintese de proteinas da membrana
externa de bactérias e que sdo produzidas por diversos tecidos, inclusive o tecido

adiposo (Tzou et al., 2002). Além disso, existem mecanismos humorais de defesa que
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incluem a sintese ou ativacdo de imuno-proteinas, como a lisozima e a fenoloxidase,
além de imuno-peptideos tais como as cecropinas ¢ apidecinas (Cremonez, 2001).

A genética molecular tem emergido como um outro meio de verificagdo da
imunidade dos insetos. O projeto que sequenciou o genoma das abelhas (Honey Bee
Genome Sequencing Consortium, 2006) e outras pesquisas (Evans; Wheeler,
2000; Robinson et al., 2005), forneceram um numero significativo de novas fontes de
possiveis genes que podem auxiliar em melhor entendimento do funcionamento
genético das abelhas. As funcgdes desses genes podem ser avaliadas por métodos de
genética quantitativa (e.g., QTL; or Quantitative Trait Loci, Lobo et al., 2003), estudos
de silenciamento génico (Lourenco et al., 2005) e de expressdo génica (Kucharski;
Maleszka, 2003; Johansson et al., 2005).

Com o advento das técnicas de biologia molecular, a técnica de PCR (Reagao
em Cadeia da Polimerase) em Tempo Real (qPCR) esta sendo amplamente empregada
no estudo de alteragdo na expressdo de genes em A. mellifera. A técnica de PCR em
tempo real ¢ uma metodologia que permite a quantificacio dos produtos de
amplificacdo em todos os ciclos de uma reagao (Ginzinger, 2002).

Boncristiane et al. (2012) estudaram o impacto que o acaro V. destructor € os
acaricidas utilizados em seu controle causam sobre as abelhas 4. mellifera. Neste estudo
foram selecionados 50 genes que atuam em diversos niveis metabdlicos como
relacionados a imunidade, desenvolvimento e desintoxica¢do. As colmeias foram
tratadas com cinco diferentes acaricidas (Apiguard, Apistan, Checkmite, Miteaway e
ApiVar) que alteraram a expressdo dos genes relacionados a resposta imune,
desenvolvimento e desintoxicagao.

Zhang et al. (2010) estudaram genes relacionados aos processos metabolicos e
sinalizagdo nervosa em A. mellifera e A. cerana submetidas a infestacdo por V.
destructor. Foram feitas reacdes de qPCR, utilizando oligonucleotideos para oito genes,
para estudar a resposta molecular destas abelhas diante da infestacdo por V. destructor.
Foram encontrados diferentes niveis de expressao destes oito genes nas duas espécies de
abelhas, possibilitando ter um desenho da resposta molecular a infestagdo por V.

destructor.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201106000735#bib15
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201106000735#bib15
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201106000735#bib10
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201106000735#bib10
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201106000735#bib23
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201106000735#bib19
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Dentre outros estudos que avaliaram a expressdo de genes relacionados a
imunidade em abelhas Apis mellifera, os genes comumente estudados sdo a abaecin,
apidaecin, defensinl, defensin2 e hymenoptaecin (Evans; Pettis, 2005; Evans et al.,
2006; Lourengo 2007).

A Abaecina ¢ um peptideo de 34 aminoacidos contendo 34% de prolina e que
possui dominios na sequencia similares a Diptericina encontrada em moscas. Apesar de
similaridades encontradas entre apidaecina, abaecina e diptericina A, as propriedades
biologicas entre elas sdo bastante diferentes. A abaecina ¢ mais ativa contra bactérias
Gram-negativas ¢ também Gram-positivas. (Casteels et al., 1990).

As Apidaecinas sao peptideos curtos (18 aminoacidos) altamente ativos contra
bactérias Gram-negativas, provavelmente por destruir a parede celular. Esse peptideo ¢
encontrado principalmente nas fases larvais e adultas, que parecem mais desprotegidas e
¢ ativado quando as abelhas s3o imunizadas com bactérias patogénicas de plantas,
sugerindo que esses insetos desenvolveram um mecanismo especifico contra
microrganismos presentes no ambiente em que eles vivem (Casteels et al., 1989).

As Defensinas sdo codificadas por dois genes: a defensinl ¢ a defensin2 que
codificam uma nova Defensina ndo caracterizada, cujo papel na fisiologia da abelha
ainda precisa ser investigado. O peptideo codificado como defensinl consiste de 51
aminodacidos. Ja o peptideo codificado pela defensin2 tem 43 aminodcidos e ndo contém
uma extensdo C- terminal, encontrada em outras defensinas de himenopteros (Klaudiny
et., 2005). A hymenoptaecina ¢ o maior peptideo antimicrobiano conhecido em Apis,
com 94 aminoacidos, que age contra bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas
(Casteels et al., 1993).

A quantificag@o de transcritos para esses peptideos tem sido feita em larvas apds
inéculo com vérios tipos de bactérias (Evans, 2004; Evans;Lopez, 2004;
Lourenco,2007) e também em adultos com indculo de Escherichia coli (Casteels-Josson
et al., 1993, 1994). A variagdo na transcricdo de peptideos também foi utilizada para a
avalia¢do da inibi¢do do sistema imune da A. mellifera devido a presenga do 4caro V.

destructor, um ectoparasita de abelha (Gregory et al., 2005; Yang;Cox-Foster, 2007).
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7. Propolis

Historicamente, a propolis sempre foi considerada um produto de propriedades
especiais para a saude humana (Burdock, 1998; Lustosa et al., 2008; Righi, 2008;
Mendonga, 2011), sendo seu uso relatado por médicos romanos e gregos como Galeno,
Aristoteles, Plinio e Dioscorides que reconheceram as suas propriedades medicinais,
tais como cicatrizante e antisséptico no tratamento de feridas e desinfecao bucal (Righi,
2008; Barbosa, et al., 2009).

Nos anos de 1950 e 1960, a propolis comegou a ser empregada no tratamento de
problemas de satide em alguns paises do leste da Europa (Polonia e Republica Tcheca) e
em 1980, em paises situados no oeste da Europa, Américas do Sul e Norte e o Japao
(Lustosa et al., 2008). Ainda na metade da década de 80, se tornou importante na
medicina complementar e alternativa, sendo atualmente usada na industria farmacéutica
(Lustosa et al., 2008; Mendonga, 2011).

A propolis ¢ uma substincia resinosa, pegajosa, elastica, aromatica e de
coloracdo variada, obtida pelas Apis mellifera e abelhas sem ferrdo a partir de liquidos
secretados no desenvolvimento inicial de botdes florais e foliares e exsudados vegetais
(Simdes et al., 2008; Kalogeropoulos et al., 2009; Cottica et al., 2011). As abelhas ainda
adicionam enzimas das secrecdes salivares, como a [-glicosidase que hidrolisa os
flavonoides glicosilados a agliconas, e acrescentam cera, que torna a substancia
moldavel (Simdes et al., 2008; Cueto et al., 2011; Dias et al., 2012).

A propolis pode ser originada de uma extensa diversidade de espécies vegetais,
como os geéneros Eucalyptus (Montenegro et al., 2001), Populus (P. alba, P. nigra e P.
tremula) (Bankova et al., 2002; Adelmann et al., 2007), Baccharis (Park et al, 2004;
Bankova, 2005). Estes relatos merecem destaque, uma vez que, em funcdo da flora
local, alguns componentes quimicos podem ser encontrados em menor ou maior
concentracdo, ou mesmo estarem ausentes em uma das amostras, podendo refletir em
atividades biologicas diferentes.

A composi¢ao da propolis € complexa, sendo que foram identificadas mais de
300 substancias diferentes (Burdock, 1998; Bankova et al., 2002). O maior grupo de

compostos isolados ¢ o dos flavonoides, encontrando-se também aldeidos aromaticos,
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acidos fenolicos, acidos organicos, minerais, vitaminas, aminoacidos, entre outros
(Kumazawa et al., 2004; Vargas et al., 2004; Valente, 2011).

Utilizada pelas abelhas contra a proliferacao de microrganismos (Bankova et al.,
2005), a propolis apresenta varias outras propriedades bioativas, como a agdo antiviral
(Fischer et al., 2005), antinflamatoéria (Ansorge et al., 2003), antioxidante (Kumazawa et
al., 2004), antiparasitaria (Dantas et al., 2006), anticariogénica (Duarte et al., 2003),
anticarcinogénica (Ishikawa et al., 2004), fitotoxica (Johnson et al., 1994) e
imunomoduladora (Orsi et al., 2000; Fischer et al., 2007).

A fun¢do imunomoduladora da propolis foi evidenciada por diversos autores,
como Fischer et al. (2006), que adicionaram a propolis a vacinas inativadas de
herpesvirus bovino tipo 5 BoHV-5 visando avaliar seu efeito adjuvante. Os autores
observaram que os bovinos que receberam vacina com propolis apresentaram niveis
significantemente mais elevados de anticorpos em relacdo ao grupo controle sem
propolis. Estes dados sao semelhantes ao encontrado posteriormente por Fischer et al.
(2007), em outro estudo que visou verificar a capacidade adjuvante de um extrato
etandlico de propolis. Para isso, os autores adicionaram o extrato em vacina inativada de
herpesvirus suino tipo 1 (SuHV-1) e a inocularam em camundongos. Observaram
incremento na resposta imune celular nos camundongos que receberam a vacina com a
propolis e, posteriormente, verificaram incremento na resposta imune celular e humoral
nos camundongos que receberam vacinas contendo extrato etandlico associado ao
antigeno (SuHV-1) e hidroxido de aluminio.

Outros efeitos benéficos promovidos pela propolis, ao sistema imune de
camundongos foram relatados em pesquisas, como o aumento na permeabilidade das
membranas mitocondriais (Galati et al., 2000), aumento na atividade dos linfocitos
Natural Killer (Sforcin et al., 2002), atividade imunossupressora (Sa-Nunes et al.,
2003), aumento no numero total de linfocitos T auxiliares (Park et al., 2004), dentre
outros (Ivanovska et al., 1995; Sy et al., 2006)

Entretanto, sdo poucos os estudos que investigam a a¢do da propolis no sistema
imune das abelhas A. mellifera, sendo dificilmente encontrados trabalhos que utilizem
este produto no campo ou em laboratorio. Recentemente um trabalho a campo realizado

por Simone et al (2009) teve como objetivos, verificar o efeito da propolis nas cargas
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bacterianas presentes na colonia e na imunidade das abelhas. Para isso, os pesquisadores
pintaram os nucleos internamente com extrato alcdolico de propolis, assim como alguns
quadros vazios para posteriormente alojarem as abelhas. Para analise da imunidade e
expressdo génica, foram colhidas larvas e abelhas de diferentes idades. Por fim, os
autores observaram que os nucleos que receberam o tratamento com a propolis
apresentaram menor carga bacteriana e as abelhas apresentaram menor expressao de
dois genes divergentes relacionados a imunidade. Segundo os pesquisadores, os dados
indicam que abelhas que vivem em colonias com grande concentragdo de propolis sdo
capazes de gastar menos energia nas fun¢des imunoldgicas, possivelmente, devido a
reducdo da carga bacteriana presente e, além disso, sugeriram que a regulacdo menor
dos dois genes ¢ a primeira evidéncia clara de que a utilizacdo da propolis pode ter
implicagdes na saude e produtividade da colonia.

Ja Niu et al. (2010) realizaram um experimento em laboratorio que visou estudar
a toxicidade das micotoxinas nas abelhas (4. mellifera) e a sua melhora ocasionada pela
propolis. Para isso, os autores forneceram, por meio de alimentagdo artificial,
aflatoxinal e aflatoxinal com adigdo de propolis em diferentes concentragdes. Por fim
observaram que as abelhas que receberam o tratamento contendo propolis apresentaram
tempo de vida maior comparado aos tratamentos infectados com aflatoxinal, sugerindo
assim, que a propolis pode ter a funcdo adjuvante para desintoxicagao.

Apesar dos efeitos da propolis terem sido evidenciados em outros animais, sao
escassos os trabalhos que investiguem a atuagdo da propolis quando consumida por
abelhas A. mellifera. Desse modo, se faz necessario investigar os possiveis efeitos deste

produto apicola no sistema imunologico destes polinizadores.
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O Capitulo 2, denominado “INFLUENCIA DO CONSUMO DA PROPOLIS
NA EXPRESSAO DE GENES RELACIONADOS AO SISTEMA
IMUNOLOGICO DE ABELHAS Apis mellifera L. SUMETIDAS AO DESAFIO
BACTERIANO?”, apresenta-se de acordo com as normas de publicacdo da revista
Apidologie, exceto pelo idioma e posicionamento das tabelas. O objetivo do trabalho foi
analisar a influéncia do fornecimento da propolis nas expressoes dos genes relacionados

a imunidade de abelhas Apis mellifera L., submetidas a desafio bacteriano.

O Capitulo 3, denominado “EFEITO DO CONSUMO DE DIFERENTES
CONCENTRACOES DE PROPOLIS NO COMPORTAMENTO E
MORTALIDADE DAS ABELHAS Apis mellifera L. SUBMETIDAS AS
VARIADAS DOSES DE FIPRONIL”, apresenta-se de acordo com as normas de
publicagdo da revista Apidologie, exceto pelo idioma e posicionamento das tabelas. O
objetivo do trabalho foi verificar se o consumo do extrato de propolis pode influenciar o
comportamento e a mortalidade das abelhas Apis mellifera L. submetidas a diferentes

concentragdes de fipronil.
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INFLUENCIA DO CONSUMO DA PROPOLIS NA EXPRESSAO DE GENES
RELACIONADOS AO SISTEMA IMUNOLOGICO DE ABELHAS Apis mellifera
L. SUMETIDAS AO DESAFIO BACTERIANO

RESUMO: As abelhas Apis mellifera podem estar sujeitas a uma série de ameacas
como parasitas e patdogenos que acometem seu sistema imunoldgico. Tal fato torna
necessaria a busca por produtos naturais que possam contribuir com a melhora do
sistema imune destes insetos, como a propolis. Diante do exposto, o objetivo foi
analisar a influéncia do fornecimento da prépolis em expressdes de genes relacionados a
imunidade de abelhas Apis mellifera L. submetidas ao desafio bacteriano. Ao longo de
30 dias, quatro colmeias receberam semanalmente os tratamentos com diferentes
porcentagens de extrato alcoodlico de propolis 30% (0%, 5%, 10%, 15%). O
experimento foi casualizado em esquema fatorial 4 x 2 x 2x 3 (tratamentos X com ou
sem bactéria x tempos x periodos), totalizando 48 amostras. Foram observadas as
expressoes dos genes abaecin, hymenoptaecin, apidaecin ¢ defensinl. Como controle
interno foi utilizado o gene actina. Os resultados foram comparados por ANOVA
seguidos do teste de Tukey (P<0,05). Foram observadas alteracdes na expressao génica
das abelhas estudadas para todos os periodos e tratamentos, antes e apds desafio
bacteriano, para todos os genes propostos, sendo ainda verificada indugdes da expressao
relativa nos trés periodos. Conclui-se que nas condi¢gdes do presente trabalho, a propolis
pode induzir a expressdo relativa dos genes abaecin, hymenoptaecin, apidaecin e
defensinl, quando submetidas a desafio bacteriano. Entretanto, ndo se pdde caracterizar
um tratamento com propolis que apresente uma maior expressao relativa para todos os

genes simultaneamente.

Palavras chave: abelhas meliferas/ expressdo génica/ imunidade / transcrigdo génica/

PCR tempo real.
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INFLUENCE OF PROPOLIS CONSUMPTION IN GENES EXPRESSION
RELATED TO IMMUNE SYSTEM OF Apis mellifera L. BEES SUBJECTED TO
CHALLENGE BACTERIA

ABSTRACT: The Apis mellifera bees may be subject to a number of threats as
parasites and pathogens that affect your immune system. This fact makes it necessary to
look for natural products that can contribute to improving the immune system of these
insects such as propolis. Given the above, the objective was to analyze the influence of
the supply of propolis in gene expressions related to immunity of Apis mellifera L. bees
subjected to bacterial challenge Over 30 days, four hives receive weekly treatments with
different percentages of alcoholic extract of propolis 30% (0%, 5%, 10%, 15%). The
experiment was randomized in a factorial 4 x 2 x 2x 3 (treatments x with or without
bacteria x times x periods), totaling 48 samples. It was observed the expressions of
abaecin, hymenoptaecin, apidaecin and defensingl genes. As internal control was used
actin gene. The results were compared by ANOVA followed by Tukey test (P <0.05).
Alterations were observed in gene expression of bees studied for all periods and
treatments before and after bacterial challenge for all proposed genes, were yet verified
inductions of relative expression in the three periods. It is concluded that under the
conditions of this study, propolis can induce the relative expression of genes abaecin,
hymenoptaecin, apidaecin and defensinl, when subjected to bacterial challenge.
However, it is not able to characterize a treatment with propolis presenting greater

relative expression for all genes simultaneously.

Key-words: genic expression / gene transcription / honey bees / immunity / real time

PCR
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1. Introducio

A reducao da populagao de polinizadores silvestres e do nimero de colmeias de
abelhas meliferas tem sido motivo de preocupagdo mundial (Pott et al., 2010;
VanEngelsdorp et al., 2010). Presume-se que o declinio das abelhas Apis mellifera
estaria relacionado a interacdo de diversos fatores, tais como doencas, o aumento na
infestacdo de parasitas como o Varroa destructor, a ma nutricdo, o uso abusivo de
agrotoxicos, dentre outros que podem prejudicar seu sistema imunoldgico (Freitas et al.,
2009; Freitas; Pinheiro, 2010)

O sistema imune dos insetos, ao contrario dos vertebrados, ndo apresenta um
verdadeiro sistema imune adaptativo, embora proteinas semelhantes as imunoglobulinas
(Ig-like protein) tenham sido encontradas (Wu et al., 2002; Roftl; Reynolds, 2009). A
resisténcia a doengas nos invertebrados baseia-se no sistema inato de defesa, o qual
inclui a sintese de peptideos antimicrobianos, de proteinases inibidoras e de moléculas
de adesdo celular, ou seja, uma série de reagdes celulares e humorais coordenadas
(Jiang, 2008; Mao et al., 2011).

Um método de verificar a imunidade dos insetos que tem sido utilizado ¢ a
genética molecular. O projeto que realizou o genoma das abelhas (Honey Bee Genome
Sequencing Consortium, 2006) e outras recentes pesquisas (Simola et al., 2013;
Cameron et al., 2013; Holt et al., 2013), forneceram um nimero significante de novas
fontes de possiveis genes que podem contribuir no entendimento da genética das
abelhas. Dentre diversos estudos que avaliaram a expressdo de genes relacionados a
imunidade em abelhas Apis mellifera, os principais genes encontrados sdao o dos
peptideos antimicrobianos, abaecina, apidaecina, defensina, hymenoptaecina (Casteels-
Josson et al., 1994; Evans; Pettis, 2005; Evans, 20006).

Segundo Miyagi et al., (2000) o aumento da indugdo génica destes peptideos
poderia contribuir na melhora da resposta imunologica das abelhas. Sendo assim, a
procura por alternativas que possam promover a inducdo destes genes nos insetos, com
o intuito de fortalecer seu sistema imunologico, se faz necessaria. Uma delas poderia ser
o uso da propolis, devido as suas diversas propriedades biologicas, como a agdo

antiviral (Souza et al., 2013), antinflamatoria (Ansorge et al., 2003; Silva et al., 2013),


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201106000735#bib15
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201106000735#bib15
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antioxidante (Kumazawa et al., 2004; Frozza et al., 2013), e imunomoduladora (Orsatti
et al., 2010; Sforcin; Bankova, 2011).

A imunomodulacao pode ser exercida mediante a potencializagcdo ou através da
supressdo de elementos do sistema imunolédgico, no caso da propolis sua agdo ja foi
descrita tanto como estimulante quanto como inibidora de eventos imunoldgicos, sendo
atribuida como possivel justificativa a sua composicao quimica (Kirkley, 1999; Fischer
et al., 2007).

A fungdo imunomoduladora da prépolis em animais foi evidenciada quando
estudada em camundongos, bovinos e suinos, apresentando elevacdo na resposta imune
celular e humoral, atividade imunossupressora, aumento no numero total de linfocitos T
auxiliares, dentre outros (Park et al., 2004; Sy et al., 2006; Fischer et al., 2007; Sforcin;
Bankova, 2011). No entanto, em A. mellifera, a influéncia da propolis no sistema
imunoldgico foi pouco estudada, sendo verificada sua fungdo adjuvante na
desintoxicacdo de abelhas submetidas a micotoxinas, impacto de sua administragdo no
controle da cria putrida americana, implicagdes na carga bacteriana de colmeias e
produtividade da coldnia (Antunez et al., 2008; Simone et al., 2009; Niu et al., 2010).

Além disso, a propolis tem sido utilizada empiricamente pelos apicultores para o
controle de outras doencas (Antunez et al., 2008), portanto, torna-se fundamental
investigar e fomentar novos dados que contribuam com a explanagdo dos possiveis
efeitos da propolis no sistema imunologico dessas abelhas.

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi verificar a influéncia do
fornecimento do extrato alcoolico de propolis nas expressdes dos genes relacionados a
imunidade de abelhas Apis mellifera L., submetidas a desafio bacteriano.

2. Material e métodos

2.1. Local do experimento

O experimento foi conduzido no apiario do Setor de Apicultura da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu, localizado na Fazenda Experimental
Lageado da UNESP, campus de Botucatu, 22°49°S e 48°24°0 com clima Cfa e altitude

média de 623 metros.
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2.2. Producio e extracio da propolis

Para a produgdao de propolis foram utilizadas cinco colmeias. A propolis
utilizada na pesquisa foi obtida no préprio apiario do setor de Apicultura da Faculdade

de Medicina Veterindria e Zootecnia da UNESP, campus de Botucatu.

Para a produgdo, fez-se o uso de coletores do tipo “tela plastica” que era
colocada sob a tampa da colmeia. A produgdo da propolis ocorreu ao longo de trés
meses ¢ a colheita foi feita mensalmente. A tela com propolis foi retirada da colmeia,
acondicionada e mantida em freezer a -20°C. A extragao da propolis da tela foi realizada

por meio de fric¢ao (Lima, 2006).

2.3. Colmeias utilizadas

Ao todo foram utilizadas quatro colmeias divididas por tratamento contendo
diferentes porcentagens de extrato alcodlico de propolis 30%. As abelhas Apis mellifera
africanizadas foram alojadas em colmeias padrao modelo Langstroth, contendo dez
quadros, pintadas externamente com tinta 6leo de coloragao verde claro, mantidas sobre
cavaletes de 50 cm de altura e numeradas para facilitar a identificacdo. As colonias
selecionadas foram manejadas antes do inicio dos experimentos para padronizar a

populagdo de abelhas e quadros de crias.

2.4. Tratamentos

Para o preparo dos extratos alcoodlicos de prépolis (EAP), toda a propolis
produzida foi misturada e mantida em freezer -20°C. Depois de congelada, a propolis
foi triturada e os EAP foram preparados na propor¢ao de 30% (sendo adicionados 30
gramas de propolis e completado seu volume com 4élcool etilico 70%). As solugdes
permaneceram ao abrigo da luz, sob agitacdao frequente, durante sete dias. Decorrido
este periodo, as solugdes foram filtradas e os EAP obtidos (Souza et al., 2010; Heinzen
et al., 2012).

O EAP obtido foi utilizado para os seguintes tratamentos: Tratamento controle

(xarope de mel e agua destilada na propor¢ao 1:1), Tratamento 5% ( 50 ml de EAP em
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950 ml de xarope), Tratamento 10% ( 100 ml de EAP em 900 ml de xarope) e
Tratamento 15% (150 ml de EAP em 850 ml de xarope).
A distribuicdo dos tratamentos foi realizada ao acaso, sendo fornecidos

semanalmente 250 ml, em alimentadores tipo Boardman ao longo de 30 dias.

2.5. Coleta das abelhas

No dia anterior a primeira coleta, foram retirados, por colmeia, dois quadros de
cria operculada (em estagio de pupas) com o mesmo padrio de escurecimento dos
opérculos. Em seguida, estes quadros foram envolvidos em tecido Tule e alojados em
incubadora de ventilagdo for¢ada. No dia seguinte, para que as idades ficassem
padronizadas, as abelhas adultas recém-emergidas foram marcadas com caneta hidrocor
atoxica, na regido dorsal do torax (pronoto) e por fim, devolvidas para suas respectivas
colmeias.

O primeiro dia de coleta das abelhas ocorreu antes do fornecimento dos
tratamentos e as duas coletas seguintes ocorreram, respectivamente, 15 e 30 dias apo0s.

Para cada um dos dias de coleta, 120 abelhas operarias previamente marcadas
foram retiradas de cada colmeia tratamento e anestesiadas por resfriamento em freezer a

-10°C por 1 a 2 minutos.

2.6. Bactéria

Para realizar o desafio nas abelhas foi utilizada cepa a da bactéria Escherichia
coli, fornecida pelo Prof. Dr. Ary Fernandes Junior do Instituto de Biociéncias de
Botucatu da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho.

Para a preparacdo da solugdo bacteriana foi realizada a técnica de repicagem,
que consistiu na transferéncia da bactéria do meio de cultura soélido para o meio de
cultura liquido BHI (“Brain Hearth Infusion”). Apds a semeadura, a bactéria foi
armazenada em incubadora na temperatura entre 35 a 37° C, durante o periodo de 18 a
24 horas antes da sua utiliza¢do. Este procedimento foi repetido a cada dia anterior as
analises de desafio bacteriano, respeitando o tempo de crescimento bacteriano.

A solugdo bacteriana foi ajustada de acordo com a escala de Mac Farland na

concentracio de 1x10° células/abelha (Evans et al., 2006).
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2.7. Infeccao

O experimento foi casualizado, em esquema fatorial 4 x 2 x 2 x 3 (tratamentos X
com ou sem bactéria x periodos de observagao x dias), totalizando 48 amostras.

As abelhas coletadas de cada tratamento foram submetidas ao desafio
bacteriano, que consistiu na inoculagdo da E. coli por meio de inje¢do (1ul) com seringa
Hamilton, sendo aplicada entre o terceiro e o quarto tergitos dorsais (Yang; Cox-Foster,
2007). O controle consistiu em perfuragao superficial com método idéntico de injegao,
porém sem a inclusdo da bactéria.

Para cada desafio (com e sem bactéria) foram considerados dois tempos para
realizar as andlises (0 ¢ 6 horas). No tempo Oh, apds a inoculacdo ou perfuragdo, as
abelhas foram imediatamente colocadas no gelo para as avaliagdes da expressdao génica,
enquanto as abelhas do tempo 6h foram alojadas em caixas plasticas (10x20x20cm),
identificadas e separadas entre desafiadas com bactéria ou sem. Durante este tempo as
abelhas tiveram 4gua e alimento ad /libitum. Ao final do periodo de 6h também foram

conduzidas para as avaliagdes de expressdao génica.

2.8. Avaliacoes da expressao relativa dos genes relacionados a imunidade

As colheitas das abelhas para a expressdo dos genes relacionados a imunidade
foram realizadas apos as infec¢des e injurias. Depois da colheita, as abelhas foram
imediatamente armazenadas em freezer — 80° C para extracdo de RNA, no Laboratorio
de Parasitologia, no Instituto de Biociéncias da Unesp de Botucatu.

Para a extragdo de RNA, a cabec¢a 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 com TRIzol
segundo protocolo do fabricante, utilizou-se para cada amostra 500 pl de TRIzol
(GIBCO BRL) para romper as células e liberar seu conteudo. O produto da extracdo 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 at¢ a sua utilizacao.

Apo6s o tratamento do RNA com DNAse, uma solugdo de oligo dT 0,75 mM;
oligos aleatorios 0,15 mM; ANTP 0,75 mM e 11 pul RNA tratado com DNAse na etapa
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anterior, foi preparada e incubada a 65°C por 5 minutos e depois colocada no gelo por 1
minuto. A esta preparacao, foi adicionado o tampao 1x; DTT 0,005 M; RNAse out 40 U
e 100 U da enzima super script III. Essa preparacao foi incubada a 50°C por 1 hora e
depois a 70°C por 15 minutos para inativar a enzima.
Foi monitorado a alteracdo na expressao de genes relacionados ao sistema imune, entre
eles, defensin, abaecin (Evans et al., 2006) hymenoptaecin ¢ apidaecin (Simone et al.,
2009). Como controle interno para as reagdoes de PCR quantitativo, foi utilizado o gene
actin (Scharlaken et al., 2008).

As reacdes de PCR em Tempo Real (QPCR) foram realizadas no aparelho Step
One Plus (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 ¢
60°C por 1 minuto. A determinacdo da expressdo dos genes foi realizada por meio da
reacdo da polimerase em cadeia em tempo real (QPCR), em triplicatas. Em cada reag¢do
foi feito um controle negativo, constituido da mistura de reagentes e agua. As
sequéncias e informagdes dos oligonucleotideos que serdo utilizados estdo descritos na
Tabela 1.

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados no estudo da expressdo génica de abelhas Apis
mellifera africanizadas submetidas a desafio bacteriano.

Gene Sequencia dos Primers 5°-3" Ta® E"(%)
TGCCAACACTGTCCTTTCTG
Actina 61 91,17
AGAATTGACCCACCAATCCA
CTCTTCTGTGCCGTTGCATA 96,51
Hymenoptaecina 61
GCGTCTCCTGTCATTCCATT
TGCGCTGCTAACTGTCTCAG
Defensina 61 87,06
AATGGCACTTAACCGAAACG
TTTTGCCTTAGCAATTCTTGTTG
Apidaecina 61 100
GTAGGTCGAGTAGGCGGATCT
CAGCATTCGCATACGTACCA
Abaecina 61 100

GACCAGGAAACGTTGGAAAC

Ta® — Temperatura 6tima de anelamento especifica para cada primer. E° — Mensuragdo da
eficiéncia da reacdo de Real Time PCR (calculada por meio de curva padrio).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Scharlaken%20B%22%5BAuthor%5D
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A eficiéncia dos oligonucleotideos (E) foi calculada a partir de quatro dilui¢des
de amostras de cDNA: 1:5, 1:25, 1:125 e 1:625, utilizando a féormula E=10(-
I/inclinagdo). A quantificacdo relativa dos genes ® foi determinada de acordo com
Pfaffl (2001), na qual o CP (crossing point) é definido como o ponto em que a
fluorescéncia detectada estd apreciavelmente acima da fluorescéncia de fundo,

utilizando a seguinte formula:

(controle — amostra)
Ealvo X AC.Palvo

R_

- (controle—amostra)
ACpendégeno X E

endbgeno

2.9. Analise estatistica
Os resultados foram comparados por ANOVA, seguida do teste de Tukey para
verificar as diferengas entre as médias. Foi considerado como estatisticamente

diferentes quando P<0,05 (Zar, 2010).

3. Resultados

Os resultados referentes a quantificagdo relativa dos genes abaecin,
hymenoptaecin, apidaecin e defensinl, com a utilizagcdo do gene actin como endogeno,
em funcdo dos tratamentos (0, 5, 10 e 15%) para as abelhas com ou sem desafio
bacteriano em dois tempos de observacdo (0 e 6 horas) para o dia 0 de coleta, estdo

apresentados na Tabela 2.
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Tabela2: M¢édias e desvio padrio da quantificacdo relativa dos genes abaecin,
hymenoptaecin, apidaecin e defensinl nos tempos 0 e 6h, com ou sem bactéria, em fungdo dos
diferentes tratamentos, no dia 0, em relagdo ao tratamento controle.

abaecin SEM BACTERIA COM BACTERIA

Tratamento TEMPO 0H TEMPO 6H TEMPO 0H TEMPO 6H
5% 0,226+0,326Ab 0,029+0,029Ab 0,052+0,031Ab 7,174£2,25Aa
10% 0,001+0,001Ab 0,046+0,04Ab 0,049+0,02Ab 0,317+0,11Ba
15% 0,003+0,003Ab 0,212+0,185Ab 0,154+0,117Ab 1,699+0,78Ba
hymenoptaecin

5% 0,004+0,006Ab 0,001+0,001Ab 2,630+1,40Ab 159,530+27Aa
10% 0,001+0,0004Ab 0,086+0,09Ab 0,199+0,09Bb 18,781+13,300Ba
15% 0,001+£0,001Ac 0,016+0,012Ac 0,831+0,261ABb  12,057+0,390Ba
apidaecin

5% 0,004+0,003Ab 0,530+0,6Bb 0,009+0,006Ab 2,593£1,357Aa
10% 0,014+0,016Ab 8,032+9,82Aa 0,5133+0,554Ab  3,983+3,257Aa
15% 0,034+0,02Ab 10,826+1,336Aa 0,513+0,556Ab 8,303+4,9901Aa
defensinl

5% 0,463+0,742Aa 0,170+0,10Aa 0,117+0,175Aa 0,113+0,080Ba
10% 0,532+0,795Ab 1,660+1,178Aab 0,491+0,6Ab 3,942+1,784Aa
15% 0,039+0,055Aa 0,076+0,009Aa 0,043+0,03Aa 0,193+0,239Ba

Letras mintsculas diferentes, na linha, indicam diferencga significativa entre médias (P<0,05).
Letras maiusculas diferentes, na coluna, indicam diferenca significativa entre médias (P<0,05).

Quando realizada a comparacdo entre os tempos Oh ¢ 6h antes e depois do
desafio bacteriano em relagdo a cada tratamento, foi possivel observar que os maiores
valores de indugdo foram verificados no tempo 6h, com bactéria, em todos os
tratamentos dos genes abaecin e hymenoptaecin. Enquanto para o gene apidaecin 0s
maiores valores de inducdo ocorreram, tanto no tratamento 5% no tempo 6h com
bactéria, quanto nos tratamentos 10% e 15% no tempo 6h com e sem bactéria. No gene
defensinl observou-se maior valor de indugdo no tempo 6h com bactéria no tratamento
10%, porém ndo se diferenciou estatisticamente do tempo 6h sem bactéria.

Realizando a comparagdo entre os tratamentos em relacdo a cada tempo de
observacdo, foi possivel observar maior valor de indug¢do para o gene abaecin no
tratamento 5% no tempo 6h com bactéria, ndo sendo observadas diferencas estatisticas
para os demais tratamentos, enquanto no gene hymenoptaecin verificou-se maior valor
de inducdo no tratamento 5% no tempo 6h com bactéria e também se verificaram que no
tratamento 5% se diferenciou estaticamente apenas do tratamento 10% as Oh com

bactéria. No gene apidaecin foi verificado maiores valores de indu¢do nos tratamentos
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10% e 15% no tempo 6h sem bactéria, € no gene defensinl verificou-se o maior valor
no tratamento 10% no tempo 6h com bactéria.

Os resultados referentes a quantificagdo relativa dos genes abaecin,
hymenoptaecin, apidaecin e defensinl, com a utilizagdo do gene actin como enddgeno,
em funcdo dos tratamentos (0, 5, 10 e 15%) para as abelhas com ou sem desafio
bacteriano em dois tempos de observacao (0 e 6 horas) para o dia 15 de coleta, estao

apresentados na Tabela 3.

Tabela3: Médias desvio padrio da quantificagdo relativa dos genes abaecin,
hymenoptaecin, apidaecin e defensinl nos tempos 0 e 6h, com ou sem bactéria, em fungdo dos
diferentes tratamentos, no dia 15, em relagdo ao tratamento controle.

abaecin SEM BACTERIA COM BACTERIA

Tratamento TEMPO 0H TEMPO 6H TEMPO 0H TEMPO 6H

5% 0,772+0,556Bb 2,848+2,172Ab 0,049+0,57Ab 21,810+11,385Aa
10% 0,201+0,183Bb 0,668+0,649Ab 0,272+0,346Ab  46,926+19,494Aa
15% 39,530£16,632Aa 1,298+0,297Ab 1,060+1,107Ab  21,230+12,137Aa
hymenoptaecin

5% 0,202+0,154ABb 65,175+21,841Aa  0,001+0,001Ab  32,456+13,929Aa
10% 0,023+0,03Bb 7,990+5,06Ba 0,003+£0,003Ab  2,338+2,241Bab
15% 0,389+0,091Ac 54,222+30,795Aa  0,605+1,042ABc 8,645+5,751Bb
apidaecin

5% 0,001+0,001Bb 0,504+0,131Ba 0,020+0,017Ab  0,002+0,015Bb
10% 0,087+0,039Bb 15,974+11,206Aa  0,161+0,151Ab  0,018+0,008Bb
15% 0,768+0,503Aa 0,300+0,085Ba 0,301+£0,232Aa  1,156+0,999Aa
defensinl

5% 0,246+0,028Bb 1,634+0,082Aa 2,185+0,632Ba  0,017+0,015Bb
10% 1,255+0,586Ab 1,798+1,1988Ab 12,30143,119Aa 0,949+0,856Ab
15% 0,207+0,055Bc¢ 0,902+0,183Bb 1,458+0,333Ba 0,079+0,035Bc¢

Letras minusculas diferentes, na linha, indicam diferenga significativa entre médias (P<0,05).

Letras maiusculas diferentes, na coluna, indicam diferenca significativa entre médias (P<0,05).

Quando realizada a comparagdo entre os tempos Oh e 6h antes e depois do

desafio bacteriano em relagdo a cada tratamento, foi possivel observar no gene abaecin
que os maiores valores de indug¢do ocorreram no tempo 6h com bactéria, nos
tratamentos 5% e 10% e no tempo Oh sem bactéria e 6h com bactéria no tratamento
15%. No gene hymenoptaecin o maior valor de inducdo foi encontrado nos tempos 6h
com e sem bactéria para o tratamento 5%, além disso, no tempo 6h sem bactéria se

diferenciou do tempo Oh com e sem bactéria para o tratamento 10%, verifica-se também
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que no tempo 6h sem bactéria apresentou maior valor de indugdo para o tratamento
15%. No gene apidaecin observou-se que no tempo 6h sem bactéria apresentou os
maiores valores de inducdo para os tratamentos 5% e 10%. No gene defensinl
observou-se maior indu¢ao no tempo Oh com bactéria e 6h sem bactéria no tratamento
5% e também observou se que no tempo Oh com bactéria maior indugdo nos tratamentos
10% e 15%.

Realizando a comparagdo entre os tratamentos em relagdo a cada tempo, foi
possivel observar maior inducdo para o gene abaecin no tratamento 15% no tempo Oh
sem bactéria, enquanto no gene hymenoptaecin ocorreram maiores valores de inducao
no tratamento 15% nos tempos Oh, com e sem bactéria, para os tratamentos 5% e 15%
no tempo 6h sem bactéria também apresentaram maiores indugdes assim como no
tratamento 5% no tempo 6h com bactéria. No gene apidaecin foi verificado maiores
valores de indugdo relativa no tratamento15% nos tempos Oh sem bactéria ¢ 6h com
bactéria, no tratamento 10% apresentou maior inducdo relativa no tempo 6h sem
bactéria. Para o gene defensinl verificou-se o maior valor de indug¢do génica nos
tratamentos 5% e 10% no tempo 6h sem bactéria, além disso, o tratamento 10%
apresentou maior valor de inducao para os demais tempos com e sem bactéria.

Os resultados referentes a quantificagdo relativa dos genes abaecin,
hymenoptaecin, apidaecin e defensinl, com a utilizagdo do gene actin como endogeno,
em funcdo dos tratamentos (0, 5, 10 e 15%) para as abelhas com ou sem desafio
bacteriano em dois tempos de observacdao (0 e 6 horas) para o dia 30 de coleta, estdo

apresentados na Tabela 4.
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Tabela4: Médias e desvio padrio da quantificacdo relativa dos genes abaecin,
hymenoptaecin, apidaecin e defensinl nos tempos 0 e 6h, com ou sem bactéria, em fungdo dos
diferentes tratamentos, no dia 30, em relacdo ao tratamento controle.

abaecin SEM BACTERIA COM BACTERIA

Tratamento TEMPO 0H TEMPO 6H TEMPO 0H TEMPO 6H
5% 2,876+1,085Ba 3,032+0,746Ba 3,478+1,268Aba  0,253+0,005Bb
10% 20,087+8,396Aa 1,244+0,2699Bb  0,309+0,088Bb 1,522+0,420Ab
15% 15,88+5,672Ab 52,223+1,08Aa 10,847+6,46Abc  0,892+0,693ABc
hymenoptaecin

5% 0,172+0,186Bb 0,981+0,742Aab  0,168+0,142Bb 3,600+1,929Aa
10% 6,679+4,390Aa 0,741+0,731Ab 0,061+£0,09Bb 0,221+0,110Bb
15% 4,746+2,772Aa 0,137+0,036Ab 0,794+0,633Ab 0,303+0,220Bb
apidaecin

5% 0,025+0,012Cb 0,015+0,015Bb 0,340+0,017Ba 0,153+0,133Bab
10% 12,525+7,992Ba 1,309+1,504Bb 0,567+0,365Bb 0,935+0,602Bb
15% 490,650+168,750Aa 429,58+244,830Aa 68,038+0,232Ab  484,130+108,000Aa
defensinl

5% 10,946+7,454Ab 0,636+0,260Bc 27,300+9,680Aa  0,039+0,001Bc
10% 5,154+6,484Ab 24,10+£7,058Aab  40,967+£17,432Aa 1,147+0,106Bb
15% 1,109+0,252Bb 0,578+0,116Bb 2,830+0,496Bb 7,537+1,677Aa

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

Quando realizada a comparagdo entre os tempos Oh e 6h antes e depois do
desafio bacteriano em relacdo a cada tratamento, foi possivel observar no gene abaecin
maior indu¢do nos tempos Oh com bactéria e 6h sem bactéria no tratamento 5%, no
tempo Oh sem bactéria para o tratamento 10% e no tempo 6h sem bactéria no tratamento
15%. Para gene hymenoptaecin o maior valor de indugdo verificado foi no tempo 6h
com bactéria para o tratamento 5%, além disso, no tempo Oh sem bactéria apresentou
maior valor de indugdo para os tratamentos 10% e 15%. No gene apidaecin observou-se
que no tempo Oh com bactéria apresentou os maiores valores de inducdo para os
tratamentos 5%, também no tempo Oh, porém sem bactéria o maior valor foi encontrado
no tratamento 10% e nos tempos Oh sem bactéria e 6h com e sem bactéria verificou-se
maior valor para o tratamento 15%. No gene defensin observou-se maior inducao
relativa no tempo Oh com bactéria no tratamento 5% e 10% e também se observou no

tempo 6h com bactéria maior indugao no tratamento 15%.



45

Realizando a comparacdo entre os tratamentos em relagdo a cada tempo foi
possivel observar que no gene abaecin o tratamento 15% apresentou os maiores valores
de expressao relativa para os tempos Oh sem bactéria, juntamente com o tratamento
10%; no tempo 6h sem bactéria e no tempo Oh com bactéria, sem apresentar diferenga
estatistica com o tratamento 5%, além disso, no tempo 6h com bactéria foi observado
maior valor de expressdo relativa para o tratamento 10%, ndo se diferenciando do
tratamento 15%. No gene hymenoptaecin foram verificados maiores valores de inducdo
no tratamento 15% nos tempos Oh, com e sem bactéria, sendo o ultimo juntamente com
o tratamento 10%. O tratamento 5% apresentou o maior valor de indu¢do no tempo 6h
com bactéria. No gene apidaecin foi verificado que os maiores valores de expressao
relativa foram observados tratamento15% em todos os tempos. Para o gene defensinl
verificou-se o maior valor de inducdo nos tratamentos 5% e 10% nos tempos Oh, com e
sem bactéria, além disso, o tratamento 10% apresentou maior valor de indug¢do no

tempo 6h sem bactéria e o tratamento 15% no tempo 6h com bactéria.

4. Discussao

Como o tratamento 0% foi utilizado como controle para o calculo dos dados,
estes valores de indugdo da expressdo observados nos tratamentos contendo propolis (5,
10 e 15%) sugerem que a propolis pode ter contribuido na inducdo dos genes estudados,
quando as abelhas foram desafiadas com e sem bactéria, uma vez que foram
encontrados valores de indugdo da expressdo superiores ao valor 1 da expressdao do
endogeno. As indugdes observadas sdao semelhantes as encontradas por Siede et al.
(2012) que verificaram aumento na expressao para os genes hymenoptaecin, abaecin e
apidaecin (médias de 112; 20 e 20,7 vezes, respectivamente) em abelhas submetidas a
desafio com Paenibacillus larvae por meio de injecdo. Os genes codificadores dos
peptideos (abaecina, hymenoptaecina, apidaecina e defensina) também foram ativados
em abelhas adultas por bactéria Escherichia coli (Gram-negativa) em outros trabalhos
(Casteels et al., 1989; Casteels-Josson et al., 1994; Evans et al., 2006). Considerando
que as abelhas adultas infectadas sdo capazes de gerar resposta imune contra
microrganismos por meio do aumento da transcricdo dos genes codificadores de

peptideos (Sied et al., 2012) e que esse aumento esteja relacionado como melhora do
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sistema imune das abelhas (Miyagi et al., 2000), é possivel sugerir, a partir dos dados
observados, que a propolis poderia promover melhora no sistema imune destes insetos.

Apesar dos valores de inducao observada nos genes, foi verificado também que
durante o periodo experimental os dados apresentaram oscilagdes nos valores de
expressdo, demonstrando alteragdes de repressdo e inducdo dentro de um mesmo dia ou
tempo de observagao.

As oscilagdes de expressao relativa observadas poderiam ser justificadas pelas
vias de sinalizacdo intracelular responsaveis pela regulacdo dos genes codificadores de
peptideos, sendo estas a Toll, Imd, INK e JAK/STAT. (Tzou et al., 2002; Evans et al.,
2006). Segundo Lemaitre e seus colaboradores (1997), essas vias podem ser acionadas
independentemente além de poderem atuar normalmente de forma sinérgica. Além
disso, a ativagdo dos genes e a producao dos peptideos sdo disparadas ndo apenas pela
injecdo do patdégeno, como também por estimulo mecanico, o que evidencia que as
abelhas ndo apresentam uma resposta especifica para determinado fator estressor (Siede
et al., 2012). Considerando tais observacdes, ¢ possivel sugerir que no momento em que
foram realizadas as coletas das abelhas para analise da expressao génica, o caminho
utilizado para a resposta imune nao tenha sido o mesmo para as abelhas analisadas.

Outra possivel explicagdo para as oscilacdes sdo as caracteristicas particulares
dos peptideos antimicrobianos. Dentre os peptideos estudados, a Abaecina ¢ mais ativa
contra bactérias Gram-negativas, apesar de também atuar em Gram-positivas, enquanto
a Apidaecina ¢ mais efetiva contra Gram-negativa e possui acdo mais intensa contra
bactérias do que outros patdégenos. A hymenoptaecina também age contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, mas ¢ mais encontrada nas larvas (Casteels et al.
1990; 1993). A defensina, apesar de ser um peptideo antimicrobiano, esta relacionada
ao estresse das abelhas e possui papel importante no combate de doengas causadas por
fungos, bactérias, virus e outros patogenos (Klaudiny et al. 2005). Ao considerar tais
caracteristicas € possivel sugerir que as respostas observadas tenham variado devido as
possiveis fun¢des desempenhadas no sistema imune das abelhas.

Outra possibilidade de explicagdo para as oscilagdes observadas ¢ o efeito da
propolis. O presente estudo sugere que a propolis possa induzir a expressao relativa dos

genes estudados; porém, Simone et al. (2009) verificaram que o efeito da propolis nas
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cargas bacterianas presentes na colonia e imunidade das abelhas, apresentou menor
expressao do gene hymenoptaecin, sugerindo que abelhas que vivem em colonias com
grande concentracdo de propolis, sdo capazes de gastar menos energia nas fungdes
imunologicas, devido a redu¢do da carga bacteriana presente. Sendo assim, seria
possivel presumir que os casos observados de inducdo seguida de supressdo génica
poderiam estar relacionados a resposta imediata suficiente para o controle da situacao,
sugerindo assim, que a influéncia da alimentag¢ao nao estaria resultando em supressao da
resposta, mas sim, baixa regulagdo. Além disso, segundo Fischer et al. (2007) a agdo
imunomoduladora da prépolis ocorre de forma contraditoria, pois ja foi descrita como
estimulante e inibidora de estimulos imunolégicos.

Outra justificativa seria a variagdo da expressdo relativa dos genes em relacdo a
idade das abelhas analisadas, que foram marcadas e acompanhadas ao longo dos 30
dias. As operarias adultas possuem polietismo etario, que € estabelecido pela divisao de
trabalho baseada em comportamento de abelhas que executam diversas tarefas ao longo
de sua vida, sendo destinados as abelhas mais velhas, os servicos de forrageamento
(Wiese, 2005). Perante esses fatores, pressupde-se que estas abelhas poderiam estar
sujeitas a maior numero de estressores do que as abelhas mais jovens, que permanecem
no interior da coldnia e, consequentemente, apresentariam sistema imune mais eficiente.
Entretanto, estudos anteriores demonstraram que as abelhas sofrem variacdes em
diferentes padrdes imunologicos de acordo a idade, apresentando respostas, diferentes,
porém compensatorias (Amdam et al. 2004; Schmid-Hempel, 2005). Sendo assim, estas
informacdes podem indicar que as oscilagdes observadas no presente estudo, estdo
relacionadas com as diferentes respostas geradas conforme as idades em que as abelhas
foram analisadas.

Além dessas explicagdes ¢ possivel levantar a hipotese do efeito do etanol
utilizado no extrato nas expressoes relativas observadas. Apesar das abelhas estarem
naturalmente expostas ao etanol devido a fermentagdo das culturas nectariferas, ainda
ndo se tem conhecimento se as abelhas procuram o élcool, entretanto as campeiras
produzem feromonios a partir da ingestdo do alcool que regula o desenvolvimento e
comportamento social (Leoncini et al. 2004; Castillo et al. 2012). Além desses, foi

evidenciado efeitos negativos do consumo do etanol tais como, atividade locomotora,
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sinais de estresse, desempenho e até reproducao (Hranitz et al. 2010; Mixson, et al.
2010; Sholz, 2013) . Entretanto, Antunez et al. (2008), ao realizar um estudo que tinha
como objetivo verificar a eficiéncia do uso de extrato alcodlico de propolis como
alternativa natural no controle de cria putrida americana e verificar a toxidade do extrato
na alimenta¢do das abelhas, verificaram que as abelhas que consumiram extratos de até
50% de alcool ndo apresentaram sinais de intoxica¢do e concluiu que o uso do extrato
alcoodlico de propolis no consumo das abelhas ¢ seguro. Considerando tais afirmagdes
pode-se inferir que o alcool presente no extrato pode ter interferido no comportamento
das abelhas e consequentemente na expressao de algum gene, como também ¢é possivel
sugerir uma inducdo no gene, uma vez que ndo se tem conhecimento sobre possiveis
efeitos benéficos indiretos do extrato alcodlico no sistema imune das abelhas.

Sendo assim, nas condig¢des do presente trabalho, verificou-se que a propolis
pode induzir a expressdo relativa dos genes abaecin, hymenoptaecin, apidaecin e
defensinl, quando submetidas a desafio bacteriano. Entretanto, ndo se pdde caracterizar
um tratamento com propolis que apresente uma maior expressao relativa para todos os

genes simultaneamente.
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EFEITO DO CONSUMO DE PROPOLIS NAS ALTERACOES
COMPORTAMENTAIS E MORTALIDADE DE ABELHAS Apis mellifera L.
SUBMETIDAS AO INSETICIDA FIPRONIL

RESUMO: Os inseticidas representam o maior risco direto para os polinizadores, como
as abelhas Apis mellifera, sendo responsavel pela reducao das populagdes de abelhas e
da producao apicola, tornando necessaria a busca por substancias que possam contribuir
na melhora da satide dessas abelhas, como a propolis. Este estudo verificou o efeito do
consumo do extrato alcodlico de propolis no comportamento, quando submetidas a
DLs (0,2 pg/abelha) e subletal (1/500 DLsy), e mortalidade das abelhas Apis mellifera
L. quando submetidas a diferentes doses do inseticida fipronil (0,05; 0,1; 0,2; 0,3 ¢ 0,4
ng/abelha). Ao todo foram utilizadas quatro colmeias, uma para cada tratamento (0, 5,
10 e 15% de inclusdao de propolis), e em trés periodos (0,15 e 30 dias) para verificar o
efeito dos tratamentos ao longo do experimento. Para a realizacdo dos testes de
mortalidade e de alteragdes comportamentais foram selecionadas as abelhas campeiras
das colmeias tratadas. Para o teste de mortalidade, os dados foram analisados em
modelo linear misto generalizado, adicionado do Teste de Tukey (P<0,05) e a analise da
avalia¢do das atividades comportamentais foi feita por (ANOVA) seguida do Teste de
Tukey (P<0,05). As colmeias que consumiram préopolis apresentaram menor taxa de
mortalidade quando comparados com a colmeia controle (0%), com excec¢do no dia 0
em que a colmeia controle ndo diferiu do tratamento 10%. Verificou-se ainda que as
abelhas que receberam o tratamento 10% apresentaram as menores taxas de mortalidade
nos dias 15 ¢ 30 de coleta. Além disso, foi observada mortalidade de 23% nas abelhas
quando submetidas a DLsy do fipronil. Nos testes de alteragdes comportamentais e
locomotoras ndo foram observadas influéncias dos tratamentos com propolis. Conclui-
se que, para o presente estudo, a propolis influenciou na taxa de mortalidade e pode ter
promovido um efeito protetor nas abelhas Apis mellifera L. quando submetidas a
diferentes concentragdes do inseticida fipronil, sendo ainda verificado que o tratamento
10% foi o mais eficaz, devido a ter apresentado as menores taxas de mortalidade nos
dias 15 e 30.

Palavras-chave: colapso/ detoxificagdo/ fenilpirazois/ inseticida/ polinizadores.
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EFFECT OF PROPOLIS CONSUMPTION IN THE BEHAVIORAL CHANGES
AND MORTALITY OF Apis mellifera L. BEES SUBMITTED TO PESTICIDE
FIPRONIL

ABSTRACT: Pesticides pose the greatest direct risk for pollinators such as Apis
mellifera bees, responsible for reducing bee populations and beekeeping, making it
necessary to search for substances that can contribute to improving the health of these
bees, such as propolis. Given this, the study found the effect of propolis alcoholic
extract consumption behavior when subjected to DLsy(0.2 pg/bee) and sublethal (1/500
DLsg), and mortality of Apis mellifera L. bees submitted to different doses of the
insecticide fipronil (0,05; 0.1, 0.2, 0.3 and 0.4 pg/bee). Four colonies were used, one for
each treatment (0, 5, 10 and 15% inclusion of propolis), and in three periods (0,15 and
30 days) to determine the effect of the treatments throughout the experiment. To the
achievement of mortality and behavioral changes tests the foraging bees from treated
hives were selected. For the mortality test, the data were analyzed in generalized linear
mixed model, added the Tukey test (P <0.05) and the analysis of the assessment of
behavioral activities was made by (ANOVA) followed by Tukey test (P <0.05).
Beehives who consumed propolis have a lower mortality rate compared to the hive
control (0%), except on day 0 that the hive control did not differ from treatment 10%. It
was also found that the hive that received treatment 10% was among the lowest
mortality rates in the fifteenth and thirtieth collection day. Furthermore, the observed
mortality was 23% in bees when subjected to LD50. In tests of locomotor and
behavioral changes were observed influences of treatments with propolis. It concludes
that, for this study, propolis influenced the mortality rate and may have promoted a
protective effect on bees Apis mellifera L. when subjected to different concentrations of
the insecticide fipronil, and also, that the treatment 10% was effective due to having
presented the lowest mortality rates in the 15 and 30. However, treatments with propolis

did not influence the behavioral and motor changes.

Key-words: collapse / detoxification / pesticide / phenylpyrazoles / pollinators
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1. Introducio

Dentre os polinizadores, as abelhas sdo responsaveis pela reprodu¢do cruzada de
aproximadamente 73% das espécies vegetais cultivadas no mundo sendo a Apis
mellifera a mais utilizada em servigos de polinizacao (Ricketts et al., 2008). Porém, seu
comportamento de forrageamento a expde a uma ampla diversidade de fitoquimicos e
agroquimicos, tais como o inseticida fipronil (Mao et al., 2011).

Os inseticidas representam o maior risco direto para os polinizadores e diversos
trabalhos demonstram seus impactos negativos tanto em abelhas Apis mellifera L.
(Shires et al., 2006; Desneux et al., 2007) como em abelhas nativas (Gels et al., 2002).
Os polinizadores podem ser expostos aos inseticidas durante sua aplicagdo por meio do
contato com os residuos ou pela ingestao de pdlen, néctar ou fluido (gotas de orvalho,
ou xilema) contaminados (Ellis, 2010).

O efeito dos inseticidas sobre a fauna de polinizadores atua diretamente como
responsavel pela reducdo das populagdes de abelhas e da producdo apicola e,
indiretamente, pelas perdas na producdo de diversas culturas agricolas (Freitas;
Pinheiro, 2012). A exposicao prejudica o comportamento de forrageamento das abelhas
(Colin et al., 2004); reduz a longevidade das operarias e rainha (Pettis et al., 2004); afeta
a vitalidade da colonia, dentre outras (Deusneux et al., 2007; Belien et al., 2009;
Aliouane et al., 2009; Gregorc; Ellis, 2011). Estes estudos apontam os impactos
negativos dos agroquimicos nas abelhas, porém existem poucas pesquisas que visam
encontrar alternativas para diminuir tais efeitos. Dentro deste contexto, se torna
necessaria a busca por substancias que possam contribuir na melhora da saude destas
abelhas, tal como a propolis.

A prépolis apresenta composi¢do complexa, tendo sido identificadas mais de
300 substancias diferentes, destacando-se dentre eles, o grupo dos flavonoides,
responsaveis por diversos efeitos biologicos, como a acdo antiviral, antifingica,
antibacteriana, dentre outras (Kumazawa et al., 2004; Vargas et al., 2004; Valente,
2011). Apesar de seu consumo ter sido mais documentado em humanos, as implicagdes
da utilizag@o da propolis em animais tém sido relatadas (Lana et al., 2007; Lustosa et
al., 2008; Valero et al., 2014). Entretanto, trabalhos que verifiquem a influencia do

consumo da prépolis por abelhas Apis mellifera sao escassos. Niu et al., (2010), ao
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realizarem um trabalho em laboratério visando estudar a toxicidade das micotoxinas nas
abelhas (Apis mellifera), evidenciaram que ao fornecer propolis para as abelhas houve
redugdo das taxas de mortalidade sugerindo assim que a propolis pode ter a fungdo
adjuvante para detoxificagdo.

O metabolismo ou detoxificagdo ¢ o mecanismo que permite ao inseto modificar
ou detoxificar o inseticida a uma taxa suficiente o bastante para prevenir a agdo no sitio
alvo (Fukuto; Mallipudi, 1983). A degradacao do inseticida pode ocorrer por varios
processos metabdlicos nos quais o produto ¢ convertido em uma forma ndo toxica ou
mesmo eliminado rapidamente do corpo do inseto (Hemingway, 2000).

Diante do exposto, este estudo busca verificar se o consumo do extrato alcodlico
de propolis influencia no comportamento das abelhas Apis mellifera L. quando
submetidas as DLsy(0,2 pg/abelha) e subletal (1/500 DLs), e também na mortalidade
apds exposicdo a diferentes concentragdes de fipronil (0,05; 0,1; 0,2; 0,3 e 04

ng/abelha).

2. Material e métodos

2.1. Local do experimento

O experimento foi conduzido no apidrio do setor de Apicultura da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu, localizado na Fazenda Experimental
Lageado da UNESP, campus de Botucatu, com as seguintes coordenadas geograficas:

22°49°S e 48"24°0, com clima Cfa e altitude média de 623 metros.

2.2. Producio e extracdo da propolis

Para a produgdo da propolis foram utilizadas cinco colmeias, diferentes das
utilizadas no experimento. A propolis utilizada no projeto foi obtida no proprio apiario
do setor de Apicultura da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP,
campus de Botucatu, sendo que a produgdo foi por meio do uso de coletores do tipo
“tela plastica”. Apds sua retirada da colmeia, a propolis foi acondicionada e mantida em
freezer a -10°C. A extracao da propolis da tela foi realizada por meio de friccao (Lima,

2006).
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2.3 Colmeias utilizadas

Para a realizacdo do experimento foram utilizadas quatro colmeias, uma para
cada tratamento (0, 5, 10 e 15% de extrato alcodlico de propolis preparado no xarope de
mel). As abelhas Apis mellifera africanizadas foram alojadas em colmeias padrao
modelo Langstroth, contendo dez quadros, pintados externamente com tinta 6leo de
coloragdo verde claro, mantidas sobre cavaletes de 50 cm de altura e numeradas para
facilitar a identificagdo. As colonias selecionadas foram manejadas antes do inicio dos

experimentos, com intuito de padronizar a populacao de abelhas e quadros de cria.
2.4. Tratamentos

Para o preparo dos extratos alcoodlicos de propolis (EAP), toda a propolis
produzida foi misturada e mantida em freezer a -20°C. Depois de congelada, a propolis
foi triturada e os EAP foram preparados na propor¢ao de 30% (sendo adicionados 30
gramas de propolis e completado seu volume com 4élcool etilico 70%). As solugdes
permaneceram ao abrigo da luz, sob agitacdo frequente, durante sete dias. Decorrido
este periodo, as solugdes foram filtradas e os EAP obtidos (Souza et al., 2010; Heinzen
etal., 2012).

O EAP obtido foi utilizado para os seguintes tratamentos: Tratamento controle
(xarope de mel e agua destilada na proporgdo 1:1), Tratamento 5% ( 50 ml de EAP em
950 ml de xarope), Tratamento 10% ( 100 ml de EAP em 900 ml de xarope) e
Tratamento 15% (150 ml de EAP em 850 ml de xarope).

A distribuigdo dos tratamentos foi realizada ao acaso, sendo fornecidos
semanalmente 250 ml, em alimentadores tipo Boardman ao longo de 30 dias.

2.5. Coleta das abelhas

Foram realizadas trés coletas para verificar o efeito dos tratamentos ao longo do
experimento (0, 15 e 30 dias). Entre as 07h00 e 08h00 foram realizadas as coletas das
abelhas campeiras por meio de caixa armadilha posicionada no alvado das colmeias.
Estas abelhas foram anestesiadas em freezer a -10°C por 1 a 2 minutos de forma a
possibilitar a futura realizacdo dos testes. Para todos os dias de coleta foram realizados

os testes comportamentais ¢ mortalidade.
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2.6. Agrotoxico

O ingrediente ativo fipronil foi utilizado a partir da formulagdo comercial
utilizada em campo: Regente 800WG® - 800 g i.a. fipronil’kg — (80% m/m).
Ingredientes Inertes — 200 g/kg (20% m/m) ( BASF Agri-Production SAS, Saint Aubin
Les Elbeuf, Cleon, Franca). As doses utilizadas neste estudo (0,05; 0,1; 0,2.0,3 ¢ 0,4 pug
fipronil/abelha) foram baseadas na DLsy observada por Zaluski et al. (2015). Para a
obtencdo das doses foi preparada uma solucdo de 1g L™ de Regent 800WG® diluida em
agua destilada, sendo as demais doses preparadas a partir dessa solucdo. Para todas as
dilui¢des utilizadas nos testes, foi considerada apenas a quantidade de ingrediente ativo
fipronil, sem considerar os ingredientes inertes. As solugdes foram agitadas

vigorosamente durante a sua preparagdo e antes de sua utilizagao.

2.7. Contaminacio, alteracdo comportamental e teste de mortalidade

As abelhas coletadas foram distribuidas em caixas plasticas (10x20x20cm)
identificadas de acordo com a dose de fipronil e tratamento proposto. Os testes foram
feitos em triplicata. Para cada repeticao, foram coletadas 50 abelhas de cada tratamento
e alojadas em 5 caixas plasticas. Cada caixa correspondeu a uma dose de fipronil, sendo
entdo alojadas 10 abelhas para cada dose proposta.

Apos serem alojadas, estas abelhas permaneceram trés horas em jejum, anterior
ao inicio dos testes, a fim de garantir o consumo do alimento contaminado.

Para realizar a contaminag¢do das abelhas, foi fornecido 1 ml de alimento (xarope
de agticar — 50%) disponibilizados em recipientes plasticos (50x10x10mm). O alimento
foi contaminado de forma a garantir que no consumo de 50pul, volume correspondente a
capacidade média da vesicula melifera (Thompson;Hunt, 1999), fosse ingerido as doses
descritas anteriormente. Apos trés horas de inicio do experimento o xarope contaminado
foi substituido por xarope de agucar.

Antes de iniciar os testes, as abelhas que apresentaram alteracdes
comportamentais, ou estado de letargia foram rejeitadas e substituidas por abelhas
saudaveis. As abelhas foram mantidas em ambiente sem utilizagdo de iluminacao

artificial e com temperatura ambiente (25°C+£1), com umidade ente 60% e 65%.
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As alteragdes comportamentais (agitacao, convulsdo, tremores e paralisia) foram
observadas 30, 60, 90 e 120 minutos ap6s o periodo de ingestao (3h) do alimento, sendo
cada grupo de 10 abelhas observadas ao longo de 2 minutos.

Decorridas 24h do inicio dos testes, o numero de abelhas mortas em cada
tratamento foi contabilizado e os resultados utilizados para defini¢do da taxa de
mortalidade e analise dos tratamentos. Para todos os testes, foi realizado um controle
negativo, que consistiu em trés caixas contendo abelhas sem influéncia de tratamento e
agrotoxico que receberam xarope de agucar, a fim de verificar a mortalidade ocasionada

naturalmente.

2.8. Teste de locomoc¢ao

Para a verificacdo da ocorréncia de alteragdes motoras em abelhas expostas apos
ingestao de fipronil foram utilizadas 120 abelhas por tratamento e dia de coleta (0, 15 e
30), totalizando1440 abelhas. As abelhas foram submetidas a dose letal (DLso) e
subletal (1/500DLsy) de ingestdo verificadas no trabalho de Zaluski et al. (2015),

utilizando o mesmo método descrito para os testes de mortalidade.

A atividade motora das abelhas foram avaliadas nos tempos 1 € 4 horas apds sua
exposi¢ao ao fipronil, considerando a possivel degradagdo do fipronil em metabolitos
nesses intervalos de tempo (Narahashi et al., 2010). Os testes foram realizados em
laboratorio, utilizando uma caixa de observagao de madeira (60x35x04cm), dividida em
cinco raias (50x05x04 cm), contendo uma lampada fluorescente na parte superior,
coberta com vidro para permitir a observacao das abelhas. Os testes foram realizados
em local escuro, com caixa inclinada em 45°C e a lampada acesa, estimulando a
locomogdo das abelhas por fototaxia positiva (Lambin et al. 2001). As abelhas foram
liberadas individualmente em cada raia, sendo anotado o tempo gasto para percorrer 50
cm. Foram utilizadas 10 abelhas para cada dose/ tratamento testado e para cada
intervalo de tempo avaliado. Os testes foram realizados em triplicata. Foi realizado um
controle negativo, que consistiu da coleta de abelhas sem influéncia de tratamento e

agrotoxico.
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2.9. Procedimento estatistico

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com esquema fatorial 4 x 5
x 3, sendo quatro tratamentos com propolis, cinco doses e trés dias. Para analise da
mortalidade, foi realizado o calculo da taxa de mortalidade encontrada ap6s ingestdo do
inseticida fipronil. A taxa foi calculada de acordo com o nimero de abelhas mortas
encontradas em cada 10 abelhas, nas repeti¢des.

Os dados de taxa mortalidade foram submetidos a andlise de variancia
(procedimento PROC GLIMMIX), com tratamento, dose, dia e suas interagdes como
efeitos fixos (MODEL), replicagdao (n=3) como efeito aleatério (RANDOM), e a média
dos quadrados minimos (LSMEANS) ajustada pelo teste de Tukey. As analises foram
realizadas no “SAS EAS — Education Analystical Software”, versao 9.3 (SAS, 2013).

Os resultados da avalia¢do de atividade motora foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) seguida do Teste de Tukey (Zar, 2010).

Para todas as anélises foi considerado o nivel de 5% de probabilidade.

3. Resultados

A partir da andlise dos dados de mortalidade (andlise de varidncia para 3
fatores), foi verificado efeito de tratamento (P>0,0001), dose (P >0,0001), dia (P
>(,0001) e interagdo entre tratamento e dia (P > 0,0001 ) e entre dose e dia (P = 0,021
). Assim sendo, a interpretacdo dos resultados foi realizada por meio do
desmembramento das interagdes, conforme demonstrado nas Tabelas 01 e 02.

Na Tabela 1 encontram-se os valores das médias da taxa de mortalidade dos

tratamentos em relagdo aos dias de coleta.
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Tabela 1: Médias e Erro Padrao Médio (EPM) das taxas de mortalidade encontradas em
abelhas Apis mellifera L. nos tratamentos contendo prépolis (0, 5, 10 e 15%), apds

serem submetidas a diferentes doses de fipronil, ao longo do tempo.

Dias Tratamento (%) EPM
0 5 10 15
0 0,16aC 0,02bB 0,07abB 0,02bB 0,03
15 0,91aA 0,29bA 0,13cAB 0,15¢cB 0,03
30 0,62aB 0,14cB 0,14cA 0,3bA 0,03
EPM 0,03 0,03 0,03 0,03

Letras mintsculas diferentes, na mesma linha, indicam diferenca estatistica entre as médias ao nivel de
5% de probabilidade.

Letras maitsculas diferentes, na mesma coluna, indicam diferenga estatistica ao nivel de 5% de
probabilidade.

De acordo com os dados observados na tabela 1 foi possivel verificar que a
colmeia do tratamento controle (0%) nao diferiu apenas da colmeia do tratamento 10%
no dia 0. Para os demais dias de coleta, a colmeia do tratamento controle apresentou os
maiores valores de taxa de mortalidade quando comparada as colmeias que receberam
os tratamentos contendo propolis (5, 10 e 15%). Além disso, verificou-se que as
colmeias dos tratamentos 10 e 15% apresentaram menores taxas de mortalidade aos 15
dias; e aos 30 dias observaram-se menores taxas de mortalidade para as colmeias do
tratamento 5 e 10%.

Quando comparamos as taxas de mortalidade ao longo do tempo dentro de cada
tratamento, foi possivel observar que para as colmeias dos tratamentos controle (0%) e
5% as maiores taxas de mortalidade ocorreram no dia 15. Para a colmeia do tratamento
10%, a mortalidade observada no dia 30 diferiu apenas do dia 0 de coleta e por fim que
a colmeia do tratamento 15% apresentou maior taxa de mortalidade para o dia 30 de
coleta.

Na Tabela 2 encontram-se os valores das médias da taxa de mortalidade das

doses de fipronil em relagao aos dias de coleta.
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Tabela 2: Médias e Erro Padrao Médio (EPM) das taxas de mortalidade resultantes do
consumo de diferentes doses de fipronil pelas abelhas Apis mellifera L., ao longo do
tempo.

Dias Dose (ng/abelha) EPM
0,05 0,1 0,2 0,3 0,4
0 0,03aB 0,03aB 0,04aB 0,05aB 0,09aB 0,3
15 0,27cA 0,29bcA 0,37abcA 0,44abA 0,48aA 0,3
30 0,2bA 0,19bA 0,23bA 0,43aA 0,46aA 0,3
EPM 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Letras mintisculas diferentes, na mesma linha, indicam diferenga estatistica entre as médias ao nivel de
5% de probabilidade.

Letras maitsculas diferentes, na mesma coluna, indicam diferenga estatistica ao nivel de 5% de
probabilidade.

A partir dos dados da tabela 2, pode-se observar que a taxa de mortalidade
apresentada para as abelhas que receberam a dose 0,4 pg/abelha diferiu das que
ingeriram as doses 0,05 e 0,1 ug/abelha no dia 15 de coleta e que as abelhas que foram
submetidas as doses 0,3 e 0,4 pg/abelha apresentaram maior taxa de mortalidade que as
que consumiram as demais doses no dia 30 de coleta, quando realizada a comparagao
entre as taxas de mortalidade de cada dose utilizada no experimento.

Quando verificamos o efeito do dia de coleta dentro de cada dose, foi possivel
observar que para todas as doses de fipronil as taxas de mortalidade das abelhas
encontradas nos dias 15 e 30 ndo diferiram entre si.

Em relagdo aos testes de alteragdes comportamentais, foram observados para
todas as abelhas (independente das doses de fipronil e tratamentos), tremores, paralisia e
convulsdes em todos os tempos de observagao (30, 60, 90 e 120 minutos).

Os resultados obtidos pelas andlises de alteragdes locomotoras nos dias 15 e 30
de experimento estdo dispostos na tabela 3. Foi observada apenas diferenca significativa
entre as médias do controle negativo (sem influéncia de tratamento e fipronil) com os

tratamentos utilizados (0, 5, 10 e 15%) no estudo.
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Tabela 3: Médias e desvio-padrao do tempo (s) gasto pelas abelhas Apis mellifera
africanizadas para percorrer 50 cm apos exposicdao a DLsg e dose subletal (SL) do inseticida

fipronil, nos tempos 1 e 4 horas, nos dias 15 e 30.

Dia 15
Tratamento 1h 4h 1h 4h
DLso(0,2ug/abetna)y  DLs0(0,2ug/abeihay  SL(0,0004pg/abelnay SL(0,0004pg/abelna)
CN 11,1+2,7B 10,4+9,4B 11,1+2,7B 10,4+9.4B
0% 21,7£11,3A 19,6+10,3A 23,3+14,5A 22,5+10,8A
5% 25,8+14,1A 20,4+£9,8A 20,5£9,1A 20,7+10,2A
10% 24.2+14,8A 21,4+12A 19,7£8,4A 17,7£9,8A
15% 21,4+8,9° 21,9+10,1A 18,8+7,5A 23,3+£10,2A
Dia 30
Tratamento 1h 4h 1h 4h
DLso(0,2ug/abelha)y  DLso,2pg/abelna)y  SL(0,0004pg/abelna)y  SL(0,0004ng/abelna)
CN 11.8+5.1B 11.423.9B 11.8+5.1B 11,4+3 .98
0% 21,4+8,3? 19,6+£10,4A 22,.8+8,9A 20,5+8,8A
5% 21,3£10,7A 18,2+7,4A 20,7£9,6A 21,4+£9,5A
10% 22,7+10,4A 20,2+12,2A 21£9,2A 21,2+8,6A
15% 19,8+8,6* 24, 5+10,4A 20,8+10,9A 20,5+8,8A

Letras maitsculas diferentes, na mesma coluna, indicam diferenca estatistica entre médias (P<0,05)
usando o Teste de Tukey
CN: Controle Negativo, abelhas sem influéncia de tratamento e fipronil.

4. Discussao

Em relacao aos dados obtidos nos testes de mortalidade (tabelas 1 e 2), a amostra
do controle negativo (sem influéncia de tratamento e fipronil) realizada nao apresentou
mortalidade em nenhum dos dias de coleta (0, 15 e 30 dias), o que sugere que a
mortalidade verificada nas colmeias tratadas ndo pode ser atribuida a influéncia de
fatores externos, tais como frio, calor, pouca circulagdo de ar.

Quando analisamos as maiores taxas de mortalidade observadas nas abelhas do
tratamento controle (0%) em relagdo as que receberam os demais tratamentos (5, 10 e
15%), € possivel inferir que a propolis contribuiu para redugdo nas mortes ocasionadas
pelo fipronil, sendo ainda verificado que as abelhas da colmeia que recebeu o

tratamento 10% esteve entre as menores taxas de mortalidade nos dias 15 e 30 de coleta.



66

A queda nos valores de mortalidade corroboram com o estudo de Niu et al. (2010), que
também observaram redugdo na mortalidade das abelhas (Apis mellifera) submetidas a
contaminagdo por aflatoxina, quando alimentadas com diferentes concentragdes de
propolis.

Zaluski et al. (2015) observaram que a DLs para ingestdo do inseticida fipronil
foi de 0,2ug/abelha, entretanto, quando utilizamos a mesma dose, nas condi¢des deste
experimento, observamos mortalidade de 23% das abelhas ap6s 30 dias de tratamento
(vide tabela 2), sugerindo um possivel efeito protetor devido a alimentagdo prévia com
EAP.

Uma possivel justificativa para a propolis ter para esse possivel efeito protetor e
a reducao da taxa de mortalidade das abelhas no presente estudo, poderia estar na
propria composi¢ao da propolis. Dentre as diversas substancias complexas presentes,
quatro compostos foram identificados e relacionados com a melhora do sistema de
detoxificagdo das abelhas meliferas, sendo eles a pinobancsina, a pinobancsina 5-metil
éter, a pinocembrina e o acido p-cumarico (Alencar et al., 2005; Mao et al., 2013). Estes
compostos sao abundantes nos exsudatos do broto dos alamos (Populus sp.) e de outras
plantas da familia Salicacea, que estdo entre as resinas de arvores coletadas pelas
abelhas para a produg¢do de propolis (Greenway et al., 1990). Entretanto, estas
substancias também foram identificadas na propolis proveniente de Baccharis
dracunculifolia, que representa a maior parte da origem vegetal da propolis produzida
na regido de Botucatu (Bankova et al., 1999; Marcucci et al., 2001; Alencar et al.,
2005).

Em relagdo as alteragcdes comportamentais observadas de tremor, paralisia, e
convulsdes, pode-se sugerir que a propolis ndo apresentou efeito de melhora nos
sintomas observados na intoxicacdo das abelhas. Um dos motivos dessas alteragdes
pode ser devido a acdo antagdénica do fipronil sobre o neurotransmissor acido gama
amino butirico (GABA), que atua impedindo a entrada dos ions CI” nas células nervosas
de insetos intoxicados, causando atividade neural excessiva, paralisia e morte
(Narahashi et al., 2010).

Quando analisados os testes de locomog¢do, pode se observar que ndo houve

interferéncia dos tratamentos para nenhum dos grupos submetidos as DLsy e SL,
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independente dos dias, apresentando valores de tempo (em segundos) maiores do que o
grupo do controle negativo (sem interferéncia de tratamento e fipronil). Estes resultados
sugerem que a propolis ndao apresentou efeito para as alteragdes locomotoras das abelhas
expostas ao agroquimico. Os valores de média de tempo (em segundos) encontrados no
presente estudo para as abelhas submetidas a DLsy e SL para todos os tratamentos sdo
proximos aos valores encontrados por Zaluski et al. (2015) quando expuseram as
abelhas a DLsp e SL do inseticida fipronil, nas mesmas condi¢des edafoclimaticas.

Neste trabalho o alcool foi utilizado como solvente da propolis fornecida para as
abelhas, tornando assim importante ressaltar seus possiveis efeitos. Diversos autores
relataram que o efeito do consumo de élcool pelas abelhas Apis mellifera pode
prejudicar seu comportamento social, afetando a atividade locomotora, desempenho,
reproducio, reducdo na atividade de forrageamento, interrup¢ao na divisdo de trabalho,
causar efeitos analgésicos, sinais de estresse ¢ aumento da defensividade em abelhas
africanizadas (Abramson et al., 2007; Cakmak et al., 2009; Scholz; Mustard, 2013;
Giannoni-Guzmén et al.,, 2014). Porém, as abelhas que receberam os tratamentos
contendo EAP (5, 10 e 15%) apresentaram resultados semelhantes ao das abelhas do
tratamento controle, sugerindo que o alcool ndo apresentou efeitos no comportamento
das abelhas estudadas. Mixson et al. (2010) também ndo observaram alteracdes
comportamentais nem interrupcdo de trabalho, sendo ainda relatado aumento de
mobilidade e movimentagdo para as abelhas que consumiram alimento contendo 2,5%
de alcool. Além disso, foi verificado que os efeitos do alcool desaparecem em 24 horas
ap6s o consumo de alimento contendo de 5 a 10% de éalcool (Maze et al., 2006). Sendo
ainda relatado por Antunéz et al. (2008), ao realizarem um experimento que visava
verificar o efeito do extrato alcoodlico de propolis no controle da cria putrida americana,
que o consumo do extrato alcoodlico de propolis de até 50% nao ¢ prejudicial para a
saude das abelhas.

Sendo assim, para as condi¢des do presente trabalho, conclui-se que a propolis
pode ter apresentado efeito protetor e influenciado na taxa de mortalidade das abelhas
Apis mellifera L. quando submetidas a diferentes concentracdes do inseticida fipronil,
sendo ainda verificado que o tratamento 10% foi mais eficaz, devido ter apresentado as

menores taxas de mortalidade nos dias 15 e 30. Porém, a prépolis ndo apresentou
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influéncia nas alteragdes comportamentais ¢ motoras, sendo evidenciada a necessidade
de estudos mais aprofundados que possam contribuir com a investigacao deste produto

no sistema de detoxificagao das abelhas meliferas.
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IMPLICACOES

Devido as suas diversas propriedades biologicas, a propolis é popularmente
conhecida como um antibiotico natural, sendo utilizada pelos seres humanos ha
geragdes. Atualmente, sabe-se que além desta funcdo, a propolis apresenta diversas
outras funcdes de interesse da sociedade, como acdo antiviral, antifiingica, antioxidante,
anticancerigena, dentre tantas outras. Essas propriedades fazem deste produto apicola
alvo de diversas pesquisas cientificas como também da industria. Atualmente ¢ utilizada
na fabricagdo dos mais diversos produtos comerciais, que abrangem desde produtos
estéticos até terapéuticos.

Concomitantemente ao desenvolvimento de produtos a base de propolis, a
comunidade cientifica tem realizado diversos estudos que caracterizam e comprovam
suas propriedades. Entre os estudos de interesse zootécnico, estdo os que utilizam a
propolis com proposito de evidenciar seus beneficios em prol dos animais domésticos.
Entretanto, sdo escassos os trabalhos que tem como objetivo verificar os efeitos deste
produto apicola nas abelhas Apis mellifera africanizadas. O presente estudo teve como
objetivo verificar qual a influéncia do consumo da prépolis nas abelhas no sistema
imune e expressdo dos genes apds desafio bacteriano e detoxificacdo frente ao
agroquimico fipronil. Foi observado que a propolis reduziu a mortalidade das abelhas
testadas com inseticida fipronil € que o consumo de propolis promove a indugdo de
genes relacionados a imunidade. Sendo assim, este estudo contribuiu com novas
informagdes pertinentes quanto as possiveis fungdes que a propolis pode desempenhar
quando consumidas pelas abelhas, além de ter sido testado e observado um modo de
fornecimento pratico e aplicavel da mesma.

Por fim, espera-se que com os dados verificados neste trabalho, novas pesquisas
sejam realizadas, a fim de averiguar os efeitos do consumo da propolis, bem como

possiveis efeitos diferentes de outros tipos de propolis.



