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CARACTERIZACAO DO MICROBIOMA INTESTINAL DE ABELHAS Apis mellifera L.
NOS BIOMAS CAATINGA E MATA ATLANTICA DO ESTADO DA PARAIBA

RESUMO

A composicdo da microbiota intestinal dos animais pode ser alterada por diversos fatores
intrinsecos e extrinsecos ao hospedeiro como dieta, estado fisiologico e genética. O presente
estudo objetivou caracterizar as diferencas existentes na microbiota intestinal de abelhas Apis
mellifera oriundas de dois biomas, Mata Atlantica e Caatinga, através de metataxonomia. Foi
realizado sequenciamento de alto desempenho da regido V3-V4 do gene microbiano rRNA
16S e em sequéncia o processamento dos dados. Observou-se mair abundéncia diferencial do
género Apibacter oriundas da Mata Atlantica. Estudos desmontraram que as abelhas expostas
a diferentes tipos de paisagem apresentam diferengas significativas em suas comunidades
microbianas intestinais, embora a variancia demostrada pelo tipo paisagistico seja

relativamente baixa.

Palavras-chaves: apicultura; metagendmica; bioinformatica; biologia molecular;

microbiologia.



CARACTERIZACAO DO MICROBIOMA INTESTINAL DE ABELHAS Apis mellifera L.
NOS BIOMAS CAATINGA E MATA ATLANTICA DO ESTADO DA PARAIBA

ABSTRACT

in general, several intrinsic alter the composition of the intestinal microbiota and extrinsic
factors of the host such as diet, physiological state and genetic history. The present study
aimed to characterize the differences in the intestinal microbiota of Apis mellifera bees from
two biomes (Atlantic Forest and Caatinga) through the use of genomic tools. For the
characterization of the microbiota, sequencing of the V3-V4 region of the microbial 16S
rRNA gene was performed and data processing was sequential. In the results, it is observed
that for seven genera, there is an abundance in both regions, but for the genus Apibacter, there
is the presence of this in lower abundance in the samples of the Caatinga hives. Studies have
dismounted that bees exposed to different landscape types present significant differences in
their intestinal microbial communities, although the variance shown by the landscape type is

relatively low.

Keywords: apiculture; metagenomics; bioinformatics; molecular biology; microbiology.
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1. Introducdo

As abelhas desenvolvem intmeras fungdes na natureza, todas elas relacionadas a diversos
fatores que por sua vez séo de extrema importancia para o funcionamento do nosso planeta.
Podem-se obter diversos servigos e produtos através destes insetos como, por exemplo, a
polinizacdo e, consequentemente, o aumento na producdo agricola. Adicionalmente, séo
produzidos derivados da apicultura tais como o mel, a propolis, a cera, a geleia real e a
apitoxina (COSTA-MAIA et al.,2010). Em meio aos beneficios que as abelhas oferecem,

considera-se 0 mais importante o papel de como polinizadoras.

Nos ultimos anos, varios estudos envolvendo cultivo microbiol6gico convencional e
sequenciamento de DNA demostraram que abelhas operarias e adultas do género Apis
apresentam microbiota intestinal caracteristica e inerentemente estavel, composta por um
numero limitado de linhagens bacterianas desempenhando importante papel na digestdo, no
ganho de peso, na resisténcia a patdgenos e no desenvolvimento intestinal (MARTINSON et
al., 2011; ENGEL et al. 2012; SABREE, 2012; LEE, 2015). (

Tem havido aumento no nimero de estudos que demonstraram ligacdo entre o microbioma
intestinal e a salde das abelhas. No intestino da abelha ocorre a colonizacéo através de oito
filotipos bacterianos centrais, sendo eles: Snodgrassella alvi, Gilliamella apicola,
Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp, Frischella perrara, Bartonella apis,
Parasaccharibacter apium e Commensalibacter spp (KWONG et al., 2017). A microbiota das
abelhas é semelhante a de outros insetos, contribuindo para a digestdo dos alimentospelo
hospedeiro, promovendo o ganho de peso através do metabolismo bacteriano e da sinalizacdo
hormonal, e desempenhando funcéo protetora contra a infec¢bes por patdgenos, bem como na
regulagdo do sistema imunologico do hospedeiro (KWONG e MORAN, 2016; RAYMANN e
MORAN, 2018).

O microbioma intestinal de abelhas é altamente conservado e especializado, consistindo de
nove espécies bacterianas que sdo adquiridas, principalmente, pelo contato entre 0s
individuos. Cinco dessas espécies estdo presentes, tanto nos Apineos como nos Bombineos.
Disturbios na microbioma intestinal demonstraram ter efeitos prejudiciais na saide das
abelhas (RAYMANN, 2018).

Estudos recentes demonstraram que antibidticos podem levar a disbiose intestinal em abelhas,

tornando-asmais propensas a infeccdes mortais (LI et al., 2017; RAYMANN et al., 2017).
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Kesnerova et al. (2017), estudando mudangas metabdlicas em abelhas com microbiota
completa produzida a partir de cultura in vitro, identificaram que a microbiota intestinal
utiliza uma ampla gama de substratos derivados do pdlen, incluindo flavonodides e
componentes da parede externa do pélen, sugerindo um papel fundamental para a degradacao
de metabdlitos vegetais secundarios e digestdo do polen. Por sua vez, varias espécies foram
responsaveis pelo acimulo de acidos organicos e intermediarios de degradacdo de compostos

aromaticos.

Animais que vivem em comunidades sociais normalmente abrigam uma microbiota intestinal
caracteristica importante para a nutricio e defesa de patogenos. Engel et al. (2012)
identificaram uma comunidade microbiana distinta no intestino da abelha Apis mellifera,
composta por um conjunto taxonomicamente restrito de espécies especificas de abelhas
sociais. Os autores afirmam que apesar da importancia ecoldgica e econdmica das abelhas
meliferas e da crescente preocupacdo com o declinio populacional, o papel de seus simbiontes
intestinais para a saude e nutricdo da colénia é pouco conhecido. Estudos recentes envolvendo
metagenémica tem demonstrado que o microbioma intestinal de abelhas apresenta um grau
notavel de diversidade genética. Porém, trata-se deum tema pouco conhecido, principalmente
quando se considera o bioma no qual as abelhas estdo inseridas.

O Estado da Paraiba é formado por varias regides distintas, incluindo areas de Mata Atlantica
e Caatinga. O interesse em investigar estas duas regides vem da diferenca edafoclimatica e de
vegetacdo significativas entre as mesmas. De acordo com o Institudo Brasileiro de Florestas, a
Mata Atlantica ocupava uma area de 1.110.182 Km?, e correspondia a 15% do territorio
nacional, mas hoje restam apenas 12,5% da floresta que existia originalmente. E constituida
principalmente por mata ao longo da costa litoranea que vai do Rio Grande do Norte ao Rio
Grande do Sul. Apresenta uma variedade de formacdes, engloba um diversificado conjunto de
ecossistemas florestais com estrutura e composi¢cdes floristicas bastante diferenciadas,
acompanhando as caracteristicas climaticas da regido onde ocorre. Cerca de 70% da
populacdo brasileira vive no territorio da Mata Atlantica; as nascentes e mananciais
abastecem as cidades, sendo um dos fatores que tem contribuido com os problemas de crise
hidrica, associados a escassez, ao desperdicio, a m& utilizacdo da agua, ao desmatamento e a
poluicdo. Da flora, 55% das espécies arboreas e 40% das ndo-arboreas sdo endémicas, ou seja,
sO existem na Mata Atlantica. Das bromélias, 70% séo endémicas dessa formacao vegetal, e
das palmeiras sdo 64%. Estima-se que 8 mil espécies vegetais sejam endémicas da Mata

Atlantica.
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De acordo com a Fundagdo Joaquim Nabuco, a Caatinga € um bioma brasileiro encontrado no
Nordeste, nos estados do Maranh&o, Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco,
Alagoas, Sergipe, Bahia e parte de Minas Gerais. Toda a area desse bioma abrange cerca de
11% do territério brasileiro; apresenta clima semiarido, vegetacdo com pouca folhas e
adaptadas para os periodos de secas, além de grande biodiversidade; o nome Caatinga
significa, em tupi-guarani, “mata branca” que faz referéncia a cor predominante da vegetacao
durante a estacdo de seca, onde quase todas as plantas perdem as folhas para diminuir a
transpiracdo e evitar a perda de agua armazenada; no inverno, devido a ocorréncia de chuva,
as folhas verdes e as flores voltam a brotar; € um Bioma com grande importancia ecoldgica,
mas, apesar disso, calcula-se que 40 mil km2 da Caatinga ja foram transformados em quase
deserto, 0 que é explicado pelo corte da vegetacdo para servir como lenha e pelo manejo

inadequado do solo.

Diante do exposto, o0 presente estudo teve como objetivo caracterizar, através da
metataxonomia a partir de sequenciamento de alto desempenho, as diferencas existentes na
microbiota intestinal de abelhas Apis mellifera L. oriundas de dois biomas distintos, Mata

Atlantica e Caatinga.,
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2. Revisao de literatura

2.1 Caatinga

A Caatinga é o bioma predominante da regido do Semiarido brasileiro, esta cobre cerca de
80% de sua area geografica e ocupa uma area de 826.411,23 km2 (IBAMA, 2009). Este bioma
também é conhecido como sertdo, agreste, cariri, Serid0, carrasco, sendo denominacdes
populares dadas de acordo com as diferentes formag@es vegetais do bioma (ARAUJO FILHO,
2013). O dominio desta vegetacdo se configura numa regido diversificada de paisagens e tipos
vegetacionais, composta por um mosaico de arbustos espinhosos, florestas gradualmente
secas e clima semiarido que toma por completo o Ceara, e parte dos estados do Rio Grande do
Norte, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Alagoas, Sergipe, Bahia e uma faixa que segue o rio S&o
Francisco em Minas Gerais (PRADO, 2003). Essa diversidade é resultado das variagdes
geomorfoldgicas, climaticas, topogréaficas e também das a¢cdes antropicas que influenciam na
diversidade e distribuicdo das espécies vegetais (ARAUJO FILHO,2013).

Segundo Moraes (2016), as plantas xerdfitas, formadas por espécies que desenvolveram
artificios para sobreviver em ambiente com poucas chuvas e baixa umidade, sdo as principais
plantas que compdem a vegetacdo da Caatinga. Neste bioma sdo comuns arvores baixas e
arbustos na maioria das vezes espinhosos. Como exemplo temos os cactos, estes espinhos séo
folhas modificadas que diminuem a perda de agua por transpiracdo (MORAES, 2016). A
diversidade de plantas deste bioma é representada por mais de duas mil espécies, fazendo
destague em aproximadamente 130 espécies endémicas (QUEIROZ, 2011); por conta disso
este bioma é considerado rico em recursos geneticos quando comparado a outras regides
semiaridas no mundo (CALIXTO-JUNIOR & DRUMOND, 2014). Entretanto, a Caatinga €
provavelmente o menos estudado quando se fala de fauna e flora e também um dos que mais
tem sofrido com a degradagdo no decorrer dos Ultimos 400 anos em decorréncia do uso
predatorio e desordenado (BEZERRA et al., 2014). Com 51% da éarea alterada pela acéo
humana, a Caatinga é considerado o terceiro bioma mais degradado do Brasil (ALVAREZ &
OLIVEIRA, 2013).
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2.2 Mata Atlantica

Na Paraiba, a Mata Atlantica abrange duas grandes areas totalizando 657.851,21 ha (6.578,51
km?) isso corresponde a 11,66% do territorio do estado e também ocupam total e parcialmente
63 municipios, adicionando também os ecossistemas de florestas ombrofila densa, aberta,
sazonal sem decidual, espagos de tensdo ecoldgica, formacdes desbravadoras (restingas e
manguezais). Cerca de 1.692.369 pessoas formam a populacdo vivente desta area. As
atividades que mais sensibilizam a Mata Atlantica no estado, sdo o0 aumento da area de cultivo
da cana de acucar e a propagacao de atividades voltadas para a carcinicultura nas areas de
manguezais (BRASIL, 2010).

No que diz respeito a areas de maior concentracdo de mata, tem-se destague nos municipios
de Cruz do Espirito Santo, Santa Rita, Rio Tinto e Mamanguape. A disposi¢do dos resquicios
florestais tem poténcia para formar um corredor ecoldgico. Outra &rea de destaque
corresponde aos remanescentes encontrados nos municipios de Areia e Alagoa Grande, esse
conjunto é de grande interesse ecoldgico e social, pois se trata de fragmentos de mata serrana,
comumente conhecida como brejo de altitude. O pico do Jabre que fica no municipio de
Maturéia, pelo fato de se estabelecer num desflorestamento de Mata Atlantica em area de
Caatinga, merece mais atencdo levando em conta o declinio da area nos ultimos anos
(BRASIL, 2010).

O Ministério do Meio Ambiente (MMA\) identificou na Paraiba a necessidade de intervencdes
em 279.361,30 ha priorizando para acGes de criacdo de areas protegidas, sendo elas unidades
de conservacdo de protecdo integral e uso sustentavel além do fomento para o uso sustentavel,
a realizacdo de inventarios, criacdo de mosaicos e corredores de biodiversidade, além da
definicdo de area de exclusdo de pesca. O estado da Paraiba toma conta de 2,44% do territorio
com Mata Atlantica sendo esta protegida por unidades de conservacdo federal e estadual
(BRASIL, 2010).

2.3 Flora apicola

As plantas com suas flores existem desde a antiguidade, seu surgimento na terra foi estimando
em mais de 120 milhGes e anos atrds, eram caracterizadas pelo fato de oferecerem em



15

abundancia recursos alimentares que por sua vez eram utilizados pelos visitantes florais, estes
visitavam vérias flores afim de buscar alimento e consequentemente eles as polinizavam
(SILVA et al., 2012).

A flora arbdrea mais diversificada de todo mundo é encontrada no Brasil, € uma flora nativa
que h& milhares de anos passa por um processo de interagdo com o ambiente e atraves deste
tempo de interagcdo, passou por um processo rigoroso de selecdo natural, gerando assim

espécies geneticamente mais resistentes e adaptadas ao meio (LORENZI, 2002).

A regido Nordeste do Brasil é caracterizada por suas temperaturas elevadas e por ser a regido
mais seca do pais, possui alta variabilidade espacial e temporal de precipitacbes o que

caracteriza o clima do semiarido (GOMES, 2010).

O semiarido brasileiro estd entre uma média pluviométrica de 300 a 800 mm anuais, a
evapotranspiracdo podendo alcancar 2700 mm anuais. A questdo pluvial é marcada por duas
estacOes e sdo elas: uma umida onde tem a duracdo de 3 a 4 meses, € nesta que ocorre cerca
de 80% das precipitacdes anuais; e a outra seca, que fica por conta dos meses restantes, esse
periodo é destacado com temperatura megatérmica sendo sua média entre 25°C e 31°C,
levando em consideracdo que junho e julho sdo os meses mais frios, a umidade relativa do ar
varia entre 40 e 50% no periodo de seca e 80 a 90% no periodo de chuva, a caatinga se trata
de um bioma que predomina no semiarido brasileiro, cobre maior parte da area geogréfica,
cerca de 80% o que ¢ equivalente a 800 mil km2 (ARAUJO FILHO, 2013).

2.4 A flora apicola na Paraiba

Uma vegetagéo diversificada se faz presente no estado da Paraiba isso em decorréncia das
condi¢cdes ambientais e geomorfologicas. A Paraiba estd localizada na porcdo oriental do
Nordeste brasileiro entre os meridianos de 34°45°45” e 38°45°45” longitude oeste e os
paralelos de 06°2°12” e 08°19°18” latitude sul, fazendo conta de uma érea de 56.762 km?
(SILVA, 2010).

Segundo Nurit et al, (2005), em uma parte do interior da Paraiba é predominante o clima
semiarido e assim registrando nesta area altas médias mensais de temperatura variando entre
25°C a 30°C e baixos indices pluviométricos com variacdes de 300 a 1000 mm de chuva que

por sua vez é mal distribuida ao longo do ano condicionando assim uma vegetacgéo xerofitica.
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Através da realizacdo de estudos de caracterizagdo da flora apicola do estado da Paraiba,
foram colhidas, identificadas e catalogadas 47 familias que seguem: Amaranthaceae, 6
Amarilidaceae, Anacardiaceae, Apocinaceae, Arecaceae, Asteraceae ou Compositae,
Bignoneaceae, Boraginaceae, Caparaceae, Capparidaceae, Caesalpinoideae, Combretaceae,
Commelinaceae, Comvolvulaceae, Cucurbitaceae, Euphorbitaceae, Fabaceae, Fabaceae
(Caesalpinioideae), Gramineae, Labiateae, Laminaceae, Leg. (Caesalpinoideae), Leg.
(Mimosoidea), Leg. (Papilionoideae), Leguminosae, Loranthaceae, Malpighiaceae,
Malvaceae, Melastomaceae, Meliaceae, Moringaceae, Myrtaceae, Nyctaginaceae,
Passifloraceae, Plumbaginaceae, Polygonaceae, Portulaceae, Rhamnaceae, Rosaceae,
Rubaceae, Sapindaceae, Simaroubaceae, Solanaceae, Sterculiaceae, Verbenaceae, Violoaceae
e Zygophyllaceae (SILVA, 2006).

2.5 Flora apicola no Cariri paraibano

O Cariri se trata de uma regido que é integrada ao semiarido da Paraiba possuindo um clima
sub desértico quente, com tendéncia tropical e precipitacdo acima de 300 mm anuais. Possui
também curta estacdo chuvosa, seca prolongada e umidade relativa do ar na faixa de 65%
(SILVA, 2006).

A flora conhecida no Cariri Paraibano apresenta cerca de 396 espécies, distribuidas em 90
familias botéanicas, sendo 85 familias de angiospermas. A familia mais diversificada é
Leguminosae, com cerca de 71 espécies. Um total de 11 familias de grande riqueza
representam cerca de 57% do total de espécies que foram identificadas, entre ela: Asteraceae,
Cyperaceae, Poaceae e Amaranthaceae, que sdo constituidas principalmente por espécies
herbaceas, efémeras, que se fazem presente apenas no periodo curto das chuvas. Quem
também se destaca com sua riqueza floristica é a familia Euphorbiaceae, tanto os lenhosos
como os herbaceos. As familias Cactaceae e Bromeliaceae estdo associadas a fisionomia da
caatinga estdo bem representadas nesta regido. E importante lembrar também de espécies de
familias de ambientes aquaticos como por exemplo a Cambombaceae, Lemnaceae,
Limnocharitaceae, Menyanthaceae, Nympheaceae e Pontederiaceae que se apresentam apenas

no periodo chuvoso nos agudes, barreiros e lagoas temporarias (BARBOSA et al., 2007).
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2.6 Microbioma das abelhas

As relaces simbidticas entre microrganismos e hospedeiros sdo cada vez mais consideradas
como fator chave para uma variedade de diferentes processos ecoldgicos e evolutivos. As
bactérias existentes no intestino, particularmente, podem beneficiar o hospedeiro auxiliando
na aquisicdo de nutrientes e protegendo contra parasitas e patdgenos e modulando o
desenvolvimento da funcdo imunoldgica (E.G., KOCH AND SCHMID-HEMPEL 2011a;
CHOUAIA et al. 2012; BRUCKER AND BORDENSTEIN 2013; ENGEL AND MORAN
2013; ENGEL et al. 2016).

O progresso e a manutencdo da microbiota intestinal das abelhas podem ser de grande
importancia para a saude e a aptiddo do hospedeiro. Existem popula¢bes microbianas
intestinais dominantes e que estdo associadas a uma determinada espécie animal, constituindo,
portanto, a“microbiota intestinal central”, que desempenha um papel essencial na fisiologia do
hospedeiro através da simbiose (SHADE, 2012). De maneira geral, a composicdo da
microbiota intestinal pose sofrer influéncia de diversos fatores, podendo esses fatores serem
divididos em fatores intrinsecos e extrinsecos ao hospedeiro, (CARMODY, et al., 2015;
GAQO, et al., 2018; SHAPIRA, 2016; SMITH, et al., 2015).

Os insetos sdo animais sociais, particularmente abelhas, sendo consideras como modelos
muito importantes para a determinacdo da extraordinaria gama de influencias das
comunidades microbianas nos seus hospedeiros. A questao das perdas das col6nias de abelhas
em todo o mundo requer uma compreensdo mais detalhada dos componentes patogénicos e
mutualistas das comunidades microbianas deste polinizador de grande importancia ecoldgica
e econdmica (GALLAI, SALLES, SETTELE, & VAISSIERE, 2009; OLLERTON,
WINFREE, & TARRANT, 2011), em especifico a associacdo entre o meio ambiente e a
comunidade microbiana (ENGEL et al., 2016).

O entendimento acerca da microbiota intestinal de Apis mellifera progrediu muito
recentemente. Através de um estudo relata-se que essas abelhas apresentam uma comunidade
microbiana consistente e caracteristica, entretanto, algumas espécies microbianas ainda nao
possuem funcbes exploradas (RAYMANN E MORAN, 2018). Estudos demonstraram
caracteristicas diferentes que tornam o ambiente intestinal das Apis mellifera Unico entre os
insetos. Primeiramente, como na maioria dos animais sociais, as abelhas séo colaboradoras da

microbiota, ou seja, a microbiota de uma abelha é passivel de ser transmitida para outra
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abelha, isso ocorre devido contato direto nas primeiras interacGes sdcias com os demais
companheiros da colmeia (ENGEL E MORAN, 2013; POWELL et al., 2014).
Consequenctemente, as comunidades intestinais podem apresentar uma grande resisténcia
ecologica, o que significa dizer que, mesmo com variacdes ambientais, um grupo diferente do
organismo é mantido tanto entre os individuos quanto dentro dos individuos (MORAN et al.,
2012).

A formacdo taxonémica das caracteristicas da microbiota (que é em grande parte composta
por espécies encontradas apenas nas abelhas sociais), junto com as contribuicdes bioquimicas
criticas ao hospedeiro, recomenda uma relacéo altamente especializada e co-evolutiva entre 0s
microbios e a Apis mellifera (MARTINSON et al., 2011). Organismos usados como modelo
dispdem de oportunidades para estudar a questdo das interacbes do hospedeiro-microbioma
através de um nivel de controle experimental no qual ndo é possivel em estudos humanos,
modelos podem ser utilizados afim de entender a questéo das associagdes entre 0 microbioma
e a doenga. A microbiota intestinal nos insetos sociais, como abelhas (Apis mellifera), sdo em
especial Gteis como modelos, pois dividem caracteristicas comuns com comunidades de
mamiferos (POWELL, 2014).

Certificou-se que uma enorme gama de microrganismos esta associada a abelhas e seus
alimentos, sendo eles néctar, polen, mel e propolis (GILLIAM, 1988). Os microrganismos
presentes na microbiota das abelhas, digerem e fermentam os componentes da parede celular
vegetal e produzem vitaminas essenciais (ZHENG, 2018; DILLON, 2004). Um estudo prévio,
identificou oito fitotipos caracteristicos, anaerébicos ou microaeréfilos encontrados em varios
ambientes e locais geograficos (JEYAPRAKASH, 2003; MORAN, 2015). As bactérias
"nucleo” mais abundantes nas abelhas adultas sdo proteobacterias Gram-negativas, por
exemplo, Snodgrassella e Gilliamella ssp (KWONG, 2013) e firmicutes Gram-positivas, s
incluindoLactobacillus ssp. (BABENDREIER, 2007). Menos abundantes séo Bifidobacterium
ssp. (BOTTACINI, et al, 2012), Frischella, Bartonella, Parasssacharibacter e
Gluconobacter (BABENDREIER, 2007). As abelhas adquirem essas bactérias no inicio da

vida e a maioria as retém ao longo de sua vida (DONG, 2020).

2.7 ldentificacdo taxonémica da microbiota

Embora ambos os termos microbioma e microbiota refiram-se a comunidade microbiana
encontrada em um organismo maior ou em ambiente mais denso, a expressao “microbioma” ¢

geralmente mais aceita como o genoma coletivo ou material genético da ‘microbiota’. Os



19

métodos atuais de abordagem para determinar a taxonomia da microbiota em Apis mellifera
sdo principalmente os métodos gendmicos, ou seja, aqueles baseados na identificacdo de uma
determinada sequéncia genbémica para um grupo microbiano especifico (bactérias ou
eucariontes) com diferentes niveis de resolucdo de filo a espécies ou até mesmo para cepa
(ROMERO et al., 2019). Para tanto, ocorre o isolamento do DNA gendmico, seguido pelo
sequenciamento de todo o genoma (metagendomica shot gun), ou de genes ou regides
especificas, tendo-se entdo em uma abordagem baseada em amplicon

Dependendo da origem da amostra microbiana, as abordagens gendmicas podem ser
classificadas em métodos dependentes ou independentes de cutivo. Os métodos independentes
de cultivo sdo muito recomendados para a obtencdo do perfil taxondmico nas comunidades
microbianas, devido ao fato de muitas espécies ndo poderem ser facilmente cultivadas.
Culturas que seguem um foco no enriquecimento de organismos componentes previamente
determinados podem ser usados para estudos de fenotipagem e caracterizagdo profunda
(ROMERQO et al., 2019). O sequenciamento do amplicon rRNA 16S € o método independente
de cultivo mais comumente usado independente de cultivo para analisar comunidades
bacterianas e forneceu informacdes valiosas sobre a distribuicdo de bactérias entre os habitats
(LEY, 2008).

2.8 Relacgdo da nutricdo com a microbiota intestinal das abelhas

A principal fonte de carboidratos, proteinas e aminoacidos em insetos € o grdo de polen, que
por sua vez é coletado pelos insetos e utilizado como a principal fonte de nutricdo. As abelhas
constroem pequenas cavidades nos favos chamados de alvéolos, onde depositam os grdos de
polen gue sdo coletados durante a época de floracdo. Os alvéolos por sua vez ndo exercem a
fungdo apenas de armazenamento, mas também apresenta condi¢Ges favoraveis a
biotransformacdo do polen em péo de mel e isto ocorre através da acdo das enzimas presentes
na saliva das abelhas e que sdo depositadas nos alvéolos e estes por fim sdo selados havendo
assim alteragéo do pH do meio (GILLIAM, 1979).

O polen torna-se pao de mel apds o periodo da armazenagem e neste periodo ocorre a quebra
das proteinas, tornando assim disponivel para a nutricdo das abelhas a quantidade ideal de
aminoéacidos. Enquanto a mistura de grao de polen e saliva esta armazenada ela também fica
exposta ao contato das abelhas que estdo dentro da colmeia (BRODSCHNEIDER &
CRAILSHEIM, 2010).
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Com o poélen armazenado tem-se a atividade de degradacdo do mesmo que por sua vez torna o
composto mais facil de ser assimilado. Pode ser imediatamente consumido em termos de
carboidratos menores, pois sdo mais simples, podendo ser consumido tanto pelas abelhas
como também pela comunidade microbiana que se desenvolve no pao de mel utilizando como
fonte de alimento e também auxiliando na quebra do mesmo (GILLIAM, 1997).

As abelhas ndo consomem o polen cru, ao invés disso as operarias fazem o processo no polen
que coletam, envolvendo-os em favo de mel, adicionando secre¢des salivares a ele e por fim
selando com mel (GILLIAM, 1979). Posteriormente, o p6len é amadurecido em pao de abelha
durante semanas, isso devido a atividade de microrganismos que sdo encontrados no pdo de
abelha, mas que estdo ausentes no polen ndo processado (VASQUEZ, 2009). A composicdo
quimica do péao de abelha é diferente daquela do pdlen, ja que ele tem maior teor de vitamina
(HAYDAK, 1950), menor quantidade de polissacarideos complexos, mudancas nos
aminoacidos (STANDIFER, 1980). A sugestdo € de que as alteracBes que ocorrem na
composi¢do nutricional sejam resultado da atividade metabdlica da microflora presente no
polen armazenado (GILLIAM, 1979; VASQUEZ, 2009; HERBERT, 1978).

Através de estudos das comunidades microbianas que estdo em relacdo com os animais, foi
descoberto interacGes entre hospedeiro e o simbionte, firmando a importancia que representa a
degradacédo e na assimilagdo dos nutrientes para a alimentacdo (MARTINSON et al., 2011,
OLOFSSON & VASQUEZ, 2008, VASQUEZ et al., 2009). Foi observado através de estudos
que estruturas e atividades microbianas seriam responsaveis pelo bom funcionamento
relacionado a dieta com pdo de mel (polen processado) e a formacdo de uma comunidade
microbiana situada no interior do trato digestorio da abelha e assim contribuindo para um
melhor estado de satde (OLOFSSON & VASQUEZ, 2008).

E de extrema importancia que o inseto se mantenha saudéavel, pois isso influencia no
desenvolvimento das varias fungdes dos microrganismos dentro da comunidade microbiana
(BRODSCHNEIDER & CRAILSHEIM, 2010). Uma comunidade bacteriana ampla em
termos de especies faz com que o trato digestério da abelha esteja mais capacitado para
realizar atividade de degradacéo dos nutrientes (BUNGE et al., 2014).

A microbiota intestinal de Apis mellifera, esta pode estar envolvida nos processos
nutricionais, por exemplo: utilizacdo e desagregacdo dos graos de pdlen e também degradar
compostos toxicos que sdo encontrados no ambiente (ENGEL et al. 2012). As bactérias
intestinais, além de estarem envolvidas em processos de degradacdo, também podem

desempenhar papel de defesa contra patdgenos, ou seja, podem produzir compostos inibitérios
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ou monopolizar nutrientes no intestino (FORSGREN et al. 2010; KOCH E SCHMID-
HEMPEL 2011; ENGEL et al. 2012).
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3. Material e métodos

3.1 Projeto experimental

O experimento foi realizado em dezembro de 2019 com coletas na cidade de Areia-PB (6 °
5820 7S e 35 © 43'16,9” W; Altitude de 545 m acima do nivel do mar), apresentando
temperatura media anual de 22,54 ° C, umidade relativa média de 83,65% e precipitacdo anual
acumulada de 1360,2 em 2019 (INMET, 2020) em regido de Mata Atlantica e na cidade de
S&o Jodo do Cariri (7° 12° 43”' S, 36° 37’ 46’ W; altitude 510 m do nivel do mar) regido de
Caatinga. A coleta foi feita no periodo seco do ano, no fim da primavera que durou de 23 de
setembro de 2019 a 22 de dezembro do mesmo ano, caracterizando-se, portanto, como
periodo seco que demonstrou aumento de temperatura e auséncia de chuvas, isso em ambas as
regides (Brejo e Caatinga), sendo mais evidente na Caatinga por ser uma regido ja
caracterizada por seu clima seco.

Cinco amostras, com média de 35 abelhas Apis mellifera africanizadas, foram coletadas de
cinco colmeias diferentes no apiario localizado em Areia (pertencente Setor de Apicultura da
Universidade Federal da Paraiba), e de cinco colmeias nidificadas no apiario de S&o Jodo do
Cariri (Pertencente a Fazenda Experimental da UFPB). Para a coleta usou-se 0s equipamentos
de EPI e instrumentos necessarios ao manejo de abelhas da espécie Apis mellifera. As abelhas
foram colocadas em tubos estéreis contendo alcool 70% e por fim encaminhadas ao
Laboratorio de Analise de Produtos de Origem Animal (LAPOA / CCA / UFPB) e

armazenadas a -20°C até a disseccdo

3.2 Preparacdo das amostras e extracdo de DNA

Os intestinos das abelhas foram dissecados em ambiente estéril, antes de iniciar a extragéo, as
amostras de abelhas foram deixadas em um papel de filtro estéril por um periodo de 10
minutos a fim de descongelar e evaporar o alcool. No processo de dissecacdo foi feito um
corte transversal no Ultimo segmento do abdémen da abelha e, em seguida o conteddo foi
exposto e agrupado em tubos a cada replicagdo. O DNA foi extraido com o kit de extracdo de
DNA PowerSoil TM (MoBio Laboratories Inc., Carlsbad, CA, EUA), de acordo com as

instrucdes do fabricante. A qualidade e a concentracdo foram avaliadas em gel de agarose e as
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proporcoes 260/280 e 260/230 com um espectrofotdbmetro de microvolume Colibri LB 915
(Titertek-Berthold, Alemanha).

3.3 Preparacéo das bibliotecas e sequenciamento

As bibliotecas compostas de amplicos do gene rRNA 16S foram preparadas e sequenciadas
junto ao Laboratorio de Avaliacdo de Produtos de Origem Animal (LAPOA / CCA), Brasil. A
regido V3-V4 do gene 16S rRNA microbiano foi amplificada por PCR com 2,5 uLL de amostra
de DNA (5 ng / uL), 5 uL de primer direto, 5 pL. de primer reverso ¢ 12 pL. 2X KAPA HiFi
HotStart ReadyMix (KAPA Biosystems, Wilmington , MA, EUA) em um volume total de 25
uL. As condigdes de reagdo comegaram com uma desnaturagdo inicial a 95 ° C por 3 min,
seguida de 25 ciclosa 95 ° C por 30's,55 ° C por 30 se 72 ° C por 30 s e uma extensao final a
72 ° C por 5 min. Os primers usados foram os seguintes: 341F (5'-TCG TCG GCA GCG TCA
GAT GTG TAT AAG AGA CAG CCT ACG GGN GGC WGC A -3 ') e 805R (5'-GTC
TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA GGA CTA CHV GGG TAT CTA
ATC C -3 ") (Illumina, 2013).

A purificagdo das bibliotecas foi realizada com esferas AMPure XP (Illumina, San Diego,
CA, EUA), quantificadas por gPCR e a qualidade avaliada pelo kit High-Density DNA Assay
no Fragment Analyzer (Advanced Analytical Technologies Inc., Ankeny, lowa, EUA). Com
os resultados, as bibliotecas foram diluidas usando tampéo de ressuspensdo (RSB) ou Tris 10
mM pH 8,5 a 4 nM. Aliquotas de 5 ul de DNA diluido de cada biblioteca e aliquotas de
mistura foram usadas para agrupar bibliotecas com indices Unicos.

O sequenciamento foi realizado em um MiSeq (lllumina) usando uma corrida pareada de 251
ciclos e o kit de sequenciamento V2 de 500 ciclos (Illumina), de acordo com as instrucdes do
fabricante. Pelo menos 5% do DNA PhiX foi adicionado como controle para a execucéo do
MiSeq (Kit PhiX, Illumina).
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3.4 Processamento de dados de sequenciamento e estatisticas

O material sequenciado foi analisado usando a plataforma QIIME 2-2020.2 (Bolyen et al.,
2019). As sequencias foram filtradas, removidas de ruido e, em seguida, analisadas para
sequéncias ndo quiméricas usando DADAZ2, produzindo Variantes de Sequéncia de Amplicon
(ASV) (Callahan et al., 2016).

Para a avaliacdo da diversidade alfa, os indices de diversidade filogenética de Shannon e Faith
foram usados para estimar a riqueza das comunidades microbianas e diversidade filogenética
da amostra, respectivamente.

Para a avaliagdo da diversidade beta, foram utilizadas as medidas de distancias de Jaccard
para avaliar qualitativamente a dissimilaridade da comunidade, Unifrac Ponderada para
avaliar quantitativamente a dissimilaridade da comunidade que incorpora relacdes
filogenéticas entre as caracteristicas, Unifrac Ndo Ponderada como medida qualitativa da
dissimilaridade da comunidade que incorpora relacfes filogenéticas entre as caracteristicas e,
por fim, a medida de Bray Curtis para avaliar quantitativamente a dissimilaridade da
comunidade. E todos estes indices foram calculados na plataforma QIIME 2-2020.2 (Bolyen
etal., 2019).

Anélise de composicdo de microbiomas (ANCOM) foi aplicada para avaliar diferencas nas
abundancias de taxa entre os tratamentos (Mandal et al., 2015). As abundancias relativas dos
ASVs observadas em ANCOM foram comparadas. Os dados foram testados para normalidade
usando o teste de Shapiro-Wilk, e uma andlise de variancia (ANOVA) de duas vias foi
aplicada para observar diferengas significativas sob um valor de P <0,05. Todos os gréficos
foram construidos usando a plataforma QIIME 2-2020.2 (Bolyen et al., 2019) e o plugin
Emperor 2020.2.0 foi usado para visualizar e exportar os graficos de diversidade beta e os

demais foram construidos no R Studio (Ripley, 2001)
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4. Resultado e discussao

4.1 Composicao taxonébmica

Para a composicao taxondmica, foi obtido um total de sequenciamento de 623.229 16S rRNA
V3-V4 do total das 10 amostras das duas condi¢bes de exposicdo paisagistica. Apos a
filtragem de qualidade obteve-se 590.517 sequencias (94,75%) e apés a retirada de ruido
obteve-e 585.109 sequencias (93,88%) que agruparam em um total de 614 ASVs (Amplicon
Sequence Variant) diferentes com frequéncia total de reads de 341.529 para Mata Atléantica e
Caatinga. Foi possivel atribuir 98% das sequéncias até o nivel de género, identificando-se as
principais taxas: géneros Lactobacillus, Commensalibacter, Snodgrassella, Gilliamella e

Bifidobacterium, e as familias Rhizobiaceae, e Orbaceae.

4.2 Diversidade Alfa

A Figura 1 apresenta o indice de diversidade de Shannon, representandoa riqueza de taxa
dentro das regides, ou seja, dentro da Mata Atlantica e da Caatinga, ndo apresentando

diferenga significativa entre as regides.
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Figura 1: Riqueza da microbiota intestinal de abelhas Apis mellifera dos biomas Caatinga e Mata Atlantica, de
acordo com o indice de similaridade de Shannon.

Relativamente as principais ASVs encontradas na microbiota intestinal das abelhas,
apresenta-se na Figura 2 suas abundancias relativas, que sdo calculadaspara cada amostra
através da divisdodo total de ASV pelo valor encontrado de determinado género na referida
amostra. Assim, este componente de diversidade demonstra 0 qudo comum ou raro sdo estas
oito familias dentro dos biomas da Mata Atlantica e da Caatinga. Observa-se que sete taxon,
incluindo géneros familias, foram abundantes na microbiota de abelhas de ambas as regides,
porém uma abundancia significativamente maior de Apibacter foi observada em abelhas da

Mata Atlantica comparativamente aquelas da Caatinga.
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Figura 2: Abundancia relativa de oito principais géneros bacterianos da microbiota intestinal de abelhas
africanizadas.

De acordo com Kwong & Moran (2016), as abelhas africanizadas e também os zangdes
abrigam individuos do filo Bacteriodetes. Através de pesquisa cultivo-independentes,
utilizando o gene rRNA 16S, observou-se presenca de sequencias pertencentes a ordem
Flavobacteriales. Embora a sua abundancia seja menor comparada aquelas do nacleo da
microbiota intestinal das abelhas (BABENDREIER et al., 2007; KOCH & SCHMID-
HEMPEL, 2011; AHN et al., 2012; MORAN et al., 2012; LIM et al., 2015), as sequéncias de
Flavobacteriales formam um clado monofilético, sugerindo que sdo especificos para o
intestino das abelhas ou para outros ambientes como por exemplo as plantas, néctar e até
mesmo material da colmeia, dessa forma estéo sujeitos a serem ingeridos pelas abelhas.

Na Figura 3, observa-se a diversidade filogenética alfa entre abelhas Apis melifera dos dois
biomas, determinada através do indice de similaridade filogenética de Faith. Ndo ocorreu
diferenga significativa (p=0,347).



27

faith pd
=
1

ica (re5)

Caatinga (=571

Wiata_atlanti

Figura 3: Diversidade alfa da microbiota de abelhas Apis mellifera dos biomas Caatinga e Mata Atlantico, de
acordo com o indice de similaridade filogenética de Faith.

4.3 Diversidade beta

A Figura 4 apresenta a diversidade beta da microbiota intestinal de abellhas Apis melifera nos
biomas Caatinga e Mata Atlantica, de acordo com o indice de similaridade de Bray-curtis.
Observa-se que as abelhas dos dois biomas apresentaram diferencas significativas em suas
comunidades microbianas intestinais (p=0,015), ou seja, hove dissimilaridade entre as
amostras da Caatinga e da Mata Atlantica, assim como foi possivel identificar

dissimilaridades entre colmeias de um mesmo bioma.
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Figura 4: Diversidade beta da microbiota intestinal de abellhas Apis mellifera nos biomas Caatinga e Mata
Atlantica, de acordo com o indice de similaridade de Bray-curtis.
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Figura 5, observa-se a diversidade beta da microbiota intestinal de abelhas Apis mellifera nos
biomas Caatinga e Mata Atlantica, de acordo com o indice de similaridade de Jaccard, o qual
considera qualitativamente a dissimilaridade. Houve diferenca significativa na diversidade
beta da microbiota das abelhas entre oshiomas (p =0,007). Houve maior dissimilarida entre as

colmeias da Caatinga relativamente as colmeias da Mata Atlantica,
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Figura 5: Diversidade beta da microbiota intestinal de abelhas Apis mellifera nos biomas Caatinga e Mata
Atléntica, de acordo com o indice de similaridade de Jaccard.

Segundo Tamarit (2015), as simbioses microbianas foram descritas como fator importante na
socializacdo dos insetos. Portanto, deve-se considerar os parametros ecoldgicos e tracos
comportamentais como estimuladores de simbioses persistentes em todo o espectro solitario e
social de insetos (MOHR, 2007). Além das interacdes inerentes do decorrer da vida como
também a estrutura social, estdo as influéncias ambientais, a construc¢do de nicho, substrato de
ninhos e armazenamento de alimentos relacionados a estrutura da colmeia (LI, et al., 2015;
MOHR, 2006; VOJVODIC, 2013). De certa forma, esses componentes formam a estrutura do
ninho anatbmico que sustenta a fisiologia da colmeia (SCHLOISSNIG, et al., 2013;
KAPHEIM, et al., 2015; TARPY,2015).

A Figura 6 apresenta analise de componentes principais (PCoA) da diversidade beta de
comunidades bacterianas intestinais de abelhas Apis mellifera nos biomas Caatinga e Mata
Atlantica, de acordo com a meétrica filogenética Unifrac ponderada. N&do houve diferenca
significativa entre os biomas (p =0,263), indicando haver abundancia similar de taxa na

microbiota intestinal de abelhas da Caatinga e da Mata Atlantica.
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Figura 6: Analise de componentes principais (PCoA) da diversidade beta de comunidades bacterianas intestinais
de abelhas Apis mellifera nos biomas Caatinga e Mata Atlantica, de acordo com a métrica filogenética Unifrac
ponderada.

A Figura 7 apresenta a analise de componentes principais (PCoA) da diversidade beta de
comunidades bacterianas intestinais de abelhas Apis mellifera nos biomas Caatinga e Mata
Atlantica, de acordo com a métrica filogenética Unifrac ponderadaa qual enfatiza a
relacdofilogenética no calcula das distancias. Houve diferenca significativa (p =0,012),
indicando haver diferencas de abundancia entre as populacdes microbianas das abelhas da
Caatinga e da mata Atlantica, quando considerada a relacdo filogenética entre a taxa

identificada.

Axis 2 (17.74 %)
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Figura 7: Analise de componentes principais (PCoA) da diversidade beta de comunidades bacterianas intestinais
de abelhas Apis mellifera nos biomas Caatinga e Mata Atlantica, de acordo com a métrica filogenética Unifrac
ponderada.

Observa-se que alguns taxons da comunidade microbiana dominante das abelhas diferem em

abundancia relativa de acordo com a exposicdo paisagistica. Esses resultados sao
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concordantes quando mensurados a partir de meétricas diferentes (Bray-curtis, Jaccard,
Unifrac-ponderado e Unifrac-ndo ponderado). Os resultados sugerem que o ambiente no qual
as abelhas estdo expostas, incluindo diferencas ambientais entre locais individuais, pode afetar
a comunidade microbiana intestinal, especificamente a abundancia relativa de determinadas
comunidades (JONES, et al., 2018). Em estudo sobre caracterizacdo da microbiota de um
grande nimero de insetos (Yun et al., 2014), observou-se que a abundancia relativa de taxa
bacterianos no intestino variou de acordo com os habitats ambientais dos insetos, atribuindo-
se esse resultado a diferencas nos niveis disponiveis de oxigénio no habitat dos insetos

Os resultados do presente estudo mostram familias e géneros comuns presentes nas amostras
dos diferentes biomas, incclundo os géneros Lactobacillus, Gilliamella e Snodgrassella. A
maior presenca destes géneros pode ser explicada pelo fato de que no intestino das abelhas
africanizadas sdo dominadas por um conjunto de nove espécies bacterianasconhecidos como
filotipos, na maior parte restritas no intestino grosso (KWONG, 2014).

Cinco dessas espécies, Snodgrassella alvi, Gilliamella apicola, duas espécies de Lactobacillus
e uma espécie de Bifidobacterium, sdo onipresentes e podem ser encontradas em
essencialmente todas as abelhas adultas do mundo; com isso s&o consideradas como
constituintes do microbioma intestinal central. Outras (Bartonella apis, Apibacter adventoris,
Frischella perrarae Acetobacteraceae) estdo presentes no intestino de abelhas adultas, porém
as vezes ausentes. Um numero menor de bactérias, muitas vezes representando espécies
ambientais, ocorre no intestino anterior e médio (MARTINSON, 2012).

Cada espécie bacteriana do nucleo apresenta uma distribuicdo caracteristica dentro do
intestino grosso. S. alvi e G. apicola dominam a regido do ileo no intestino médio, onde S.
alvi forma uma camada continua no revestimento das dobras longitudinais, e G. apicola
ocorre no topo (RAYMANN, 2018).

A Figura 8 mostra a composic¢do taxonomica da microbiota intestinal das abelhas expostas a
diferentes biomas.
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Figura 8: Composicdo taxondmica da microbiota intestinal de abelhas nos biomas Caatinga (amostras apis
SJC_S12, SIC_S24, SIC_S36, SIC_S48, SIC_S92), SIC_S1212XXXXX) e Mata Atlantica (apis setor_S1, apis
setor_S13, apis setor_S25. apis setor_S37, apis setor_S49).

Vaérias espécies bacterianas mais raras no intestino das abelhas provavelmente representam os
tipos de organismos oportunistas, incluindo potenciaispatdgenos. Nesses grupos observamos
espécies de Enterobacteriaceae e Serratia; eventualmente Enterobacteriaceae sao reconhecidos
como responsaveis por causar mortalidade das abelhas, uma vez que elas, quando infectadas,
geralmente deixam a colmeia para morrer e tem uma provavel probabilidade de se
acumularem nas colmeias durante o inverno (BURRITT, 2016). Diferentes espécies de
Serratia tem sido solada com frequéncia de hospedeiros de insetos, sendo mais de 70 espécies
de insetos comprovadamente susceptiveis a infecgdo por Serratia ssp (GRIMONT, 1978).

A Figura 9 mostra 0 mapa de calor da abundancia de taxa bacterianos da microbiota intestinal
de abelhas Apis melifera dos biomas Caatinga e Mata Atlantica. Pode-se observar maior
abundancia dogénero Apibacter nas abelhas da Mata Atlantica, assim como 0s géneros género
Commensalibacter e a familia Rhizobiaceae, em menor intensidade os géneros Gilliamella,
Lactobacillus e Snodgrassella mostraram baixa abundancia em abelhas de ambos os biomas,
assim como a familia Enterobacteriaceae.Os géneros Frischella, Bifidobacterium e
Proteobacterium foram relativamente abundantes.
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Figura 9: Mapa de calor da abundancia de taxa bacterianos da microbiota intestinal de abelhas Apis mellifera
dos biomas Caatinga e Mata Atlantica.
Sdao varios os fatores que influenciam na composicdo da microbiota das abelhas, como dieta,
respostas imunes, estresse, envelhecimento, habitat e exposicdo a antibidticos) Evidéncias
sugerem que, a medida que os trabalhadores envelhecem e visitam a forragem, a composicéo
do microbioma muda ligeiramente (CORBY-HARRIS, 2014; ANDERSON, 2016).
Os nameros relativos de S. alvi e G. apicola na composi¢do do microbioma pode mudar ao
longo da estacdo, consequentemente refletindo mudancas na dieta (LUDVIGSEN, 2015) A
ma nutricdo tem afetado o microbioma intestinal normal, como consequéncia temos maior
mortalidade e suscetibilidade a doenca (MAES, 2016). Com isso a funcdo do sistema imune
das abelhas é afetada, uma vez que o microbioma das abelhas estimula as vias imunoldgicas
(EMERY, 2017; SCHWARZ, 2016; KWONG, 2017). A funcdo imune inata da abelha
também demonstrou ser comprometida pela estimulacdo de respostas de estresse celular
(MCKINSTRY, 2017). Todas essas descobertas juntas sugerem que a disbiose pode ter
consequéncias na capacidade das abelhas de responder a estressores ambientais, como por
exemplo, a ma nutricdo ou estresse de temperatura e esses estressores podem impactar o
microbioma (RAYMANN, 2018).
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5. Conclusao

Abelhas Apis melifera expostas a diferentes tipos de paisagem apresentam diferencas
significativas em suas comunidades microbianas intestinais, embora a variancia demostrada
pelo tipo paisagistico seja relativamente baixa. Alguns membros da comunidade microbiana
dominante de abelhas operarias diferem em abundancia relativa de acordo com a paisagem
exposicdo. Ha, portanto, necessidade de se entender o potencial impacto dessas diferencas na
salde das abelhas e, consequentemente, implementar medidas que de modificacdo de

paisagem que auxiliem na sadude dos animais.
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