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RESUMO

As abelhas constituem o grupo mais abundante da ordem Hymenoptera. Dentre o género A4pis, a
espécie A. mellifera ¢ o principal representante. A defesa em Apis compreende mecanismos
sociais e individuais. Dentre os mecanismos de imunidade social, destaque se da a propolis,
componente estrutural com reconhecida atividade antimicrobiana. A microbiota associada ao
inseto também pode ser considerada um mecanismos de imunidade, visto que pode auxiliar o
hospedeiro contra patdogenos. Os objetivos deste trabalho foram: avaliar o papel da propolis na
resposta imune em abelhas A4. mellifera, pela expressao relativa de genes relacionados a
imunidade e o estudo da diversidade de bactérias e leveduras associada a diferentes substratos de
A. melifera no Brasil e nos Estados Unidos. Abelhas A. mellifera foram desafiadas com
suspensdes de micro-organismos (Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans) e
solugdo salina, e incubadas na presenca ou auséncia de propolis. Nos Estados Unidos, o efeito
sazonal entre inverno e verdo foi também avaliado. A bioprospec¢do de componentes da
imunidade de A. mellifera foi acessada por meio da expressdo dos genes codificadores para
peptideos antimicrobianos-AMPs (Hymenopatecina, Abaecina, Apidaecina e Defensina 1),
proteina de reconhecimento celular (AmEater) e proteina de estocagem (Vitelogenina). Para o
estudo da microbiota associada a A. mellifera foram avaliados os seguintes substratos: pdlen
corbicular, pdo de abelhas, superficie de abelhas nutrizes, superficie de abelhas forrageiras,
residuos das colmeias e conteudo intestinal. As abelhas desafiadas com suspensdes de micro-
organismos ndo apresentaram maior expressao de AMPs do que aquelas inoculadas com salina,
indicando resposta imune significativa, porém ndo especifica. A propolis verde parece ter um
papel modulador da resposta imune, evidente em abelhas americanas ndo desafiadas: na condicao
inverno, a exposicao de abelhas controle a resina foi capaz de reduzir a expressao de Hym em
todas as colmeias, de Aba em trés das quatro colmeias e de Api e Defl em metade das colmeias,
em relagdo aos grupos controle ndo expostos a propolis. Os substratos com maior riqueza de
espécies, tanto de bactérias quanto leveduras, foi o residuo das colmeias no Brasil e superficie de
abelhas forrageiras nos Estados Unidos. Foram obtidos 214 isolados de leveduras, 131 no Brasil e
84 nos Estados Unidos, correspondendo a 45 taxons. A espécie de levedura mais prevalente foi
Aureobasidium pullulans, seguida de espécies dos géneros Candida e Rhodotorula. Do total de
espécies isoladas, apenas seis foram comuns aos dois ambientes. Para as bactérias, 283 isolados
foram obtidos, 125 no Brasil e 158 nos Estados Unidos, correspondendo a 61 taxons. Um total de
71 (25%) isolados correspondeu as bactérias do acido latico (BAL). A maior parte dos isolados
foi pertencente ao Filo Firmicutes, género Bacillus, e dentre as laticas, as espécies do gé€nero
Lactobacillus foram as prevalentes. Apenas 12 do total de espécies bacterianas foram comuns aos
dois ambientes. Duas espécies novas, uma levedura e uma bactéria, foram encontradas. Estes
resultados sugerem que abelhas da mesma espécie apresentam sua microbiota composta em
grande parte por espécies microbianas presentes no ambiente no qual estdo inseridas, refletindo
comunidades de leveduras e bactérias distintas entre os dois ambientes.

Palavras-chave: Apis mellifera, AMPs, AmEater, Vitelogenina, leveduras, bactérias, BAL.



ABSTRACT

The bees are the most abundant group of Hymenoptera. In the Apis genus, A. mellifera is the
most representative species. The immune system in Apis comprises both individual and social
mechanisms. Among the social immunity, propolis is recognized as an important component,
given its antimicrobial activity. The microbiota associated with this insect can also be considered
a mechanism of immunity, since it can help the host against pathogens. The aims of this study
were to evaluate the role of propolis on the immune response in 4. mellifera, by the evaluation of
immune gene expression; and the survey of the microbial diversity in A. mellifera substrates, both
in Brazil and in the United States. A. mellifera were challenged with representative
microorganisms (Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Candida albicans) and saline, and
were incubated in the presence or absence of propolis. In the United States, the seasonal effect
between winter and summer was also evaluated. Bioprospection of A. mellifera immune
components was accessed through the expression of antimicrobial peptides genes
(Hymenopatecina, Abaecina, Apidaecina and Defensin 1), cell recognition protein (AmEater) and
storage protein (Vitellogenin). To evaluate the microbiota associated with A. mellifera, the
following substrates were surveyed: corbicular pollen, bee bread, nurse and foragers bees surface,
hive debris and intestinal contents. It was observed that bees challenged with microorganisms
suspensions did not have a higher AMP expression than those inoculated with saline, indicating a
significant but not specific immune response. The propolis appears to modulate the immune
response, clearly in unchallenged American bees: in the winter, the exposure of control bees to
the propolis was able to decrease the expression of Hym in all hives, Aba in three hives and Api
and Deflin two hives, compared to control groups not exposed to propolis. The substrates with
higher species richness were the hive debris in Brazil and surface of foragers bees in the United
States. A total of 214 yeasts isolates were retrieved, 84 from Brazil and 131 from the United
States, comprising 45 taxa. The most prevalent yeast species was Aureobasidium pullulans,
followed by Candida and Rhodotorula species. Only 6 yeast species were common to both
environments. For bacteria, 283 isolates were retrieved, 125 from Brazil and 158 from the United
States, accounting for 61 taxa. A total of 71 isolates (25%) was identified as acid lactic bacteria.
Most bacterial isolates belonged to Bacillus genus, from Firmicutes Phylum. Among the lactic
acid bacteria, the genus Lactobacillus were the prevalent. Only 12 out 61 bacterial species were
common in both environments. Two new species, one yeast and one bacterium were observed in
association with A. mellifera. These results suggest that bees of the same species have their
microbiota composed largely of microbial species present in the foraging environment, which
reflects the distinct yeasts and bacteria communities between the two environments.

Keywords: Apis mellifera; AMPs, AmEater, Vitellogenin, yeasts, bacteria, LAB.
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Figura 14. Expressdo relativa do peptideo antimicrobiano Abaecina. Eixo y representa a
expressdo em (a) abelhas americanas no inverno, (b) abelhas americanas no verdo e (c) abelhas
brasileiras. O eixo x representa as colmeias. Em (a) e (b) os pares de tratamento estdo assim
ordenados dentro de cada colmeia: Sa (grupo inoculado por S. aureus), Sap (grupo inoculado por
S. aureus e exposto a propolis), Ec (grupo inoculado por E. coli), Ecp (grupo inoculado com E.
coli e exposto a propolis), Ca (grupo inoculado por C. albicans), Cap (grupo inoculado por C.
albicans e exposto a propolis), Sal (grupo inoculado por salina), Salp (grupo inoculado por salina
e exposto a propolis), C (grupo controle) e Cp (grupo controle exposto a propolis). Em (c¢) os
tratamentos estdo assim ordenados: Sa, Ec, Ca, Sal, C ¢ Cp. Barras superiores e letras iguais
indicam colmeias que ndo apresentaram diferenca estatistica significativa, a partir do teste de
Kruskal-Wallis H (p<0,05). Dentro de cada colmeia, as letras sobre os tratamentos indicam
diferengas estatistica, a partir do teste de Mann-Whitney U (P<0,05). Barras representam erro: + -
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Figura 15. Expressao relativa do peptideo antimicrobiano Apidaecina. Eixo y representa a
expressao em (a) abelhas americanas no inverno, (b) abelhas americanas no verdo e (c) abelhas
brasileiras. O eixo x representa as colmeias. Em (a) e (b) os pares de tratamento estdo assim
ordenados dentro de cada colmeia: Sa (grupo inoculado por S. aureus), Sap (grupo inoculado por
S. aureus e exposto a propolis), Ec (grupo inoculado por E. coli), Ecp (grupo inoculado com E.
coli e exposto a propolis), Ca (grupo inoculado por C. albicans), Cap (grupo inoculado por C.
albicans e exposto a propolis), Sal (grupo inoculado por salina), Salp (grupo inoculado por salina
e exposto a propolis), C (grupo controle) e Cp (grupo controle exposto a propolis). Em (c) os
tratamentos estdo assim ordenados: Sa, Ec, Ca, Sal, C e Cp. Barras superiores e letras iguais
indicam colmeias que nao apresentaram diferenca estatistica significativa, a partir do teste de
Kruskal-Wallis H (p<0,05). Dentro de cada colmeia, as letras sobre os tratamentos indicam
diferencas estatistica, a partir do teste de Mann-Whitney U (P<0,05). Barras representam erro: + -
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Figura 16. Expressdo relativa do peptideo antimicrobiano Defensina 1. Eixo y representa a
expressdo em (a) abelhas americanas no inverno, (b) abelhas americanas no verdo e (c) abelhas
brasileiras. O eixo x representa as colmeias. Em (a) e (b) os pares de tratamento estdo assim
ordenados dentro de cada colmeia: Sa (grupo inoculado por S. aureus), Sap (grupo inoculado por
S. aureus e exposto a propolis), Ec (grupo inoculado por E. coli), Ecp (grupo inoculado com E.
coli e exposto a propolis), Ca (grupo inoculado por C. albicans), Cap (grupo inoculado por C.
albicans e exposto a propolis), Sal (grupo inoculado por salina), Salp (grupo inoculado por salina
e exposto a propolis), C (grupo controle) e Cp (grupo controle exposto a propolis). Em (c¢) os
tratamentos estdo assim ordenados: Sa, Ec, Ca, Sal, C ¢ Cp. Barras superiores e letras iguais
indicam colmeias que ndo apresentaram diferenca estatistica significativa, a partir do teste de
Kruskal-Wallis H (p<0,05). Dentro de cada colmeia, as letras sobre os tratamentos indicam
diferengas estatistica, a partir do teste de Mann-Whitney U (P<0,05). Barras representam erro: + -
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Figura 17. Expressao relativa da proteina de reconhecimento celular AmEater. Eixo y representa
a expressdo em (a) abelhas americanas no inverno, (b) abelhas americanas no verdo e (c) abelhas
brasileiras. O eixo x representa as colmeias. Em (a) e (b) os pares de tratamento estdo assim
ordenados dentro de cada colmeia: Sa (grupo inoculado por S. aureus), Sap (grupo inoculado por
S. aureus e exposto a propolis), Ec (grupo inoculado por E. coli), Ecp (grupo inoculado com E.
coli e exposto a propolis), Ca (grupo inoculado por C. albicans), Cap (grupo inoculado por C.
albicans e exposto a propolis), Sal (grupo inoculado por salina), Salp (grupo inoculado por salina
e exposto a propolis), C (grupo controle) e Cp (grupo controle exposto a propolis). Em (c) os
tratamentos estdo assim ordenados: Sa, Ec, Ca, Sal, C e Cp. Barras superiores e letras iguais
indicam colmeias que nao apresentaram diferenca estatistica significativa, a partir do teste de
Kruskal-Wallis H (p<0,05). Dentro de cada colmeia, as letras sobre os tratamentos indicam
diferencas estatistica, a partir do teste de Mann-Whitney U (P<0,05). Barras representam erro: + -
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Figura 18. Expressdo relativa da proteina de estocagem Vitelogenina. Eixo y representa a
expressdo em (a) abelhas americanas no inverno, (b) abelhas americanas no verdo e (c) abelhas
brasileiras. O eixo x representa as colmeias. Em (a) e (b) os pares de tratamento estdo assim
ordenados dentro de cada colmeia: Sa (grupo inoculado por S. aureus), Sap (grupo inoculado por
S. aureus e exposto a propolis), Ec (grupo inoculado por E. coli), Ecp (grupo inoculado com E.
coli e exposto a propolis), Ca (grupo inoculado por C. albicans), Cap (grupo inoculado por C.
albicans e exposto a propolis), Sal (grupo inoculado por salina), Salp (grupo inoculado por salina
e exposto a propolis), C (grupo controle) e Cp (grupo controle exposto a propolis). Em (c¢) os
tratamentos estdo assim ordenados: Sa, Ec, Ca, Sal, C ¢ Cp. Barras superiores e letras iguais
indicam colmeias que ndo apresentaram diferenca estatistica significativa, a partir do teste de
Kruskal-Wallis H (p<0,05). Dentro de cada colmeia, as letras sobre os tratamentos indicam
diferengas estatistica, a partir do teste de Mann-Whitney U (P<0,05). Barras representam erro: + -
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Figura 19. Arvore filogenética dos oito isolados de taxon ainda ndo descrito, baseada nas
sequéncias da regido D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA, gerada pelo método de
Neighbour-joining, mostrando a identidade entre eles, a relacdo destes com a espécie
filogeneticamente mais proxima e espécie tipo do género. Os valores percentuais de boostrap

(1000 repeticOes) eStA0 MOSITAQOS. ...ccccuireeeiieeiiieeiiieerieeeeieeerteeereeeteeetaeeeaeeessaeesnseeesnseeesneeas 77

Figura 20. Curvas de acumulacdo de espécies de leveduras (linhas vermelhas) no (a) Brasil e (b)
nos Estados Unidos, com intervalos de confianga de 95% (linhas azuis), baseada em 1.000
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Figura 21. Arvore filogenética de 58 isolados de tixon sem resolugio, designado de Bacillus sp.1,
gerada pelo método de Neighbour-joining. Os valores percentuais de boostrap (1000 repeticdes)
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1REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Abelhas

As abelhas constituem o grupo mais abundante dentro da ordem Hymenoptera. Sao os
principais visitantes florais em diversos ecossistemas, apresentando um papel de extrema
relevancia na polinizagdo de plantas (Saksinchai et al., 2012). Contrariando o padrio
biogeografico da maioria dos animais e plantas, no qual a riqueza em espécies diminui a medida
que se aproxima dos polos, as abelhas sdo mais abundantes em algumas regides temperadas do
que em regides equatoriais e tropicais (Michener, 2000). A estimativa ¢ de que exista cerca de
30.000 espécies de abelhas e aproximadamente 1580 foram descritas em territorio brasileiro

(Silveira et al., 2002).

1.2 O Género Apis

O género Apis (Hymenoptera: Familia Apidae) ¢ o principal representante dentre as
abelhas. Baseado em andlises filogenéticas, que suportam dados morfométricos e
comportamentais, existem atualmente 10 espécies reconhecidas de abelhas deste género,
distribuidas em trés grupos: abelhas gigantes (Apis dorsata, A. binghami e A. laboriosa), abelhas
ands (A. andreniformis e A. florea) e abelhas que constroem cavidades (4. mellifera, A.
cerana, A. koschevnikovi, A. nuluensis e A. nigrocincta) (Raffiudin & Crozier, 2007; Saksinchai

etal., 2012).

A espécie Apis mellifera (Figura 1) ¢ a principal representante do género. Encontra-se
amplamente distribuida nos quatro continentes, com notavel concentragcdo nos tropicos, regiao

sub-artica e temperada (Free, 1980). Altamente sociais, as abelhas A. mellifera apresentam



colonias compostas por milhares de individuos, divididos em classes que exercem papéis
distintos nesta sociedade: os zangdes, a rainha e as operdrias. Os zangdes, machos que se
desenvolvem a partir de ovos ndo fertilizados, tem a fungao reprodutiva de se acasalar com a
rainha. As duas castas de fémeas desenvolvem-se a partir de ovos fertilizados. A rainha, unica
fémea fértil, mantém a organizag¢do social da colonia por meio da liberagdo de feromonios,
substancias atrativas que informam aos demais membros que existe uma rainha presente ¢ em
atividade, inibem a producao de outras rainhas e auxiliam no reconhecimento da colmeia e na
orientagdo das operarias. Ja as operarias, fémeas estéreis, sdo responsaveis por todas as demais
atividades da colonia e a divisdo de trabalho entre elas estd intimamente relacionada com as
diferengas morfologicas, fisioldgicas e comportamentais, tipicas de idades especificas (Winston,

1987 apud Lourenco, 2007).

Sob condigdes normais, operdrias jovens até a segunda ou terceira semana de vida
realizam atividades no interior da coldnia, como limpeza de células, cuidado das crias e
estocagem de alimentos. Nesta fase, a atividade das glandulas hipofaringeanas, secretoras de
geleia real, atinge seu grau méaximo e as abelhas sdo capazes de alimentar as crias, sendo
denominadas de nutrizes. Em seus ultimos dias exercendo tarefas de ninho, as operarias recebem
néctar (fonte de carboidratos) e acomodam cargas de polen (fonte de proteinas) provenientes das

forrageiras (Free, 1980; Gilliam, 1997).

Entre o 10° e 30° dia de vida, as abelhas podem iniciar sua fase de campeiras, ou
forrageiras. As glandulas hipofaringeanas se degeneram e as abelhas tornam-se responsaveis pela
coleta de néctar, polen e agua (os quais ela armazena na vesicula nectarifera) para a colmeia. E
importante ressaltar que, embora exista um padrdo bem estabelecido, a necessidade da colmeia
pode fazer com que as operdrias reativem glandulas atrofiadas para realizacdo de deterrminada

atividade, alterando a idade em que as tarefas sao desempenhadas (Free, 1980).



Figura 1. Abelha da espécie Apis mellifera (Fonte: David Cappaert - Insectlmages.org)

1.3 Mecanismos de defesa em Apis mellifera

A defesa de A. mellifera ¢ realizada pela relacdo intrinseca entre mecanismos

comportamentais e a resposta imune individual. Estes mecanismos serdo descritos a seguir.

1.3.1 Mecanismos Comportamentais: Imunidade social em Apis mellifera

Devido a alta densidade populacional e baixa variabilidade genética, os membros de uma
colonia de Apis sdo alvos de varios agentes infecciosos. No entanto, as estratégias de grupo
resultantes da cooperacdo individual dos membros em combater o risco de dispersdao de doengas
sdo importantes caracteristicas para a imunidade social (Cremer et al., 2007; Evans & Spivak,

2010).

A primeira estratégia de grupo descrita foi o comportamento higiénico, no qual as

operarias identificam e removem larvas infectadas ou doentes dentre a cria sadia (Spivak &


http://www.insectimages.org/

Reuter, 2001). Este comportamento foi originalmente descrito como a habilidade em detectar e
remover larvas infectadas apenas por P. larvae (Rothenbuhler 1964), sendo mais tarde
identificado frente a outros patogenos (Gilliam et al., 1988) e estd relacionado a capacidade
olfativa das abelhas em detectar crias parasitadas ou doentes (Spivak et al., 2003;Cotter & Kilner,

2010).

Na atividade de grooming, ou limpeza, as abelhas se movimentam rapida e repetidamente,
na tentativa de remover particulas estranhas ou parasitas de seus corpos, ¢ podem realizar este
procedimento umas nas outras (Boecking & Spivak, 1999; Wilson-Rich et al., 2009). A
temperatura dentro da colmeia pode ser elevada de 34°C para 45°C, quando as abelhas se
agrupam em torno da rainha ou predador, no intuito de defender a colmeia do ataque de
patogenos. Este comportamento ¢ chamado de febre da colmeia (Starks et al., 2000; Wilson-Rich

et al., 2009).

A manuten¢do de barreiras na entrada do ninho diminui o acesso de individuos
contaminados na colonia. Quando estes adentram a colmeia, esta deve estar preparada para conter
a dispersdo dos possiveis patogenos invasores. Isto ¢ alcangado por meio dos comportamentos
descritos acima e pela natureza antimicrobiana dos constituintes da colmeia, como a propolis

(Cremer et al., 2007; Evans & Spivak, 2010).

1.3.1.1.Propolis

A propolis ¢ um produto natural resinoso, produzido pelas abelhas a partir da coleta e
modificacio enzimatica de diversas partes de plantas. E depositado nas colmeias, onde ¢ utilizado
para manter a temperatura estavel e vedar frestas, criando um ambiente higiénico contra a invasdo
e proliferacdo de micro-organismos, devido as suas propriedades antimicrobianas (Ghisalberti,

1979).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Starks%20PT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10883439

Abelhas Apis mellifera reconhecidamente produzem e utilizam a propolis, tanto em
colmeias selvagens quanto experimentais. No entanto, a domesticag@o desta espécie nos Estados
Unidos resultou na selegao de racas com produtividade de prépolis reduzida, provavelmente
porque sua presenga nas colmeias dificultava o manejo das abelhas em campo (Fearnley, 2001).
Segundo Hoyt (1965) “a propolis € a amargura da existéncia do apicultor”, exemplificando que a
selecdo por linhagens que produzem menor quantidade de propolis ndo ¢ surpreendente naquele

pais.

No Brasil, A. mellifera é produtora do tipo mais reconhecido deste produto, a propolis
verde. Tendo sua origem botanica na espécie vegetal Baccharis dracunculifolia (Bastos et al.,
2011), a propolis verde ¢ largamente estudada, devido as suas propriedades bioldgicas unicas,

incluindo a agdo frente a patdgenos apicolas (Bastos et al., 2008; Evans & Spivak, 2010).

A coleta de resina para a produgcdo de propolis ocorre durante a atividade de
forrageamento. Este tipo especial de coleta ¢ realizado por um pequeno nimero de individuos,
em torno de 10% do total de abelhas que forrageiam em busca de pdlen e néctar (Nakamura &
Seeley, 2006) e representa alta demanda energética. A energia empregada na coleta de resina para
a producdo de propolis torna-se minima, quando comparada a energia despendida por varios
individuos da colmeia em manter niveis elevados de expressdo de genes relacionados a

imunidade (Simone et al., 2009).

O custo energético da ativagdo do sistema imune foi avaliado em abelhas da espécie
Bombus terrestris. Em experimentos de sobrevivéncia sobre condigdes de estresse nutricional,
foi demonstrado que as abelhas tém o tempo de sobrevivéncia diminuido quando desafiadas, pois
direcionam seus recursos energéticos na ativacdo da resposta imune, o que acomete as demais
fungdes organicas em decorréncia da necessidade iminente de defesa do organismo (Moret &

Schimid-Hempel, 2000).

De fato, além de componente estrutural, a propolis parece participar dos mecanismos de
imunidade e balango energético deste inseto. Simone e colaboradores (2009) avaliaram a agdo de
extratos de propolis em colmeias experimentais de A. mellifera ligustica. Foi observado que a
presenca da propolis diminui a concentracdo de bactérias e, consequentemente, regula
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negativamente a expressdo dos genes codificadores de Hymenoptaecina (peptideo
antimicrobiano) e AmEater (proteina transmembrana de reconhecimento celular). Estes
resultados indicam que a propolis, por diminuir a exposi¢ao das abelhas a patdégenos, acarreta
menor investimento do sistema de defesa do animal, atuando como um modulador da resposta

imune e participando ativamente na dindmica energética das abelhas (Evans & Pettis, 2005).

Além das estratégias adotadas na imunidade social, os membros de uma colonia também
possuem defesas individuais, representadas pela resposta imune frente a patégenos (Evans et al.,

2006).

1.3.2 Resposta imune de insetos frente a micro-organismos

O primeiro meio de defesa frente a introdugdo de micro-organismos no corpo do inseto ¢é
representado pelas barreiras tegumentares externas e epitélio intestinal (Gillespie et al., 1997).
Quando os micro-organismos conseguem transpor as barreiras fisicas a entrada, deparam-se com
um sistema imune perfeitamente harmodnico e preparado para a defesa. A presenga de um sistema
imune em insetos, associada a imunidade social €, em parte, responsavel pela ocupacdo de
diversos nichos destes animais (Lourenco, 2007), constantemente expostos a micro-organismos.

O sistema imune em insetos, denominado inato, ndo ¢ dotado de memoria imunologica e ¢ muito

semelhante ao sistema imune inato de vertebrados (Imler, 2014).

A resposta imune ¢ iniciada pelo reconhecimento de componentes ndo proprios. Quando
estes componentes sdo moléculas presentes na superficie celular microbiana, como
peptideoglicanos (PGLC), lipopolissacarideos (LPS) e [-1,3-glicanos, coletivamente
denominados de padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPs — pathogen associated
molecular patterns), o reconhecimento se dd pela interagdo entre PAMPs e receptores de

reconhecimento padrdo (PRRs — pattern recognition receptors) presentes nas células do

hospedeiro (Klunner et al., 1994).



A resposta imune em A. mellifera é realizada por meio das defesas celulares e humorais,
ambas iniciadas apds o reconhecimento de PAMPs por receptores de reconhecimento do

hospedeiro.

1.3.3 Resposta imune celular

As células de defesa em A. mellifera dividem-se em cinco classes: pro-hemdcito,
plasmatocitos, células granulares, oenocitdides e coaguldcitos. As primeiras sao as precursoras
das demais. Os plasmatocitos sdo encontrados em maior niimero, correspondendo a mais de 90%
do total de células circulantes e tem a fungdo de fagocitose e encapsulamento. As células
granulares auxiliam os plasmatocitos no reconhecimento de corpos estranhos. Os oendcitos
assemelham-se as células granulares e os coaguldcitos sdo os responsaveis pela coagulagdo em A.

mellifera (Graaf et al., 2002).

Abelhas também apresentam a capacidade de melaninizar corpos estranhos que adentrem
a hemocele, por meio da ativacdo da resposta via fenoloxidade. O gene para a forma precursora

da enzima, proPO, ja foi caracterizado em Apis mellifera (Lourengo, 2007).

1.3.4 Resposta imune humoral

O diptero Drosophila melanogaster ¢ considerado o modelo para o estudo dos principios
moleculares responsaveis pelo reconhecimento de patdgenos e inducdo génica da reposta imune
(Imler, 2014). Por este motivo, os mecanismos de reposta imune humoral serdo descritos neste

inseto e comparados a A. mellifera.

Vérias moléculas sdo expressas em resposta a um estimulo patogénico. Eventualmente, o

estimulo ¢ capaz de elicitar fatores de transcricdo que irdo induzir a expressdo de genes
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codificadores de peptideos com atividade antimicrobiana (AMPs — antimicrobial peptides). Em
insetos holometabolos, os AMPs sdo produzidos predominantemente no corpo gorduroso,
podendo ocorrer também nos hemocitos, células epiteliais do trato respiratério, intestinal e

genital (Herbiniere et al., 2005).

A sintese de AMPs ¢ induzida apds infecgdo e estes peptideos sao liberados na hemolinfa,
onde em poucas horas atingem concentragdes letais aos micro-organismos (Herbiniere et al.,
2005). O principal mecanismo de agdo dos AMPs ¢ a desestruturagdo da membrana plasmatica,
causando a morte dos patdogenos pelo extravasamento de conteudos citoplasmaticos (Lehrer &

Ganz, 1999).

As principais vias de ativagao da resposta imune que podem culminar com a sintese de
AMPs sdo as vias Toll e Imd (Figura 2), originalmente descritas pelos mutantes dos genes 7oll e
Imd em Drosophila. Ambas empregam fatores de transcrigao proteicos, do tipo Rel/NF-«B. Estas
vias consistem em proteinas de reconhecimento de sinais dos agentes invasores, proteinas de
modula¢do e amplificacdo destes sinais e a producdo de moléculas proteicas ou metabolitos

diretamente envolvidos na inibi¢ao do patégeno (Lemaitre & Hoffman, 2007).

A primeira via recebe o nome do receptor proteico transmembrana Toll. A porcao externa
de Toll transduz o sinal de reconhecimento para a por¢do citoplasmatica, iniciando uma cascata
de sinalizagdo que ativa dois fatores de transcricdo do tipo Rel/NF-kB, Dif e Dorsal. Dif ¢
relevante para a imunidade, enquanto Dorsal age primariamente na polarizagdo dorso-ventral no
embrido. Em estado de repouso, Dif e Dorsal formam um complexo com o inibidor transcricional
Cactus, um tipo de IxkB. A sinalizagcdo via Toll ocasiona a degradagdo de Cactus e
consequentemente, a translocagdo de Dif (e Dorsal) para o nticleo, onde participam da ativacao
transcricional de genes alvo, incluindo aqueles responsaveis pela sintese de peptideos
antimicrobianos. O principal peptideo sintetizado por meio desta via em Drosophila é a
drosomicina, induzido tanto pela infeccdo por Beauveria bassiana quanto Micrococcus luteus,
sugerindo que esta via desencadeia resposta imune humoral preferencial frente a fungos e

também bactérias Gram-positivas (Hultmark, 2003; Lemaitre & Hoffmann, 2007; Imler, 2014).
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Figura 2. Vias de sinalizacdo preferenciais na sintese de peptideos antimicrobianos em

Drosophila melanogaster, Toll (a) e Imd (b). Ilustracdo modificada de Hultmark (2003).

Estudos com mutantes para componentes da via Toll que ndo apresentavam redugdo na
producdo de AMPs sugeriram que outras vias eram também responsaveis pela sintese destes
peptideos, como a via Imd (immune deficiency). Esta via emprega outro tipo de receptor, o
PGRP-LC (peptydeoglican recogtition proteins). Segundos apds o reconhecimento do PAMP
pelo receptor, o fator transcricional do tipo Rel/NF-kB, denominado Relish ¢ clivado em duas
partes, o fragmento animo-terminal REL-68, que contém o dominio Relish e o fragmento N-
terminal REL-49, que contém a regido IkB. Na clivagem de Relish, a por¢do REL-68 ¢
translocada até o nucleo, onde se liga a elementos potenciadores na regido promotora dos genes
codificadores de AMPs. Um dos peptideos sintetizados por Drosophila preferencialmente por
esta via € a cecropina, um potente AMP com ag¢do antifungica. Além de fungos, esta via parece

ser estimulada por bactérias Gram-negativas (Hultmark, 2003; Imler, 2014).



Embora tenha sido demonstrada certa especificidade na expressdo destas duas vias, a
resposta imune gerada por elas ndo deve ser generalizada frente aos grupos microbianos.
Mutantes para componentes da via Toll sdo resistentes a infecgdes por gram-negativos, enquanto
mutantes para componentes da via Imd sdo sensives a esta infecgao. No entanto, mutantes para
componentes de ambas as vias s30 mais susceptiveis do que apenas para a via Imd, sugerindo que
a via Toll também desencadeia uma resposta relevante frente a bactérias Gram-negativas. Os
mesmos mutantes duplos sdo mais sensiveis a infeccdo por Gram-positivos do que mutantes
apenas para a via Toll, sugerindo que a via Toll ¢ mais importante no combate frente a Gram-
positivos, mas a via Imd também desempenha um importante papel na indu¢do de resposta

humoral desencadeada por Relish (Gregorio et al., 2002).

Além das vias Toll e Imd, outras vias parecem também ativar, embora com menor

expressao, a sintese de peptideos antimicrobianos, como a Jak/STAT e JNK (Imler, 2014).

1.3.5 Resposta imune em Apis mellifera

Enquanto o esqueleto de cada uma das vias (Toll e Imd) parece permanecer intacto em
Apis mellifera, o nimero de componentes das vias € menor em relacdo a outros insetos (Evans et
al., 2006). Este fenomeno pode ser reflexo de: em abelhas as sequéncias imunes sdo mais
diversas e desta maneira componentes proprios das abelhas podem ndo ter sido pesquisados; as
abelhas podem ter evoluido com vias impares de indugdo da resposta imune ou abelhas podem
apresentar um espectro de patdgenos mais estreito do que os demais insetos (Evans e Spivak,
2010). Evans e colaboradores (2006) sugeriram ainda que as abelhas reduziram os mecanismos
de imunidade individuais em prol da gama de defesas sociais, o que explicaria a reduzida
maquinaria imune observada pelo sequenciamento do genoma completo de A. mellifera (Honey

Bee Genome Sequecing Consortium, 2006).
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1.3.6 Peptideos antimicrobianos (AMPs) ja caracterizados em Apis mellifera

Muitos sdo os peptideos constitutivamente expressos em A. mellifera. Recentemente,
Resende e colaboradores (2013) realizaram uma avaliagdo protedmica da apitoxina, identificando
proteinas, dentre as quais peptideos antimicrobianos, comuns a trés racas de abelhas: A. mellifera
africanizada, A. mellifera ligustica e A. mellifera carnica, incluindo formas precursoras de

Melitina e Jeleina 1.

O peptideo Melitina apresenta 26 residuos de aminoacidos, com estrutura em a-hélice e ¢
o principal componente da apitoxina, constituindo cerca de 50% do peso seco do veneno de Apis.
Apresenta agdo antimicrobiana frente a bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas (Bazzo et al.,

1988; Resende et al., 2013).

As Jeleinas constituem uma familia de 4 peptideos secretados na geléia real, com 8 a 9
residuos de aminoacidos e carga total positiva. As Jeleinas I-III apresentam amplo espectro de
acdo frente a bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras, enquanto Jeleina IV ndo
apresenta atividade antimicrobiana (Fontana et al., 2004; Fujita et al., 2013). A Royalisina, um
peptideo de 51 residuos de aminoacidos, € secretado na geléia real, onde auxilia na defesa do
epitélio intestinal frente a bactérias e na preservacdo da propria geléia real, com agdo seletiva

frente a bactérias Gram-positivas (Fugiwara et al., 1990).

Apesar de A. mellifera sintetizar constitutivamente varios peptideos antimicrobianos como
os descritos acima, importantes componentes do sistema de defesa deste inseto, os principais
efetores da resposta imune humoral sdo aqueles que tém a sintese induzida apds um estimulo
microbiano. Trabalhos pioneiros de Casteels e colaboradores (1989; 1990; 1993; 1994)
descreveram a indugdo e caracterizagdo de varios peptideos com atividade antimicrobiana em
abelhas. O principal modo de a¢do ¢ o aumento da permeabilidade da membrana plasmatica (Da

Silva, 2000).

O primeiro peptideo indutivel descrito em abelhas foi a Apidaecina (Figura 3). Presente
em trés isoformas (la, Ib e II), Apidaecinas sdo peptideos curtos (18 aminoacidos) que diferem
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em sua estrutura primdria em apenas poucos residuos. Sdo ativos frente a bactérias Gram-

negativas € os maiores componentes humorais na hemolinfa apds uma infec¢do bacteriana

(Casteels et al., 1989).

1 3 10 15
Ia G-N-N-R-P-V-Y-I-P-0-P-R-P-P-H-P-R-1
Ib G—H—N-R-P-ImY-I-F-Q-F-H-P-F-H-F-R-L
II G-H-H-R-P-LI]I-‘?—I—P—Q—P—R—P—P—H—P—R-L

Figura 3. Estrutura primaria dos peptideos Apidaecinas la, Ib e II. As areas circundadas referem-

se aos aminodcidos diferentes entre as trés moléculas (Fonte: Casteels et al., 1989).

O segundo peptideo descrito em Apis foi Abaecina (Figura 4), com 34 residuos de
aminoacidos, agao moderada e retardada, se comparada as Apidaecinas, de amplo espectro frente

a bactérias Gram-positivas e negativas (Casteels et al., 1990).
10 15 20 25 30 34

1 5
Y=V=P=L-P~N~-Y¥=P=0-F-G~R-R=P=F~P=T=F-F~-(-Q-G-P-F-N-P~K-I-K-W-P-Q~-0~-Y

Figura 4. Estrutura primaria do peptideo Abaecina (Fonte: Casteels et al., 1990).

O maior peptideo ja descrito em Apis ¢ a Hymenoptaecina (Figura 5), com 93 residuos de
aminoacidos. E ativo frente a bactérias Gram-positivas e principalmente Gram-negativas,

provavelmente devido a interagdes idnicas existentes entre o peptideo e a membrana plasmatica

bacteriana (Casteels et al., 1993).

12



1 M
pE-E-R-G-S-1-V-1-Q-G-T-K-E-G-K-§-R-P-§-L-D-1-D-Y-K-Q-R-V-Y-D-K

k7] 62
N-G-M-T-G-D-A-Y-G-G-L-N-I-R-P-G-Q-P-S-R-Q-H-A-G-F-E-F-G-K-E-Y

(] 93
K-N-G-F-1-K-G-Q-5-E-V-Q-R-G-P-G-G-R-L-§-P-Y-F-G-I-N-G-G-F-R-F

Figura 5. Estrutura primaria do peptideo Hymenoptaecina (Fonte: Casteels et al., 1993).

Duas Defensinas também foram caracterizadas em Apis, sendo codificadas por dois genes
distintos. O gene polimodrfico defensinal codifica tanto o peptideo Defensina-1 quanto a
Royalisina. Defensina 1 ¢ um peptideo com 51 residuos de aminoacidos, que assim como outras
defensinas animais, € rico em cisteina e apresenta carga total positiva, com acao frente a bactérias
Gram-negativas. A segunda defensina caracterizada em A. mellifera ¢ a Defensina 2, codificada
pelo gene defensina2. E um peptideo de 43 residuos de aminoécidos, diferindo de outras

defensinas de himendpteros pela estrutura primaria (Klaudiny et al., 2005).

1.3.7 Outros genes relacionados a imunidade

1.3.7.1 AmEater

Um interessante candidato a imunidade celular ¢ a proteina AmEater (proteina Eater de A.
mellifera). Esta ¢é caracterizada por apresentar repetidos dominios EGF (Epidermal growth
factor) em sua por¢do extracelular. Foi descrita como uma proteina transmembrana de
reconhecimento, que age como receptor de superficie e parece ser a molécula predominante nos
processos de fagocitose de bactérias mediada por macréfagos em Drosophila. Segundo Kocks e

col (2005), AmEater participa nas etapas de reconhecimento celular e ligagdo ao patogeno
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durante a fagocitose. Em Drosophila knockout, a ndo expressdo de Eater resultou em perda
significativa da ligacdo de bactérias a superficie de macréfagos. Simone e colaboradores (2009)
ja avaliaram este gene como candidato a imunidade celular em 4. mellifera, obtendo resultados

relevantes.

1.3.7.2 Vitelogenina

Vitelogenina (Vg) ¢ uma proteina de estocagem, normalmente presente em fémeas de
animais oviparos, com a funcdo de reserva nutricional de ovdcitos. Em abelhas A. mellifera,
vitelogenina esta presente também em larvas e adultos de ambos os sexos, como carregadora de
lipideos. Além da func¢do metabolica descrita, Vg parece estar relacionada a imunidade e
senescéncia em Apis: ¢ a principal proteina carreadora de Zinco na hemolinfa de A. mellifera,
componente estrutural e regulatorio, responsavel pela prevencdo de estresse oxidativo e morte

celular por apoptose (Amdam et al., 2004).

A expressdo de Vg estd intimamente relacionada aos niveis do Hormdnio Juvenil (HJ),
um hormoénio gonotrofico. A concentracdo de hormodnio juvenil € significantemente menor em
abelhas nutrizes (ou aquelas que permaneceram vidveis durante todo o inverno em regioes
temperadas) do que em forrageiras, sendo o contrario verdadeiro para os niveis de vitelogenina.
A medida em que a abelha envelhece e assume outras fungdes dentro da colmeia, os niveis de
hormonio juvenil aumentam e a concentragdo de vitelogenina diminui, caracterizando o inicio da
atividade de forrageamento. A baixa na concentragdao de Vg ¢ acompanhada pela queda de Zinco,
que consequentemente diminui a concentracdo de hemdcitos circulantes em A. mellifera (pela
inducdo ao estresse oxidativo e consequente apoptose), diminuindo, portanto, a fun¢do imune

deste animal (Munch & Amdam, 2010).
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1.4 Micro-organismos e abelhas

r

E sabido que as abelhas abrigam comunidades bacterianas (Gilliam, 1997; Cox-Foster et
al., 2007; Olofsson & Vasquez, 2008; Martinson et al., 2011; Anderson et al., 2013; Corby-Harris
et al., 2014) e de leveduras (Rosa et al., 2003, Teixeira et al., 2003, Garter, 2006) em seus corpos
e ambiente circundante. Varios estudos tém sido conduzidos na tentativa de explicar o papel dos
micro-organismos em uma coldnia apicola. Algumas hipoteses foram levantadas: contribui¢ao
bioquimica aos produtos apicolas, conversdo metabolica, preservacdo do podlen e resisténcia a

doengas (Gilliam, 1997; Evans & Spivak, 2010).

Para identificar o papel bioquimico dos micro-organismos, Gilliam e colaboradores
(1988) administraram vdrios antibidticos na dieta das abelhas, para eliminacdo de grupos
microbianos especificos. A andlise intestinal dos insetos revelou que algumas enzimas relevantes
no processo digestivo sdo produzidas apenas pelos grupos microbianos intestinais, principalmente

membros da familia Enterobacteriaceae e fungos.

As alteragdes sofridas pelo pdlen corbicular para originar o pao de abelha parecem ser
resultado da agdo microbiana. Apds coletar o pdlen floral, as abelhas forrageiras o acomodam nas
corbiculas (polen corbicular) e retornam a colmeia, onde o mesmo ¢ transferido as abelhas
nutrizes. Estas o compactam dentro das células dos favos de cria, cobrindo-o com uma pequena
camada de mel para evitar a deterioracao (Gilliam, 1979b). A conversdao do poélen em pao de
abelha ¢ acompanhada por alteragdes bioquimicas, resultado de uma fermentagdo latica,
ocasionada por bactérias e leveduras adicionadas pelas abelhas, dos géneros Lactobacillus,
Pseudomonas e Saccharomyces. As espécies do género Pseudomonas contribuem para a
anaerobiose requerida pelas espécies de Lactobacillus, além de degradarem as paredes dos graos
de polen. Apos a finalizagdo da fermentagao latica, as leveduras aumentam em nimero e parecem

ter um papel nutricional importante (Pain & Maugenet, 1966 apud Gilliam, 1979).

Um dos papéis mais relevantes da microbiota simbionte ¢ a capacidade de aumentar a

resisténcia a doengas em seus hospedeiros. Evans & Spivak (2010) citam que esta microbiota
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deve influenciar positivamente a nutri¢do e produzir substincias antagonistas para patdgenos
apicolas. Para estes autores, ¢ possivel que as abelhas tenham evoluido juntamente com micro-
organismos especificos capazes de prové-las destes beneficios, considerando essa microbiota
como parte da imunidade social em A4pis. J& foi demonstrado que bactérias isoladas de intestinos
e larvas de 4. mellifera sdo capazes de inibir in vitro patdgenos apicolas como Paenibacillus

larvae e Ascosphaera apis (Gilliam, 1997; Evans & Armstrong, 2005; Sabaté et al., 2009).

1.4.1 Leveduras

As leveduras ja foram isoladas de quase todos os substratos associados a abelhas, desde o
polen corbicular as fezes deste animal. Lachance et al. (2001) acreditam que a associag¢do
levedura-abelha nao ¢ uma ocorréncia casual, mas indica uma relagdo funcional entre os dois
grupos. Gilliam (1979a), em estudo microbiologico de polen e pao de abelha, demonstrou que o
numero de espécies de leveduras decresce durante o processo fermentativo, aumentando apos a
fermentagdo e permanecendo no pao de abelha por mais tempo do que os demais micro-

organismos, provavelmente exercendo uma funcdo nutricional relevante neste substrato.

Além dos substratos j& citados, leveduras figuram na microbiota associada ao mel, a
superficie corporea e dejetos das abelhas. Leveduras osmofilicas (tolerantes a altas concentragdes
de agucar) sdo capazes de crescer e fermentar o mel, convertendo os agucares em didxido de
carbono e 4lcool e subsequentemente acido acético, deteriorando o produto (Snowdon & Cliver,
1996). Ha ainda leveduras associadas ao mel de abelhas sem ferrdo que parecem aumentar a

qualidade nutricional deste alimento (Teixeira et al., 2003).

Estudos de diversidade microbiana tém demonstrado que as abelhas abrigam
comunidades especificas de leveduras e que estes insetos se caracterizam como uma rica
fonte para a descoberta de espécies de leveduras ainda nao descritas (Rosa et al., 2003). O
clado Starmerella, cujo género de mesmo nome foi descrito para acomodar o estado sexual da
espécie Candida apicola (Rosa & Lachance, 1998), contém mais de 40 espécies, que apresentam
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em sua maioria afinidades por abelhas ou substratos que estes insetos visitam (Rosa et al., 2003;

Daniel et al., 2013).

Alguns dos membros deste clado sdo: Candida tilneyi e Candida powelli, descritas
em associacdo com a superficie corporea de abelhas do género Trigona (Lachance et al.,
2001a). Candida batistae, descrita em alimento, larvas e pupas das abelhas solitarias Diastina
distincta e Ptilotrix plumata (Rosa et al., 1999). Starmerella meliponinorum e Zygosacharomyces
machadoi foram descritas em diversos substratos associados a abelha Tetragonisca angustula
(Teixeira, 2003; Rosa & Lachance, 2005). Pimentel e colaboradores (2005) descreveram mais
duas espécies: Candida riodocensis, associada a alimento aprovisionado, larvas e residuos da
espécie Megachile sp. e Candida cellae, associada a alimento da espécie Centris tarsata.
Starmerella neotropicalis foi descrita em associagdo com corpo ¢ alimento da abelha Melipona
quinquefasciata (Daniel et al., 2013) e mais recentemente S. aceti foi descrita em ninhos da

formiga Acromyrmex balzani (Melo et al., 2014).

1.4.2 Bactérias

Bactérias tém sido vastamente identificadas em associagdo com diferentes espécies de
abelhas, em especial 4. mellifera (Gilliam, 1979b; Gilliam et al., 1985; Gilliam & Prest, 1987;
Gilliam & Tabber, 1990; Gilliam, 1997; Kacaniona et al., 2004; Olofsson & Vasquez, 2008;
Martinson et al., 2011; Vasquez et al., 2012, Anderson et al, 2013; Corby- Harris et al., 2014).
Cano e colaboradores (1994) isolaram, amplificaram e sequenciaram fragmentos de DNA de
bactérias do género Bacillus em tecido abdominal de abelhas ja extintas, conservadas intactas por

25-40 milhdes de anos em material ambar, indicando a possivel relagao ancestral entre bactérias e

abelhas.

Apobs os episodios de declinio acentuado de abelhas em 2006 no hemisfério Norte,
denominado de Colony Colapse Disorder (CCD) e caracterizado pela perda de individuos adultos
de uma coldnia sem causa aparente (Cox-Foster et al., 2007), varios autores intensificaram a

17



busca por patéogenos, provavelmente ainda ndo descritos, que poderiam estar afetando a sanidade
das abelhas.

Segundo Evans & Spivak (2010), a compreensao de episoddios de doenga, como a CCD, ¢
dificultada pela necessidade anterior de elucidar a interagdo entre os micro-organismos
simbiontes do proprio hospedeiro. Nesse sentido, além da pesquisa por patdogenos, estudos foram

conduzidos para caracterizar a microbiota bacteriana normal deste inseto.

Estudos pioneiros, baseados em cultivo, relataram o género Bacillus, pertencente ao filo
Firmicutes, como o mais frequente associado a podlen e pao de abelhas (Gilliam, 1979b),
intestinos (Gilliam e Tabber, 990; Kacaniona et al., 2004) e material fecal larval de 4. mellifera
(Gilliam & Prest, 1987). Membros da familia Enterobacteriaceae também figuraram como

componentes tipicos da microbiota intestinal destes insetos (Gilliam, 1997).

Cox-Foster e colaboradores (2007) estabeleceram, por meio de técnicas metagenomicas, a
microbiota bacteriana intestinal de abelhas A. mellifera nos Estados Unidos. O grupo mais
abundante observado pelos autores foi o filo Proteobacteria, em especial membros da classe
Gammaproteobacteria, seguidos por membros da classe Betaproteobacteria, filo Firmicutes,
(especialmente sequéncias de alta homologia com espécies do género Lactobacillus), classe
Alphaproteobacteria e filo Actinobacteria, representado basicamente por sequéncias de alta
homologia com espécies do género Bifidobacterium (Figura 6). Uma pequena porcentagem de
espécies, em torno de 5%, ndo havia sido descrita anterioremente em associacdo com A.

mellifera.

Resultados semelhantes foram observados na Africa do Sul (Jeyaprakash et al., 2003),
Sui¢a (Babendreier et al., 2006), Alemanha (Mohr & Tebbe, 2006) e Suécia (Olofsson &
Vésquez, 2008), sugerindo que a associagdo entre estes grupos bacterianos e abelhas ¢ altamente
conservada, independente do ambiente, localizacdo geografica e sub-espécie de abelha.
Martinson et al. (2011) citam que esta associacdo pode representar uma relagdo simbidtica co-

evolutiva, mantida através de geragdes
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Abelhas A. mellifera saudaveis

B -1 (Gammaproteobacteria)
W -2 {Gammaproteobacteria)
B (-1 (Betaproteobactena)
o-1 {Alphaproteobactenia)
o-2 (Alphaproteobacteria)
B F4 (Finmicutes)
B £ (Fnmicutes)
Proximmeo a Bifidobacierium (Actinobactena)

B Bactériasnio encontradas em abelhas previamente

Figura 6. Composi¢do da microbiota bacteriana intestinal de A. mellifera. Ilustracdo modificada

de Cox-Foster e colaboradores (2007).

A microbiota da vesicula nectarifera (papo ou estomago de mel), estrutura expansivel
onde o néctar e 4gua sdo armazenados apoOs a coleta, também foi caracterizada. Esta estrutura ¢
parte do trato alimentar da abelha e termina no proventriculo, estrutura imediatamente anterior ao
intestino (ventriculo), o que assegura que o néctar esteja livre de contaminagdo ventricular.
Corby-Harris et al. (2014) citam que o estdbmago de mel representa a interse¢do entre o
compartilhamento/armazenamento de alimentos e o ambiente de poliniza¢do, pois recebe do
ambiente a carga microbiana presente no néctar floral e dgua, “filtrando”, pela alta osmolaridade,
0s micro-organismos capazes de sobreviver neste substrato. A microbiota desta regido ¢
composta por treze filotipos, pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, sendo L.

kunkeii o principal representante (Olofsson & Vasquez, 2008).

Estudos mais recentes tém abrangido uma esfera maior de micro-ambientes associados a
A. mellifera. Anderson et al. (2013) avaliaram, por meio de técnicas baseadas em cultivo e
metagendmica, a microbiota bacteriana de mel, pao de abelhas, estbmago de mel, intestino e
néctar de flores visitadas pelas abelhas. Os autores constataram que as bactérias observadas no

néctar floral foram frequentemente isoladas do ambiente da colmeia e trato alimentar de A.
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mellifera. O filo Firmicutes foi o mais prevalente, em especial a espécie Lactobacillus kunkeii,

com presenca massiva no estomago de mel, por¢ao posterior do intestino, pao de abelhas e flores.

Corby-Harris et al. (2014) estudaram, também por meio de técnicas metagendmicas, a
microbiota proventricular, intestinal e do podlen corbicular de A. mellifera. Os autores
evidenciaram que a microbiota associada ao podlen corbicular ¢ proveniente do filoplano ou
ambiente circundante das colmeias e ¢ mais diversa do que aquela observada no estomago de mel

e intestino, esta ultima sendo similar entre abelhas nutrizes e forrageiras.

O estudo das interagdes entre leveduras, bactérias, 4. mellifera e ambiente circundante das
colmeias trard uma melhor compreensdo das relagdes ecoldgicas existentes entre micro-

organismos e abelhas.
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2 JUSTIFICATIVA

As abelhas defendem suas colmeias por meio de mecanismos sociais e individuais. O
estudo de mecanismos sociais tem recebido atengdo da comunidade cientifica. Neste cenario, a
propolis, um componente estrutural com reconhecida atividade antimicrobiana, figura entre os
mais promissores mecanismos sociais, pois sua utilizagdo ndo se restringe a colmeia
produtora, podendo ser facilmente empregada em diversas outras, como agente profilatico ou
terapéutico. A influéncia que a propolis pode apresentar em nivel imunoldgico pode ser
verificada através da avaliacdo da expressdo de genes relacionados a imunidade, como os
codificadores para peptideos antimicrobianos, principais moléculas efetoras na defesa de A.
mellifera. Este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da exposi¢do a propolis apds
estimulacdo do sistema imune com suspensdes microbianas, em abelhas de dois diferentes

locais, o que até o momento ainda nao se tem relato.

Além da avaliagdo de um componente estrutural nas defesas individuais de abelhas, o
presente trabalho tem por objetivo o estudo dos micro-organismos associados a 4. mellifera.
Embora vérios autores tenham concentrado seus esfor¢os na busca de micro-organismos
associados a abelhas, a maioria das espécies novas de leveduras sdo descritas em associagdo a
abelhas ndo Apis. Grande parte dos estudos sobre bactérias em abelhas contemplam a
microbiota de partes anatomicas especificas de 4. mellifera. No presente trabalho, buscou-se o
levantamento dos micro-organismos em diversos substratos associados a A. mellifera,
comparando dois locais de estudo. Os métodos empregados, baseados em cultivo e
identificacdo por técnicas de biologia molecular, possibilitam a avaliacdo funcional dos
micro-organismos, identificacdo acurada e informacdo filogenética entre as espécies
microbianas. Os resultados advindos deste estudo trazem o Brasil a luz das pesquisas sobre

comunidades microbianas associadas a A. mellifera
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral:

Os objetivos gerais deste trabalho foram avaliar o papel da propolis na resposta imune em
abelhas A. mellifera, pela expressdo relativa de genes relacionados a imunidade e o estudo da
diversidade de bactérias e leveduras associadas a diferentes substratos de A. melifera no Brasil e

nos Estados Unidos.

3.2 Especificos:

- Avaliar a expressdao dos genes codificadores dos peptideos antimicrobianos (Hymenoptaecina,
Abaecina, Apidaecina e Defensina 1), da proteina de reconhecimento celular (AmEater) e da
proteina de estocagem (Vitelogenina) em A. mellifera, em resposta a desafios com representantes
de bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus), Gram-negativas (Escherichia coli) e

levedura de importancia clinica (Candida albicans);
- Avaliar o efeito da propolis verde na expressao destes genes;

- Avaliar a variagdo sazonal na expressao destes genes nos Estados Unidos, comparando inverno

e verao;
- Comparar a expressao destes genes entre abelhas provenientes do Brasil e Estados Unidos;

- Isolar leveduras e bactérias de diferentes substratos associados a 4. mellifera: polen corbicular,
pao de abelha, residos da colmeia, conteudo intestinal, superficie corporea de abelhas nutrizes e

forrageiras;
- Identificar os micro-organismos isolados, utilizando metodologia molecular;

- Comparar as comunidades bacterianas e de leveduras associadas a A. mellifera nos dois paises.
22



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Abelhas e apiarios

Foram utilizadas no Brasil abelhas Apis mellifera africanizadas (Hymenoptera: Apidae),
provenientes de apidrio experimental em Carmo da Mata, localizado na regido Oeste do estado de
Minas Gerais - MG, nas coordenadas 20°33°21” de latitude Sul e 44°51°45” de longitude Oeste
(Figura x, a). Este apiario ¢ mantido pelo Servico de Recursos Vegetais e Opoterapicos, Diretoria
de Pesquisa e Desenvolvimento da Fundagdo Ezequiel Dias — FUNED, em Belo Horizonte, MG

(Figura 7, a).

Nos experimentos conduzidos nos Estados Unidos, foram utilizadas abelhas Apis mellifera
ligustica (Hymenoptera: Apidae), provenientes dos apiarios experimentais Water Tower (WT) e
Food and Drug Administration (FDA), ambos em Beltsville, Maryland (MD), cidade localizada
no extremo Oeste dos Estados Unidos, sob as coordenadas 39°2°15” de latitude Norte ¢ 76°55°4”
de longitude Oeste (Figura x, b). Ambos os apidrios sdo mantidos pelo Bee Research Lab, United

States Department of Agriculture (BRL-USDA) (Figura 7, b).

As mesmas colmeias foram amostradas no inverno e verdo, bem como para as analises
microbioldgicas. A coleta de abelhas para ensaios de expressdo génica no Brasil foi realizada
uma vez, em 13 de abril de 2013, ndo sendo possivel a comparagao entre diferentes estacdes. No
momento da coleta a temperatura foi de 32°C. Nos Estados Unidos, a primeira coleta de abelhas
para ensaios de expressdo génica foi realizada em 20 de marco de 2013, durante o inverno,
periodo em que normalmente as temperaturas variam de 0 a 15°C. As condi¢des climaticas no
momento da coleta foram: temperatura de 13°C e umidade relativa do ar de 41%. A segunda
coleta de abelhas foi realizada em 24 de julho de 2013, durante o verdo, com temperaturas
chegando a 30°C. As condi¢des climaticas no momento da coleta foram: temperatura de 26°C,
umidade relativa do ar de 79%. Todas as coletas de abelhas em campo foram realizadas em dias

sem precipitagdo ou correntes de vento
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Figura 7. Localizagdo geografica das cidades de (a) Carmo da Mata (Minas Gerais, Brasil) e (b)

Beltsville (Maryland, Estados Unidos), onde os apidrios experimentais foram instalados.

4.2 Avaliacio da resposta imune de A. mellifera frente a micro-organismos

reresentativos

Aproximadamente 150 abelhas adultas (com duas semanas de idade) foram coletadas de
quatro colonias do apidrio experimental no Brasil (colmeias 01, 02, 03 e 04). Nos Estados
Unidos, o mesmo nimero de abelhas com idade semelhante foi coletado de quatro colonias,
sendo duas pertencentes a cada apiario no USDA (apiario FDA: colmeias 226 e 337; apiario WT:

colmeias 40 e 49). As abelhas foram transportadas até os laboratorios em gaiolas plasticas e
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foram incubadas a 34°C overnight, com solucao de 50% de acticar em agua ad libitum, até o

experimento de desafio.

4.2.1 Micro-organismos

Como representantes bacterianos, foram utilizados Staphylococcus aureus ATCC 6538
(Gram-positiva) e Escherichia coli IM109 (Gram-negativa) (Sigma Aldrich®, célula competente
utilizada em ensaios de transformag¢do). Como representante fiingico, foi escolhida a levedura
Candida albicans ATCC 10321. Estas espécies microbianas foram escolhidas por sabidamente
ndo causarem doengas em abelhas, classificando-os como representativos dos grupos

microbianos.

As bactérias foram cultivadas em agar BHI e a levedura em 4gar batata, a 35°C por 24 h.
Ap6s este periodo, as suspensdes microbianas foram preparadas em solugdo salina esterilizada, a

concentracio final de 1,5 x 10* UFC/mL para bactérias e de 1,5 x 102 UFC/mL para leveduras.

4.2.2 Experimento de desafio da resposta imune: Brasil

O experimento de desafio foi realizado em abril de 2013. No dia do experimento, as
abelhas de cada colonia foram anestesiadas em gelo e divididas em seis grupos de 15 individuos:
grupo inoculado por S. aureus (As), por E. coli (Ec), por C. albicans (Ca), por solugdo salina
esterilizada (Sal), grupo controle (C) e grupo controle exposto a propolis (Cp). Os controles nao
foram inoculados com micro-organismos ou salina. Nos grupos inoculados, um volume de
aproximadamente 0,2 pL das suspensdes correspondentes foi injetado manualmente no abdome
das abelhas, entre o segundo e terceiro segmento abdominal da cuticula dorsal, utilizando uma

agulha de 6 mm x 0,25 mm (31G) (Becton Dickinson), previamente submersa nas solugdes. Para
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cada grupo, uma nova agulha foi utilizada. Apds inoculagdo, todos os grupos, exceto o ultimo,
foram transferidos para gaiolas plasticas sem propolis, sendo o tltimo transferido para uma gaiola
previamente tratada com uma solugdo de extrato de propolis verde. As gaiolas foram mantidas a

34°C, com solugdo de 50% de agucar em agua ad libitum.

Dez horas apds, apenas as abelhas vivas foram congeladas a -20°C. Os abdomes foram
coletados, submersos em 400 pL of RNAlater® Tissue Collection (Ambion®) e enviados sob
refrigeracdo para o BRL-USDA, onde foram analisados. Ao chegar, as amostras foram mantidas

a -80°C até a extragdo de RNA.

4.2.3 Experimento de desafio da resposta imune: Estados Unidos

Nos Estados Unidos, o experimento foi realizado em marco (inverno) e julho (verdo) de
2013. As abelhas foram anestesiadas como descrito e divididas em cinco grupos de 30
individuos: grupo inoculado por S. aureus, por E. coli, por C. albicans, por solucdo salina
esterilizada e grupo controle. Nos grupos inoculados, as suspensdes correspondentes foram
injetadas utilizando uma seringa Hamilton com agulha de 30 gauge, no equipamento
UltraMicroPump com SYS-Micro4™ Controller, World Precise Instruments, acoplado ao
macroscopio Wild 420, Leica Microsystems (Figura 8). Agulha e seringa foram desinfetadas
entre os grupos com uma solug@o de alcool 70%. Assim como descrito acima, o grupo controle
ndo foi inoculado. Depois da inoculagdo, os grupos foram subdivididos em dois, sendo metade
das abelhas transferidas para gaiolas sem propolis e a outra metade para gaiolas previamente
tratadas com uma solucdo de extrato comercial de propolis verde (Santa Barbara®). As abelhas
foram incubadas como descrito e apds 10 horas, os individuos vivos foram coletados e mantidos

a -80°C, até a extracdo de RNA.
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Figura 8. (a) Inoculacdo das suspensdes microbianas nas abelhas nos Estados Unidos, utilizando
o equipamento UltraMicroPump com SYS-Micro4™ Controller, World Precise Instruments,
acoplado ao macroscopio Wild 420, Leica Microsystems. Em (b) detalhe do equipamento ¢ em

(c) demonstrando a exata posicao da inoculagdo nas abelhas.

4.2.4 Extracdo de RNA e Dosagem

O RNA total foi extraido do abdome das abelhas utilizando o reagente TRIzol (Ambion®),
de acordo com as recomendacdes do fabricante e apos, quantificado por espectrofotometria no

equipamento NanoDrop ND 8000, Thermo Scientific.
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4.2.5 Sintese de cDNA

O DNA contaminante foi removido por tratamento das amostras com DNAse [ por 1 h a
37°C, seguida de 10 min a 72°C (10 U DNAse I em tampao apropriado) e 20 U do inibidor de
RNAse RNAin (Ambion®).

Apos descontaminacao, a fita de cDNA foi gerada a partir de RNA total usando 50 U da
enzima Superscript 11 (Invitrogen™) em tampdo apropriado, 2 nmol de mix de DNTP, 40 U de
Random 7, 0.1 nmol do iniciador poly dT (12-18) e 200 uL de DDT. A sintese foi conduzida a
42°C for 1 h, seguida de 15 min a 70°C. Apo6s, o cDNA foi diluido 1:5 em dgua padrdo molecular

e estocado a -20°C, até a execugdo de PCR em tempo real (qPCR).

4.2.6 Avaliacao da abundancia de transcritos para genes de interesse por meio de

qPCR

Os produtos de DNA de alvos especificos foram amplificados em placas de 96 pocgos, no
termociclador Icycler Real Time PCR (Bio-Rad). Vinte microlitros de cada reacdo consistiam de
0.2 uM de cada iniciador (senso e antisenso) em 19 uL de 1.0 x SSoAdvanced SYBR®-Green
Supermix (Bio-Rad) e 1,0 uLL da amostra. Iniciadores, categoria dos mesmos, nimero para acesso

no GenBank e referéncias sdo mostrados na tabela 1.
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Tabela 1. Iniciadores, categoria dos mesmos, numero para acesso no GenBank e referéncias.

Alvo Categoria do Sequéncias dos iniciadores Cédigo de acesso Referéncia
gene GenBank
RPS5 Controle Senso - AATTATTTGGTCGCTGGAATTG GB11132 Evans ¢ Wheller,
Antisenso - TAACGTCCAGCAGAATGTGGTA 2000
Abaecina AMP Senso - CAGCATTCGCATACGTACCA GB18323 Evans et al., 2006
Antisenso - GACCAGGAAACGTTGGAAAC
Apidaecina AMP Senso - TTTTGCCTTAGCAATTCTTGTTG GB17782 Evans et al., 2006
Antisenso - GTAGGTCGAGTAGGCGGATCT
Defensina 1 AMP Senso - TGCGCTGCTAACTGTCTCAG GB19382 Evans et al., 2006
Antisenso - AATGGCACTTAACCGAAACG
Hymenoptaecina AMP Senso - CTCTTCTGTGCCGTTGCATA GB17538 Evans et al., 2006
Antisenso - GCGTCTCCTGTCATTCCATT
Vitelogenina PE Senso - AGTTCCGACCGACGACGA NP001011578 Piulachs et al.,
Antisenso - TTCCCTCCCACGGAGTCC 2003
AmEater PR Senso - CATTTGCCAACCTGTTTGT GB14645 Evans et al., 2006

Antisenso - ATCCATTGGTGCAATTTGG

Legenda: AMP: peptideo antimicrobiano; PE: proteina de estocagem; PR: proteina de reconhecimento celular.

As reagdes de qPCR foram conduzidas nas condigdes: 95°C por 3 min, seguida de 40

ciclos de desnaturacao 95°C por 30 segundos, anelamento a 58°C por 30 segundos e extensao a

72°C por 1 min. A fluorescéncia foi medida em cada ciclo durante o anelamento (a 58°C) com

excitacdo a 497 nm e filtragdo a 520 nm.
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4.2.7 Analise dos dados de qPCR

Ct (Cycle Threshold), ou ciclo limite para qPCR, ¢ definido como o ciclo em que ha a
intersec¢do da curva de amplificagdo do gene alvo em uma linha limiar (7hreshold), que ocorre
quando a fluorescéncia nos pogos se torna maior do que 10 vezes a média do desvio padrao entre
todas as amostras (Simone et al., 2009). Esta ¢ a medida utilizada para analise de dados em

qPCR.

Valores de Ct para cada um dos genes alvo foram subtraidos dos valores de Ct do gene
controle RPS5 (Ribossomal Protein S5) nas amostras, a fim de obter a medida de abundancia
relativa de cDNA. Este gene foi escolhido como controle da expressdo por ser constitutivo e,
portanto, mantém os niveis de expressdo independente dos tratamentos aos quais as abelhas
foram submetidas e por ja ter sido utilizado como controle em trabalhos anteriores (Evans &

Wheller, 2000; Schwarz & Evans, 2013; Jefferson et al., 2013).

4.2.8 Analise estatistica da expressio génica

Os dados amostrais foram verificados quanto a normalidade. Assumindo dados com
distribuicdo ndo normal, o teste utilizado para verificar a influéncia das estacdes na expressao
relativa de genes relacionados a imunidade e as diferencas na expressdo de cada gene entre os
pares de tratamentos foi o Mann-Whitney U, com nivel de significancia de 5%. Para verificar
diferencas na expressdo relativa de genes entre colmeias, o teste Kruskal-Wallis H foi utilizado,
também ao nivel de significancia de 5%. As andlises foram realizadas utilizando o programa

estatistico R versdo 15.2.
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4.3 Diversidade microbiana associada a Abelhas Apis mellifera

4.3.1 Coleta de material para analise microbiologica

Trés coletas de amostras para analises microbioldgicas foram realizadas no apidrio
experimental em Carmo da Mata, Brasil (descrito no item 4.1), em 19 de abril, 26 de julho e 27
de outubro de 2011. Em cada coleta, foram amostradas cinco colmeias experimentais de A.
mellifera, sendo as mesmas colmeias amostradas nas trés coletas e para os ensaios de expressao
génica. O material coletado foi transportado, sob-refrigeracdo, até o Laboratorio de Taxonomia,
Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos, Departamento de Microbiologia, da Universidade

Federal de Minas Gerais em Belo Horizonte, MG, para processamento.

Duas coletas foram realizadas nos apiarios experimentais em Beltsville, Estados Unidos
(descritos no item 4.1), em abril e julho de 2013. Em cada coleta, foram amostradas quatro
colmeias experimentais de A. mellifera ligustica, duas em cada apiario experimental (WT e
FDA), sendo as mesmas colmeias amostradas nas duas coletas. O material amostrado foi

transportado, sob-refrigeracao, até¢ o Bee Research Lab, USDA, para processamento.
Em cada coleta, os substratos amostrados foram:

- Pdlen corbicular: polen compactado nas corbiculas, coletado por meio de coletores de pdlen,
fixados no alvado das caixas por duas horas. O contetido das gavetas foi transferido para sacos

plésticos estéreis (Figura 9).
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Figura 9. Retirada da gaveta do coletor de polen, instalado no alvado da colmeia, para coleta de

polen.

- Pao de abelhas (alimento): coletado dos quadros de alimento no interior das caixas, por meio de
um corte com bisturi circundando em torno de 6 potes de alimento, os quais apresentavam-se
totalmente abertos (maduros) (Figura 10). O material retirado dos quadros foi transferido para

sacos plasticos estéreis. No laboratorio, apenas o contetido dos potes foi amostrado.

Figura 10. (a) quadros de alimento; (b) retirada de material do quadro de alimento.
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- Residuos da colmeia: material depositado na base interna da colmeia, coletado com auxilio de

espatulas esterilizadas e transferido para sacos plasticos estéreis (Figura 11).

Figura 11. (a) Abertura da colmeia para (b) coleta dos residuos na base da mesma.

- Superficie corpérea de abelhas nutrizes e forrageiras: foram amostrados sessenta (60)
individuos adultos por colmeia em cada coleta, sendo trinta (30) correspondentes as abelhas
nutrizes e trinta (30) as forrageiras. Cinco individuos foram coletados por placa de petri, em
duplicata para cada meio de cultura. As abelhas caminharam sobre a superficie do agar por 5

min e foram liberadas (Figura 12) (Lachance et al., 2001a).

Figura 12. Coleta de abelhas nutrizes (a) e forrageiras (b).
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- Contetdo intestinal: 5 abelhas (por coleta no Brasil e por colmeia nos Estados Unidos) foram
amostradas e transportadas até o laboratorio. Apos lavagem corporea superficial com alcool 70%,
foram realizadas incisdes laterais na regido abdominal com tesoura oftalmica, para coleta do
conteudo intestinal com pipeta Pasteur pléstica, esterilizada. O conteudo intestinal dos cinco

individuos foi agrupado.

4.3.2 Processamento

O pdlen corbicular, pdo de abelha, residuos das colmeias e conteudo intestinal foram
processados assepticamente, como segue: aliquotas de 0,1 g foram diluidas em 0,9 mL de agua
peptonada esterilizada (0,01% peptona bacterioldgica) (dilui¢do 10™"). Foram realizadas dilui¢des
até 1073, Das dilui¢des 10! e 107 foram plaqueados, em duplicata, 100 puL nos meios solidos:
extrato de malte - extrato de levedura (YM) acrescido de cloranfenicol (extrato de malte 0,3%,
extrato de levedura 0,3%, peptona 0,5 %, glicose 1%, agar 2% e cloranfenicol 0,02%) para
isolamento de leveduras, MRS (Difco™) acrescido de 0,01% de ciclohexamida, para o
1solamento de bactérias laticas e Eugon (peptona de caseina 1,5%, glicose 0,55%, peptona de soja
0,5%, cloreto de sodio 0,4%, L-cistina 0,07%, sulfito de sédio 0,02%, agar 2%) acrescido de
0,01% de ciclohexamida, para o isolamento dos demais grupos bacterianos (Gilliam, 1979b).
Apos plaqueamento, as placas de YM foram incubadas a 25°C, por 48 h, as de MRS a 37°C, por
24 h (placas correspondentes as dilui¢des 107 em jarra de anaerobiose) e as de Eugon a 37°C, por
24 h, em aerobiose. As placas em que as abelhas caminharam foram incubadas nas mesmas
condi¢des descritas. Apos periodos de incubagdo especificos, as placas foram analisadas quanto
ao numero e diversidade de morfotipos. A contagem dos isolados foi expressa em UFC/g ou

UFC/individuo.
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4.3.3 Isolamento e preservaciao dos micro-organismos

Um representante de cada morfotipo foi purificado por plaqueamento em superficie, em
meio YM, MRS ou Eugon. Os isolados de leveduras que cresceram no meio YM foram
inoculados em caldo GYMP (glicose 2,0%, extrato de levedura 0,5%, extrato de malte 1% e
fosfato de sodio monobéasico 0,2%), incubados a 25°C por 24 h, e criopreservados em ultrafreezer

a -80°C, apos a adigdo de 20% de glicerol estéril.

Os isolados bacterianos que cresceram no meio MRS foram inoculados em caldo MRS,
incubados a 37°C por 24 h, em aerobiose (isolados das placas referentes as diluicdes 107") ou
anaerobiose (isolados das placas referentes as dilui¢des 107) e criopreservados como descrito
para as leveduras. Os isolados bacterianos que cresceram no meio Eugon foram inoculados em

caldo BHI, incubados a 37°C por 24 h, em aerobiose e criopreservados como descrito.

4.4 Identificacao de leveduras

As leveduras foram agrupadas de acordo com a similaridade em testes fisiologicos
(Kurtzman et al,, 2011). Aquelas com perfis fisiologicos idénticos foram caracterizadas
molecularmente pela técnica de PCR fingerprinting, para posterior identificagdo por
sequenciamento da regido espagadora transcrita interna (ITS) e dos dominios D1/D2 da

subunidade maior do gene do rRNA.
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4.4.1 Extracao de DNA de leveduras

Aliquotas das colonias de leveduras foram ressuspendidas em 100 pL de tampao de lise.
Os tubos foram incubados a 65°C por 30 min. Foram adicionados 100 pL da solugdo de
cloroférmio:alcool-isoamilico (24:1). Apos centrifugacdo a 14.800 rpm por 10 min, o
sobrenadante foi transferido para outro tubo e a este foi adicionado isopropanol v/v. Apos
precipitacao a temperatura ambiente por 15 min, os tubos foram centrifugados a 13.200 rpm por
10 min e o sobrenadante descartado. Os sedimentos foram lavados com 100 uL. de etanol 70%
gelado. Os tubos foram homogeneizados e centrifugados a 13000 rpm por 10 min. O
sobrenadante foi desprezado e o restante de etanol eliminado por evaporacao overnight. O DNA

foi entdo ressuspendido em 50 pL. de tampao TE e armazenado a -20°C.

4.4.2 Agrupamento molecular por PCR fingerprinting

O agrupamento molecular foi realizado apenas para os isolados obtidos no Brasil. O
iniciador utilizado foi o microsatélite (GTG)s (Silva-Filho et al.., 2005). Para a reagdo, foram
utilizados: 2,5 pL de tampao 10X (MBI Fermentas), 1 uL de ANTP 0,1 mM (Invitrogen), 1,5 uL
de MgCl12 1,5 mM (MBI Fermentas), 2 pL do iniciador (GTG)s 10 umol-1 (Invitrogen), 0,2 pL
de tag DNA polimerase 1 U (MBI Fermentas), 1,0 uL de betaina (Sigma-Aldrich), 0,5 pL de
DMSO (Sigma), 1 pL de DNA e 4gua deionizada q.s.p. 25 pL. As reagdes foram realizadas em
um termociclador Eppendorf (Mastercycler®pro) nas seguintes condi¢des: desnaturagio inicial a
94°C por 2 min, 40 ciclos de desnatura¢do a 95°C por 45 segundos, anelamento a 50°C por um

min e extensdo a 72°C por um min, seguidos de extensao final a 72°C por seis min.

Os produtos de amplificacdo foram visualizados em gel de agarose (Pronadisa, Espanha) a
1,5% em tampao TBE 0,5% (54 g de Tris Base, 27,5 g de acido borico, 20 mL de EDTA 0,5 M,

pH 8,0) com voltagem fixa em 80 V, para a separagdo das bandas. Os géis foram corados com
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solucao de Gelred (Biotium, EUA), revelados sob luz ultravioleta (UV) ¢ documentados em
sistema de captacdao de imagem (Vilber Lourmat, Fran¢a). Um representante de cada grupo

molecular foi escolhido para identificacao.

4.4.3 PCR para amplificacdo dos dominios D1/D2 ou regido ITS da subunidade
maior do gene do rRNA

A identificagdo das leveduras foi realizada por meio do sequenciamento dos dominios D1/D2 da
subunidade maior (26S) do gene do RNA ribossomal — rRNA, regido de 600 pares de base (pb)
que apresenta no maximo de 2 a 3 pares de bases diferentes, ndo contiguos, em isolados da
mesma espécie e com variabilidade interespecifica suficiente para discriminar entre diferentes
espécies (Kurtzman & Robnett, 1998). Para a reagdo de PCR foram utilizados os iniciadores NL1
(5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3") e NL4 (5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’).
As reacdes foram realizadas utilizando 5 pL de tampao 10X (MBI Fermentas), 1 uL. de dNTP
0,05 mM (Invitrogen), 3 pL de MgCI2 1,5 mM (MBI Fermentas), 1 uL do iniciador NL1 10
pmol-1 (Invitrogen), 1 puL do iniciador NL4 10 pmol-1 (Invitrogen, EUA), 0,2 uL. de taq DNA
polimerase 1 U (MBI Fermentas), 1,0 uL. de betaina (Sigma-Aldrich), 0,5 uL de DMSO (Sigma),
1 pL de DNA e agua deionizada q.s.p. 50 pL. A reagao foi realizada em termociclador Eppendorf
(Mastercycler®pro), nas seguintes condi¢des: desnaturagdo inicial a 95°C por dois min, trinta e
cinco ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, anelamento a 54°C por 25 segundos €
extensdo a 72°C por 20 segundos, seguidos de extensdo final a 72°C por 10 min. Os produtos de
amplificacdo foram revelados como descrito para a PCR fingerprint, em gel de agarose a 1% e

voltagem de 120 V.

Quando o sequenciamento da regido D1/D2 nao foi suficiente para a identificacdo da
espécie ou quando a confirmagdo da identificacdo se fez necessaria, os isolados foram
submetidos ao sequenciamento da regido espacadora interna transcrita (ITS) da subunidade maior

do gene do rRNA (Schoch et al, 2012), utilizando os iniciadores ITSI
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(TCCGTAGGTGAACCTGCGQG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC). A reagao de PCR
foi realizada nas seguintes condi¢des: desnaturacdo inicial a 94°C por cinco min, trinta e cinco
ciclos de desnaturagao a 94°C por um min, anelamento a 55°C por um min e extensao a 72°C por
um min, seguidos de extensao final a 72°C por cinco min. A andlise dos produtos amplificados

ocorreu de maneira idéntica a descrita para o sequenciamento da regido D1/D2.

4.4.4 Purificacdo dos produtos de PCR para sequenciamento

Produtos da PCR com os iniciadores NL1/NL4 ou ITS1/ITS4 foram purificados com
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e etanol absoluto. Foram adicionados 11,25 pL de
EDTA 125 mM e 135 pL de etanol absoluto aos produtos de PCR. O contetido foi
homogeneizado por inversdo e precipitado na bancada por 15 min a temperatura ambiente. Os
tubos foram centrifugados a 13000 rpm por 25 min, a temperatura ambiente. Apods a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e ao sedimento foram adicionados 120 pL de etanol
70% gelado. Os tubos foram homogeneizados e centrifugados a 13000 rpm por 10 min. O
sobrenadante foi desprezado e o restante de etanol eliminado por evaporagdo overnight. O DNA
purificado foi entdo ressuspendido em 10 pL. de 4gua deionizada, e incubado a 37°C por 30 min.
A dosagem de DNA foi realizada em NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Technologies) e os tubos

foram armazenados a -20°C.

4.5 Identificacdo de bactérias

4.5.1 Extracao de DNA bacteriano

O DNA total das bactérias foi extraido a partir de uma adaptacdo do método descrito por

Hoffman & Winston (1987). Aliquotas das colonias foram ressuspendidas em 100 pL de TE. Aos
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tubos foram adicionados 100 pL da solugdo de fenol: cloroférmio:alcool-isoamilico (25:24:1) e
em torno de 0,3 g de pérolas de vidro. Os tubos foram homogeneizados por 3,5 min e
centrifugados a 13000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi transferido a um novo tubo e a este foi
adicionado v/v de etanol 96% gelado. O contetido foi homogeneizado por inversdo e os tubos
foram centrifugados a 13000 rpm por 2 min. O sobrenadante foi desprezado e o restante de etanol
eliminado por evaporagdo overnight. O DNA foi entdo ressuspendido em 50 pul. de TE e

armazenado a -20°C.

4.5.2 PCR para amplificacdo do gene da subunidade menor (16S) do rDNA

A identificacdo das bactérias foi realizada por meio do sequenciamento do gene da
subunidade 16S do rDNA, amplificada com 0s iniciadores 27F
(GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG) e 1495R (CTACGGCTACCTTGTTACGA), segundo
Weisburg et al. (1991). A amplifica¢do desta regido resulta em um amplicon em torno de 1468 pb
e, assim como a regido D1/D2 em leveduras, também apresenta regides altamente conservadas
intra-espécies e polimorfismo interespecifico suficiente para a identificagdo de espécies

(Clarridge 111, 2004).

As reacdes de PCR utilizaram: 5 pL de tampao 10X (MBI Fermentas), 1 pL de dNTP
0,05 mM (Invitrogen, EUA), 3 uL de MgCI2 1,5 mM (MBI Fermentas), 1 pL do iniciador 27F 10
pmol-1 (Invitrogen, EUA), 1 puL do iniciador 1495R 10 pmol-1 (Invitrogen, EUA), 0,25 pL de
taq DNA polimerase 1,25 U (MBI Fermentas), 1 uL de DNA e 4gua deionizada q.s.p. 50 uL. A
reacdo foi realizada em um termociclador Eppendorf (Mastercycler®pro) nas seguintes condi¢des:
desnaturacdo inicial a 94°C por dois min, trinta ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento a 55°C por 30 segundos e extensdao a 72°C por um minuto € meio, seguidos de

extensao final a 72°C por 10 minutos.

39



4.5.3 Agrupamento por perfil de digestao do DNA

O agrupamento de isolados bacterianos foi realizado para os isolados do Brasil. Para as
bactérias obtidas nos Estados Unidos foi realizado o sequenciamento da subunidade 16S do gene

do rRNA de todos os isolados.

Os produtos de PCR obtidos como descritos no item anterior foram tratados com as
enzimas de restricdo Hinfl, Haelll e Mspl. Para cada 1500 ng/uL. de DNA, foram adicionados 2
pL de tampao 10 X, 2 pL de albumina de soro bovino (BSA), 1 pL de enzima e dgua q.s.p. 20
pL. Os tubos foram incubados a 37°C por trés horas. Os fragmentos de restricdo foram analisados
por eletroforese em gel de agarose (Pronadisa, Espanha), como descrito no item 4.4.2. Um
representante de cada grupo molecular foi escolhido para sequenciamento. A PCR com os
iniciadores 27F e 1495R foi repetida e os produtos desta purificados para sequenciamento como

descrito no item 4.4.4.

4.6 Sequenciamento

As reagdes de sequenciamento foram realizadas no equipamento ABI3130 da Valid
Biotecnologia, Laboratério de Genética Animal, Escola de Veterinaria da UFMG e no sistema
automatizado Mega-BACErm 1000, do Nucleo de Andlise de Genoma e Expressao Génica
(NAGE), do Departamento de Bioquimica, Instituto de Ciéncias Biologicas, da UFMG. Nos
Estados Unidos, as reagdes de sequenciamento foram realizadas no equipamento ABI3730x1 do
Instituto de Pesquisa em Biociéncia e Biotecnologia, Universidade de Maryland, College Park,
MD, US e na Unidade de Sequenciamento, Centro de Biotecnologia da Universidade de

Wisconsin, Madison, WI.
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4.6.1 Analise de sequéncias

Os cromatogramas obtidos para cada isolado foram avaliados quanto a qualidade do
sequenciamento pela ferramenta online PHPH, pacote PHRED, disponivel em

HTTP://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/ (Togawa & Brigido, 2003), sendo selecionados

para analise apenas sequéncias contiguas de pares de base com escore superior a 20.

As sequéncias selecionadas foram analisadas utilizando o programa BLASTn (Basic
Local Alignment Serch Tool — nucleotide) versdao 2.215 do BLAST 2.0, disponivel no portal

NCBI (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) e comparadas com aquelas ja depositadas no

GenBank, provenientes de cole¢des de cultura ou publicagdes em periddicos indexados. Os
seguintes critérios foram utilizados para interpretacdo dos resultados: isolados que apresentaram
> 99% de similaridade com aqueles ja depositados foram considerados como pertencentes a
mesma espécie. Aqueles que apresentaram 98% de similaridade foram designados com o termo
“similar”. Isolados que apresentaram similaridade inferior a 98% podem representar uma nova

espécie.

4.6.2 Analises Filogenéticas

As sequéncias em identificacdo foram alinhadas com as sequéncias idénticas ou com
maxima similaridade resultantes da analise no BLASTn, utilizando o método CLUSTAL W, no

programa MEGA, versdo 6.06 (Tamura et al., 2013), para confirmag¢do da identidade.

As arvores filogenéticas foram construidas utilizando-se o método Neighbor Joining (NJ),
também no programa MEGA, versdo 6.06. A analise de bootstrap com mil réplicas foi utilizada

para gerar maior confiabilidade aos valores dos grupamentos.
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4.7 Analise de diversidade microbiana

Para a andlise de diversidade microbiana associada a A. mellifera, foram calculadas
curvas de acamulo de espécies, por meio do numero de espécies de leveduras e bactérias (laticas
e ndo- laticas) observadas em todos os substratos. O estimador de riqueza Chao 2 foi também
calculado, a partir de 1000 reamostragens aleatorias das amostras (bootstrap). Estas analises

foram realizadas no software PAST v.2.12 (Hammer et al., 2001).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao da resposta imune de A. mellifera frente a micro-organismos

Os ensaios de desafio conduzidos nos Estados Unidos avaliaram dez condigdes de
tratamento. O objetivo destes ensaios, diferente do realizado no Brasil, foi avaliar os niveis de
expressdo de genes relacionados a imunidade em Apis mellifera e o efeito da propolis na
expressio destes genes. E importante ressaltar que devido as intensas variagdes climaticas na area

de coleta das abelhas, o efeito sazonal entre inverno e verdao também foi avaliado.

No Brasil, os ensaios foram realizados com apenas seis condi¢des, com o objetivo

principal de avaliar os niveis de expressdo de genes relacionados a imunidade em Apis mellifera.

A bioprospecgdo de componentes da imunidade de 4. mellifera foi acessada por meio da
avaliagdo de seis genes relacionados a imunidade: quatro genes codificadores para peptideos
antimicrobianos (Hymenoptaecina, Abacina, Apidaecina e Defensina 1), um gene codificador
para proteina de reconhecimento celular (AmEater) e um gene codificador para proteina de

estocagem (Vitelogenina). Os resultados serdo descritos para cada gene a seguir.

5.1.1 Hymenoptaecina

A expressdao do peptideo Hymenoptaecina tem sido vastamente estudada por diversos
autores, na avaliacao de diferentes desafios e/ou estimulos ao sistema imune das abelhas, tendo
mostrado maior consisténcia e responsividade em relacdo aos demais genes codificadores de
AMPs (Evans, 2006; Simone et al., 2009; Siede et al., 2012; Cornman et al., 2013, Chaimanee et
al., 2013).
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As estacdes do ano (inverno e verdo) parecem influenciar na expressdo do gene Hym em
abelhas americanas (U = 64.808, Z = 3.01, P = 0.0026). No inverno, a expressao de transcritos de
Hym nao diferiu entre as abelhas das colmeias 226, 40 e 49, que diferiram significativamente das
abelhas da colmeia 337, com maior expressao (Figura 13a). Exceto para a colmeia 226, nao foi
possivel observar diferencas significativas na expressdo entre os grupos desafiados e o grupo

injetado por salina (H(3,391) = 19.15; P = 0.0003).

Apenas o grupo desafiado com C. albicans e exposto a propolis (Cap) da colmeia 226
apresentou indu¢do significativa da expressao de Hym, comparado ao grupo sem exposi¢ao a
resina (Ca) (Figura 13a). Nas demais condi¢des desafio, ndo houve diferencas significativas

quando os grupos foram expostos a propolis (H3,391) = 19.15; P =0.0003).

Para todas as colmeias, a expressao de Hym no inverno foi maior nos grupos tratados do
que nos controles. Os controles expostos a propolis (Cp) (exceto colmeia 40) apresentaram
reducdo significativa na expressdo de Hym, em comparacdo aos controles nao expostos (C) (Hg,
391 = 19.15; P= 0.0003), sugerindo que abelhas sauddveis expostas a propolis apresentam
diminui¢do na elicitacdo da resposta imune, como ja relatado por Simone-Finstrom & Spivak

(2010) e demonstrado por Siede e colaboradores (2009).

No verado, a expressao de transcritos de Hym foi menor para as colmeias 226, 40 e 49, que
nao diferiram entre si € maior na colmeia 337, quando comparado aos valores observados no
inverno (Hg, 3799 = 70.80; P= 0.0001) (Figura 13b). Este resultado indica que as baixas

temperaturas representam um estimulo a expressao deste peptideo.

A expressao observada no inverno por abelhas dos grupos-controle expostos a propolis se
inverte no verdo, quando foi observada indugdo significativa da expressao de Hym (H, 379) =
70.80; P= 0.0001). Novamente, ndo foram observadas diferengas significativas na expressao
entre os grupos desafiados e o grupo injetado por salina no verdo, € nem entre 0s grupos

desafiados expostos ou ndo a propolis (H(3,379) = 70.80; P = 0.0001).

H4 maior homogeneidade na expressio de Hym em abelhas brasileiras, que nao

apresentaram diferencgas significativas na expressdo de Hym entre as colmeias (Figura 13c).
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Abelhas das colmeias 01, 02 e 03 ndo diferiram significativamente quanto a expressao de Hym
entre grupos desafiados e entre estes e os grupos injetados com salina (Sal), como observado para
abelhas americanas nas duas estagoes (H3.235) = 0.820; P < 0.8448). Na colmeia 04 a expressao
de transcritos de Hym foi significativamente menor para o grupo desafiado com E. coli (Ec), em

relagdo aos demais tratamentos (H(3.238) = 0.820; P < 0.8448).

Simone e colaboradores (2009) mostraram que o tratamento de colonias de A. mellifera
com propolis verde (proveniente do Brasil) e propolis produzida em Minessota, EUA, diminui
significativamente os niveis de expressdao do gene Hym, pois quando presente esta resina diminui
a concentragdo microbiana e, consequentemente, o investimento energético das abelhas na
expressdo deste peptideo. Os resultados observados para a expressio de Hym no inverno
corroboram os dados obtidos por estes autores, pois a propolis regulou negativamente a expressao
de Hym em abelhas dos grupos controle (Cp-sem desafio). No entanto, 0 aumento na expressao

deste AMP em decorréncia da exposi¢ao a propolis no verao ainda nao esta claro.

E interessante observar que a exposi¢do de abelhas desafiadas (com solugdes microbianas
ou salina) a propolis ndo altera os niveis de expressdo de Hym (exceto o desafio com C. albicans
da colmeia 226), contrariamente ao observado para as abelhas dos grupos controle, nas quais a
exposicao a propolis causa redugdo significativa da expressao no inverno e aumento igualmente
significativo no verdo. Este dado indica que o estimulo ocasionado pela propolis ¢ efetivo apenas

em abelhas que ndo foram expostas a patégenos ou condi¢des de injuria.
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Figura 13. Expressdo relativa do peptideo antimicrobiano Hymenoptaecina. Eixo y representa a
expressao em (a) abelhas americanas no inverno, (b) abelhas americanas no verdo e (c) abelhas
brasileiras. O eixo x representa as colmeias. Em (a) e (b) os pares de tratamento estdo assim
ordenados dentro de cada colméia: Sa (grupo inoculado por S. aureus), Sap (grupo inoculado por
S. aureus e exposto a propolis), Ec (grupo inoculado por E. coli), Ecp (grupo inoculado com E.
coli e exposto a propolis), Ca (grupo inoculado por C. albicans), Cap (grupo inoculado por C.
albicans e exposto a propolis), Sal (grupo inoculado por salina), Salp (grupo inoculado por salina
e exposto a propolis), C (grupo controle) e Cp (grupo controle exposto a propolis). Em (c) os
tratamentos estdo assim ordenados: Sa, Ec, Ca, Sal, C e Cp. Barras superiores e letras iguais
indicam colmeias que nao apresentaram diferenca estatistica significativa, a partir do teste de
Kruskal-Wallis H (p<0,05). Dentro de cada colmeia, as letras sobre os tratamentos indicam
diferencas estatistica, a partir do teste de Mann-Whitney U (P<0,05). Barras representam erro: +/-

desvio padrao.
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5.1.2 Abaecina

Assim como Hymenoptaecina, a expressao do peptideo antimicrobiano Abaecina ja foi
avaliada em abelhas sob diferentes condi¢des, como apds inoculagdo com o patdogeno bacteriano
P. larvae (Siede et al., 2012; Cornman et al., 2013), patdégeno fungico Nosema ceranae
(Chaimanee et al., 2013), exposicao a pesticidas (Gregorc et al., 2012) e a propolis (Simone et al.,

2009).

A expressdo do gene codificador para o peptideo antimicrobiano Abaecina (4ba) em
abelhas americanas foi mais variavel do que o observado para Hymenoptaecina (Figura 12a e b).
As estagdes diferiram significativamente sobre a expressao de Aba (U = 26,678, Z = -14,72, P <
0.0001). No inverno, as abelhas das colmeias 337 ¢ 49 nao diferiram quanto a expressao de Aba,

assim como as abelhas das colmeias 226 e 40 (H3,391) = 19.15; P =0.0003) (Figura 14a).

Nao houve diferengas significativas na expressao de Aba entre os grupos desafiados e os
grupos injetados por salina no inverno. Os grupos controles expostos a propolis (Cp) (exceto
colmeia 40) apresentaram redugdo significativa na expressdo de Aba, em comparacdo aos
controles nao expostos. Também ndo foram observadas diferengas significativas na expressao
Aba quando os grupos desafiados foram expostos a propolis, exceto o grupo desafio com C.

albicans da colmeia 40 (H3,391) = 19.15; P =0.0003) (Figura 14a).

No verdo, a expressao de transcritos para Aba foi menor, quando comparada aos valores
observados no inverno (Figura 14b). As colmeias 226, 40 e 49 apresentam os mesmos niveis de
expressao relativa para este gene, menor do que o observado para a colmeia 337 (H3, 379) =
64.69; P < 0.0001). Novamente, ndo ha diferencas significativas na expressdo de Aba entre os
grupos desafiados e os grupos injetados com salina no verdo. E interessante observar que os
controles expostos a propolis (Cp) apresentaram reducdo significativa na expressdo de Aba nas
colmeias do apiario WT e indugdo significativa nas colmeias do apiario FDA, em rela¢do aos

controles ndo expostos. Dentre todos os grupos desafiados, apenas o tratamento com C. albicans
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exposto a propolis da colmeia 226 apresentou indugdo significativa da expressdo de Aba (Hg,

379) = 64.69; P <0.0001).

Ao avaliar a expressdo de Abaecina no Brasil, nota-se que trés das quatro colmeias
avaliadas apresentaram perfil de expressdo semelhante (Figura 14c). Dentre estas, a expressao de
transcritos de 4ba ndo diferiu, como também ndo foi diferente a expressdo observada entre

tratamentos e controles (H3.238) = 45.60; P < 0.0001).

Apenas na colmeia 04, a qual apresentou niveis de expressao significantemente diferente
das demais, foi possivel observar inducdo significativa na transcri¢do de Aba, em relacdo ao
controle. E interessante observar que o controle exposto a propolis nesta colmeia ndo diferiu dos

demais tratamentos (H(3.238) = 45.60; P < 0.0001).

Simone e colaboradores (2009), ao estudar o papel de propolis verde brasileira e
americana sob a expressdo de diversos genes codificadores de AMP e proteina de
reconhecimento celular evidenciou que os niveis de transcritos de 4ba nao foram alterados em
decorréncia da utilizacao da resina. No presente trabalho, foi observado que a préopolis ¢ capaz de
modular a expressao deste AMP: houve redugdo significativa na expressdo de Aba em abelhas
dos grupos controles no inverno e em metade destas no verdo. O efeito indutorio da propolis nas

demais colmeias avaliadas no verao, assim como na expressao de Hym, ndo esta claro.
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Figura 14. Expressao relativa do peptideo antimicrobiano Abaecina. Eixo y representa a
expressao em (a) abelhas americanas no inverno, (b) abelhas americanas no verdo e (c) abelhas
brasileiras. O eixo x representa as colmeias. Em (a) e (b) os pares de tratamento estdo assim
ordenados dentro de cada colmeia: Sa (grupo inoculado por S. aureus), Sap (grupo inoculado por
S. aureus e exposto a propolis), Ec (grupo inoculado por E. coli), Ecp (grupo inoculado com E.
coli e exposto a propolis), Ca (grupo inoculado por C. albicans), Cap (grupo inoculado por C.
albicans e exposto a propolis), Sal (grupo inoculado por salina), Salp (grupo inoculado por salina
e exposto a propolis), C (grupo controle) e Cp (grupo controle exposto a propolis). Em (c) os
tratamentos estdo assim ordenados: Sa, Ec, Ca, Sal, C e Cp. Barras superiores e letras iguais
indicam colmeias que nao apresentaram diferenca estatistica significativa, a partir do teste de
Kruskal-Wallis H (p<0,05). Dentro de cada colmeia, as letras sobre os tratamentos indicam
diferencas estatistica, a partir do teste de Mann-Whitney U (P<0,05). Barras representam erro: +/-

desvio padrao.
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5.1.3 Apidaecina

O gene codificador para o peptideo antimicrobiano Apidaecina (4pi) também compde a
gama de peptideos antimicrobianos rotineramente utilizados na avalia¢do do sistema imune de A.

mellifera (Simone et al., 2009; Siede et al., 2012; Chaimanee et al., 2013).

Assim como constatado na expressdo dos genes Hym e Aba em abelhas americanas, as
estacdes diferem significativamente sobre a expressao de Api, com claro aumento da expressao

deste peptideo no verdo (U =4,918; Z=-22.42, P <0.0001).

Na condi¢do inverno, a expressao de transcritos de Api ndo diferiu entre as colmeias
(Figura 15a). Também ndo ha diferencas significativas quanto a expressdo de Api entre
tratamentos ¢ os grupos injetados com salina. Nota-se que a exposi¢do de grupos controle a
propolis (Cp) diminuiu significativamente os niveis de expressdo de Api em relagdo aos controles
nao expostos nas colmeias 226 ¢ 49, permanecendo estes inalterados nas demais colmeias (H.391)

=5.50; P <0.139).

A variagdo na expressdo de Api nos grupos desafiados e expostos a propolis no inverno
(Figura 15a, Tabela 2) ¢ maior do que o observado para Hym e Aba: na colmeia 337, o grupo
desafiado com C. albicans exposto a propolis (Cap) apresentou aumento significativo na
expressdo de Api, semelhante ao observado no grupo desafiado com E. coli exposto a propolis
(Ecp) da colmeia 40. J4 os grupos desafiados com S. aureus e expostos a propolis (Sap) das
colmeias 226 e 40 apresentaram significativa reducdo e inducdo, respectivamente, na expressao

deste AMP (H3.391)= 5.50; P <0.139).

No verdo (Figura 15b), as colmeias diferiram significativamente quanto a expressao de
Api, exceto a colmeia 49, que apresentou niveis intermedidrios de expressao entre a colmeia 337
e 226. Salvo a colmeia 337, os tratamentos nado diferiram dos grupos injetados com salina quanto
a expressao deste gene. Quando expostas a propolis, as abelhas dos grupos controles (Cp) das
colmeias 226, 40 e 49 apresentaram diminui¢do significativa na expressao de Api (Hzz91) =
132.59; P <0.0001).
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No Brasil, a expressdo de Api foi significativamente semelhante em trés das quatro
colmeias avaliadas (Figura 15c). Todas as colmeias apresentaram niveis de expressdo de
transcritos semelhantes entre tratamentos e grupo injetado com salina, com destaque apenas para
o grupo desafiado com E. coli na colmeia 03, o qual apresentou aumento significativo na

expressao de Api (Hi3.238)= 81.16; P <0.0001).

J4

Alguns autores tém demonstrado que a expressdo de Apidaecina ¢ menor, quando
comparada aos demais genes em situacdes de desafio. Siede e colaboradores (2012) avaliaram a
expressdo de peptideos em abelhas inoculadas com LPS, 4cido lipoteicoico, peptideoglicano,
suspensdo do patogeno P. larvae e do virus da paralisia em abelhas (Bee Paralysis Virus —ABPV)
e constataram que, dentre todos os genes para AMPs avaliados, Apidaecina foi o que sofreu

menor alteragdo na expressao em decorréncia dos estimulos.

A expressao de Apidaecina manteve-se inalterada quando abelhas foram expostas a
propolis verde e propolis de Minnesota, EUA (Simone et al., 2009). No presente trabalho, a
exposicdo de grupos controle a propolis verde reduziu significativamente os niveis de expressao
de Api em metade das colmeias no inverno e em trés colmeias no verao, apresentando também a
maior variagdo entre os grupos desafiados com micro-organismos e expostos a propolis dentre

todos os AMPs avaliados (Tabela 2).
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Figura 15. Expressdo relativa do peptideo antimicrobiano Apidaecina. Eixo y representa a
expressdao em (a) abelhas americanas no inverno, (b) abelhas americanas no verdo e (c) abelhas
brasileiras. O eixo x representa as colmeias. Em (a) e (b) os pares de tratamento estdo assim
ordenados dentro de cada colmeia: Sa (grupo inoculado por S. aureus), Sap (grupo inoculado por
S. aureus e exposto a propolis), Ec (grupo inoculado por E. coli), Ecp (grupo inoculado com E.
coli e exposto a propolis), Ca (grupo inoculado por C. albicans), Cap (grupo inoculado por C.
albicans e exposto a propolis), Sal (grupo inoculado por salina), Salp (grupo inoculado por salina
e exposto a propolis), C (grupo controle) e Cp (grupo controle exposto a propolis). Em (c) os
tratamentos estdo assim ordenados: Sa, Ec, Ca, Sal, C e Cp. Barras superiores e letras iguais
indicam colmeias que nao apresentaram diferenca estatistica significativa, a partir do teste de
Kruskal-Wallis H (p<0,05). Dentro de cada colmeia, as letras sobre os tratamentos indicam
diferencas estatistica, a partir do teste de Mann-Whitney U (P<0,05). Barras representam erro: +/-

desvio padrao.
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5.1.4 Defensina 1

O gene DefI codifica o peptideo Defensina 1, um dos principais componente do sistema
imune de abelhas, e tem demonstrado indugdo frente a varios estimulos (Siede et al., 2012;

Cornman et al., 2013).

As estagdes também influenciaram na expressao de Defl em abelhas americanas (U =
69,433, Z = -1,51, P < 0.1309). No inverno a expressao de transcritos para Defl foi
significativamente maior nos grupos tratados do que nos controles, indicando indu¢do da
transcrigdo deste peptideo em decorréncia dos estimulos. Ha diferengas significativas na
expressao de Defl entre as colmeias no inverno, ao passo que no verao trés das quatro colmeias

ndo apresentaram diferencas significativas (Fig 16a e b).

Em geral, a expressdo de transcritos de Defl nao diferiu entre tratamentos e 0s grupos
injetados com salina no inverno, exceto nos casos relatados na tabela 2. Apenas na colmeia 226, a
exposicdo do grupo controle a propolis (Cp) reduziu significativamente a expressdo de Defl
(Hi301)=28.81; P < 0.0001) (Figura 13a). E interessante observar que no verdo houve aumento
da expressao de Defl nos grupos controles expostos a propolis (Cp), sendo este significativo nas
colmeias do apiario WT (40 e 49). Nao houve diferencas significativas entre a expressdao de
transcritos para Def1 entre os grupos desafiados e o grupo injetado por salina (H3379)= 113.60; P

<0.0001) (Figura 16b).

Nao foi possivel observar diferencas significativas na expressao de Def I entre as abelhas
desafiadas das colmeias brasileiras, como também ndo houve diferencas significativas na
expressdo de Defl entre os grupos desafiados e grupos injetados com salina (Sal) (Figura 16c).
Nas colmeias 01 e 03, os grupos tratados ndo diferiram dos grupos controles. Na colmeia 02 os
tratamentos com micro-organismos, salina e a exposi¢do a propolis do grupo controle (Cp)
induziram a produ¢do de Defl de maneira semelhante e significativamente maior do que o

controle ndo exposto a propolis. Na colmeia 04, o desafio com S. aureus apresentou o mesmo

56



efeito indutério do tratamento com salina, e este ndo diferiu dos demais tratamentos e controles

(Hi.23s)=13.79; P <0.2856).

Foi demonstrado por Siede e colaboradores (2009) que a expressao de Def1, assim como a
expressao de Aba e Api, manteve-se inalterada quando abelhas foram expostas a propolis, o que
contraria os resultados deste trabalho, onde foi observada a modulagdo da expressao de Defl em

decorréncia da exposicao a propolis verde.
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Figura 16. Expressdo relativa do peptideo antimicrobiano Defensina 1. Eixo y representa a
expressdao em (a) abelhas americanas no inverno, (b) abelhas americanas no verdo e (c) abelhas
brasileiras. O eixo x representa as colmeias. Em (a) e (b) os pares de tratamento estdo assim
ordenados dentro de cada colmeia: Sa (grupo inoculado por S. aureus), Sap (grupo inoculado por
S. aureus e exposto a propolis), Ec (grupo inoculado por E. coli), Ecp (grupo inoculado com E.
coli e exposto a propolis), Ca (grupo inoculado por C. albicans), Cap (grupo inoculado por C.
albicans e exposto a propolis), Sal (grupo inoculado por salina), Salp (grupo inoculado por salina
e exposto a propolis), C (grupo controle) e Cp (grupo controle exposto a propolis). Em (c) os
tratamentos estdo assim ordenados: Sa, Ec, Ca, Sal, C e Cp. Barras superiores ¢ letras iguais
indicam colmeias que nao apresentaram diferenca estatistica significativa, a partir do teste de
Kruskal-Wallis H (p<0,05). Dentro de cada colmeia, as letras sobre os tratamentos indicam
diferencas estatistica, a partir do teste de Mann-Whitney U (P<0,05). Barras representam erro: +/-

desvio padrao.
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5.1.5 AmEater

Além dos peptideos antimicrobianos, foi avaliada a expressdo de outros genes
relacionados a imunidade, como a proteina de reconhecimento celular AmEater. As estagdes
diferem sobre a expressdo relativa desta proteina em abelhas americanas (U= 54.965; Z = -6.20;

P <0.0001).

No inverno, as colmeias foram significativamente diferentes quanto a expressao de
transcritos para AmEater. Em geral, os desafios microbianos ndo diferiram do tratamento com
salina e controles. Algumas alteragdes pontuais foram observadas em grupos desafiados e
expostos a propolis (Tabela 2). Os grupos controle expostos a propolis (Cp) ndo apresentaram
diminuicdo significativa na expressao de AmEater em relacdo aos grupos ndo expostos (H3.391) =

90.96; P <0.0001) (Figura 17a).

No verdo, assim como no inverno, os desafios microbianos nao diferiram da inje¢cdo com
salina na expressdao de transcritos para AmEater. Os controles expostos a propolis também nao
diferiram daqueles ndo expostos, exceto para a colmeia 337 (H;3379) = 58.58; P < 0.0001) (Figura

17b).

Em abelhas brasileiras, a expressao de AmEater foi semelhante as americanas. O grupo
controle exposto a propolis apresentou niveis reduzidos de transcritos para AmEater apenas na

colmeia 01. A expressao de grupos controle ndo diferiu daquela dos grupos desafiados (H3.238) =

104.63; P <0.0001) (Figura 17c).

Em estudo anterior, Simone e colaboradores (2009) observaram que a proteina de
reconhecimento celular em A. mellifera AmEater teve sua sintese reduzida quando as abelhas
foram expostas a propolis, como observado para Hym. No presente trabalho, no entanto, a carga
microbiana ou o periodo de estimulagdo da resposta imune ap6s inoculacao (10 horas) nao foram

suficientes para a redugdo nos niveis de transcritos deste gene.
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Figura 17. Expressao relativa da proteina de reconhecimento celular AmEater. Eixo y representa
a expressao em (a) abelhas americanas no inverno, (b) abelhas americanas no verao e (c¢) abelhas
brasileiras. O eixo x representa as colmeias. Em (a) e (b) os pares de tratamento estdo assim
ordenados dentro de cada colmeia: Sa (grupo inoculado por S. aureus), Sap (grupo inoculado por
S. aureus e exposto a propolis), Ec (grupo inoculado por E. coli), Ecp (grupo inoculado com E.
coli e exposto a propolis), Ca (grupo inoculado por C. albicans), Cap (grupo inoculado por C.
albicans e exposto a propolis), Sal (grupo inoculado por salina), Salp (grupo inoculado por salina
e exposto a propolis), C (grupo controle) e Cp (grupo controle exposto a propolis). Em (c¢) os
tratamentos estdo assim ordenados: Sa, Ec, Ca, Sal, C e Cp. Barras superiores e letras iguais
indicam colmeias que ndo apresentaram diferenca estatistica significativa, a partir do teste de
Kruskal-Wallis H (p<0,05). Dentro de cada colmeia, as letras sobre os tratamentos indicam
diferengas estatistica, a partir do teste de Mann-Whitney U (P<0,05). Barras representam erro: +/-

desvio padrao.
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5.1.6 Vitelogenina

Vitelogenina (Vg) ¢ a principal proteina de estocagem em A. mellifera e seus niveis estao
intimamente relacionados a dieta e as concentragdes de Hormonio Juvenil, com reflexos na
condi¢do imune das abelhas (Munch & Amdam, 2010). Observa-se diferencas siginificativas nos
niveis de expressao de Vg entre as estacoes (U = 64.832, Z =-3.00, P < 0.0027). A produgao
desta proteina de estocagem foi semelhante em duas das quatro colmeias americanas avaliadas no
inverno (Figura 18a). As colmeias nao diferiram quanto a expressdo de Vg entre desafios
microbianos e injecdo com salina, exceto a colmeia 226, como ja demonstrado para os demais
genes avaliados. A exposicao dos controles a propolis ndo alterou os niveis de expressdo de Vg

(H3301=112.14; P <0.0001).

No verado, as colmeias do apiario FDA (226 ¢ 337) e 49 nao diferiram quanto a expressao
de Vg (Figura 18b). Também ndo houve diferenga entre a expressdo de Vg observada nos grupos
desafiados e tratamento com salina. Interessantemente, trés colmeias apresentaram niveis de
expressdo significativamente superiores nos grupos controles expostos a propolis (Cp) em relagao

aos controles ndo expostos (C) (H3.379) = 53.23; P <0.0001).

A expressdo da proteina de Vg foi menos varidvel do que AmEater em abelhas brasileiras
(Figura 18c). A colmeia 01 apresentou niveis de expressdo significativamente diferentes e
menores do que as demais colmeias, que nao diferiram entre si. Nas colmeias 01 e 03, a
expressao de Vg se manteve inalterada entre os grupos desafios, tratamento com salina e

controles (H3.238) = 43.59; P <0.0001).

Na colmeia 02, os desafios microbianos e a exposicao a propolis apresentaram os mesmos
niveis de expressdo relativa de Vg, ao passo que o tratamento com salina e controle sem
exposicdo a propolis (C) mantiveram niveis significativamente maiores de expressao,
demonstrando que o sistema imune de abelhas direciona seus recursos energéticos quando

estimulado por micro-organismos. Ja na colmeia 04, os desafios com S. aureus e C. albicans
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diferiram significativamente quanto aos niveis de expressao de Vg, mas o tratamento com salina

nao diferiu dos desafios microbianos.

Simone et al. (2009) ndo observaram alteragdes nos niveis de Vitelogenina em
decorréncia da exposicdo a propolis em A. mellifera, assim como o observado para os genes Aba,
Api e Defl. No entanto, no presente trabalho, a propolis foi capaz de induzir a sintese desta nos

grupos controles no verao.

a b b c
10
O
=
=)
>
© 5 [
=
© R
o eTr 2,
© RS
8 o l b -
c HE b
@O g
o
o
®
?
o -5
%
<
L
H (3,391)=112.14, P <0.0001
-10
Colmeia 337 Colmeia 226 Colmeia 40 Colmeia 49
Inverno - EUA
(a)
a a b a
10
o a
=
o
> . .
c 9
=
© :

a0 génicare
o
— —
pr—r—

Express

H (3,379, = 53.23, P <0.0001

-10

Colmeia 337 Colmeia 226 Colmeia 40 Colmeia 49
Verao - EUA

(b) 63



10

b a a a
a

Q s : .
[®))
> b
1
S 6
T
o a
m a
¢E> 4 .
<D a
(@)]
o
B
@ 2
o
—
o
<
L

0

H (3, 238)=43.59; P <0.0001
Colmeia 1 Colmeia 2 Colmeia 3 Colmeia 4
Brasil
(©

Figura 18. Expressdo relativa da proteina de estocagem Vitelogenina. Eixo y representa a
expressao em (a) abelhas americanas no inverno, (b) abelhas americanas no verdo e (c) abelhas
brasileiras. O eixo x representa as colmeias. Em (a) e (b) os pares de tratamento estdo assim
ordenados dentro de cada colmeia: Sa (grupo inoculado por S. aureus), Sap (grupo inoculado por
S. aureus e exposto a propolis), Ec (grupo inoculado por E. coli), Ecp (grupo inoculado com E.
coli e exposto a propolis), Ca (grupo inoculado por C. albicans), Cap (grupo inoculado por C.
albicans e exposto a propolis), Sal (grupo inoculado por salina), Salp (grupo inoculado por salina
e exposto a propolis), C (grupo controle) e Cp (grupo controle exposto a propolis). Em (c¢) os
tratamentos estdo assim ordenados: Sa, Ec, Ca, Sal, C e Cp. Barras superiores ¢ letras iguais
indicam colmeias que ndo apresentaram diferenca estatistica significativa, a partir do teste de
Kruskal-Wallis H (p<0,05). Dentro de cada colmeia, as letras sobre os tratamentos indicam
diferengas estatistica, a partir do teste de Mann-Whitney U (P<0,05). Barras representam erro: + -

desvio padrao.
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Os resultados observados na avaliagdo da expressdo de peptideos antimicrobianos
(Hymenoptaecina, Abaecina, Apidaecina e Defensina 1), AmEater e Vitelogenina por abelhas A.
mellifera indicam que os estimulos (desafios microbianos e injecao de solucao salina) foram
capazes de induzir uma resposta imunologica efetiva, provavelmente pela estimulagdao das vias
génicas Toll e Imd (Siede et al., 2012), embora componentes especificos das vias ndo tenham
sido avaliados. O periodo apos estimulagdo (10 horas) foi suficiente para a detec¢do de niveis
mensuraveis de RNA mensageiro, codificadores destes peptideos. Siede e colaboradores (2012)
avaliaram a resposta imunolégica de A. mellifera ap6s desafio e também observaram regulacao

positiva da resposta imune ap6s 10 horas.

Nos experimentos conduzidos nos Estados Unidos, onde foi possivel avaliar a expressdao
génica em duas condi¢des distintas de temperatura (inverno e verdo), foi observado que a
expresdo de AMPs apresenta um padrdo similar: ha diferengas significativas na expressdo de
abelhas da mesma colmeia desafiadas no inverno e verdo, sendo que a expressdo no verao ¢
normalmente superior. Observa-se também que ha maior variagao na expressao de AMPs entre as

colmeias do que entre os tratamentos (Fig 13, 14, 15 e 16; P < 0.05).

Tanto nos ensaios conduzidos no Brasil como nos Estados Unidos, a expressdo de
transcritos de AMPs foi regulada positivamente. Embora haja tratamentos pontuais para os quais
o perfil de expressdo ¢ divergente (Tabela 2), em geral, as abelhas desafiadas com suspensdes de
micro-organismos nao apresentaram maior expressao de AMPs do que aquelas inoculadas com
salina, como j&4 demostrado em estudos anteriores (Casteels et al., 1993; Lourenco, 2007; Simone
et al., 2009; Siede et al., 2012). Tanto os desafios quanto a inje¢do com salina induziram a uma

resposta imune significativa, porém nao especifica.

A propolis verde parece ter um papel modulador da resposta imune, evidente em abelhas
americanas. Na condi¢do inverno, a exposicao de abelhas controle (ndo inoculadas com micro-
organismos ou salina) a resina por um periodo de 10 horas foi capaz de reduzir a expressao de
Hym em todas as colmeias, de Aba em trés das quatro colmeias e de Api e Defl em metade das

colmeias, em relagdo aos grupos controle ndo expostos a propolis.
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E sabido que a propolis, especialmente a variedade verde produzida em Minas Gerais,
apresenta propriedades antimicrobianas, inclusive frente a patdgenos apicolas (Santos et al.,
2003, Evans & Armstrong, 2005; Bastos et al., 2008; Bankova et al., 2014). A atividade biologica
da propolis verde ¢ atribuida a composicao quimica, resultado de sua origem botanica (Baccharis
dracunculifolia) e demais caracteristicas locais, como solo e condi¢des climaticas, o que torna

este produto unico (Bastos et al., 2011).

A redugdo na expressdao de genes relacionados a imunidade em A. mellifera, como
resposta a exposicao a propolis verde, foi demonstrada por Simone e colaboradores (2009). Os
autores atribuiram a redugdo na expressao de Hym e AmEater como consequéncia da reducao da
carga microbiana global da colmeia, ocasionada pela propolis. Com menor pressdo microbiana, o
sistema imune das abelhas apresentou diminui¢do da sintese destes genes, evidenciando que a
propolis € capaz de modular a resposta imune em A. mellifera, assim como observado no presente
trabalho, principalmente na avaliagao da expressao de AMPs durante o inverno. No entanto, nao

foi observado alteragdes na expressao de AmEater em decorréncia da propolis.

Acdo semelhante de utilizagdo de resinas na defesa do ninho ja foi demonstrada em
formigas da madeira, Formica paralugubris. Esta espécie coleta pedacos solidificados de resina
de coniferas e incorpora em seus ninhos. Assim como o observado em A. mellifera, a presenca da
resina reduz a densidade de bactérias e fungos e inibe o crescimento de potenciais patdégenos, o
que reduz por consequéncia a ativacao das defesas imunes de operarias desta espécie (Castella et

al., 2008).

A coleta de resina para a produgdo de propolis pode ser aumentada apos desafio com
patogenos especificos. Simone-Finstrom & Spivak (2012) inocularam Ascosphaera apis em
colmeias experimentais de A. mellifera e observaram um aumento no nimero de forrageiras
responsaveis pela coleta de resina, classificando este comportamento como “automedica¢cdo” em

abelhas.

A coleta e utilizag@o da propolis pelas abelhas ¢ um exemplo de imunidade social, termo
cunhado originalmente por Cremer e colaboradores (2007) e que tem recebido atencao pela
comunidade cientifica desde entdo (Castella et al., 2008; Simone et al., 2009; Cotter & Kilner,
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2010; Evans & Spivak, 2010; Simone-Finstrom & Spivak, 2010; Simone-Finstrom & Spivak,
2012). Os mecanismos utilizados coletivamente pelas abelhas para defesa da colmeia culminam
em redu¢do da imunidade individual. Evans e colaboradores (2006) constataram que em A.
mellifera, o nimero de genes relacionados a funcdo imune ¢ um ter¢o do observado em
Anopheles gambiae e Drosophila melanogaster, atribuindo essa reducdo também a forca do

comportamento social.

Interessantemente, na condicdo verdo, os niveis de expressio de AMPs, AmEater e
Vitelogenina aumentaram significativamente nos grupos controle expostos a prépolis. Todas as
colmeias apresentaram aumento na expressao de Hym, trés colmeias apresentaram aumento na
expressdo de Vg e metade apresentou também aumento na expressdo de Aba, Defl ¢ AmEater.
Apenas a expressao relativa de Api foi regulada negativamente no verdo em trés colmeias, como

o0 observado na condi¢do inverno para todos os genes.

Alguns grupos desafiados e expostos a propolis apresentaram alteragdo significativa na
expressao de AMPs e demais proteinas avaliadas, em relagdao ao par de tratamento ndo exposto a
propolis (Tabela 2). No entanto, estas alteragdes nos grupos desafiados foram pontuais, apenas na
condi¢do inverno, ¢ ndo caracterizam o mesmo efeito observado nos grupos controle, o que

sugere que a agao da propolis € mais evidente em abelhas ndo expostas a patdgenos.

No Brasil, a exposicao de abelhas controle a propolis ndo alterou significativamente a
expressao de AMPs nos grupos controles, salvo divergéncias pontuais observadas (expressao de
Hym pela colmeia 02, expressdao de 4ba nas colmeias 01 e 04 e Def] na colmeia 02). A expressao
de AmEater foi induzida apenas na colmeia 01 e a expressdo de Vitelogenina ndo sofreu
alteragOes significativas em decorréncia da exposicdo a propolis. Isto pode ser devido a dois
fatores: (1) nao foi realizada avaliagdo par a par de cada tratamento, em relacdo a exposi¢do a
propolis, como o experimento conduzido nos Estados Unidos (devido ao numero reduzido de
abelhas disponiveis para ensaio) e (2) abelhas A. mellifera brasileiras ja sdo naturalmente
expostas a propolis verde, como componente da colmeia, diferente do que ocorre com abelhas
americanas, para as quais a exposi¢cdo a este tipo de propolis ¢ um estimulo novo e ainda nao

reconhecido pelas abelhas.
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Tabela 2. Ac¢do da prépolis sobre os niveis de expressdo de transcritos em relacdo aos pares de

tratamentos ndo expostos a propolis.

Alteragdo na expressdo com o

Gene Estacdo Colmeia/Tratamento . Demonstragao no texto
emprego da propolis

Hym Inverno 226/Cap inducgéo Fig 13a

Aba Inverno 226/Cap inducéo Fig 14a
337/Cap inducao
226/Sap reducdo

Api Inverno Fig 15a
40/Sap indugdo
40/Ecp redugdo
337/Salp inducao

Inverno

Def1 40/Sap indugéo Fig 16a
49/Sap reducgdo
3377Cap reducgdo

AmEater Inverno 226/Sap reducdo Fig 17a
226/Salp indugéo

Vitelogenina Inverno 226/Salp Inducao Fig 18a

Legenda. Cap: tratamento com C. albicans e exposi¢do a propolis; Ecp: tratamento com E. coli e exposi¢do a propolis; Sap:

tratamento com S.aureus e exposi¢do a propolis; Salp: tratamento com salina e exposi¢@o a propolis.
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5.2 Micro-organismos associados a Apis mellifera

5.2.1 Leveduras

Foram obtidos 214 isolados de leveduras, 131 no Brasil e 83 nos Estados Unidos,
representando a soma de todas as coletas nos dois ambientes. Ao final do processo de isolamento,
foram identificados 45 taxons, pertencentes a 19 géneros. Todos os taxons foram identificados
em nivel de espécie, pois apresentaram de 99 a 100% de similaridade de sequéncia dos dominios
D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA com aquelas depositadas em Colegdes de Cultura
ou provenientes de publicagdes em revista indexada. Apenas um taxon, com oito isolados, nao
apresentou identidade com sequéncias ja depositadas e, portanto, ndo foi identificado a nivel
especifico, podendo representar uma espécie ainda nao descrita. Dois taxons foram identificados

como fungos leveduriformes e foram incluidos nas andlises deste estudo.

No Brasil, o substrato para o qual foi observada maior riqueza de espécies de leveduras
foi os residuo das colmeias, com 16 espécies identificadas, seguido de pdlen corbicular, pao de
abelhas, superficie corpérea de abelhas forrageiras e superficie corporea de abelhas nutrizes. Nao

foram observadas leveduras nas amostras de contetdo intestinais avaliadas (Tabela 3).

Nos Estados Unidos, o substrato com maior riqueza de espécies foi a superficie corporea
de abelhas forrageiras, com 15 espécies, seguido de pdlen corbicular e residuos das colmeias (que
apresentaram a mesma riqueza de espécies), pao de abelhas, superficie corporea de abelhas

nutrizes e contetido intestinal (Tabela 3).
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Tabela 3. Riqueza de espécies de leveduras nos diferentes substratos de isolamento associados a

Apis mellifera.
Substratos de isolamento
Local
Polen Alimento Abe!has Abelhgs Residuos Conte}ldo
nutrizes Forrageiras Intestinal
Brasil
Riqueza (S) 10 ? 1 3 16 -
Numero de isolados 25 15 16 21 54 -
Estados Unidos
Riqueza (S) 8 7 4 15 8 2
17 9 6 28 22 2

Numero de isolados

Todas as espécies de leveduras isoladas e suas respectivas abundancias estdo mostradas
na tabela 4. Do total de 17 espécies associadas a superficie corpoérea de abelhas forrageiras, oito
foram observadas também em outros substratos. Na superficie corpérea das abelhas nutrizes
apenas quatro espécies foram observadas, sendo trés comuns a superficie de forrageiras. A menor
riqueza de espécies observada na superficie de abelhas nutrizes reflete o comportamento de
limpeza (grooming) a que estas abelhas estdo expostas ao exercerem fungdes dentro da colmeia
(Boecking & Spivak, 1999). Morais e colaboradores (2006) citam que, como organismos
imoveis, as leveduras dependem de um vetor para dissemina-las no ambiente, principalmente
insetos. Dessa forma, as superficies das abelhas atuariam como substratos carreadores de

leveduras.

Polen corbicular e pao de abelha sdo dois substratos altamente relacionados, embora
bioquimicamente distintos (Gilliam, 1979a). De fato, a microbiota associada a estes dois
substratos ¢ também distinta: do total de espécies de leveduras observadas no pdlen e pao de

abelhas, apenas quatro foram comuns a ambos no Brasil e trés nos Estados Unidos. Seis espécies
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observadas em abelhas forrageiras foram comuns ao poélen corbicular e cinco espécies foram

comuns também ao pao de abelhas (Tabela 4).

O substrato denominado de residuos da colméia foi o que apresentou maior riqueza de
espécies de leveduras no Brasil e o segundo em riqueza nos Estados Unidos, juntamente com o
polen corbicular. Foi também o substrato onde fora observado o maior nimero de isolados nos
dois ambientes (Tabela 3). De acordo com Forsgren & Laugen (2014) a andlise dos residuos
depositados no fundo de uma colonia de abelhas reflete um histérico acumulado de micro-
organismos que estiveram presentes na colonia durante longos periodos. Assim, ndo ¢
surpreendente que das 21 espécies observadas neste substrato, onze tenham sido observadas

exclusivamente nos residuos das colmeias avaliadas.

Apenas seis do total de espécies descritas em associagdo com 4. mellifera foram comuns a
ambos o0s ambientes, em sua maioria espécies generalistas: Aureobasidium pullulans,
Rhodotorula mucilaginosa, Candida parapsilosis, Meyerozyma caribbica, Cryptococcus

victoriae € Occultifur aff. externus.

Além de comum a ambos os ambientes, Aureobasidium pullulans (fungo leveduriforme)
foi o mais prevalente e representou 24,3% do total de isolados, observado em todos os substratos
avaliados, exceto pao de abelhas no Brasil e contetido intestinal. A representatividade dessa
espécie atingiu seu apice na superficie corpdrea de abelhas nutrizes e forrageiras (Tabela 4).
Como generalista, 4. pullulans ja foi observada em diversos substratos, incluindo aqueles
relacionados as abelhas, como flores (Lachance et al., 2001b), polen corbicular e pao de abelha
de A. mellifera (Gilliam et al., 1989). Acredita-se que as abelhas entram em contato com flores ou
partes vegetais que podem abrigar esta espécie ¢ a carreiam para as colmeias. E interessante
observar que a presenca de A. pullulans ndo ¢ expressiva no pédlen corbicular (Tabela 4),

indicando que a inoculacdo provavelmente ¢ via superficie corporea das abelhas.

O género Rhodotorula correspondeu a 15,4% dos isolados, e a espécie Rhodotorula
mucilaginosa representou 10,7%, sendo a segunda espécie mais prevalente, também comum aos
dois ambientes. No presente estudo, esta levedura foi observada a partir de abelhas forrageiras,
pao de abelhas, pdlen corbicular e residuos da colmeia. Segundo Sampaio (2011a; 2011b), R.
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mucilaginosa ¢ uma levedura basidiomicética ubiqua e tem sido observada em varios habitats
naturais: lagos oligotréficos da Patagonia (Brandao et al., 2011), flores, insetos e material vegetal
em decomposi¢ao (Barriga et al., 2014), nectarios de diversas espécies (Pozo et al., 2011), polen
floral (Gilliam, 1979a) e associada a outras espécies de abelhas (Rosa et al., 2003; Calaca, 2011).
Por se tratar de uma espécie ubiqua, a presenga em substratos associados a abelhas sugere que

estes insetos atuem como vetores disseminadores da levedura no ambiente.

O género Candida, taxon altamente polifilético e que aloca leveduras para as quais a fase
teleomorfica ainda nao foi descrita ou observada (Lachance et al., 2011b) representou 18,2% do
total de isolados. No Brasil, este género foi representado pelas espécies C. hawaiana, C.
orthopsilosis e C. sorbosivorans e nos Estados Unidos pelas espécies C. magnoliae e C.
oleophila, sendo C. parapsilosis observada nos dois ambientes. A espécie C. orthopsilosis foi a
mais prevalente do género, representando 13% do total de isolados, observada no pao de abelhas,
superficie corpérea de abelhas forrageiras e principalmente nos residuos da colmeia. Candida
oleophila, observada nas forrageiras, foi descrita em associagdo com plantas visitadas por
Drosophila e foi proposta uma relacdo mutualistica entre este inseto e as plantas por ele visitadas
(Lachance et al. 2011a), ja C. hawaiiana, isolada de pao de abelha, foi descrita em associagdo a

insetos nectivaros, visitantes da flor de Ipomea indica.

As espécies C. sorbosivorans e C. magnoliae fazem parte do clado Starmerella. C.
sorbosivorans foi isolada de dejetos da colmeia, pao de abelha e pdlen, e ja foi descrita em
associacdo a polpas de frutas tropicais brasileiras (Trindade et al., 2002). A espécie C. magnoliae
foi isolada de pao de abelha e residuos. Como observado por Gilliam (1979a), em estudo de
leveduras associadas ao pdlen e pao de abelhas, a presenga desta levedura no polen corbicular e
alimento e auséncia no polen floral indica que C. magnoliae tenha sido introduzida aos demais

substratos pelas abelhas.

Um total de oito espécies do género Cryptococcus foi observado neste trabalho (Tabela
4), correspondendo a 6,5% do total de isolados. Assim como o género Candida, o género
Cryptococcus tem origem polifilética, abrigando espécies com caracteristicas muito distintas. No

Brasil, Cr. aldibosimilis, Cr. laurentii, Cr. victoriae € Cryptococcus (Filobasidiella) neoformans
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foram isoladas apenas do podlen corbicular, enquanto nos Estados Unidos as espécies Cr.
amylolentus, Cr. flavus, Cr. saltoi e Cr. victoriae foram isoladas de diversos substratos. Estas
espécies ja foram observadas no filoplano (Fonseca & Inacio, 2006), individuos adultos da abelha
Melipona quadrifasciata (Rosa et al., 2003), néctar e superficies vegetais (Pozo et al., 2011),
pélen e pao de abelha de 4. mellifera (Gilliam, 1979a).

Destaque se da a espécie Cryptococcus (Filobasidiella) neoformans, reconhecidamente
patogénica (Goldman et al., 1994). Embora a ecologia desta espécie ainda ndo seja clara, alguns
autores tem relatado a presenca de F. neoformans em plantas e animais que se alimentam destas
plantas. Ergin e colaboradores (2004) isolaram F. neoformans de colmeia experimental de A.
mellifera na Turquia e citam que a possivel fonte da levedura seria plantagdes de Eucalyptus spp.,
uma vez que colmeias amostradas em regides com outro tipo de vegetacdo ndo apresentaram a
levedura. As abelhas atuariam como vetores da levedura no ambiente. No presente estudo, esta
espécie foi encontrada apenas no polen corbicular, indicando possivelmente que as abelhas
trouxeram a colmeia o proprio polen contaminado ou introduziram a levedura neste substrato,

proveniente de outra superficie.

Os  géneros  Debaryomyces, = Kodamea,  Pseudozyma,  Rhodosporidium e
Zygosaccharomyces foram exclusivos do ambiente norte-americano e representaram juntos
17,3% dos isolados. Debaryomyces hanseni foi a espécie mais prevalente dentre estes géneros,
representando 8,4% do total de isolados, sendo observada em todos os substratos, exceto
conteudo intestinal. Generalista, esta espécie ¢ halotolerante e osmotolerante, comumente
encontrada no filoplano e como contaminante de alimentos (Rosa et al., 2003). Ha relatos de sua
ocorréncia em varios substratos associados a abelhas (Snowdon & Cliver, 1996; Lachance et al.,
2001b; Rosa et al., 2003). Embora alguns autores tenham observado sua ocorréncia no Brasil
associada a abelhas (Rosa et al., 2003; Calaga, 2011), esta espécie foi isolada apenas dos
substratos amostrados nos Estados Unidos e foi a levedura prevalente na coleta realizada no final

do inverno.

O género Pseudozyma foi representado neste trabalho por trés espécies, sendo que P.

aphidis representou 6% do total de isolados, proveniente do polen corbicular, alimento e abelhas,
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apenas na coleta realizada no verdo. Nesta coleta, foi a levedura mais prevalente. As demais

espécies do género foram isoladas apenas uma vez, de diferentes substratos (Tabela 4).

Assim como a espécie Kodamea ohmeri, ja isolada de besouros Nitidulidae em flores
(Lachance, dados ndo publicados, apud Rosa et al., 2003), as espécies Rhodosporidium toruloides
e Zygosaccharomyces rouxii foram observadas apenas uma vez neste trabalho. Z. rouxii ¢ o
principal agente de fermentagdo deteriorante em méis de 4. mellifera, devido a sua tolerancia a
ambientes com alta pressdo osmotica (Snowdon & Cliver, 1996). Z. rouxii, juntamente com P.
aphidis, foram as duas unicas espécies de leveduras isoladas do conteudo intestinal de A.

mellifera.
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Tabela 4. Riqueza e abundancia de espécies de leveduras em diferentes substratos associados a Apis mellifera nos Estados Unidos e Brasil.

Espécies de Leveduras

Estados Unidos

Brasil

Abelhas Abelhas
nutrizes  Forrageiras
(n=40) (n=40)

Alimento

(n=8)

Pélen

(n=8)

Residuos
(n=8)

Conteudo
Intestinal
(n=40)

Pélen
(n=15)

Alimento
(n=15)

Abelhas
nutrizes
(n=75)

Abelhas
Forrageiras
(n=75)

Residuos
(n=15)

Ascomicota
Aureobasidium pullulans
Candida hawaiiana
Candida magnoliae
Candida oleophila
Candida orthopsilosis
Candida parapsilosis
Candida sorbosivorans
Debaryomyces hansenii
Debaryomyces nepalensis
Exophiala dermatitidis
Kodamaea ohmeri
Metschnikowia koreensis
Metschnikowia pulcherrima
Metschnikowia reukaufii
Meyerozyma caribbica
Meyerozyma guilliermondii
Basidiomicota

Bullera japonica
Bensigtonia sp.
Cryptococcus albidosimilis
Cryptococcus amylolentus
Cryptococcus flavus

Cryptococcus laurentii

16 19 1
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Tabela 4. Continuagao

Espécies de Leveduras

Estados Unidos

Brasil

Poélen
(n=8)

Alimento
(n=8)

Abelhas
nutrizes
(n=40)

Abelhas
Forrageiras
(n=40)

Residuos
(n=8)

Conteudo
Intestinal
(n=40)

Pélen
(n=15)

Abelhas
nutrizes
(n=75)

Alimento
(n=15)

Abelhas
Forrageiras
(n=75)

Residuos
(n=15)

Cryptococcus magnus
Cryptococcus saitoi
Cryptococcus victoriae
Filobasidiella neoformans
Kockovaella thailandica
Kwoniella mangroviensis
Occultifur aff. externus
Pseudozyma aphidis
Pseudozyma flocculosa
Pseudozyma graminicola
Rhodosporidium toruloides
Rhodotorula acheniorum
Rhodotorula colostri
Rhodotorula graminis
Rhodotorula minuta
Rhodotorula mucilaginosa
Rhodotorula pallida
Rhodotorula slooffiae
Sporidiobolus pararoseus
Sporidiobolus ruineniae
Sporobolomyces poonsookiae
Sporobolomyces symmetricus

Zygosaccharomyces rouxii

2
2

10

Numero de espécies

15

10
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Assim como alguns géneros s6 ocorreram nos Estados Unidos, alguns também foram
exclusivos do ambiente brasileiro: Bensigtonia, Bullera, Exophiala, Kockovaella e Kwoniella, e
estes tiveram a representatividade de 11,2% do total de isolados. A espécie designada neste
trabalho como Bensigtonia sp. foi a segunda espécie de levedura basidiomicética mais prevalente
no Brasil (3,3% do total), para a qual ainda ndo ha descricdo formal. Foi observada a partir de
polen corbicular e residuos da colmeia. A arvore filogenética com oito isolados pertencentes a
este tAxon mostrou que estes apresentam sequéncias idénticas entre si. A espécie mais proxima €
Bensingtonia sakaguchii (acesso no GenBank sob o cédigo AF363646.1), descrita em associagao
com folhas da espécie vegetal Bischofia javanica no Japao (Sugita et al., 1997). As andlises no
BLASTn evidenciaram que o novo tdxon e a espécie mais proxima apresentaram baixa
similaridade de sequéncia da regido D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA, entre 89 e

92% (Figura 19). Por este motivo, este tdxon pode representar uma nova espécie ou género.

ap1-153
ap2-100
ap3-285
9g | ap3-308
ap3-157
ap3-164
ap3-281
ap3-283

AF189887.2 Bensingtonia ciliata strain CBS7514
AF363646.1 Bensingtonia sakaguchii
AF444760.2 Bullera japonica strain CBS 2013

n.02

Figura 19. Arvore filogenética dos oito isolados de taxon ainda ndo descrito, baseada nas
sequéncias da regido D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA, gerada pelo método de
Neighbour-joining, mostrando a identidade entre eles, a relagdo destes com a espécie
filogeneticamente mais proxima e espécie tipo do género. Os valores percentuais de boostrap

(1000 repeticdes) estdo mostrados.
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Embora o pdlen floral ndo tenha sido amostrado, a presenca desta possivel espécie nova
no polen corbicular (e residuos da colmeia) indica que a mesma possa ter sido adicionada a este

substrato pelas abelhas, como observado por Gilliam (1979a) para a espécie C. magnoliae.

Bullera japonica e Kockovaella thailandica foram observadas apenas uma vez, nos
residuos da colmeia, e ja foram relatadas em folhas e gramineas, respectivamente (Kurtzman,
2011). As espécies Exophiala dermatitidis ¢ Kwoniella mangroviensis representaram cada 3,6%
do total de isolados e ambas foram observadas no polen, pao de abelhas e residuos da colmeia,
sendo que E. dermatitidis foi ainda observada na superficie de abelhas forrageiras. Destaque se
da a espécie E. dermatitidis, um fungo negro leveduriforme como A. pullulans, reconhecidamente
neuropatogénico, que ainda apresenta habitat natural incerto. Sudhadham e colaboradores (2008)
observaram esta espécie em frutos, fezes de aves e morcegos, carcaca de animais, solo e segundo
os autores, a possivel explicagdo para o isolamento de E. dermatitidis destes substratos seria que
os frutos selvagens contendo a levedura sdo ingeridos por aves, que a dissemina por meio das
fezes. A observacgdo desta espécie em substratos associados a abelhas sugere que estas entraram

em contato com superficies contaminadas e carrearam a levedura para a colmeia.

Kwoniella mangroviensis foi descrita em associagdo a d4gua marinha e areas de mangue,
nas Ilhas Bahamas e Florida, e foi sugerido pelos autores um papel relacionado a este habitat
(Statzell-Tallman et al., 2008). Melo (2009) isolou K. mangroviensis de exudatos da espécie
Calophylum brasiliense, no estado do Tocantins. Foi observada a presenga desta espécie em

polen, pao de abelhas e residuos da colmeia.

Durante a atividade de forrageamento, as abelhas deixam as colmeias em busca de fontes
vegetais para satisfazer os requerimentos nutricionais da colonia. O néctar floral ¢ a fonte
primaria de carboidratos € o polen de proteinas, de onde advém também lipideos, vitaminas e
minerais. A propria bionomia da abelha proporciona sua relacdo direta com superficies vegetais,
principalmente florais, o que pode resultar em alteragdo da comunidade microbiana vegetal e na
disseminacio desta para o vasto universo de substratos que circundam este inseto. E neste

contexto que a maioria das leveduras associadas a abelhas tem sido isolada.
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As observadas neste trabalho foram também isoladas por outros autores, provenientes de
superficies florais e insetos visitantes (Lachance et al., 2001b), filoplano (Fonseca e Indcio,
2006), tanques de bromélias (Landell, 2006), flores, insetos e material vegetal em decomposi¢ao
(Barriga et al., 2014), nectarios de diversas espécies (Pozo et al., 2011), plantas, aves

polinizadoras (Belisle et al., 2012) e exsudados arboreos (Melo, 2009).

Alguns estudos tém demostrado que as leveduras presentes no néctar floral podem alterar
o comportamento de forrageamento e coleta das abelhas (Vannette et al., 2012). Good e
colaboradores (2014) avaliaram a presenca de bactérias (Asia astilbes, Erwinia tasmaniensis e
Lactobacillus kunkeii) e levedura (Metschnikowia reukaufii) em nectarios artificiais, disponiveis
para A. mellifera em apiario experimental. Os autores evidenciaram que as abelhas evitaram os
nectarios inoculados pelas bactérias possivelmente pelas alteragdes bioquimicas resultantes do
metabolismo bacteriano, ao passo que ndo apresentaram altera¢do na atividade de forrageamento
pela presenga da levedura, provavelmente porque as alteragdes bioquimicas ocasionadas por M.

reukaufii aumentaram a atratividade do néctar para as abelhas.

Embora a explicacao para a observagao de leveduras associadas a insetos venha de outros
substratos dos quais aquela levedura ja fora isolada, a relagdo inseto-levedura pode ser a
alternativa explanatoria para esta ocorréncia (Ganter, 2006). Lachance et al. (2001b) cita que a
observagao abelha-levedura nao ¢ uma ocorréncia ao acaso e sim indica uma relagdo funcional
entre os dois individuos. A natureza desta relacdo ndo ¢ conhecida, mas acredita-se que as
leveduras tenham um papel importante na maturacdo do podlen (Starmer & Lachance, 2011),
melhorando a qualidade nutricional desses substratos para as abelhas (Rosa et al., 2003). Gilliam
(1979a) observou maior diversidade de leveduras no polen floral do que no pdlen corbicular de 4
mellifera e apenas uma espécie no pao de abelha (C. magnoliae), concluindo que as abelhas
utilizam as leveduras para processar o pdlen corbicular, antes que este esteja adequado como
alimento. Espécies de leveduras isoladas neste trabalho foram também observadas em estudos
anteriores com a abelha A. mellifera (Gilliam, 1979a; Snowdon & Cliver, 1996) e abelhas de
outras espécies (Rosa et al., 2003; Calaga, 2011).
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As comunidades de leveduras observadas no Brasil e nos Estados Unidos sdo diferentes
(Tabela 4), apresentando em comum apenas seis espécies € em sua maioria generalistas. Este
resultado sugere que abelhas da mesma espécie, embora abriguem leveduras espécie-especificas,
tem sua microbiota composta em grande parte por espécies presentes no ambiente no qual estdo

inseridas, refletindo em comunidades de leveduras distintas entre os dois ambientes.
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5.2.1.1Analise de diversidade de leveduras associadas a A. mellifera

A partir de 339 amostras de substratos em associagdo com A. mellifera (Brasil = 195 e

Estados Unidos = 144) o total de 214 leveduras foi isolado, correspondendo a 45 taxons. As

curvas de acumulacdo de espécies dos substratos avaliados (todos os substratos compilados) tanto

no Brasil quanto nos Estados Unidos nao estabilizaram, evidenciando que a amostragem nao foi

representativa do total de espécies possiveis destes locais (Figura 20). Estes dados indicam que

um maior esforco amostral possivelmente resultaria em um maior nimero de espécies de

leveduras do que o observado neste trabalho.

Mimero de espécies (43% de confianga)

5
] T T T T T T T T T
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Todos os subsiralos
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(b)

Figura 20. Curvas de acumulacdo de espécies de leveduras (linhas vermelhas) no (a) Brasil e (b)

nos Estados Unidos, com intervalos de confianca de 95% (linhas azuis), baseada em 1.000

repeti¢des de bootstrap.

Além da curva de acumulacdo de espécies, a riqueza da comunidade de leveduras

associada a A. mellifera foi também avaliada pelo estimador de riqueza Chao 2, o qual ¢
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resultante de medidas que possibilitam estimar o niimero total de espécies numa comunidade, a

partir de dados amostrais (Tabela 5).

Tabela 5. Valores observados e valores esperados de espécies de leveduras, baseados no
estimador de riqueza Chao 2, para todos os substratos associados a A. mellifera no Brasil e

Estados Unidos.

Local N° observado Estimador de riqueza
de espécies Chao 2
Brasil 23 39,5+12,9
Estados Unidos 28 34,2+ 89

O estimador Chao 2 indicou estimativas de riqueza de espécies de leveduras superior as
observadas neste trabalho (Tabela 5), corroborando os resultados gerados pelas curvas de
acumulagdo de espécies, que estabelece que um maior esfor¢o amostral possivelmente resultaria

em um maior nimero de espécies observado.
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5.2.2 Bactérias

Foram obtidos 283 isolados bacterianos, 125 no Brasil e 158 nos Estados Unidos. Do
total, 71 (25%) dos isolados corresponderam as bactérias do acido latico (BAL) e serdo discutidos
no item 5.2.2.1. Os demais 212 isolados, correspondentes as bactérias ndo-laticas, serdo

discutidos a seguir.

Ao final do processo de identificagcdo das bactérias nao-laticas, 51 taxons foram
observados, sendo quatro identificados em nivel de género, pois ndo foi possivel determinar
homologia de sequéncia de 99 a 100% do gene da subunidade menor (16S) do rRNA com
aquelas sequéncias ja depositadas, provenientes de Colegdes de Culturas ou publicagdes em
revistas indexadas. Os taxons observados foram distribuidos entre os filos Actinobacteria,

Firmicutes e Proteobacteria, sendo que 88,7% do total de isolados pertencem aos dois tltimos.

A tabela 6 mostra a riqueza ¢ o numero de isolados para cada substrato avaliado. No
Brasil, assim como observado para as leveduras, o substrato com maior riqueza foi o residuo das
colmeias, com 14 espécies, seguido de pdlen corbicular, alimento, superficie de nutrizes e
forrageiras (estes trés ultimos apresentando a mesma riqueza) e contetido intestinal. Como citado
anteriomente, os micro-organismos depositados no fundo de uma colonia de abelhas reflete um
historico acumulado daqueles que estiveram presentes na colonia durante longos periodos
(Forsgren & Laugen, 2014), ndo sendo surpreendente que este seja o substrato com maior riqueza

de espécies

Nos Estados Unidos, o substrato com maior riqueza foi a superficie corpdrea de abelhas
forrageiras, com 19 espécies, seguido de contetido intestinal, alimento e residuos da colmeia (que
apresentaram a mesma riqueza), pdlen e superficie corporea de abelhas nutrizes (Tabela 6). Como
observado na avaliagdo de leveduras, o substrato mais diverso nos Estados Unidos foi novamente
a superficie de forrageiras, provavelmente por serem as forrageiras a via de comunicagdo do
interior da colmeia com o ambiente externo. Todas as espécies de bactérias observadas em

associagdo com A. mellifera estao listadas na tabela 6.
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Tabela 6. Riqueza de espécies de bactérias ndo laticas nos diferentes substratos de isolamento

associados a Apis mellifera.

Substratos de isolamento

Local
Abelhas Abelhas Residuos da  Contetudo
Pélen Alimento
nutrizes Forrageiras Colmeia Intestinal
Brasil
Riqueza (S) 9 4 4 4 14 2
Numero de isolados 32 7 8 7 26 4
Estados Unidos
Riqueza (S) 9 11 6 19 11 18
Numero de isolados 18 20 7 39 20 26

O filo Actinobacteria ¢ composto por bactérias Gram-positivas com alto indice de G+C,
altamente pleomorficas, filamentosas e habitantes comuns do solo (Tortora et al., 2005). Quatro
géneros deste filo foram observados, exclusivos do ambiente norte americano: Curtobacterium,
representado pelas espécies C. citreum, C. flaccumfaciens e C. oceanosedimentum,
Microbacterium oxydus, Rhodococcus equi e Streptomyces fumigatiscleroticus, associados a
superficie corporea de abelhas, conteudo intestinal e pdlen corbicular (Tabela 7). Espécies de
Actinobacteria ja foram observadas em néctar floral (Fridman et al., 2012), pdlen e pao de
abelhas de A. mellifera (Anderson et al., 2013) e tem sido relatadas como mutualistas em
alimentos estocados, materiais da colmeia e cuticula de uma variedade de espécies de
Hymenoptera (Kaltenpoth, 2009; Anderson et al., 2013). Corby-Harris e colaboradores (2014)
citam que a transmissdo de Actinobacteria entre diferentes ambientes ligados as colmeias deve
ocorrer pela superficie corpérea de abelhas, possivelmente a mesma explanagdo para a ocorréncia
observada neste trabalho.
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O filo Firmicutes agrupa bactérias Gram-positivas com baixo indice de G+C. Sao
tipicamente bastonetes formadores de endosporos, também comuns no solo (Tortora et al., 2005).
Neste trabalho, o género Bacillus representou 83,1% do nimero total de isolados do filo e 62,7%

do total isolados de bactérias nao-laticas associadas a A. mellifera.

Pelo sequenciamento da subunidade 16S do gene do rRNA foi possivel identificar em
nivel de espécie dez dos doze tdxons pertencentes ao género Bacillus. Dois tdxons foram
identificados em nivel de género, designados como Bacillus sp.1 e Bacillus sp.2. O taxon
Bacillus spl agrupou isolados que apresentaram de 99 a 100% de homologia no BLASTn com
sequéncias de trés espécies: B. cereus, B. mycoides e B. thuringiensis, pertencentes ao grupo do
B. cereus. Bavykin e colaboradores (2004) relataram que espécies pertencentes ao grupo do B.
cereus apresentam alta similaridade de sequéncia na regido génica utilizada neste trabalho para
identificacdo e, portanto, o sequenciamento apenas desta regido nao ¢ suficiente para a resolucao
entre estas espécies. Os isolados pertencentes ao taxon Bacillus sp.1 estdo mostrados na figura

21.
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0i|457643|dbj|D16281.1|BAC16SRR16 Bacillus thuringiensis gene for 16S rRNA
0i[359804925|dbj|AB681292.1| Staphylococcus epidermidis gene for 165 rRNA
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Figura 21. Arvore filogenética de 58 isolados de tixon sem resolugdo, designado de Bacillus sp.1, gerada

pelo método de Neighbour-joining. Os valores percentuais de boostrap (1000 repetigdes) estdo mostrados.
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De maneira semelhante ao observado para o taxon Bacillus sp.1, o taxon Bacillus sp.2
agrupou isolados que apresentaram de 99 a 100% de homologia no BLASTn com sequéncias de
duas espécies: B. safensis e B. pumilus, pertencentes ao grupo do B. subtilis. As espécies do
subgrupo onde estdo alocadas B. safemsis e B. pumilus, compreendo as espécies B.
stratosphericus, B. altitudinis ¢ B. aerophilus compartilham similaridade acima de 99,5% na
regido 16S do gene do rRNA, sendo necessaria a utilizacdo de outras sequéncias génicas que
fornecam variabilidade inter-especifica para resolucao entre estas espécies (Evans & Armstrong,
2006; Liu et al., 2013). Os isolados pertencentes ao tdxon Bacillus sp.2 estao mostrados na figura

22.

gi|38374037|gb|AY456263.1| Bacillus pumilus
gi|359805324|dbj|AB681259.1| Bacillus safensis
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ap3-83

ap3-84

ap3-207

0i[359804925|dbj|AB681292.1| Staphylococcus epidermidis

Figura 22. Arvore filogenética de 18 isolados de taxon sem resolucio, designado de Bacillus sp.2,
gerada pelo método de Neighbour-joining. Os valores percentuais de boostrap (1000 repeticdes)

estdo mostrados.
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Tanto o taxon Bacillus sp.1 quanto Bacillus sp.2 foram observados em todos os substratos
avaliados, nos dois ambientes. Dentre as dez outras espécies pertencentes ao género Bacillus,
apenas trés foram comuns aos dois ambientes: B. aerophilus, B. licheniformis ¢ B. subtilis,
associadas ao poélen corbicular, superficie de forrageiras e principalmente conteudo intestinal.
Duas espécies foram observadas apenas no Brasil: B. amyloliqufaciens e B. oleronius, em
associacdo ao polen corbicular, superficie de forrageiras e residuos das colmeias. As demais
ocorreram apenas nos Estados Unidos: B. aryabhatta, B. asahii, B. megaterium, B.nealsonii e

pseudomycoides, observadas em todos os substratos (Tabela 7).

Trabalhos pioneiros relataram a associag¢do entre espécies de Bacillus e abelhas. Gilliam
(1979b) ao estudar pdlen e pao de abelhas identificou cinco espécies do género Bacillus, quatro
destas também observadas no presente trabalho. A autora cita que, apesar do numero de Bacillus
ser inferior ao de leveduras nestes substratos, estas bactérias devem contribuir para a producao e
preservacao do pao de abelhas, devido a sua intensa e diversificada atividade metabolica.
Bactérias deste género foram também observadas em intestinos de abelhas selvagens (Gilliam &
Tabber, 1990) e experimentais de A. mellifera (Kacanona et al., 2004), material fecal larval da
mesma espécie (Gilliam & Prest, 1987) e alimento larval de meliponineos (Gilliam et al., 1985).
Para Cano e colaboradores (1994) o papel destas bactérias parece estar relacionado também a

protecao do alimento larval e produgdo de substancias antagonistas.

De fato, alguns autores ja demonstraram atividade antagonista de espécies de Bacillus
frente a patogenos apicolas. Alippi & Reynaldi (2006) relataram acdo inibitoria das espécies B.
cereus, B. licheniformis, B. megaterium, B, pumilus e B. subtilis, também isoladas neste trabalho,
sobre o crescimento de Paenibacillus larvae, principal patogeno apicola, causador da Cria
Putrida Americana. Surfactinas produzida por B. subtilis inibiram o crescimento de P. larvae e
Ascosphaera apis, outro importante patogeno apicola, causador da doenga Cria Giz (Sabaté et al.,

2009).

Estudos recentes conduzidos por Anderson e colaboradores (2013) avaliaram a microbiota
associada a diversos substratos associados a A. mellifera. Foram observadas espécies do género

Bacillus no estdbmago de mel, por¢cdes medial e distal do intestino, mel, pdo de abelhas e
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massivamente no néctar de flores visitadas por abelhas, sendo que um total de 17.7% das espécies
observadas no néctar foi idéntico as observadas nos demais substratos. Outros autores ja
relataram a presenca de espécies de Bacillus em néctar floral (Fridman, 2012; Aizenberg-
Gershtein et al., 2013). A comparagdo entre abelhas, nectarios de flores visitadas por abelhas e
nectarios de flores cobertas (sem visitagdo) revelou que a comunidade bacteriana dos nectarios de
flores nao visitadas ¢ significativamente diferente das demais, sugerindo que as abelhas possam

modificar a microbiota do néctar.

Duas espécies do género Lysinibacillus foram observadas em associagdo com abelhas: L.
fusiformis e L. sphaericus. A primeira ocorreu em todos os substratos, exceto superficie de
abelhas nutrizes nos Estados Unidos, ao passo que a segunda foi observada apenas no contetido
intestinal no Brasil. Espécies deste género sdo frequentemente encontradas no solo e plantas.
Lysinibacillus sphaericus (Tabela 7) tem sido reportada como patégeno para insetos, inclusive

utilizada como controle biologico de diversas espécies (Berry, 2012).

O género Paenibacillus, que abriga o principal patégeno apicola, P. larvae, ¢ composto
por bacilos anaerdbicos facultativos ou aerdbios estritos, formadores de esporos, ubiquos na
natureza, especialmente solo (Kim et al., 2011). Neste trabalho foi representado pelas espécies P.
alvei, P. anaericanus ¢ P. amylolyticus (Tabela 7). Paenibacillus alvei, observada no alimento,
forrageiras e contetdo intestinal nos Estados Unidos, tem sido frequentemente isolada como
invasora secunddria de abelhas acometidas pelo coco Gram-positivo Melissococcus plutonious,
causador da Cria Putrida Européia (Forsgren, 2010). P. anaericanus e P. amylolyticus foram
observadas apenas uma vez, associadas aos residuos das colmeias no Brasil e alimento nos
Estados Unidos, respectivamente. Espécies de Paenibacillus, incluindo P. alvei, foram
recentemente observadas em mel e néctar de flores visitadas por A. mellifera (Anderson et al.,

2013).
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Tabela 7. Riqueza e abundancia de espécies de bactérias em diferentes substratos associados a Apis mellifera nos Estados Unidos e Brasil.

Estados Unidos Brasil
Espécies de Bactérias Pélen Alimento  +bethas Abelhas Residuos ~ Contetdot pon Alimento ~ +bethas Abelhas —p o dquos  Conteudo
(n=8) (n=8) nutjlzes Forrzlgelras (n=8) Intejtlnal (n=15) (n=15) nutjlzes Fonigelras (n=15) Inteftlnal
(n=40) (n=40) (n=40) (n=75) (n=75) (n=15)
Actinobacteria
Curtobacterium citreum 2 1
Curtobacterium flaccumfaciens 1 1
Curtobacterium oceanosedimentum 1 3
Microbacterium oxydan 1
Rhodococcus equi 1 1
Streptomyces fumigatiscleroticus 1
Firmicutes
Bacillus sp.1 7 5 1 9 6 4 8 2 3 4 6 3
Bacillus sp.2 5 1 1 1 3 1
Bacillus aerophilus 2 3 1
Bacillus amyloliquefaciens 10 1 1
Bacillus aryabhattai 2 1 1
Bacillus asahii 1
Bacillus licheniformis 2 1 2
Bacillus megaterium 1 1 5
Bacillus nealsonii 1
Bacillus pseudomycoides 1
Bacillus oleronius 1
Bacillus subtilis 4 1 6 3 4
Lysinibacillus fusiformis 1 1 2 1 2
Lysinibacillus sphaericus 1
Paenibacillus alvei 1 1 1
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Tabela 7. Continuagao

Estados Unidos

Brasil

Espécies de Bactérias Alimento

(n=8)

Pélen
(n=Y)

Abelhas
nutrizes
(n=40)

Abelhas
Forrageiras
(n=40)

Conteudo
Intestinal
(n=40)

Residuos
(n=Y)

Abelhas
nutrizes

Alimento
(n=15)

Pélen

(n=13) (n=75)

Abelhas
Forrageiras
(n=75)

Conteudo
Intestinal
(n=15)

Residuos

(n=8)

Firmicutes (continuag¢io)

Paenibacillus anaericanus

Paenibacillus amylolyticus 1
Rummeliibacillus stabekisii

Solibacillus silvestris

Sporosarcina saromensis 1
Staphylococcus epidermidis 1
Staphylococcus sciuri

Staphylococcus succinus

Staphylococcus warneri

Proteobacteria

Alphaproteobacteria

Saccharibacter sp. 1
BetaProteobacteria

Bordetella sp

Gammaproteobacteria

Enterobacter cloacae

Enterobacter sacchari

Escherichia coli

Ewingella americana

Kluyvera intermedia

Morganella morganii
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Tabela 7. Continuagao

Estados Unidos Brasil
Espécies de Bactérias Pélen Alimento Abelhas Abelhas Residuos Conteudo Polen Alimento Abelhas Abelhas Residuos oMl do
(n=8) (n=8) nut_rlzes F orra_gelras (n=8) Inte_stmal (n=15) (n=15) nut_rlzes F orrigelras (n=8) IntEftmal
(n=40) (n=40) (n=40) (n=75) (n=75) (n=15)

Gammaproteobacteria (cont.)
Pantoea agglomerans 1 1 1 1
Pantoea brenneri 2 2 1 4
Pantoea eucrina 1 1
Pantoea septica 1
Pantoea stewartii 1
Pantoea vagans 1
Pseudocitrobacter anthropi 1
Pseudomonas fluorescens 1
Pseudomonas fulva 1
Pseudomonas koreensis 1
Pseudomonas protegens 3
Rahnella aquatilis 1
Serratia marcescens 1 1
Numero de espécies 17 20 7 39 20 26 32 7 8 7 25 4
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O género Staphylococcus ¢ altamente heterogéneo e ubiquo no ambiente, abrigando
espécies patogénicas e benéficas para o homem e animais. Foram observadas quatro espécies
deste género no presente estudo: S. epidermidis, S. sciuri, S. succinus e S. warneri.
Staphylococcus epidermidis foi observada em alimento, superficie de forrageiras e contetdo
intestinal nos Estados Unidos e superficie de nutrizes no Brasil. Staphylococcus sciuri e S.
warneri ocorreram nos residuos da colmeia e conteudo intestinal nos Estados Unidos,
respectivamente e S. succinus em polen corbicular e residuos da colmeia no Brasil (Tabela 7). A
ocorréncia de espécies deste género ja foi observada em conteudo intestinal de 4. mellifera de
colonias selvagens (Gilliam & Tabber III, 1990), néctar floral (Fridman et al., 2012) e mais
recentemente em pao de abelhas, mel, néctar de flores visitadas por A. mellifera (Anderson et al.,
2013) e outras flores (Baruzzi et al., 2012; Jacquemyn et al., 2013). No entanto, espécies de
Staphylococcus parecem ndo compor a microbiota associada a A. mellifera, raramente estdo
presentes no mel (Snowdon & Cliver, 1996) e sua presenga em substratos associados as abelhas
sugerem uma microbiota transiente, proveniente de substratos aos quais as abelhas tiveram

contato durante a atividade de forrageamento.

A espécie Rummeliibacillus stabekisii foi observada apenas nos Estados Unidos, isolada
da superficie de abelhas forrageiras, residuos da colmeia e contetdo intestinal (Tabela 7). Esta
espécie foi descrita por Vaishampayan e colaboradores (2009), isolada do chdo de nave espacial e
campo de compostagem. Ja foi também observada em associacdo com abelhas visitantes das

flores de Citrus paradisi (Aizenberg-Gershtein et al., 2013).

O filo Proteobacteria agrupa a maioria das epécies de bactérias Gram-negativas quimio-
heterotroficas e ¢ bastante diverso (Tortora et al., 2005). Foi representado neste trabalho pelas
classes Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria e Gammaproteobacteria. As duas primeiras
classes contaram apenas com uma espécie, sendo que 90,5% do total de isolados pertencentes a

este filo foram alocados na classe Gammaproteobacteria.

A espécie designada neste trabalho como Saccharibacter sp. foi a unica representante da
classe Alphaproteobacteria, que engloba espécies capazes de crescer com niveis muito baixos de

nutrientes (Tortora et al., 2005). Os dois isolados deste taxon foram observados no alimento e

93



superficie de abelhas nutrizes, apenas nos Estados Unidos, e apresentaram 96% de homologia no
BLASTn com a sequéncia da regido 16S do gene do rRNA da espécie Saccharibacter floricola
(acesso no GenBank sob o codigo JF794031.1), podendo representar uma nova espécie (Figura
23). Descrita em associacdo com polen floral no Japao (Jojima et al., 2004), S. floricola ¢ uma
bactéria osmofilica recentemente referida como simbionte intestinal de diversos insetos,
incluindo A. mellifera (Chouaia et al., 2014). A presenga de S. floricola-like no alimento e
superficies de nutrizes indica que as abelhas a tenham carreado do ambiente externo, como o

polen floral, para a colmeia.

100 | US1-24
|L.|S1-1E|5

L JF794031.1 Saccharibacter flaricola

LUS1-4: Bacillus thuringiensis

0.0z

Figura 23. Arvore filogenética de dois isolados de tixon ainda ndo descrito, baseada nas
sequéncias da regido 16S do gene do rRNA, gerada pelo método de Neighbour-joining,
mostrando a relacdo destes com a espécie filogeneticamente mais proxima Saccharibacter

floricola. Os valores percentuais de boostrap (1000 repetigdes) estdo mostrados.

A classe Gammaproteobacteria, o maior subgrupo do filo Proteobacteria, foi representado
por dez géneros, sendo nove destes pertencentes a Familia Enterobacteriaceae e apenas um,
Pseudomonas, pertencente a familia Pseudomonadaceae. Enterobacteriaceae ¢ uma grande
familia de bacilos Gram-negativos, anaerdbicos facultativos, com capacidade fermentativa.
Muitos membros fazem parte da microbiota normal intestinal de varios animais, enquanto outros

sdo comumente econtrados no solo e plantas (Tortora et al., 2005). A familia Entetobacteriaceae
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foi representada neste trabalho pelos géneros: Enterobacter, Escherichia, Ewingella, Kluyvera,
Morganella, Pantoea, Pseudocitrobacter, Rahnella e Serratia, sendo que apenas os géneros

Enterobacter e Pantoea foram representados por mais do que uma espécie.

Duas espécies do género Enterobacter foram observadas em associagdo com abelhas: E.
cloaceae ¢ E. sacchari, isoladas do conteudo intestinal nos Estados Unidos e pdlen corbicular no
Brasil, respectivamente (Tabela 7). Enterobacter cloaceae e outras espécies do género foram
observadas em néctar floral, pdo de abelhas de A. mellifera (Anderson et al., 2013) e mel
(Olaitan, et al., 2007), indicando que, de maneira semelhante ao ja observado para outras
espécies, as abelhas adquirem bactérias comuns no ambiente de forrageamento e as adicionam
aos micro-ambientes da colmeia, podendo consequentemente serem isoladas do conteudo

intestinal.

O género Pantoea inclui diversas espécies bacterianas, geralmente associadas as plantas,
como parte do filoplano ou patdgenos e poucas sdo patogénicas para humanos (Deletdile et al.,
2009). Seis espécies do género foram isoladas: P. agglomerans, P. brenneri, P. eucrina, P.
septica, P. stewartii e P. vagans. As espécies P. agglomerans e P. breneri foram observadas em
associagdo ao polen corbicular, alimento e superficie de forrageiras nos dois ambientes e residuos
das colmeias no Brasil. Pantoea eucrina foi isolada de polen e superficie de abelhas nutrizes,
enquanto P. stewartii da superficie de forrageiras, ambas com ocorréncia apenas nos Estados
Unidos. J4 as espécies P. septica e P. vagans foram observadas apenas nos residuos das colmeias

no Brasil (Tabela 7).

O género Pseudomonas, Unico representante do filo Gammaproteobacteria que pertence a
outra familia que ndo Enterobacteriaceae, foi representado neste trabalho por quatro espécies: P.
fluorescens, P. fulva, P. koreensis e P. protegens. As espécies P. fluorescens e P. koreensis foram
observadas em associacdo ao contedo intestinal de 4. mellifera e P. protegens aos residuos das
colmeias nos Estados Unidos, ao passo que P. fulva foi isolada da superficie de forrageiras no

Brasil (Tabela 7).

Viarios estudos tém relatado a presenca de espécies do género Pantoea € Pseudomonas em
superficies florais (Baruzzi et al., 2012) e néctar floral de diversas espécies (Fridman et al., 2012;
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Anderson et al., 2013; Samuni-Blank et al., 2014), o que novamente suscita a possibilidade de
transmissdo de bactérias provenientes de superficies e néctar para os substratos circundantes das
colmeias apicolas, incluindo conteudo intestinal destes insetos, pelas proprias abelhas, que ao
visitar estas espécies florais adquirem a microbiota presente e a carreiam para os demais

ambientes.

As demais espécies de bactérias observadas em associacdo com Apis mellifera e seus
substratos foram isoladas apenas uma vez e possivelmente sdo parte da microbiota transiente
desta espécie. Sdo elas: Solibacillus silvestris Sporosarcina saromensis, Pseudocitrobacter

anthropi, Rahnella aquatilis e Serratia marcescens.

Diversas espécies observadas neste estudo foram isoladas por outros autores, associadas
ao néctar floral, polen e superficies florais (Baruzzi et al, 2012; Fridman et al., 2012; Anderson et
al., 2013; Aizenberg-Gershtein et al., 2013; Jacquemyn et al., 2013; Corby-Harris et al, 2014;
Samuni-Blank et al., 2014). O néctar floral ¢ a fonte de carboidratos utilizada pelas abelhas para a
producdo de mel. Abelhas forrageiras coletam esse liquido apds repousarem as patas nas
superficies florais, o que possibilita a introducao da probdscide no nectario da flor. Apds a coleta,
o néctar ¢ armazenado no estomago de mel, que representa a interse¢do entre o
compartilhamento/armazenamento de alimentos e o ambiente de polinizagdo (Corby-Harris et al.
2014). A coleta de poélen, fonte primdria de proteinas, ¢ realizada pelo contato dos pelos da
superficie das abelhas com os graos de pdlen, que sdo entdo compactados pelas patas dianteiras,
misturados a liquidos agucarados do estomago de mel e transferidos as corbiculas, nas patas
traseiras. Ao retornar a colmeia, as abelhas forrageiras transferem a carga coletada para as
abelhas do interior das colmeias, entre elas as nutrizes. E esperado que grande parte da

microbiota observada nos micro-ambientes associados as abelhas seja proveniente de superficies

florais, polen e néctar, sendo portanto caracterizada como microbiota transiente nas colmeias.

Além das espécies bacterianas provenientes das flores, o polen corbicular pode ser
inoculado por bactérias do ar, durante o retorno das abelhas as colmeias. Assim, os micro-

organismos presentes no polen corbicular ndo refletem apenas o conteudo floral, e sim todo o
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caminho transcorrido pelas abelhas entre a coleta e a chegada a colmeia (Corby-Harris et al,

2014).

Durante o contato com o micro-ambiente floral, as abelhas parecem nao s6 adquirir parte
dos micro-organismos como também alterar a composi¢do microbiana do néctar. Aizenberg-
Gershtein et al. (2013) verificaram que as abelhas introduzem bactérias endogenas nos nectarios e
disseminam a microbiota deste entre as demais plantas visitadas, modificando a comunidade

bacteriana das flores a medida que as visita.

E interessante ressaltar que, embora ndo tenha sido o substrato mais diverso nos Estados
Unidos e tenha tido pouca expressdo no Brasil (Tabela 7), a microbiota intestinal bacteriana
apresentou alta riqueza de espécies, quando comparada a microbiota de leveduras deste mesmo
substrato. Alguns autores citam que a microbiota intestinal de insetos ¢ o maior reservatorio

inexplorado da diversidade microbiana (Dillon & Dillon, 2004; Vasquez et al, 2012).

E sabido que A. mellifera possui uma microbiota intrinseca, simbidtica, principalmente
associada ao intestino, sendo esta altamente consistente € composta em sua maioria por espécies
do filo Proteobacteria (Jeyaprakash et al.,2003; Babendreier et al., 2006; Mohr & Tebbe, 2006;
Olofsson & Vasquez, 2008; Martinson et al., 2011) (Figura 6). No entanto, no presente trabalho,
a maioria das espécies bacterianas nao-laticas foram classificadas no filo Firmicutes. Esta
divergéncia pode ser em decorréncia das metodologias empregadas: nos trabalhos citados, a
microbiota bacteriana foi acessada por metodologias independentes de cultivo, que resultam em
maior diversidade, o que poderia acarretar maior contribui¢do de grupos ndo observados neste

trabalho, que utilizou metodologias baseadas em cultivo.

Do total de 51 taxons de bactérias ndo-laticas identificados, apenas oito sdo comuns aos
dois ambientes. Semelhante ao observado na avaliagdo de leveduras associadas a Apis mellifera,
grande parte da microbiota bacteriana nao-latica parece também ter sido adquirida no ambiente
circundante das abelhas, como superficies florais, nectarios, polen e ar, resultando em
comunidades tdo distintas quanto as observadas nos substratos avaliados no Brasil e Estados

Unidos.
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5.2.2.1 Bactérias do acido latico

Foram obtidos 71

isolados de BAL, 42 no Brasil e 29 nos Estados Unidos,

correspondendo a dez taxons distribuidos em cinco géneros, pertencentes ao filo Firmicutes,

exceto Bifidobacterium. Todos os taxons foram identificados em nivel de espécie, pois

apresentaram de 99 a 100% de similaridade de sequéncia do gene da subunidade menor (16S) do

rRNA com aquelas depositadas em Colegdes de Cultura ou provenientes de publicagdes em

revistas indexadas. No Brasil, o substrato com maior riqueza de espécies de BAL foi o pao de

abelhas (alimento), com cinco espécies, seguido de residuos das colmeias, superficie de abelhas

nutrizes e forrageiras (que apresentaram a mesma riqueza), polen e conteudo intestinal. Nos

Estados Unidos, os substratos mais diversos foram o alimento e superficie de abelhas forrageiras,

ambas com quatro espécies, seguido de poélen, supericie de abelhas nutrizes e residuos das

colmeias (que apresentaram a mesma riqueza) e conteido intestinal (Tabela 8).

Tabela 8. Riqueza de espécies de bactérias laticas nos substratos de isolamento associados a Apis

mellifera.
Substratos de isolamento
Local
Abelhas Abelhas Residuos da  Contetudo
Pélen Alimento
nutrizes Forrageiras Colmeia Intestinal
Brasil
Riqueza (S) 2 5 3 3 4 1
Numero de isolados 2 17 9 4 7 3
Estados Unidos
Riqueza (S) 3 4 2 4 2 1
Numero de isolados 4 7 3 5 6 4
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Todas as espécies de BAL associadas a 4. mellifera estdo litadas na tabela 9. Os géneros
pertencentes ao filo Firmicutes foram: Aerococcus, Enterococcus, Fructobacillus e Lactobacillus.
A espécie Aerococcus viridans foi observada apenas uma vez, associada ao polen corbicular nos
Estados Unidos, provavelmente como microbiota transiente, pois nao ha relatos desta espécie

associada a abelhas.

O género Enterococcus foi representado por trés espécies: E. casseliflavus, E. gallinarum
e E. pallens. A espécie E. casseliflavus foi observada em associagdo com pao de abelhas nos
Estados Unidos e Brasil e residuos das colmeias no Brasil. As espécies E. gallinarum e E. pallens
foram observadas apenas no Brasil, a primeira nos residuos das colmeias e a segunda no pdlen
corbicular e também residuos (Tabela 8). Espécies deste género foram isoladas de plantas, solo,
(Collins et al., 1984), intestino de Drosophila (Cox & Gilmore, 2007), néctar floral, pao de
abelhas (Anderson et al, 2013) e trato gastrointestinal de A. mellifera (Rada et al., 1997,
Kacaniova et al., 2004; Audisio et al., 2011). Embora tenha sido associada ao trato intestinal de

A. mellifera, bactérias deste género parecem nao fazer parte da microbiota endogena de abelhas.

O género Fructobacillus, juntamente com algumas espécies do género Lactobacillus,
como L. kunkeii, fazem parte de um grupo especial de BAL, as quais utilizam preferencialmente
a frutose em detrimento da glicose como substrato de crescimento (Endo et al., 2009; Endo &
Salminen, 2013). Duas espécies de Fructobacillus foram isoladas em associagdo com A.
mellifera: F. fructosus e F. tropaeoli, a primeira de pdlen corbicular, superficie de nutrizes e
residuos das colmeias nos Estados Unidos, pao de abelhas e superficie de forrageiras no Brasil e a
segunda em associagdo com pao de abelhas e superficie de nutrizes no Brasil (Tabela 8).
Membros deste género sdo frequentemente associados a flores e frutos, substratos ricos em
frutose, de onde advém a denominagdo do grupo (Endo et al, 2009). Ja foram isolados de
intestinos de larvas a partir do terceiro instar (Vojvodic et al., 2013) e intestinos de abelhas
adultas, figurando como parte da microbiota intestinal de A. mellifera desde a fase larval (Endo &

Salmonen, 2013).
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Tabela 9. Riqueza e abundancia de espécies de bactérias laticas em diferentes substratos associados a Apis mellifera nos Estados Unidos e

Brasil.

Estados Unidos Brasil

. Abelhas Abelhas . Conteudo . . Abelhas Abelhas . Conteudo

Espécies de Bactérias Poélen Al(lnnl%I;to nutrizes  Forrageiras Rf(:;f;)os Intestinal (I:l(;lle ;l) A(lrllille ;1;0 nutrizes  Forrageiras R?;fél)os Intestinal
(n=8) (n=40) (n=40) (n=40) (n=75) (n=75) (n=15)

Firmicutes
Aerococcus viridans 1
Enterococcus casseliflavus 1 1 2
Enterococcus gallinarum 1
Enterococcus pallens 1 2
Fructobacillus fructosus 2 1 1 3 1
Fructobacillus tropaeoli 1 2
Lactobacillus apis 4 2 5 4
Lactobacillus mellis 1 2 1
Lactobacillus kunkeii 1 1 1 8 4 2 2 3
Actinobacteria
Bifidobacterium asteroides 1 1 4 3 1
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O género Lactobacillus tem sido vastamente associado a A. mellifera (Olofsson &
Vasquez, 2008; Endo et al., 2009; Vasquez et al., 2012; Endo & Salminen, 2013). No presente
estudo, foi representado pelas espécies L. apis, L. mellis e L. kunkeii. As duas primeiras espécies
foram observadas apenas nos Estados Unidos, L. apis em associagdo com alimento, abelhas
forrageiras, residuos das colmeias e conteudo intestinal, ao passo que L. mellis foi observada no
polen, superficie de nutrizes e forrageiras. A espécie L. kunkeii foi observada no alimento e

superficie de forrageiras nos Estados Unidos e todos os substratos no Brasil (Tabela 8).

As espécies L. apis (Killer, et al.,, 2014) e L. mellis (Olofsson et al., 2014) foram
recentemente descritas, ambas isoladas do estobmago de mel em A. mellifera. Lactobacillus apis
apresentou acdo inibitoria frente aos patogenos Paenibacillus larvae e Melissococcus plutonius,
causadores da Cria Putrida Americana e Européia, respectivamente (Killer, et al., 2014). A
espécie L. kunkeii ¢ composta por diversas linhagens e ¢ considerada a BAL frutofilica dominante
na natureza, associada mundialmente a flores, frutos (Endo et al, 2009), espécies de abelhas
solitarias (Vésquez et al., 2012) e sociais (Olofsson & Vasquez, 2008; Vasquez et al., 2012;
Anderson et al, 2013). Estas trés espécies estdo normalmente presentes no estomago de mel
destes insetos, como parte da microbiota das abelhas, sendo transmitidas deste para os demais
susbtratos associados a A. mellifera, como evidenciado neste trabalho e em estudos anteriores
(Olofsson & Vazquez, 2008; Vazquez et al., 2012; Anderson et al, 2013; Corby-Harris et al.,
2014).

Bactérias pertencentes ao género Bifidobacterium compreendem um grupo microbiano
comensal presente nos intestinos de varios animais, incluindo mamiferos e insetos sociais
(Ventura et al, 2012). Neste trabalho, este género foi representado pela espécie B. asteroides,
observada no pao de abelhas e superficie de abelhas nutrizes e forrageiras, em ambos os
ambientes. Assim como espécies do género Lactobacillus, B. asteroides foi citada por Olofsson
& Viézquez (2008) como parte da microbiota do estomago de mel de 4. mellifera. Foi isolada
também de outros substratos associados a esta abelha, como néctar floral, mel, pdlen corbicular,
pao de abelhas e trato alimentar (Olofsson & Vazquez, 2008; Vazques et al., 2012; Anderson et
al, 2013; Corby-Harris et al., 2014).
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As espécies de bactérias do acido latico observadas em associagdo com A. mellifera neste
trabalho, em sua maioria, compdem a microbiota do estomago de mel deste inseto, estrutura
anatomica que representa a interse¢ao entre o compartilhamento/armazenamento de alimentos e o
ambiente de polinizagdo (Corby-Harris et al., 2014). A partir do estbmago de mel, os micro-
organismos do ambiente (provenientes do néctar, superficie florais e dgua) e enddgenos desta
regido anatdmica podem ser transmitidos para o mel, contetdo intestinal e deste para os residuos
das colméias. Ainda, através de trocas trofalaticas, o conteudo armazenado no estdomago de mel
pode ser transmitido para as abelhas mais jovens (nutrizes), destas para o pao de abelhas, crias,
alcangando todos os substratos da colmeia, como evidenciado para a espécie L. kunkeii neste
trabalho. Embora alguns autores sugiram que espécies de BAL sejam transientes, adquiridas no
ambiente de polinizacdo (Anderson et al., 2013), as abelhas as coletam e as mantém em regides
anatomicas especificas, provavelmente pelo efeito benéfico que estas devem conferir a estes

insetos.
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5.2.2.2 Analise de diversidade de bactérias associadas a 4. mellifera

A partir das mesmas 339 amostras de substratos em associagdo com A. mellifera (Brasil =
195 e Estados Unidos = 144) utilizadas para o isolamento de leveduras, o total de 283 bactérias
(laticas e ndo laticas) foi isolado, correspondendo a 61 tdxons. As curvas de acumulagdo de
espécies dos substratos avaliados no Brasil (todos os substratos compilados) nao estabilizou,
assim como observado nas curvas de acumulacdo de espécies de leveduras, evidenciando mais
uma vez que a amostragem ndo foi representativa do total de espécies possiveis neste local
(Figura x, a). No entanto, a curva de acumula¢do de espécies de bactérias associadas a A.
mellifera nos Estados Unidos atingiu a assintota (formato de uma curva estabilizada, em que o
valor do eixo y ndo muda, tornando a curva sempre paralela ao eixo x), mostrando que,

virtualmente, todas as espécies de um hospedeiro ja foram coletadas naquele pais (Figura x, b).
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Figura 24. Curvas de acumulaciao de espécies de bactérias (linha central) no Brasil (a) e nos
Estados Unidos (b), com intervalos de confianca de 95% (linhas externas), baseada em 1.000

repeticdes de bootstrap
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O estimador de riqueza Chao foi também utilizado para a avaliacdo da riqueza de espécies

de bactérias associadas a A. mellifera (Tabela 10).

Tabela 10. Valores observados e valores esperados de bactérias (laticas e ndo laticas), baseados
no estimador de riqueza Chao 2, para todos os substratos associados a A. mellifera no Brasil e

Estados Unidos.

N° observado  Estimador de riqueza

Local de espécies Chao 2
Brasil 28 41,8+7,5
Estados Unidos 45 22,6 +1,6

O estimador Chao 2 indicou estimativas de riquezas de espécies superiores as observadas
neste trabalho, para os substratos avaliados no Brasil. No entanto, a riqueza de espécies de
bactérias observada nos substratos provenientes dos Estados Unidos mostrou-se superior aos
valores esperados, o que corrobora o ja observado pela curva de acumulacdo de bactérias,
indicando que a riqueza de espécies de bactérias nos Estados Unidos foi totalmente acessada

(Tabela 10).

Os resultados advindos deste trabalho evidenciam que um componente estrutural da
colmeia, a propolis, é capaz de modular a fun¢do imune em Apis mellifera, alterando a expressao
génica de importantes moléculas efetoras da imunidade em abelhas. Tal como um componente da
imunidade social, as comunidades de leveduras e bactérias associadas a este inseto foram
inventariadas, o que vem a contribuir para o melhor entendimento das relagdes ecoldgicas

existentes entre micro-organismos e abelhas.
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6 CONCLUSOES

- Os estimulos (desafios microbianos e injecao com solu¢do salina) foram capazes de induzir uma
resposta imunolédgica efetiva, caracterizada pela regulacdo positiva da expressdo de peptideos
antimicrobianos (Hymenoptaecina, Abaecina, Apidaecina e Defensina 1), AmEater e
Vitelogenina. Tanto nos ensaios conduzidos no Brasil como nos Estados Unidos, as abelhas
desafiadas com suspensdes de micro-organismos nao apresentaram maior expressao de AMPs do
que aquelas inoculadas com salina, indicando que os desafios induziram a uma resposta imune

significativa, porém nao especifica.

- O periodo de dez horas apds estimulagao foi suficiente para a detec¢ao de niveis mensuraveis de

RNA mensageiro, codificadores destes peptideos e proteinas.

- A propolis verde parece ter um papel modulador da resposta imune, evidente em abelhas
americanas. Na condi¢@o inverno, a exposicao de abelhas dos grupos controle a resina foi capaz
de reduzir a expressao de Hym em todas as colmeias, de 4Aba em trés das quatro colmeias e de Api
e Defl em metade das colmeias, em relagdo aos grupos controle ndo expostos a propolis. Ja no
verao, a expressao de grupos controle expostos a propolis foi, em geral, induzida, provavelmente
devido a atividade de forrageamento, que aumenta o contato da colmeia com micro-organismos

provenientes do ambiente, aumentando por consequéncia a expressdo dos genes avaliados.

- Nao foi possivel observar o mesmo efeito modulador da propolis verde sobre as abelhas
provenientes do Brasil, provavelmente por ndo ter sido realizada a avaliacdo par a par nos
tratamentos (com e sem a exposicao a propolis) e pelo fato destas abelhas serem naturalmente
expostas a propolis como componente da colmeia, neste caso ndo representando um estimulo

novo a estes insetos.

- As leveduras observadas em associacdo aos substratos de A. mellifera parecem ter sido
adquiridas do ambiente de forrageamento, como nectarios e superficies florais, caracterizando-se,

em sua maioria, como microbiota transiente neste inseto.
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- Assim como o observado para as leveduras, a comunidade de bactérias associadas a A. mellifera
parece ter sido adquirida do ambiente de forrageamento, caracterizando-se também como

microbiota transiente.

- As comunidades de leveduras e bactérias observadas no Brasil e nos Estados Unidos sao
diferentes. Apenas seis dos quarenta e cinco taxons de leveduras observados em Apis sdo comuns
aos dois ambientes e apenas doze (oito ndo-laticas e quatro laticas) do total de sessenta € um
taxons de bactérias foram observados no Brasil e Estados Unidos. Estes resultados sugerem que
abelhas da mesma espécie apresentam sua microbiota composta em grande parte por espécies de
micro-organismos presentes no ambiente no qual estdo inseridas, refletindo comunidades de

leveduras e bactérias distintas entre os dois ambientes.

- Foi possivel observar duas provaveis espécies novas, uma levedura e uma bactéria, associadas a
A. mellifera, evidenciando que abelhas sdo uma fonte rica para descoberta de novas espécies

microbianas.
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