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RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi estudar o eletroferograma de proteinas da hemolinfa
de operarias de Apis mellifera L., através de eletroforese em gel de poliacrilamida. As amostras
de hemolinfa foram obtidas de 18 colbnias de abelhas africanizadas e suas hibridas, italianas e
carnicas, submetidas a producao de geléia real, com e sem acesso a 20% de proteina proveniente
de pdlen. As amostras de hemolinfa de abelhas adultas recém-emergidas, de 12, 18 e 24 dias de
idade foram obtidas pela introducdo de uma ponteira de aplicacdo de polietileno de 50 puL no
coragao dorsal, através da membrana intrasegmental, entre o terceiro e o quarto segmentos abdo-
minais de cada abelha. A hemolinfa extraida foi misturada com trés gotas de feniltio-uréia, para
inibir a atividade da tirosinase. A dosagem de proteinas foi determinada em espectrofotémetro
pelo método bioquimico de biureto. A absorbancia foi medida em 540 nm, e apés calculada a
quantidade de proteina de cada amostra. No fracionamento eletroforético das proteinas foram
empregados o PhastSystem e mini géis de poliacrilamida em gradiente 8-25% na técnica de SDS-
PAGE. Foram aplicados 500 ng de proteina em cada ponto de aplicagdo. Apos a corrida, os géis
foram corados com prata, de acordo com as especificagcBes do fabricante. Na hemolinfa das abe-
lhas adultas recém emergidas, o padrao eletroforético esta distribuido uniformemente entre ban-
das de proteinas de baixo (60 - 80 Kd), médio (100 - 150 Kd) e alto (200 - 250 Kd) peso molecular,
com um total de 27 bandas. Com o0 avanco da idade, os padrdes eletroforéticos da hemolinfa se
estabilizam em proteinas de alto e médio peso molecular, com um total de 15 a 17 bandas. Os
tratamentos nos niveis utilizados neste trabalho, ndo evidenciaram diferencas significativas ao
nivel de 5% de probabilidade.
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PROTEIN ELETROPHEROGRAM OF HAEMOLYMPH FROM Apis mellifera L. BEES SUBMITTED TO
ROYAL JELLY PRODUCTION

ABSTRACTS: The objective of this research was to study the eletropherogram of the proteins of
the haemolymph in Apis mellifera L. worker bees by utilizing eletroforese in polyacrylamide gel.
Haemolymph samples were obtained from 18 beehives of africanized honey bees and their hybrids,
italian and carniolas, which were submitted to royal jelly production, either with or without access
to 20% pollen protein. Haemolymph sample from recently emerged adult bees aged, 12, 18 and 24
days was obtained. These samples were extracted by introducing a 50 uL micropipette tip into
the dorsal heart of each bee, through the intrasegmental membrane, between the third and the
fourth abdomen segments. In order to inhibit the tirosinase activity, haemolymph samples were
treated with three drops of fenyltio-ureia. The dosage absorbance rate of protein for each sample
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were determined by the use of the spectrophotometer and the biochemical biureto method. The
absorbance rate was measured at 540 nm. The PhastSystem and 8-25% gradient mini polyacrylamide
gels were used in the sodium dodecyl sulfate polyacrylamide electrophoresis (SDS-PAGE)
technique. Five hundred ng of protein were applied to each well. After one run of the
electrophoresis, the gels were stained with silver according to the manufacturus specifications. In
the haemolymph of newly emerged adult bees, the electrophoresis pattern is evenly distributed
among protein bands of low (60 - 80 Kd), medium (100 - 150 Kd), and high (200 - 250 Kd) molecular
weight, with a total of 27 bands. With the advance of age, the haemolymph electrophoretic pattern
stabilizes in protein bands of high and medium molecular weight, with a total of 15 to 17 bands.
No differences among treatments were observed (P > 0.05).

Key words: haemolymph; honeybee (Apis mellifera L.); pollen; electropherogram; SDS-PAGE

INTRODUCAO

De acordo com SNobGRAss € EricksoN (1992), 0s
espacos do corpo da abelha ndo ocupados por oOr-
gaos ou outros tecidos sdo preenchidos com um li-
qguido semelhante ao sangue dos vertebrados, cha-
mado de hemolinfa. Flutuando na hemolinfa estdo
numerosas células, os hemacitos, de varios tipos,
células estas que ndo servem para o transporte de
oxigénio e que se assemelham-se aos glébulos bran-
cos dos animais vertebrados. A hemolinfa também
transporta pequenas quantidades de oxigénio, no
entanto, suas principais func¢des conhecidas séo: a
distribuicdo de material alimenticio digerido e ab-
sorvido através do tubo digestivo; a recepcao de pro-
dutos do desperdicio do metabolismo, que séo re-
movidos pelos 6rgdos excretores; e o transporte de
gés carbbnico, que é eliminado pelos érgaos respi-
ratérios e cuticula. A hemolinfa possui uma cor
ambar péalida, é mantida em circulacédo pelo corpo
através de um vaso tubular, chamado de coracéo, €
de membranas vibratorias.

Em estudos comparativos da hemolinfa de abe-
Ihas (Apis mellifera L.), varios autores (Foti et al.,
1969; MEesTRINER, 1970) encontraram diferengas quan-
titativas e qualitativas em padrdes de proteinas na
hemolinfa de individuos em diferentes fases do de-
senvolvimento, castas e racas. Diferencas também
foram observadas entre individuos saudaveis, abe-
Ihas campeiras e algumas abelhas invernais (Bounias,
1975).

As proteinas da hemolinfa de abelhas em desen-
volvimento foram investigadas por Lensky (1971) por
eletroforese de disco, dupla difusdo e
imunoeletroforese, usando antisoro contra
hemolinfa de larvas e adultos. Trés padr&es princi-

pais de proteinas na hemolinfa - larval, adulto e co-
mum para todas as fases - foram determinados du-
rante o desenvolvimento de abelhas operarias de
ovo até adulto.

Também as proteinas da hemolinfa de abelhas
em diferentes estagios e idades foram estudas por
GiLLIAM e JacksoN (1972) por meio de eletroforese de
disco. Os padrdes das proteinas da hemolinfa de
abelhas operarias em desenvolvimento mudaram
durante o curso de maturacédo e envelhecimento.
Porém, nado foi observada qualquer diferenca em
eletroferogramas de operérias adultas, indicando
gue aquelas proteinas da hemolinfa devem ser es-
tabilizadas nos adultos.

As situagdes de estresse também revelam uma
reducdo do conteldo de proteinas totais na
hemolinfa, como mostram os estudos de GLINskI &
Jarosz (1984) em crias de zangéo parasitadas por
Varroa jacobsoni. O parasitismo altera os padrdes
eletroforéticos e densidades das proteinas da
hemolinfa, especialmente as frac6es de proteinas de
baixo peso molecular.

Comparando o numero de fracbes de proteinas
na hemolinfa de larvas jovens e pré-pupas, GLINsKI
e Jarosz (1986) encontraram apenas seis bandas de
proteinas em gel de poliacrilamida. Os estadios
larvais sdo caracterizados por 14 proteinas reativas
e sorologicamente idénticas e uma proteina Unica
que s6 ocorre em larvas.

Utilizando hemolinfa de abelhas operarias adul-
tas saudaveis em eletroforese em gel de
poliacrilamida, Grinski e Jarosz (1986) obtiveram dez
ou mais fracBes de proteinas migrando para o
catodo. Nenhuma diferenca essencial foi encontra-
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da no numero e tipos de fracBes protéicas na
hemolinfa de abelhas operéarias injetadas com vari-
0s materiais estranhos, como cultura de células de
Candida albican, esporos de Asperglus flavus e soro
fisiolégico.

Utilizando eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) e técnica imunoquimica OTani et al.,
(1985) estimaram os pesos moleculares aparentes
das proteinas, que variaram de 24.000 a 76.000
daltons em SDS-PAGE.

O objetivo do presente trabalho foi estudar o per-
fil protéico da hemolinfa em abelhas Apis mellifera
L., por meio de eletroforese em gel de
poliacrilamida, em coldnias submetidas a producéo
de geléia real, com e sem acesso a pdélen.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 18 colénias de abelhas com 5
quadros, distribuidas em Africanizadas e suas hi-
bridas Italianas e Céarnicas. Todas as coldnias foram
conduzidas com um coletor de polen de alvado du-
rante toda a fase experimental, para melhor avaliar
o efeito da alimentacgéo sobre a producédo de geléia
real, reduzindo a entrada de polen pelas campeiras.
Os tratamentos utilizados foram: 10g de ra¢do, com-
posta de agucar de confeiteiro com 20% de proteina
proveniente de polen; e 10g de aclcar de confeitei-
ro, oferecidos a cada trés dias, por meio de um
alimentador interno, mantido junto aos quadros.

As abelhas adultas nasceram de quadros de cria
das colbnias experimentais, transferidos para estu-
fas com temperatura de 30 °C e umidade de 60%
U.R. Assim que emergiram das células dos favos,
aproximadamente 200 abelhas de cada col6nia fo-
ram marcadas no térax com tinta esmalte, e apés a
sua secagem, devolvidas para as respectivas col6-
nias. As amostragens das abelhas foram realizadas
por ocasido das transferéncias (DooLiTTLE, 1899), ou
seja, a cada trés dias, quando foram retiradas 5 abe-
Ilhas adultas marcadas por coldnia.

As amostras de hemolinfa de abelhas adultas fo-
ram obtidas pela introdu¢do de uma ponteira de
aplicacéo de polietileno de 50 mL no coracéo dorsal,
através da membrana intrasegmental, entre o ter-
ceiro e 0 quarto segmentos abdominais da abelha
adulta. A cabega e o torax foram pressionados con-

tra uma almofada de espuma (4 cm X 4 cm X 1 c¢cm)
pelo dedo indicador da mao esquerda, permitindo
assim a introducdo da ponteira, contida na mao di-
reita, enquanto evitava-se o ferrdo da abelha. A
hemolinfa extraida foi misturada com trés gotas de
feniltio-uréia, substancia que inibe a atividade da
tirosinase do sangue, na presenca do oxigénio at-
mosférico (Lensky, 1968).

A dosagem de proteinas foi determinada em
espectofotdmetro Ultrospec 2000 (Pharmacia), pelo
método bioquimico de biureto segundo ViLLELA et
al., (1973), com modificagbes. Foram tomados 5 mL
de amostra, misturados com 2,5 mL de um solucéo
estoque de Biureto (Weichselbaum), sendo diluidos
20 mL de solucdo estoque para 100 mL de NaOH
0,2N, contendo 5 g de iodeto de potéssio.

O aparelho foi zerado com o préprio biureto, usa-
do como branco, medindo-se 2,5 mL de reagente
mais 5 mL de dgua destilada. O soro padréo de pro-
teinas totais utilizado foi o da Labtest-Brasil, para
uso in vitro, contendo 5,3 g/dL de proteinas totais.
As solucbes foram homogeneizadas e os tubos co-
locados em banho-maria a 37 °C, durante 15 minu-
tos.

A absorbancia foi medida em 540 nm, sendo pos-
teriormente calculada a quantidade de proteina de
cada amostra de soro a partir da seguinte formula;

g de proteina em 100 mL = A, X C/Ap,

sendo:
A, = absorbancia da solugédo desconhecida
A, = absorbéancia do padrao

C = concentra¢do do padrao (g de proteina/100
mL)

Para o fracionamento eletroforético das protei-
nas, foram empregados o PhastSystem e mini géis
de poliacrilamida em gradiente 8-25% (PhastGel -
Pharmacia) na técnica de SDS-PAGE. As amostras
passaram por tratamento térmico (100 °C em 1 mi-
nuto) em presenca de b-Mercaptoetanol e Dodecil-
Sulfato de Sodio (SDS). Foram aplicados 500 ng de
proteina em cada ponto de aplicacdo. No ponto de
aplicacdo lateral esquerdo aplicou-se o padréo de
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calibracdo de pesos moleculares, composto das se-
guintes proteinas: miosina (212 Kd), a,-
macroglobulina (170 Kd), b-galactosidase (116 Kd),
fosforilase (94 Kd), transferrina (76 Kd),
desidrogenase glutamica (53 Kd), albumina sérica
bovina (67 Kd), ovoalbumina (43 Kd), anidrase
carb6nica (30 Kd), inibidor de tripsina (20 Kd) e a-
lactoalbumina (14,4 Kd). Apés a corrida, os géis fo-
ram corados com prata, de acordo com as
especificacbes do fabricante. Apés a coloracdo de
fixacdo, os géis foram digitalizados e escaniados no
sistema de fotodocumentacdo VDS-Pharmacia.

Na andlise estatistica utilizou-se um delineamen-
to inteiramente casualizado, com os tratamentos em
esquema fatorial, formados pelas combinagdes de 3
niveis de subespécie (africanizadas e suas hibridas,
italianas e carnicas), 2 tratamentos (com e sem po-
len) e 4 periodos (recém-emergidas, 12, 18 e 24 dias
de idade), com uma repeti¢do, de modo que o resi-
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duo utilizado para a anova, foi a interacédo de 32 or-
dem entre os fatores. A comparacédo das médias foi
realizada pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de
significancia (CocHrAN e Cox, 1957; SoKAL € ROHLF,
1985).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise dos géis contendo a hemolinfa de abe-
Ihas recém-emergidas, observou-se um total de 27
bandas, distribuidas em proteinas de alto, médio e
baixo pesos moleculares. A maior concentracdo de
proteinas de alto peso molecular localiza-se acima
de 200 Kd. Estas bandas séo mais evidentes, princi-
palmente, nas carnicas e africanizadas. Com valo-
res entre 100 e 150 Kd, as bandas estdo distribuidas
nos trés tipos de abelhas, e com valores entre 60 e
80 Kd, as maiores concentracfes estdo nas italianas
(Figura 1).

.-1]
- H_ i.

Figura 1. Eletroferograma de hemolinfa de abelhas operarias recém-emergidas (Apis mellifera L.) com zero dia de
idade, obtido em eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS, gradiente 8 a 25% de concentra¢do (PhastGel
8-25, Pharmacia), corada com prata. AplicacGes: 1 e 2 = africanizadas sem pélen (s/p); 3 = africanizadas

com polen (c/p); 4 e 5 =carnicass/pec/p;6e7 =

italianas s/p e c/p; 8 = padrédo de peso molecular
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Aos doze dias de idade, o numero de bandas di-
minui para 15, concentrando-se nas bandas de pro-
teinas de alto peso molecular, para todos os trata-
mentos, correspondendo, a valores entre 170 e 200
Kd. Também como caracteristica deste periodo, apa-
recem bandas ao redor de 75 Kd, e praticamente
ndo aparecem proteinas de baixo peso molecular,
como na fase mais juvenil da abelha adulta (Figura
2).

Ja aos dezoito de idade, 0 nimero de bandas pas-
sa para 17 e mantém-se a concentracdo das bandas
de proteinas de alto peso para todos os tratamen-

tos, enquanto que as bandas de proteinas de baixo
peso molecular desaparecem.

Aos vinte e quatro dias de idade, ja com abelhas
mais velhas, o nUmero de bandas mantém-se em 17
e com valores de proteinas de alto peso molecular
(Figura 3). Estes valores ndo concordam com os de
Guinskl € Jarosz (1985) e Otani et al., (1985), que en-
contraram pesos moleculares variando entre 14 e
94 Kd e 24 e 76 Kd respectivamente para proteinas
da hemolinfa. No entanto, quanto ao nimero de fra-
¢Oes na hemolinfa, Guinski e Jarosz (1985), relatam
27 bandas em pupas jovens, concordando com 0s
presentes dados.

Figura 2. Eletroferograma de hemolinfa de abelhas operarias adultas (Apis mellifera L.) aos doze dias de idade,
obtido em eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS, gradiente 8 a 25% de concentracdo (PhastGel 8-25,
Pharmacia), corado com prata. AplicagGes: 1 e 2 = africanizadas (s/p) e (c/p); 3 e 4 = carnicas (s/p) e (c/p); 5
e 6 = italianas (s/p) e (c/p); 7 = padréo de peso molecular

Quanto a concentragdo total de proteinas, ocor-
re umadiminuicdo com o decorrer da idade das abe-
Ihas, de recém-emergida aos dezoito dias de vida, e
volta a subir em abelhas de vinte quatro dias. Algu-
mas proteinas se alteram e outras sdo semelhantes

ao longo do periodo. Este fato pode ser explicado
pelo aumento na concentracdo das bandas de mé-
dio peso molecular. Dados semelhantes sdo descri-
tos por ArsuTHNOT et al., (1983) trabalhando com
lipoproteinas em abelhas africanas (Apis mellifera
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Figura 3. Eletroferograma de hemolinfa de abelhas operarias adultas (Apis mellifera L.) aos vinte e quatro dias de
idade, obtido em eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS, gradiente 8 a 25% de concentragdo (PhastGel
8-25, Pharmacia), corado com prata. Aplicacées: 1 e 2 = africanizadas (s/p) e (c/p); 3 e 4 = carnicas (s/p) e (c/
p); 5 e 6 = italianas (s/p) e (c/p); 7 = padrdo de peso molecular

adansonii), ndo encontrando, no entanto, este aumen-
to em abelhas mais velhas.

Pela analise estatistica, observa-se que ndo hou-
ve influéncia dos tratamentos sobre a hemolinfa de
abelhas de diferentes idades. Em relacdo aos trata-
mentos é possivel, que mesmo com a restricdo ao
acesso ao pélen, foi praticamente impossivel impe-
dir plenamente sua entrada na colénia. Outro fator
gue pode estar associado é a quantidade de protei-
na disponivel no tratamento, que pode ter sido in-
suficiente para ser detectada nas analises.

A média da concentracdo total de proteinas foi
estatisticamente diferente entre as abelhas
africanizadas e suas hibridas, italianas e carnicas e
entre os periodos (p < 0,05) (Quadros 1 e 2).

Quadro 1. Média da concentragédo total de proteinas (ng)
obtida por densitometria, na hemolinfa de
abelhas operarias adultas (Apis mellifera L.)
africanizadas e suas hibridas italianas e
carnicas, submetidas a producéo de geléia real

Italianas Carnicas Africanizadas
116,37b® 149,37a 123,37b
CV =10,51%

DMS (5%) = 20,73 pelo Teste de Tukey.

Média geral = 129,70

Desvio padrao geral = 13,51

®Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
entre si
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Quadro 2. Média da concentragdo total de proteinas (ng),
obtida por densitometria, em diferentes ida-
des, na hemolinfa de abelhas operarias adul-
tas (Apis mellifera L.) africanizadas e suas
hibridas italianas e carnicas, submetidas a
producgédo de geléia real

Recém-emergida 12 dias 18 dias 24 dias
182,00a® 96,66¢ 90,83c  149,33b
CV =10,51%

DMS (5%) = 27,03 pelo Teste de Tukey.
Desvio padrao geral = 13,51
MMédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho
permitem as seguintes conclusdes:

a) O padrao eletroforético na hemolinfa de abe-
Ihas adultas recém-emergidas apresenta 27 bandas,
e esta distribuido uniformemente entre proteinas de
baixo, médio e alto peso molecular.

b) As proteinas de baixo peso molecular da
hemolinfa desaparecem com o avanco da idade das
abelhas operaérias, e estabilizam-se as de médio e
alto peso molecular.

c) As maiores médias na concentracdo total de
proteinas na hemolinfa foram apresentadas pelas
abelhas hibridas cérnicas.

d) Ostratamentos nos niveis utilizados neste tra-
balho néo evidenciaram diferencas nos tratamentos
sobre a concentracao total de proteinas na hemolinfa.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ARBUTHNOT, P.B.,, CANTRILL, R.C., HEPBURN, H.R.
An electrophoretic characterization of african worker
honeybee haemolymph proteins during development.
Comp. Biochem. Physiol., v. 74, p. 467-71, 1983.

BOUNIAS, M. Les protéines de I’'hémolymphe I'abeille
(Apis mellifera mellifera L.). Il. Adultes butineuses et
hivernantes. Apidologie, Paris, v. 6, p. 219-232, 1975.

COCHRAN, W.G., COX, G.M. Experimental designs. 2.
ed. New York: John Wiley and Sons, 1957. 617 p.

DOOLITTLE, G.M. Scientific queen-rearing. Chicago:
T.G.Newman, 1899

FOTI, N.,POPA, L., CRISSAN, I. Variability of the protein
components of the haemolymph in honeybees, in
accordance with age, season and activity. Apicultural,
Romanian, v. 22, p.11-17, 19609.

GILLIAM, M., JACKSON, K.K. Proteins of developing
worker honey bees, Apis mellifera. Ann. Entomol. Soc.
Am., V. 65, p.516-517, 1972.

GLINSKI, Z., JAROSZ, J. Alterations in haemolymph
proteins of drone honey bee larvae parasitized by
Varroa jacobsoni. Apidologie,Paris, v. 15, p.329-338,
1984.

GLINSKI, Z.F., JAROSZ, J. Distribution of protein
fractions in the blood of worker brood of Apis mellifera.
J. Apic. Res., Bucharest , v. 24, p. 80-85, 1985.

GLINSK, Z., JAROSZ, J. Electrophoretic pattern of
cathodal protein fractions in blood of worker adult
bees, Apis mellifera. Polskie Arch. Wet.,Warsaw, V.
26, p.107-16, 1986.

LENSKY, Y. Haemolymph proteins of the honey bee. II.
Differentiation during the development of bee worker.
Comp. Biochem. Physiol., v. 39, p.335-341, 1971.

LENSKY, Y. Circulation et organes annexes. In: Traité de
Biologie de L’abeille — Biologie et Physilogie Génerales.
Paris : Masson Et Cie., 1968. v.1, p.475-498.

MESTRINER, M.A. Polimorfismo protéico em sistema
haplodiploide (Apis mellifera L. 1758). Sao Paulo:
Universidade de S8o Paulo, 1970. 70 f. Tese de
Doutoramento.

OTANI, H.,, OYAMA, M., TOKITA, F. Polyacrylamide
gel electrophoretic and immunochemical properties
of proteins in royal jelly. Jap. J. Dairy and Food Sci.,
Japan, v. 34, p.21-25, 1985.

SNODGRASS, R.E. , ERICKSON, E.H. The anatomy of
the honey bee. In: The hive and the honey bee. 5. Ed.
Hamilton: Dadant & Sons,1992. . p.103-169.

SOKAL, R.R, ROHLF, F.J. Biometry: The principles and
practice of statistics in biological research. 2. ed. New
York: W.H. Freemann, 1985. 859 p.

VILLELA, G.G., BACILA, M., TASTALDI, H. Técnicas e
Experimentos de Bioquimica. Rio de Janeiro: Koogan,
1973. 398 p.

B. Industr.anim., N. Odessa,v.60, n.2, p.147-153, 2003



