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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo avaliar alteragdes ocorridas na expressdo génica de
abelhas do género Tetragonisca apds contaminagdo com agrotoxicos para,
posteriormente, utilizar esses insetos como bioindicadores de agrotoxicos. Nesse
sentido, foi iniciamente estimada a CLsp € a correlagdo concentragdo-mortalidade para
os inseticidas utilizados, com o intuito de empregar concentragdes subletais nas analises
posteriores. Em seguida, foi desenvolvida a caracterizagio bioquimica das esterases
para entender alteracdes decorrentes da contaminagdo pelos agrotoxicos. Finalmente,
foram realizados bioensaios para avaliagdo, por meio dos marcadores moleculares, das
possiveis alteragdes ocorridas nas operarias de Tetragonisca. Os marcadores
molecul ares empregados foram as isoenzimas e proteinas totais, além disso, a técnica de
CEC (concentragao critica de eletrolitos) foi utilizada para detectar alteragdes de
expressio génica. Os inseticidas utilizados foram fipronil, malathion, thiamethoxam e
neem. Operarias das espécies Tetragonisca angustula € Tetragonisca fiebrigi foram
coletadas em ninhos localizados na Universidade Estadual de Maringa. Com relagdo a
caracterizagido bioquimica das esterases foi possivel observar na espécie T. fiebrigi trés
regides: EST-1 (B-esterase, colinesterase 1), EST-2 (a-esterase, colinesterase I1) e EST-4
(op-esterase, carboxilesterase) e na espécie 7. angustula foram observadas duas regides
esterasicas; EST-3 (B-esterase, acetilesterase) e EST-4 (ap-esterase, carboxilesterase).
EST-3 de T. angustula apresentou a maior termoestabilidade, pois sua atividade nao foi
mais detectada a partir de 54°C, enquanto em T. fiebrigi as EST-1 e EST-2 nao foram
detectadas a partir de 52°C. Nas duas espécies, a EST-4 parece ser codificada pelo
mesmo gene, pois apresentou 0 mesmo perfil eletroforético, de inibicdo e de
termoestabilidade. As outras esterases Sio espécies especificas, EST-1 e EST-2 somente

foram observadas em T. fiebrigi e EST-3 em T. angustula. Esse estudo corrobora aideia
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de que o género Tetragonisca é composto pelas duas espécies. Os valores de CLsy
mostraram alta toxicidade para o fipronil na contaminagdo por contato para a espécie 7.
angustula (0,00053%) e T. fiebrigi (0,00062%). Com relagdo as esterases, em T.
angustula foram observadas inibigdes parciais da EST-3 e EST-4 com o inseticida
malathion por contato na concentragdo 0,003% e com o thiamethoxam (0,1%), e apenas
da EST-4 na concentragao 0,0025% com malathion. Nessa espécie quando a
contaminagdo foi realizada por ingestdo, houve inibigdo parcial da EST-3 na
concentragao 1% e EST-4 nas concentragdes 1% e 2%. Para T. fiebrigi foi detectado
aumento na intensidade da EST-4 quando a contaminagdo foi realizada por contato a
0,9% com thiamethoxam. Ainda em 7. fiebrigi, quando o malathion foi misturado ao
alimento, nas concentragdes 0,2% e 0,45%, foi observada inibigao parcial da EST-4,
porém quando o inseticida usado foi o fipronil, nas mesmas concentragdes, além da
EST-4 foi observada inibigao parcial da EST-1 (0,0012%). Nas analises das proteinas
totais, apenasem 7. fiebrigi, foi detectada redugao na expressao do peptideo p19 (70-80
kDa), apds contaminag¢do por contato com o inseticida malathion na concentracdo de
0,0017%. Para o inseticida neem nao foi observada mortalidade de abelhas nas
concentracdes utilizadas nas duas espécies estudadas. Na analise de CEC, apos
contaminagdo com malathion, foram detectadas diferentes formas de alteragio da
estrutura da cromatinaem 7. fiebrigi. Na contaminagéo por contato ocorreu relaxamento
da cromatina indicando aumento de sintese de proteinas, e por ingestdo houve maior
condensagdo da cromatina. Nas 7. angustula foi observada uma peguena ateragdo no
valor de CEC quando a contaminagdo ocorreu na ingestdo. O inseticida thiamethoxam
promoveu pequena ateragdo na estrutura da cromatina das duas espécies na
contaminagdo por ingestdo. Nas andlises de CEC, apo6s contaminagdo com malathion
por ingestao, foram detectados indicios de células em apoptose para as duas espécies, e
nas 7. fiebrigi foi observado também maior ntimero de células com essas caracteristicas.
As alteracdes na atividade relativa das esterases, de proteinas totais e da estrutura de
cromatina permitem concluir que as abelhas 7. angustula e T. fiebrigi poderao ser
utilizadas como bioindicadores da presenca dos agrotoxicos fipronil, thiamethoxam e
malathion e que os marcadores moleculares utilizados poderdo se tornar ferramentas

importantes para a detecgao de residuos desses compostos em agroecossistemas.

Palavras-chave: sem ferrao, jatai, bioindicador, isoenzimas, esterases, CEC, CL s



ABSTRACT

Toxicity and gene expression in stingless bees of the genus Tefragonisca after
contamination with pesticides. The goal of this study was to evaluate aterations on
the gene expression of Tetragonisca bees after contamination with pesticides to
subsequently use these insects as insecticide bioindicators. For that purpose, the LCsy
and the concentration-mortality correlation were initially estimated for the insecticides
in order to use sub-lethal concentrations in further analyses. Next, it was developed the
biochemical characterization of the esterases to understand alterations due to
contamination by pesticides. Finaly, experiments were conducted to evaluate possible
aterationsin Tetragonisca workers by means of molecular markers. Molecular markers
used were esterase isoenzymes and total protein; in addition, the technique of CEC
(critical electrolyte concentration) was used to detect alterations in gene expression. The
insecticides used were fipronil, malathion, neem and thiamethoxam. Tetragonisca
angustula and Tetragonisca fiebrigi workers were collected from nests at the State
University of Maringa. As for the biochemical characterization of the esterases, three
regions were observed in T. fiebrigi: EST-1 (B-esterase, cholinesterase 1), EST-2 (a-
esterase, cholinesterase 11) and EST-4 (of-esterase, carboxylesterase) and in T.
angustula two esterase regions were observed: EST-3 (B-esterase, acetylesterase) and
EST-4 (ap-esterase, carboxylesterase). The EST-3 of 7. angustula showed the highest
thermostability, because its activity was detected up to 54°C, whilein T. fiebrigi EST-1
and EST-2 were not detected above 52°C. In both species EST-4 is probably encoded
by the same gene, and showed the same electrophoretic profile, inhibition and
thermostability. The other esterases are species-specific: EST-1 and EST-2 were only
observed in T. fiebrigi and EST-3 in T. angustula. This study supports the idea that the
genus Tetragonisca congists of two species. The LCs, values showed a high toxicity by
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contact for fipronil in 7. angustula (0.00053%) and 7. fiebrigi (0.00062%). Regarding
the esterases in 7. angustula, it was observed partial inhibition of EST-3 and EST-4 by
contact with the insecticide malathion at the 0.003% concentration and with
thiamethoxam (0.1%), and only the EST-4 concentration 0.0025% with malathion. In
the species where contamination occurred by ingestion, there was partia inhibition of
EST-3 a 1% and EST-4 at concentrations of 1% and 2%. In T. fiebrigi it was detected
an increase in the relative activity of EST-4 when the contamination was performed by
contact with thiamethoxam (0.9%). In this species, when malathion was mixed with
food, the concentrations of 0.2% and 0.45% caused partial inhibition of EST-4, but
when the insecticide fipronil was used in the same concentrations, it was observed
partial inhibition of EST-1 (0.0012%) in addition to EST-4. As for the analysis of total
proteins, only 7. fiebrigi showed reduced expression of pl9 peptide (70-80 kDa) after
contamination by contact with the insecticide malathion (0.0017%). For the neem
insecticide, mortality was not observed in any of the species of bees at the
concentrations used. In the analysis of CEC after contamination with malathion,
different ways to modify the chromatin structure in 7. fiebrigi were detected.
Contamination by contact caused chromatin relaxation, indicating increased protein
synthesis, while ingestion resulted in higher chromatin condensation. In 7. angustula it
was observed a dight alteration in the CEC value when the contamination occurred by
ingestion. Thiamethoxam promoted the smallest alteration in chromatin structure of the
two species in the contamination by ingestion. In the analysis of CEC after
contamination with malathion by ingestion, evidence of apoptosis in cells of both
species was detected, and in 7. fiebrigi more cells with these characteristics were
observed as well. The changes in the relative activity of esterases, total protein and
chromatin structure lead to the conclusion that stingless bees 7. angustula and T.
fiebrigi could be used as indicators of the presence of the insecticides fipronil,
thiamethoxam and malathion and the molecular markers used may become important

tools for the detection of residues of these compounds in agroecosystems.

Keywords: stingless bee, jatai, bioindicator, isoenzymes, esterases, CEC, LCx



I- INTRODUCAO GERAL

As abelhas sem ferrdo estdo entre os polinizadores mais comum nos ambientes
tropicais e em determinadas regides sdo as abelhas dominantes, visitando varias culturas
(Macias-Macias et al., 2009). Estes insetos sdo um grupo diverso, o qual inclui mais de
400 espécies que mostram alta variabilidade na fisiologia, morfologia e tamanho, desde
0,2 mm no género Trigonisca a mais de 20 mm em algumas espécies de Melipona
(Michener, 2000; Moure et a., 2007).

As abelhas do género Tetragonisca possuem destacada importancia ecologica e
econdmica. O extrativismo de mel, cerume e resinas dessas abelhas ¢ amplamente
disseminado, principamente, no Norte e Nordeste do Brasil (Menezes-Pedro e
Camargo, 2000). Rica cultura com relagdo as abelhas sem ferrdo pode ser encontrada,
ainda hoje, entre os povos indigenas, como os indios Kayapd, por exemplo (Camargo e
Possey, 1990).

A contribuigdo mais significativa, entretanto, esta na atuag¢do das abelhas como
agentes polinizadores, pegas-chave na manutencio da diversidade floristica e do
equilibrio ecoldgico na maioria dos ecossistemas terrestres. Um dos efeitos diretos disso
pode ser visto no aumento da produtividade de plantas cultivadas, por meio da
introducao de ninhos de abelhas em areas de cultivo (Menezes-Pedro e Camargo, 2000).

O trabaho polinizador das abelhas ¢ de crescente importancia para a produgdo de
cereais, café, algodao e frutas de diferentes espécies. Sabe-se que mais de 40% da
produgdo agricola brasileira depende da polinizagdo entomdfila na qual as abelhas tém o
maior destague (Sommer, 1997).

Os polinizadores e a reprodugao vegetal estao intensamente relacionados ¢ a agdo
das abelhas como polinizadores torna-se 0 elemento crucial no funcionamento de quase

todos o0s ecossistemas terrestres. Em um estudo com 186 espécies de plantas com flores,



46% mostraram-se limitadas reprodutivamente pela auséncia ou insuficiéncia de agentes
polinizadores, 0 que evidencia a grande importancia dos mesmos em ambientes naturais
(Nabhan e Buchmann, 1997; Orth e Matos, 2000; Malaspina et al., 2008). No entanto, o
uso indiscriminado e irraciona de agrotoxicos nos agroecossistemas, especialmente de
inseticidas, pode ocasionar desequilibrio da populagdo de abelhas que visitam estes
locais (Malaspinaet al., 2008).

O estudo dos efeitos dos agrotoxicos sobre as abelhas ¢ fundamental, uma vez que
0 agricultor deve saber selecionar e aplicar produtos fitossanitarios, de forma tal a
controlar as pragas e doengas sem colocar em risco a sobrevivéncia dos insetos
benéficos (Wolff, 2000).

A presenca de residuos de pesticidas ¢ usualmente determinada por métodos
fisicos, quimicos e bioldgicos e a simplicidade dos bioensaios contribui para a aceitagao
da andlise de residuos no campo. Teoricamente, qualquer organismo que seja
susceptivel a um inseticida pode ser usado nestes bioensaios, em qualquer amostra
ambiental, servindo como bioindicador para a deteccdo de certos poluentes. A
susceptibilidade das abelhas a varios agrotoxicos, comumente usados na prote¢do de
plantagdes, possibilitou que elas fossem usadas como um bioindicador para a
determinagao da presenga de seus residuos, bem como para detectar a toxicidade deles
para as abelhas (Mansour, 1987).

A avaliagdo e acontribui¢do de possiveis efeitos subletais de pesticidas nas abelhas
tém sido objeto de discussio por cientistas e 6rgdos reguladores (Thompson e Maus,
2007). Os efeitos considerados por esses autores incluem alteragoes no comportamento
de aprendizagem e capacidade de orientagao.

Aliado ao estudo de doses subletais de pesticidas, as alteragdoes na expressao de
isoenzimas como as esterases, que estariam atuando no metabolismo de xenobidticos
das abelhas, é mais uma das maneiras de se utilizar esses insetos como bioindicadores.

Rossiter et al. (2001) sugerem que a eletroforese ¢ uma ferramenta eficaz para uma
deteccdo simples e rapida da resisténcia pela atividade esterasica, sendo mais eficiente
do que a determinagdo quantitativa dessas enzimas pelo fato de sua capacidade para
detectar tanto diferengas quantitativas quanto qualitativas.

Pela importancia das abelhas como polinizadores, o frequente convivio da
apicultura com a agricultura, e apresenca de areas com matas naturais nas proximidades
das agriculturaveis, torna-se necessario o estudo dos efeitos subletais que os pesticidas

causam nas abelhas. Uma das maneiras de realizar este estudo ¢ por meio de analises



eletroforéticas das esterases, verificando se ha auséncia de alguma regido esterasica,
sendo assim possivel utilizar esta regiao como um marcador molecular para detectar a

presenca de determinado pesticida na regido.

Abelhas nativas sem ferrdo

As abelhas sociais nativas do Brasil, conhecidas popularmente por abelhas
indigenas sem ferrdo, encontram-se reunidas na superfamilia Apoidea. Entre essas
abelhas, as pertencentes a subfamilia Meliponinae sdo as mais conhecidas (Nogueira-
Neto, 1997).

Os meliponineos tiveram origem na parte Oeste do continente Gondwana, hipotese
gue ¢ sustentada pelos registros fosseis e pela biogeografia (Camargo e Menezes-Pedro,
1992). Estes ocupam grande parte das regides de clima tropical e temperado subtropical
do planeta (Nogueira-Neto, 1997). Ao Sul, sua distribui¢ao chega até 35°S na Australia
e América do Sul, até 28°S na Africa e ao Norte, o limite de sua distribuicio alcanca o
Tropico de Cancer (Michener, 2000).

No Brasil, o limite ao Sul estd no Estado do Rio Grande do Sul, nas proximidades
da fronteira com o Uruguai (Nogueira-Neto, 1997). No entanto, a maior abundancia e
diversidade dessas abelhas ocorrem nos neotropicos (Camargo € Menezes-Pedro, 1992).

Um dos principais locais de ocorréncia dos meliponineos ¢ o Brasil, sendo estes de
grande importancia para a ecologia de diversos ecossistemas, por exemplo, a
polinizagdo de grande parte da Mata Atlantica (Kerr et al., 1996). Conforme o
ecossistema, essas abelhas sio responsaveis por 40 a 90% da polinizagdo das arvores
nativas (Kerr, 1996).

As abelhas sem ferrio provém evolutivamente de um grupo de vespas que
deixaram de transmitir caracteres genéticos para a formacdo do ferrdo a seus
descendentes (Alonso, 1998). A explicagdo para a perda do ferrdo neste grupo de
abelhas, provavelmente, esta relacionada ao fato da col6nia ndo ficar exposta quando as
abelhas enxameiam e a constru¢ao dos ninhos ocorrer, geralmente, em lugares bem
protegidos (Alonso e Paim, 2001).

Segundo Moure (1961), na subfamilia Meliponinae podem ser consideradas duas
tribos: Meliponini e Trigonini. Os Meliponini se caracterizam por nao construirem

células reais, dessa forma, rainhas, operarias e machos nascem e desenvolvem-se até o



estagio adulto em células de cria de igual tamanho. Os Trigonini constituem um grupo
muito diversificado, com dezenas de géneros e constroem quase sempre células reais,
maiores que as outras, de onde emergem as futuras rainhas (Nogueira-Neto, 1997).

As abelhas jatai podem ser classificadas com diferentes nomenclaturas dependendo
do autor investigado. No estudo redlizado por Castanheira (1995), a espécie
Tetragonisca angustula Seria composta por duas subespécies: Tetragonisca angustula
angustula (Latreille, 1811) e Tetragonisca angustula fiebrigi (Schwarz, 1938). Estas
duas subespécies podem ser separadas morfologicamente por meio da coloragao do
mesepisterno (Fig. 1), a subespécie T. angustula angustula possui 0 mesepisterno preto
(Fig. 1A) eaT. angustula fiebrigi possui 0 mesepisterno amarelo (Fig. 1B).

Figura 1. Vistalateral de torax de Tetragonisca angustula (jatai). A:
Mesepisterno preto de 7. a. angustula Latreille. B: Mesepisterno
amardlode T. a. fiebrigi Schwarz. (Fotos de Eliana B. Castanheira).

Contudo, Camargo e Pedro (2007) classiticaram 0 género 1etragonisca em duas
espécies Tetragonisca angustula e Tetragonisca fiebrigi. A jatai possui um nicho
ecoldgico muito peculiar ¢ convive bem nas Américas com muitos meliponineos e com
abelhas de outros grupos. Ela esta bem adaptada, inclusive nas grandes cidades como
Sdo Paulo, onde ha poucas abelhas nativas. Vive também, em lugares onde ha muitas
outras abelhas nativas e muitas colonias de Apis mellifera, como na regidao Sudeste do
Brasil (Nogueira-Neto, 2001).

Esta abelha nidifica em cavidades de troncos vivos ou mortos, em paredes, no chao
e em tubulagdes, sendo uma espécie que se adapta as diferentes condigdes de

nidificagdo ocorrendo, frequentemente, em areas antropicas (Freitas e Soares, 2004).



A facilidade que a T. angustula tem para ocupar lugares variados para nidificagao,
adaptando-se as grandes cidades, influencia positivamente o sucesso evolutivo da
espécie, mesmo com os grandes desmatamentos e as queimadas constantes nas florestas
naturais do Brasil (Castanheira, 1995).

O enxame de T. angustula ¢ constituido por uma rainha, responsavel pelo
desenvolvimento da coldnia, realizando uma postura de até 50 ovos por dia na época de
boa florada; zangdes, que tém a fungdo de fecundar a rainha na época de procriagéo e,
pelas operarias que realizam todo o trabalho da colonia, semelhante as abelhas A.
mellifera (Paty, 2003). As operarias de 7. angustula em um enxame forte chegam ao
nimero de 5.000 (Nogueira-Neto, 1951).

Estudos relativos ao comportamento dos meliponineos demonstram que sdo
capazes de defender suas colonias fechando a entrada do ninho quando sdo atacados por
outros insetos e, mesmo possuindo ferrao atrofiado, podem atacar os invasores com as
mandibulas, enrolando-se nos pelos, envolvendo-os com geopropolis ou penetrando em
orificios dos inimigos de maior porte (Nogueira-Neto, 1997).

A arquitetura e a organizagdo do ninho da 7. angustula Sdo marcadas por
caracteristicas peculiares. A entrada do ninho ¢ caracterizada por um tubo de cerume
marrom-amarelado com a extremidade com bordas mais edtreitas (Freitas e Soares,
2004). A sua entrada ¢ guardada por abelhas (Fig. 2) que atacam inimigos que tentem
invadi-la, especialmente, abelhas de outras colmeias e formigas. Em muitas espécies,
esta entrada ¢ circundada por uma resina pegajosa que dificulta seu acesso por formigas,
enquanto outras espécies fecham a entrada do ninho quando sdo atacadas por esses
insetos (Kerr, 1996).

A jatai possui favos horizontais que apresentam um involucro de cerume formado
por varias lamelas (Fig. 3), que tem fungdo termorreguladora (Campos, 1980). Nestas
abelhas, ¢ comum encontrar depdsitos de propolis dentro da colonia, que sdo utilizados,
juntamente com a cera, para fechar buracos e para construir as paredes das células do

ninho no qual ficam os ovos e os potes de alimento (Kerr, 1996).
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Figura 2. Vista da entrada do ninho

de Tetragonisca angustula Latreille Figura 3. Favos de cria e arainha de
(jatai) (Foto de Juliano Lucarelo Tetragonisca angustula Latreille
Stuchi). (jatai) (Kerr 1996).

A biologia, o0 comportamento, os aspectos morfoldgicos e 0s bioquimicos de 7.
angustula t€ém sido estudados desde o inicio do século XX (Oliveira et a., 2004). Os
estudos com a abelha 7. angustula tornam-se importantes por existirem aspectos dessa
abelha que interessam nao somente a ciéncia, mas a economia ¢ a sociedade, em geral
(Kerr et al., 1994).

Imperatriz-Fonseca et al. (1984) coletaram amostras de mel e pélen de coldnias de
T. a. angustula mantidas no campus da USP de Sdo Paulo e, concluiram que estas
abelhas visitaram 180 espécies vegetais pertencentes a 45 familias distintas para a coleta
do alimento. Malagodi-Braga e Kleinert (2002) encontraram diferenca significativa na
produgdao de morangos sob efeito da polinizagdo por jatai, apresentando aumento no
numero de 6vulos fecundados e frutos com maior peso.

Dentre os trigonineos, a jatai produz o mel de sabor mais apreciado (Freitas e
Soares, 2004) e considerado como tendo atribuigdes terapéuticas nos tratamentos de
oftalmias e moléstias dos pulmdes (Imperatriz-Fonseca et al., 1984). Em varias partes
do Brasil, 0 mel das abelhas sem ferrao tem maior procura e prego mais alto em relagdo
ao mel de 4. mellifera; por exemplo, na regiao de Minas Gerais, Sdo Paulo e Parana ha
grande procura pelo mel de jatai e mandagaia Melipona quadrifasciata (Kerr et a.,
1994; Alonso, 1998).

A importancia econémica da 4. mellifera, na produgdo de mel e na polinizagdo, é
muito grande, sendo assm, a determinagdo da toxicidade de inseticidas para estas
abelhas comegou a ser estudada mesmo antes da introdugao do DDT (dicloro-difenil-
tricloroetano) em 1942 (Macieira e Hebling-Beraldo, 1989). Contudo, estudos sobre a

toxicidade de agentes quimicos para meliponineos sao ainda relativamente escassos, ja



que estas espécies ndo ocorrem em paises de clima temperado, os quais sdo 0s
principais realizadores deste tipo de estudo (Moraes et al., 2000).

Segundo Kerr et a. (1996), pelo menos 100 das mais de 400 espécies de
meliponineos conhecidas estdo em perigo de extingdo pela ateragdo de seu habitat pelo
homem. Tendo em vista a importancia ecologica deste grupo, principalmente como
polinizadores, e suas relagdes com o ambiente, o risco de extingdo faz ressaltar a
necessidade urgente de uma avaliagido dos efeitos de inseticidas sobre estas abelhas
(Moraeset a., 2000).

Polinizagdo e agrotoxicos - esterases e CLs,

De acordo com estimativas da FAO (2004), 73% das espécies vegetais cultivadas
no mundo Sio polinizadas por alguma espécie de abelha, 19% por moscas, 6,5% por
morcegos, 5% por vespas, 5% por besouros, 4% por borboletas e 4% por passaros.
Kevan e Phillips (2001), avaliando o potencia de organismos polinizadores, estimaram
gue somente o Canada faturou 6 milhdes de ddlares com a produgdo de sementes de
alfafa, oriundas da polinizagao realizada por A. mellifera. Em propor¢des mundiais, a
contribuig¢do para a economia, pela presencga de polinizadores, foi estimada em torno de
54 bilhoes de dolares por ano (Kenmore e Krell, 1998).

Diversas espécies de meliponineos (Apidae, Meliponinac) Sio usadas na
polinizagdo de varias espécies vegetais. Na cultura do morangueiro, Kakutani et al.
(1993) verificaram que algumas espécies de meliponineos foram tdo eficientes na
polinizagdo quanto a 4. mellifera.

Em trabalhos redlizados visando a polinizagdo do morangueiro em ambiente
protegido, Braga (2001) concluiu que a abelha jatai se adaptou bem as condigdes da
cultura, temperatura e umidade relativa do ar no interior da estufa, assim como a
quantidade limitada de alimento. Godoy e Barros (2004) verificaram que a polinizagao
entomofila foi muito eficiente, aumentando o indice de frutos comerciaveis e
diminuindo o de frutos defeituosos. Calvete et a. (2003) avaliaram duas cultivares de
morangueiro (Oso Grande e Tudla) em ambiente protegido, utilizando a abelha jatai (7.
angustula L.) como polinizadora. Constataram que a presenca desta abelha apresentou

efeito positivo em todas as variaveis estudadas (frutos comerciaveis, peso médio,



nimero total de frutos e produtividade), quando comparados com a testemunha
(auséncia de abelha), ndo diferindo as cultivares entre si.

A acerola ¢ uma espécie dependente de polinizagdo cruzada para producdo
satisfatoria de frutos, sendo as abelhas importantes polinizadores desta cultura. Na
Paraiba, Martins et al. (1999), conduzindo experimento em pomar de acerola
(Malpighia emarginata D.C.) para avaliar o efeito do tipo de polinizagdo na produgao
de frutos, mostraram que a maior ocorréncia foi de Apoidea, principalmente,
Anthophoridae e Apidae (Meliponinae). A abundancia ¢ o comportamento dos
meliponineos presentes na acerola destacam este grupo de abelhas como importantes
polinizadores desta espécie, devendo-se mencionar também os géneros de abelhas de
maior velocidade de voo, Epicharis e Centris.

Na comunidade Europeia, Estados Unidos, Canada, Australia, Nova Zelandia,
Colombia e Chile, a utilizagdo de abelhas dos géneros Bombus € Xylocopa (Apidag) em
programas de polinizagdo comercial tem sido um dos principais responsaveis pela
produtividade e rentabilidade da cultura do tomateiro em ambiente protegido (Freitas,
1998; Velthuis, 2002). Estas abelhas realizam a polinizagdo por vibragdo das flores,
diminuindo os custos de producao, e melhoram a produtividade e agregam valor ao
fruto produzido (Hogendoorn et al., 2000; Richards e Kevan, 2002; Willians, 2002).

A polinizagdo constitui-se em um fator de produgdo fundamental na condugdo de
muitas culturas agricolas ao redor do mundo e a diminuigdo da disponibilidade de
polinizadores para as plantas que deles necessitam pode causar limitagdes na quantidade
de frutos (Roubik, 2002), qualidade dos frutos (Wallace e Lee, 1999) e nimero de
sementes (Kalinganire et al., 2001), constituindo-se em (um dos maiores) problema
guando se trata de produgao agricola.

O declinio das populagdes de polinizadores (Kearns et al., 1998; Roubik, 2001) tem
sido causado, principalmente, pelo uso ndo-sustentavel dos ecossistemas para produgdo
agricola (Kremen et al, 2002; Richards e Kevan, 2002). Dentre os diversos aspectos
relacionados ao uso ndo-sustentavel, a utilizagdo excessiva de inseticidas (Filgueira,
2003), com certeza impde risco as populagdes de espécies de abelhas polinizadoras
(Paschoal, 1979; Kevan, 1999).

Torna-se fundamental o estudo dos agrotoxicos sobre as abelhas, posto que o
agricultor deve saber selecionar e aplicar produtos fitossanitarios, de forma tal que
controle as pragas e as doengas, Sem colocar em risco a sobrevivéncia dos insetos
benéficos (Wolff, 2000).



Os primeiros registros de que o homem utiliza inseticida, com objetivo de reduzir
perdas pel o ataque dos insetos as suas culturas, datam de 1000 a.C. e o controle quimico
de pragas teve inicio no século XX, com o emprego do DDT (Ware, 1994).

Pela importancia economica das abelhas na produgdo de mel e na polinizagdo, a
determinagdo da toxicidade de inseticidas para A. mellifera tem sido bastante estudada,
mesmo antes da introdugdo dos inseticidas organicos sintéticos no controle de pragas.
Um dos primeiros trabalhos de revisio sobre toxicidade de inseticidas para abelhas foi
publicado por Shaw (1941).

Metcalf e March (1949) estudaram o modo de a¢ao do parathion (organofosforado)
e seus derivados e sua toxicidade sobre alguns insetos, tendo obtido também dados
toxicolbgicos para operarias de 4. mellifera.

Batista et al. (1975) determinaram, em laboratorio, a toxicidade de 17 inseticidas
organofosforados, um carbamato e um acaricida para operarias de abelhas hibridas de A.
mellifera adansonii € A. mellifera ligustica, tendo classificado os compostos como
atamente e moderadamente toxicos, de acordo com os valores de DLsg determinados.

Atkins et al. (1981) avaliaram a toxicidade de 399 produtos as abelhas, e
verificaram gque 20% eram extremamente toxicos, 15% moderadamente e 65% pouco ou
nao-toxicos; porém, 50% dos compostos mais utilizados nas diversas culturas nos EUA
foram considerados moderadamente e altamente toxicos as abelhas. Produtos a base de
captan e metil-parathion microencapsulado foram extremamente toxicos quando
fornecidos as larvas, dando origem a adultos deformados. Uma das estratégias utilizadas
foi 0 uso associado do produto fitossanitario incorporado a um repelente, o que reduziu
em 50% os riscos de contaminagdo ¢ intoxicagdo das abelhas. Segundo esses autores, O
horario de aplica¢do dos produtos também pode ser alterado, evitando os periodos de
maior visitagdo dos polinizadores.

Experimentos realizados em laboratério sobre o efeito de inseticidas, utilizados na
cultura de soja sobre a populagdo de A. mellifera, demonstraram que os piretroides
foram os mais prejudiciais (100% de mortalidade em 02 h apés a pulverizagdo),
enquanto gue os inseticidas pertencentes aos grupos dos carbamatos e organof osforados
apresentaram 50% de mortalidade no mesmo periodo de avaliagio (Rigotti, 2005).

Como as abelhas sio suscetiveis a muitos inseticidas comumente utilizados para
proteger o plantio de varias culturas, esses insetos podem ser utilizados como

bioindicadores para a determinagdo de seus residuos nas plantas, assim como para
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detectar o0 nivel de toxicidade perigosa para as abelhas frente aos agrotoxicos
comumente utilizados (Accorti et al., 1992).

A maioria das bulas dos pesticidas apresenta as recomendagdes de uso com relagdo
as abelhas, e testes com abelhas sdo exigidos para o registro de todos os inseticidas. Em
algumas localidades existem leis que proibem a aplicag@o de pesticidas nas culturas que
estiao florescendo (Kevan et d., 2007).

A maioria dos inseticidas nao ¢ altamente seletiva, e sdo geralmente toxicos para a
maioria das espécies, as quais ndo sdo seu alvo, incluindo 0 homem, animais, peixes e
insetos que coexistem no ambiente (Murphy, 1986).

Pelo habito alimentar das abelhas, aliado a dificuldade de se avaliar o efeito de
produtos quimicos sobre estes insetos nas fases embrionaria e larval, varios
pesquisadores procuram associar a alimentagao com o fornecimento de pesticidas.
Bendahou et a. (1999) forneceram diretamente as colonias, durante cinco meses
consecutivos, xarope de agticar contaminado com inseticida a base de cipermetrina.
Durante as 18 semanas de tratamento, observou-se mortalidade de abelhas nas colmeias,
mas também se evidenciou a presenca de efeitos subletais quando realizados testes
laboratoriais em amostras de abelhas, como glucosemia, ateragio da atividade da
enzima ATPase, além de outras perturbagdes fisiologicas ¢ comportamentais.

Testando o efeito dos inseticidas endosulfan, deltametrina, baytroid e sevin,
Abramson et a. (1999) concluiram que nenhum desses produtos apresentou efeito de
repeléncia, quando fornecidos via alimento. Exceto deltametring, os demais foram
altamente toxicos as abelhas, apresentando mortalidade 01 h apds o fornecimento do
alimento. Thompson (2003) verificou que deltametrina ndo provocou mortalidade de
abelhas, mas causou efeito subletal em baixas concentragdes, como hipotermia e perda
de sentido, impossibilitando o retorno a colonia.

Sarto (2009) testou os inseticidas deltametring, metamidofos e abamectina, via
topica, e observou que deltametrina e metamidofos mostraram-se atoxicos para as
espécies Melipona quadrifasciata (DLsy 129,17 — 296,60 ug i.a./abelha) e para A.
mellifera (DLsy 112,20 — 408,47 pg i.a./abelha). Apenas a abamectina (DLsp 7,82 pg
i.a/ abelha) foi moderadamente toxica para 4. mellifera, e atoxica para M.
quadrifasciata.

O efeito dos inseticidas sobre a fauna de polinizadores ¢ diretamente o responsavel

pela redugdo das populagdes de abelhas e, indiretamente, pelas perdas economicas
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decorrentes do declinio das populagdes desses polinizadores (Kevan, 1999; Richards e
Kevan, 2002).

Muitos inseticidas, mesmo em baixas concentragdes, podem ser extremamente
toxicos para as abelhas (Gallo, 2003; Thompson, 2003; Rortais et al., 2005). Quando as
abelhas sio expostas, mesmo a baixas concentragdoes de inseticidas, os inseticidas
podem desencadear efeitos subletais. A interferéncia na capacidade cognitiva das
abelhas, na habilidade de orientacao e no comportamento, por exemplo, afetam sua
atividade de forrageamento (Pham-Delégue et al., 2002; Rortais et al., 2005).

Os pesticidas mais empregados sio os organofosforados ¢ os carbamatos cujos
efeitos toxicos resultam do acimulo de acetilcolina na fenda sinaptica, levando a uma
estimulacdo excessiva dos receptores de acetilcolina, produzindo sintomas neurot6xicos
(Stefanidou et al., 1996).

A maior parte da acetilcolinesterase esta localizada na cabeca e, especialmente, nos
olhos compostos e ocelos das abelhas (Kral, 1980; Kral e Schneider, 1981). A alta
atividade da acetil colinesterase nestes 6rgaos demonstra a presenca do neurotransmissor
acetilcolina com evidente fungdo no sistema nervoso central e suporte na transmissio
colinérgica (Lehman e Fibiger, 1979).

Pela detecgdao dos inseticidas anticolinesterases nas abelhas ser dificil pela sua
rapida hidrélise, a inibicdo da atividade da acetilcolinesterase ¢ um indicador
bioguimico valioso da exposigdo aos inseticidas anticolinesterase. Para a avaliacdo da
inibi¢ao da acetilcolinesterase em abelhas, a medida da acetilcolinesterase deve sempre
ser comparada com valores normais de abelhas ndo expostas aos pesticidas
anticolinesterase (Stefanidou et a., 1996).

De acordo com seu efeito toxico, os compostos organofosforados podem ser
subdivididos em trés grupos: a) aqueles altamente toxicos para as abelhas, tais como 0
metil-parathion, malathion e o azodrin entre outros, que niao deveriam ser usados em
plantagcdes com floradas; b) aqueles altamente toxicos, mas com baixa atividade
residual, como 0 mevinfos, que poderiam ser aplicados quando as abelhas ndo
estivessem coletando em suas flores; ¢) aqueles relativamente ndo-toxicos as abelhas,
como o ethion e o triclorfon (Anderson e Atkins Jr., 1968).

Os neonicotinoides Sio inseticidas amplamente utilizados na agricultura contra os
insetos; porém eles podem também afetar 0S insetos que ndo sdo seu alvo, tais como as

abelhas. Neonicotinoides nitrossubstitutos (imidaclopride e thiamethoxam) aplicados
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topicamente Sio os mais toxicos as abelhas, com valores de DLsy de contato em
nanogramas por abelha (Iwasaet al., 2004).

Existe uma consideravel evidéncia de que os alvos dos compostos neonicotinoides
Sdo os receptores nicotinicos da acetilcolina, aonde eles atuam como parcial ou
completos agonistas (Déglise et al., 2002; Tomizawa ¢ Casida, 2003).

Nao apenas os inseticidas utilizados nas culturas podem ser toxicos as abelhas, mas
também aqueles utilizados na medicina veterinaria podem ser prejudiciais aos insetos
que nao sdo seu alvo. O fipronil, inseticida da segunda geracdo dos fenilpirazdis, €
excelente contra carrapatos quando aplicado em animais domésticos (Hainzl e Casida,
1996). Como o fipronil ¢ também eficaz a baixas doses contra um grande niimero de
insetos terrestres, tais como 0s insetos que atacam as culturas (Balanca e de Visscher,
1997), ele também ¢ usado como um pesticida. Entretanto, o fipronil é altamente toxico
para 0s insetos que ndo sdo seu alvo, sendo a DLsy para abelhas muito baixa, 4
ng/abelha (Tingle et al., 2003).

O fipronil é um potente corrompedor do sistema nervoso central via interferéncia
com a passagem dos ions cloro, inibindo o receptor de acido gama-aminobutirico
(GABA). Sendo assim, o fipronil atua inibindo o GABA, um importante
neurotransmissor nos invertebrados. A sua inibi¢do causa hiperexcitagdo, convulSio e
paralisias, conduzindo o inseto a morte (Tingle et al., 2003).

Diversos compostos de origem vegetal tém agdo acaricida (Amer et al., 1989; El
Gengaihi et al., 2000), destacando-se os da familia Meliaceae, principalmente de
Azadirachta indica A. Juss, conhecida no Brasil por neem, que possui, como principal
metabolito secundario a azadiractina (Schmutterer, 1987; Rembold, 1989). Esse
tetranortriterpenoide destaca-se pela elevada agdo inseticida e acaricida, baixissima
toxicidade a0 homem e animais domésticos, seletividade frequente aos inimigos
naturais (Mansour et al., 1997, Momem et al., 1997), além de ndo prejudicar o ambiente
(Neves e Nogueira, 1996).

Os inseticidas exercem suas fungdes bioldgicas, principalmente, por inibigdo de
enzimas. As atividades metabdlicas fundamentais para os OrganiSmos Sio muito
similares e, muitas vezes, as enzimas que catalisam reagdes idénticas podem ser
encontradas em diferentes organismos e/ou em diferentes tecidos, dentro do mesmo
organismo. Porém, quando submetidas a testes fisicos, quimicos ou sorologicos, pode-
se constatar a grande heterogeneidade destas preparacdes enzimaticas de diferentes

organismos (Markert e Moéller, 1959).
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A evidéncia mais interessante desta diversidade ¢ que varias enzimas existem em
multiplas formas moleculares, ndo apenas dentro de um mesmo organismo, mas
também dentro de um tecido (Hunter e Markert, 1957). Desta forma, Markert e Moller
(1959) propuseram o termo isozimas para descrever formas moleculares, nas quais estas
proteinas podem existir com a mesma especificidade enzimatica em diferentes
organismos e/ou em diferentes tecidos de um mesmo organi smo.

Existem evidéncias de que estas diferentes formas enzimaticas podem desempenhar
papéis fisiologicos distintos nas células. As diversas formas de uma enzima em uma
célula catalisam a mesma reagdo quimica, mas ndo necessariamente com a mesma
eficiéncia catalitica ou sob as mesmas condigdes intracelulares. Constituem provas desta
afirmativa a velocidade de renovagdo das diferentes enzimas que comumente diferem
entre s e a variada estabilidade dessas enzimas, sob diferentes condigdes de pH e forca
ionica (Markert, 1968).

As esterases sio isoenzimas que apresentam atividade hidrolitica multifuncional, e
em comum, cataisam a hidrolise de um grande ntmero de ésteres (Walker e
Mackeness, 1983).

Em insetos, as esterases agem extensivamente sobre varios tipos de substratos
(Turunen e Chippendale, 1976) e mostram alto polimorfismo (Mathiensen et al., 1993).
As esterases tém sido caracterizadas e purificadas em uma variedade de organismos,
incluindo leveduras (Lee et al., 1987), peixes (Leibel, 1988), insetos (Willadsen et al.,
1987) e mamiferos (Deimiling e Wassmer, 1991).

Esterases em insetos, comparadas com as de mamiferos, ndo estdo bem
caracterizadas em termos genéticos e bioquimicos, e entre as mais estudadas estao as de
dipteros. O papel fisiologico das esterases, nos insetos, permanece em grande parte
ainda desconhecido. Contudo, €elas participam da regulagdo dos niveis de hormonio
juvenil (Yoo et al., 1996), de processos digestivos (Kapin e Ahmad, 1980), da
degradagio de inseticidas, bem como, na quimiotaxia (Prabhakaran e Kamble, 1995) e,
em outros diferentes processos, incluindo o metabolismo de lipideos (Zhu e Brindley,
1990).

Com base na sensibilidade aos substratos sintéticos que as esterases hidrolisam in
vitro, dois grupos podem ser distinguidos nos insetos. as o-esterases que hidrolisam
preferencialmente o a-naftil-acetato e as f-esterases que hidrolisam preferencialmente o
B-naftil-acetato (Oakeshott et al., 1993). Também como critério classificatorio, de

acordo com a sensibilidade a diferentes inibidores da atividade enzimatica e aos
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residuos de aminoacidos no seu sitio ativo, Sio reconhecidas quatro classes de esterases,
as acetilesterases (E.C. 3.1.1.6), as arilesterases (E.C. 3.1.1.2), as carboxilesterases
(E.C. 3.1.1.1) e as colinesterases que incluem as acetilcolinesterases (E.C. 3.1.1.7) e as
pseudocolinesterases (E.C. 3.1.1.8) (Healy et d., 1991).

Duas classes estio envolvidas na resisténcia aos inseticidas, as carboxilesterases e
as colinesterases. As carboxilesterases tém sido associadas, principalmente, a resisténcia
aos inseticidas organofosforados. Essas esterases atuam por meio da detoxificagdo
metabolica, mecanismo pelos quais os inseticidas s3o modificados para formas menos
toxicas ao inseto ou eliminados rapidamente, prevenindo a sua acdo no sitio alvo
(Beckel et al., 2006). De modo geral, os mecanismos de resisténcia que envolvem
carboxilesterases sio resultantes do aumento da atividade desta enzima em insetos
resistentes, como demonstrado em linhagens de Culex tarsalis (Whyard et al., 1995) e
Oryzaephilus surinamensis (Lee e Lees, 2001) resistentes ao malathion.

Dentre as colinesterases envolvidas nos mecanismos de resisténcia, destaca-se a
acetilcolinesterase, que ¢ especifica do sistema nervoso central dos insetos onde regula
0s niveis de acetilcolina nos terminais nervosos por catalisar a hidrolise deste
neurotransmissor. Os inseticidas organof osforados e carbamatos tém estruturas analogas
a acetilcoling, ligam-se covalentemente a um residuo de serina no sitio ativo da
acetilcolinesterase inibindo-a por fosforilagio e carbamilagdo, respectivamente,
conduzindo a um actimulo de acetilcolina nas sinapses causando a morte dos insetos
(Kono e Tomita, 2006).

A resisténcia a esta classe de inseticida, pode ser pela ocorréncia de uma ou mais
mutacdes de ponto na estrutura do gene que codifica a acetilcolinesterase, resultando na
substituicdo de aminoacidos no seu Sitio ativo (Hemingway, 2000), como demonstrado
em populagdes de Drosophila melanogaster (Founier et al., 1993) e na mosca oriental
Bactrocera dorsalis (Hsu et a., 2006). Também pode estar relacionada com um
aumento na Sintese desta esterase ou com nivel de atividade mais elevado como
observado em linhagens do coleoptero Rhyzopertha dominica reSistentes aos
organofosforados (Guedes et al., 1997).

Rossiter et al. (2001) sugerem que a eletroforese é uma ferramenta eficaz para uma
deteccdo simples e rapida da resisténcia pela atividade esterasica, sendo mais eficiente
do que a determinacido quantitativa dessas enzimas pela sua capacidade para quantificar

tanto diferencas quantitativas como qualitativas.
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Hashimoto et al. (2003) observaram alteracoes na atividade das esterases 1 e 2 de
50%, em larvas de um e trés dias de 4. mellifera, apds aplicagdo topica do inseticida
thiamethoxam. A esterase 5 apresentou atividade reduzida em 50%, 25% e nao
apresentou atividade em larvas com trés, quatro e cinco dias, respectivamente. Segundo
esses autores, essas regides de atividade esterasica podem ser usadas para detectar a
presenca de residuos do inseticida thiamethoxam.

Attencia et al. (2005) analisaram operarias de A. mellifera e detectaram que, na
concentragdo de 0,01% do inseticida metil-parathion, a atividade da esterase-1 foi
reduzida em 75%, 14 e 21 dias apés a introducdo do inseticida. Uma inibi¢ao de 50%
foi encontrada para esterases 3 e 4, um dia apods a introdugado do inseticida. Diante estes
resultados, os autores sugeriram que as esterases 3 e 4 podem ser usadas para detectar a
presenca de residuos de metil-parathion nas culturas.

Fora o perigo direto dos pesticidas aplicados as culturas, t€ém-se 0s problemas
associados com 0s residuos dos pesticidas contaminando os produtos da colmeia.
Assim, substancias quimicas que vao das altamente toxicas até as nao-toxicas para as
abelhas podem ser encontradas dentro das colmeias, colocando em risco a qualidade dos
produtos apicolas (Kevan et al., 2007).

O risco as abelhas esta ligado ao grau de toxicidade do composto e 0 modo de
aplicagdo. A toxicidade dos inseticidas, geralmente, ¢ medida utilizando a DLsp (dose
letal que proporciona a morte de 50% da populagdo) ou a CLsy (concentragdo letal a
50% das abelhas). Conceitualmente, os agrotoxicos sdo divididos em quatro classes
distintas, conforme a DLsp: classe 1 (extremamente toxico), com DLsy menor que
2ug/abelha, classe 2 (altamente toxicos), com DLsg entre 22ug e 10,99ng/abelha, classe
3 (moderadamente toxicos), com DLsy entre 11ug ¢ 100ug/abelha e, classe 4 (pouco
toxicos), com DLsp maior que 100ug/abelha (Larini, 1999; Hunt, 2000).

Hashimoto et al. (2003), trabalhando com o inseticida thiamethoxam, verificaram
gue a maior toxicidade foi observada nas operarias recém-emergidas e a menor nas
abelhas com 21 dias, tanto com inseticida no alimento como por contato.

Os residuos de inseticidas podem, ainda, causar ateragdes na cromatina das células
do cérebro dos insetos. Essas modificacdes podem ser detectas pela analise da
concentragdo critica de eletrolitos (CEC), técnica que foi desenvolvida por Vidal e
Mello (1989).
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O cérebro das abelhas e a andlise citoquimica

O sistema nervoso central dos insetos ¢ constituido pelo cérebro, localizado
dorsalmente ao tubo digestivo e uma cadeia nervosa ventral, composta por uma Srie de
ganglios, interligados por conectivos entre si e ao Cérebro (Roat, 2008).

O cérebro ¢ o principal centro de associacdo do inseto, e recebe os impulsos
sensoriais vindos dos orgaos dos sentidos da cabega e dos ganglios da cadeia nervosa
ventral, por meio de interneurdnios ascendentes. Do cérebro emanam ordens motoras
para os musculos das antenas e para as partes posteriores do corpo, passando pelas vias
descendentes, pré-motoras, que vao aos ganglios da cadeia nervosa ventral. Portanto, a
maioria dos corpos celulares presentes no cérebro ¢ de interneurdnios e grande parte de
Sua massa ¢ constituida por seus prolongamentos. O cérebro é, por isso, a sede da
integracdo das atividades, que produzem os padrdes organizados do comportamento de
longa duragdo, governando suas modificagdes pela aprendizagem (Snodgrass, 1956;
Chapman, 1998).

O cérebro dos insetos esta dividido em trés regides: protocérebro, deuterocérebro e
tritocérebro. O protocérebro constitui a maior parte de massa cerebral, inclui os lobos
opticos, um par latero-dorsal de corpos pedunculados, a ponte cerebral e o corpo
central; o deuterocérebro ¢ a parte do cérebro que contém os centros olfatorios antenais,
e 0s corpos celulares dos nervos motores dos musculos das antenas e, geralmente, forma
um par de lobos laterais distintos. O tritocérebro ¢ muito pequeno nos inSetos,
constituindo-se de dois peguenos lobos posteriores ao deuterocérebro ligados pelas
comissuras circum-esofageanas ao ganglio subesofageano. Anteriormente, esta regido
conecta-se, por meio de nervos, com aregiao oral e com ganglios do sistema nervoso
estomogastrico (Roat, 2008).

Em geral, células de organismos eucariontes apresentam seus Nucleos constituidos
por uma solugdo aquosa de proteinas, RNAs, nucleosideos, nucleotideos e ions, onde
estdo mergulhados nucléolos e cromatina. A maioria das proteinas presentes no
nucleoplasma sio enzimas envolvidas com a transcri¢do e com a duplicagdo do DNA,
como as DNA-polimerases, topoisomerases, helicases, entre outras (Junqueira e
Carneiro, 2000).

A cromatina designa o material que se cora e ¢ visivel ao microscopio optico. Em

células eucaridticas, o DNA esta complexado com proteinas especificas, constituindo a
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cromatina (proteinas histonas ¢ ndo-histonas). Essas promovem o0s estagios de
enovelamento da cromatina, que sio os indicadores de estagio funcional e de
diferenciagao em que se encontra a célula. De acordo com a compactagdo, a cromatina
encontra-se estruturalmente como repeticio de nucleossomos, solenoide ou
cromossomo (Griffiths et al., 2001).

A massa de histonas é aproximadamente igual a massa de DNA do nucleo, mas
como as histonas tém baixo peso molecular e apresenta forte carater basico (sdo ricas
em aminoacidos basicos, carga positiva, arginina e lisina) influencia as ligagdes no
DNA. Elas se ligam ao DNA gracas a interac¢do de seus radicais amino com os radicais
fosfato do DNA. No entanto, nem todos os radicais fosfatos estio neutralizados pelas
histonas, 0 que confere carater acido, isto ¢, capacidade para ser corado por corantes
basicos, o que caracteriza a basofilia (Griffiths et al., 2001).

Grande parte dos estudos de basofilia nuclear destinados a levantar conhecimentos
sobre 0s niveis de complexagdo DNA-proteina na cromatina, ¢ mesmo estado de
conformacdo do DNA e da cromatina, tem se baseado na utilizagdo do Azul de
Toluidina (AT) como corante cationico (Vidal, 1987).

De um modo geral, a basofilia é pela ligagdo de um corante catidonico a moléculas
anionicas de um substrato. A basofilia nuclear é pela presenca de grupos fosfatos
disponiveis no DNA e RNA, quando se utilizam solugdes de AT em pH 3,6-4,0 (Lison,
1960).

A basofilia pode ser metacromatica, dependendo do grau de empilhamento e
proximidade das moléculas de AT entre si. Quanto mais proxima e maior for seu
empilhamento, maior sera a interacdo de seus elétrons m, conseguentemente, sendo
maior o deslocamento de seu maximo de absor¢do para comprimentos de onda mais
curtos (efeito hipsocromico), e simultdneo hipocromismo no pico da regido de
comprimentos de onda longos, o que define o fendmeno de metacromasia (revisdo em
Mello, 1976; Vidal, 1987; Chayen e Bitensky, 1991).

DNA nao complexado a proteina, e complexos DNA-proteina em cromatina de
células somaticas geralmente exibem metacromasia (cor violeta), quando corados com
solugdes de azul de toluidina nas condi¢des acima descritas (Mello, 1997).

Se a uma solugdo de AT forem adicionados cations inorganicos (por exemplo,
Mgz+) ocorrera competicao entre estes e o dipolo do corante de carga semelhante, pelas
cargas negativas do substrato polianionico. Numa certa concentragdo do cation

inorganico, a coloragdo do acido nucleico podera deixar de ser metacromatica. Esta
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concentragio foi denominada por Vidal e Mello (1989) de CEC (concentragio critica de
eletrolitos), sendo expressa em molaridade do sal utilizado, a semelhanga de
proposi¢des de Scott (1960) para componentes de matriz extracelular, usando-se azul de
alcian como corante.

As moléculas do corante cationico e os cations inorganicos competem pelas cargas
negativas dos fosfatos livres do DNA nao-ligados a proteinas. Quando se utilizam
solugdes de AT na auséncia de Mg?*, ou com concentragdes de Mg?* inferiores aquela
exigida para o ponto de CEC, o DNA se cora em violeta (metacromasia). Com a
utilizagio de uma concentracdo de Mg2+ correspondente ao valor de CEC, a
metacromasia do DNA sera totalmente abolida e a cor exibida sera verde (Vida e
Mello, 1989).

A pesquisa de CEC, usando-se AT como corante e Mg®* como ifon inorganico,
inicialmente idealizada para modelos de DNA-proteina in vitro (Vidal e Mello, 1989),
mostrou-se sensivel para diferenciar tipos de complexos DNA-proteinas em cromatina
in situ. A competicdo entre o azul de Toluidina e o cation inorganico pelos sitios de
ligagdo na cromatina varia quando sdo comparadas heterocromatina e eucromatina,
espermatozoides de diferentes espécies animais, puffs de DNA e RNA, bandas de
cromossomos politénicos, e um mesmo nucleo em diferentes condigdes fisioldgicas ou
do desenvolvimento (Mello e Vidal, 1989; Falco, 1995; Mello e Falco, 1996; Monteiro
e Mdllo, 1998).

As abelhas sio os polinizadores mais valiosos na agricultura, principalmente, pelo
seu habito de visitar centenas de flores durante cada viagem ao campo (Freitas, 1998).
A0 mesmo tempo, Sio extremamente sensiveis aos inseticidas, podendo ser utilizadas
como bioindicadores para a determinagao de residuos destes produtos nas plantas
(Porrini et al., 1998).

A analise de CEC permite verificar se esta ocorrendo alteragdo na expressao génica
apos a contaminagdo com inseticidas, levando a alteragdes no valor de CEC, pois pode
ocorrer ainativagao ou ativagao de genes apds a contaminagdo. Portanto, também ¢ uma

técnica que pode ser empregada para detectar a presenca de residuos de pesticidas.
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ITI - OBJETIVOS GERAIS

Esse estudo pretendeu avaliar as alteragdes ocorridas na expressdo génica em
abelhas jatai apds contaminagdo com agrotoxicos para detectar os possiveis efeitos
destes compostos na expressio de isoenzimas e na atividade génica, bem como obter
marcadores moleculares para a utilizagdo dessas abelhas como bioindicadoras da
presenca de agrotoxicos.

Com o intuito de atingir esses objetivos, a primeira etapa desenvolvida foi a
caracterizacido bioquimica das isoenzimas esterases das duas espécies de abelhas jatai
(T. angustula e T. fiebrigi).

Na segunda etapa, foi estabelecida a CLsy por contato e ingestdo, para os
inseticidas: fipronil, malathion, thiamethoxam e neem.

Apos a contaminagdo com doses subletais dos inseticidas, foram realizadas analises
eletroforéticas para avaliar as alteragdes na atividade relativa das esterases e alteragdo
no numero de peptideos em eletroforese SDS-PAGE.

A técnica de CEC foi empregada para avaliar a alteragdo, em nivel de cérebro, da

cromatina apos a contaminagio pelos inseticidas malathion e thiamethoxam.



III — Marcador molecular para identificar duas espécies de jatai: Tetragonisca

angustula e Tetragonisca fiebrigi (Hymenoptera, Meliponinae)

Titulo abreviado: Diferenciacio entre as duas espécies de jatai

ABSTRACT

Tetragonisca angustula and T. fiebrigi esterases were biochemically characterized by
their inhibition pattern and thermostability. Workers of both species were collected
from nests at the State University of Maringa. In 7. fiebrigi three esterases were
observed: EST-1 (B-esterase, cholinesterase 1), EST-2 (a-esterase, cholinesterase I1) and
EST-4 (ap-esterase, carboxylesterase). In T. angustula two esterases were detected:
EST-3 (B-esterase, acetylesterase) e EST-4 (of3-esterase, carboxylesterase). T. angustula
EST-3 showed the highest thermostability, and it was not observed above 54°C, while
in T. fiebrigi EST-1 and EST-2 were not detected above 52°C. Through this
characterization, it was observed that EST-4 of T. angustula and T. fiebrigi showed
identical biochemical characteristics, and probably those esterases are encoded by the
same gene in the two species. Together, the biochemical characterization and molecular
markers show that the two species are differentiated and secondary contact between the
populations can still be occurring.

Keywords — stingless bee, isoenzyme, inhibition, thermostability, taxonomy
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1. INTRODUCAO

As abelhas sem ferrio provém evolutivamente de um grupo de vespas que
deixaram de transmitir caracteres genéticos para a formacdo do ferrdo a seus
descendentes (Alonso, 1998). A explicagdo para a perda do ferrdo neste grupo de
abelhas, provavelmente, esta relacionada ao fato da colonia ndo ficar exposta quando as
abelhas enxameiam e ocorrer a construgdo dos ninhos, geralmente, em lugares bem
protegidos (Alonso e Paim, 2001).

As abelhas sem ferrdo estdo entre os polinizadores mais comum nos ambientes
tropicais e em determinadas regides Sio as abelhas dominantes, visitando varias culturas
(Macias-Macias et al., 2009). Estes insetos Sio um grupo diverso, o qual inclui mais de
400 espécies que mostram alta variabilidade na fisiologia, morfologia e tamanho, indo
de 0,2 mm no género Trigonisca a mais de 20 mm em algumas espécies de Melipona
(Michener, 2000; Moure et a., 2007).

Os meliponineos tiveram origem na parte Oeste do continente Gondwana, hipotese
gue ¢ sustentada pelos registros fosseis e pela biogeografia (Camargo e Menezes-Pedro,
1992). Estes ocupam grande parte das regides de clima tropical e temperado subtropical
do planeta (Nogueira-Neto, 1997).

Segundo Moure (1961), na subfamilia Meliponinae podem ser consideradas duas
tribos. Meliponini e Trigonini. Os Meliponini se caracterizam por nao construirem
células reais; dessa forma, rainhas, operarias e machos nascem e desenvolvem-se até o
estagio adulto em células de cria de igual tamanho. Os Trigonini constituem um grupo
muito diversificado, com dezenas de géneros e constroem quase sempre células reais,
maiores gque as outras, de onde emergem as futuras rainhas (Nogueira-Neto, 1997).

De acordo com Castanheira e Contel (2005), dentro da espécie Tetragonisca
angustula, pertencente a tribo Trigonini, Sio conhecidas duas subespécies, as quais sdo
diferenciadas por meio da coloragdo do mesepisterno. 7. angustula angustula possui o
mesepisterno preto, enquanto que a 7. angustula fiebrigi POSSUi mesepisterno na cor
amarelo. Porém, de acordo com Camargo e Pedro (2007), taxonomicamente, elas foram
consideradas como duas espécies distintas, denominadas de 7. angustula e T. fiebrigi.

Tendo em vista que ainda ha desacordo quanto a classificacdo dessas abelhas em
espécies ou subespécies, torna-se essencial desenvolver novos estudos para detectar a

ocorréncia de marcadores que permitam identificagdo correta dessas abelhas.
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A distribuicao geografica para T. angustula fiebrigi foi descrita primeiramente por
Schwarz (1938) e Nogueira-Neto (1970). Esta subespécie esta presente no Brasil no
Estado do Mato Grosso, na bacia do rio Parana e ainda no Paraguai e Argentina. Em
2005, Castanheira e Contel (2005) relataram a ocorréncia de 7. angustula fiebrigi na
regido Noroeste do Parana, Londrina e Maringa. Essa subespécie foi coletada também
em Altonia, no Estado do Parana (Ruiz, 2006; Alves, 2006).

A subespécie T. angustula angustula esta distribuida na maioria dos Estados do
Brasil (lwama e Melhem, 1979; Camargo e Posey, 1990), bem como no Panama
(Roubik, 1983), Venezuela (Vit et a., 1994) e Costa Rica (van Veen e Sommeijer,
2000a,b).

Com relagao aos estudos de genética de populagdes e a diferenciag@o entre as duas
espécies, Oliveira et a. (2004), empregando o marcador molecular RAPD,
identificaram um marcador para as subespécies de Tetragonisca, 0 primer OPL-11.
Posteriormente, Baitala et al. (2006) mostraram que com a utilizagdo de marcadores
RAPD ¢ possivel apenas separar populagoes de Tetragonisca, ndo tendo sido detectado
marcador para subespécies, mesmo utilizando o primer mencionado anteriormente.

Dentre os marcadores moleculares isoenzimas, podemos destacar as esterases que
apresentam atividade hidrolitica multifuncional e catalisam a hidrolise de um grande
nimero de ésteres (Walker ¢ Mackeness, 1983). Com base na sensibilidade aos
substratos sintéticos que essas enzimas hidrolisam in vitro, dois grupos podem ser
distinguidos nos insetos, as a-esterases gque hidrolisam preferencialmente o a-naftil-
acetato e as p-esterases que hidrolisam preferencialmente o B-naftil-acetato (Oakeshott
et al., 1993). Também como critério classificatorio, € de acordo com a sensibilidade a
diferentes inibidores da atividade enzimatica ¢ aos residuos de aminoacidos no seu sitio
ativo, sio reconhecidas quatro classes de esterases, as acetilesterases (E.C. 3.1.1.6), as
arilesterases (E.C. 3.1.1.2), as carboxilesterases (E.C. 3.1.1.1) e as colinesterases que
incluem as acetilcolinesterases (E.C. 3.1.1.7) e as pseudocolinesterases (E.C. 3.1.1.8)
(Healy et al., 1991).

Pouco se conhece sobre as esterases de 7. angustula e T. fiebrigi, mais conhecidas
popularmente como abelhas jatai. Ruvolo-Takasusuki et al. (2006) caracterizaram as
regides de atividade esterasica em 7. angustula, e estes autores encontraram duas
regioes, as quais foram denominadas de EST-1 (uma B-esterase) e EST-2 (uma of3-

esterase).
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Neste contexto, foi realizado o presente estudo com o objetivo de se identificar um

marcador bioguimico para diferenciar as duas espécies de jatai, 7. angustula e T.
fiebrigi.

2. MATERIAL E METODOS

Material

As operarias adultas de jatai foram provenientes de dois ninhos naturais localizados
no campus da Universidade Estadual de Maringa, Parana (23°24°40°° S; 51°56°23”° W),
e um ninho era da espécie T. angustula e 0 outro da espécie T. fiebrigi. Apos a coleta, as
abelhas foram sacrificadas e estocadas em frascos devidamente identificados e
numerados, a—20°C.

Preparo das amostras e eletroforese PAGE

De cada operaria foi retirada sua cabega/térax e homogeneizada individua mente
em tubos de propileno 1,5 mL contendo 35uL da solugdo de 2-mercaptoetanol mais
glicerol a 10%. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 56.000G por 10 min., a
temperatura de 4°C.

Eletroforeses no sentido vertical foram realizadas utilizando géis PAGE a 8% de
concentragdo e gel de empilhamento com concentragiao de 5%. O tampao de corrida
utilizado foi o Tris-Glicina 0,1M pH 8,3. Os géis foram submetidos a eletroforese em
voltagem de aproximadamente 200V por 5 h.

Para arealizagdo da coloragdo, primeiramente, o gel foi incubado por 30 min em 50
mL da solugdo de tampao fosfato (0,1M pH 6,2). Em seguida, 0 tampao foi descartado ¢
acrescentou-se a solugdo de coloragdo, a qual consistia de: 50 mL de tampéo fosfato
0,IM pH 6,2; 0,03 g de a-naftil acetato; 0,03 g de B-naftil acetato; 0,06 g do corante
Fast Blue RR Salt. O gel foi incubado até o aparecimento das bandas.

Posteriormente, 0s géis permaneceram em solugdo conservante (acido acético a
75% e glicerol a 10%, dissolvidos em 1000 mL de agua destilada) por pelo menos 24 h.
Em seguida, foram embebidos em gelatina a 5% e colocados entre duas folhas de papel
celofane molhado, esticados, prensados e mantidos em temperatura ambiente até a

secagem completa (Ceron et a., 1992).



Testes de inibicdo

Os extratos de cabega/torax de cada operaria foram utilizados duas vezes no mesmo
gel PAGE, a primeira como controle e a segunda vez para o teste deinibicao.

Para arealizagido da coloragdo, primeiramente, o gel foi cortado e separado em duas
partes: controle e inibigao. Cada parte, separadamente, foi incubada por 30 min em 50
mL da solugdo de tampao fosfato (0,1M pH 6,2). No tampéao de incubagdo para o gel do
teste foi acrescentado o inibidor a ser testado (organofosforado - 60uL,
paracloromercuriobenzoato (p-CMB) — 0,01 g ou sulfato de eserina — 0,06 g). Apos o
periodo de incubag¢do, 0 tampao foi descartado e acrescentou-se a solugdo de coloragdo
como descrita anteriormente, e para o teste foi acrescentado o inibidor nas quantidades
citadas acima.

Apos a visualizagdo das bandas no gel-controle foi realizada a comparagao com o
gel que continhainibidor e elaborada uma tabela de inibigao.

Termoestabilidade

O teste de termoestabilidade para as esterases foi realizado por meio da pré-
incubacdo das amostras por 05 min a uma temperatura que variou de 52 a 58°C. Apés a
incubagdo, 10uL do sobrenadante foi aplicado no gel PAGE e submetido a corrida
eletroforética.

Como controle, foram utilizados extratos de cabega/torax de 7. angustula e T.
fiebrigi que ndo foram submetidos ao aguecimento.

Apobs o tempo de corrida, os géis foram corados para visualizagdo das esterases

como descrito anteriormente.

3. RESULTADOS

Nas analises eletroforéticas das esterases foram detectadas varias diferengas em
relagdo ao nimero de esterases observadas, padrao de migracdo, afinidade ao substrato e
termoestabilidade que permitiram demonstrar que 0 género Tetragonisca possui duas
espécies T. fiebrigi e T. angustula, como sugerido por Camargo e Pedro (2007).

O niimero de regides com atividade esterasica variou de acordo com a espécie; em
extratos de T. fiebrigi foram observadas trés esterases as quais foram denominadas de
EST-1 (mais anddica), EST-2 (intermediaria) e EST-4 (menos anddica), enquanto que

em extratos de T. angustula foram observadas duas regides de atividade esterasica:
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EST-3 (mais anddica) e EST-4 (menos anddica). Esses resultados podem ser observados
naFig. 1.

De acordo com a especificidade aos substratos a-naftilacetato e 3-naftilacetato em
T. fiebrigi a EST-1 foi classificada como uma p-esterase, EST-2 como o-esterase e
EST-4 umaap-esterase (Fig. 1).

As caracteristicas bioquimicas descritas acima permitiram identificar a EST-1 e
EST-2 como marcadores moleculares para T. fiebrigi, e a EST-3, da T. angustula, uma
[-esterase, como marcador molecular para esta espécie.

As esterases nos insetos tém sido divididas em quatro classes baseadas na sua
sensibilidade a trés grupos de inibidores: organofosforados, sulfato de eserina e
reagentes sulfidrila (Healy et al., 1991). No presente estudo, extratos de cabega/torax de
operarias, apos a corrida eletroforética, foram submetidos aos trés grupos de inibidores,
os resultados com relagdo ao padrao de inibi¢ao podem ser observados na Tab. I.

De acordo com seu padrio de inibigdo frente aos inibidores utilizados, em T.
fiebrigi EST-1 e EST-2 podem ser classificadas como colinesterases, e a EST-1 é uma
colinesterase do tipo |, enquanto que EST-2 ¢ uma colinesterase do tipo I1I. A EST-4, de
ambas as espécies, ¢ uma carboxilesterase (Tab. 1). Em 7. angustula, EST-3 é uma
acetilesterase.

Os testes de termoestabilidade mostraram que ha diferencas na inibicdo das
esterases dependendo da temperatura a que sio submetidas. Em 7. fiebrigi, quando 0s
extratos de cabega/torax foram submetidos a uma temperatura de 52°C, a EST-4 teve
reducdo parcial da sua atividade, enquanto que EST-1 e EST-2 tiveram uma inibigao
total. Com relagdo a T. angustula foi observada uma inibigdo parcial para EST-4,
enquanto que EST-3 ndo foi inibida, na mesma temperatura. Entretanto, a partir de

54°C, todas as esterases perderam a sua atividade (Fig. 2 e Tab. I1).

4. DISCUSSAO

Ruvolo-Takasusuki et al. (2006) e Stuchi et al. (2008) denominaram as esterases de
T. angustula de acordo com O seu padrio de migragdo da seguinte maneira: EST-1
(mais anddica) e EST-2 (menos anddica). Contudo, frente aos resultados obtidos no
presente estudo, essas esterases passam agora a serem denominadas de EST-3 (mais

anodica) e EST-4 (menos anoddica), e a EST-3 ¢ uma regido especifica de 7. angustula
(Fig. 1).
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O padrao de inibicdo das esterases analisado mostrou que 7. angustula apresenta
duas colinesterases e uma carboxilesterase e que 7. fiebrigi apresenta uma
carboxilesterase (Tab. I). As carboxilesterases e as colinesterases Sio isoenzimas
bastante frequentes em insetos, possivelmente porque desempenham papéis
fundamentais na detoxificagdo de compostos xenobidticos, participando da resisténcia
aos inseticidas em diversos representantes desta classe. Com relagdo aos
organofosforados, esses mecanismos envolvem o aumento na detoxificagao metabdlica
por hidrélise ou sequestro destes compostos (Hemingway, 2000; Lee e Lees, 2001; Cui
et a., 2007) ou alteragdes estruturais na acetilcolinesterase, alvo primario para esta
classe deinseticida (Hsu et a., 2006).

Dessa maneira, as abelhas do género Tetragonisca poderdo ser empregadas em
estudos futuros para a utilizagao dessas abelhas como bioindicadoras da presenca de
agrotoxicos em areas cultivadas e naturais.

Com relagio a termoestabilidade foi possivel observar que a EST-4 da T. fiebrigi e
EST-3 e EST-4 da T. angustula Sio mais termoestaveis do que a EST-la de Apis
mellifera. Ruvolo-Takasusuki et al. (1997) observaram que nao havia atividade da EST-
lade A. mellifera quando extratos abdominais foram previamente incubados a 50°C ou
mais por 04 min, enquanto que as de 7. angustula e T. fiebrigi foram submetidas a
temperatura de 52°C por 05 min e ainda permaneceram em atividade (Tab. I1).

EST-3 da espécie T. angustula foi a esterase que apresentou a termoestabilidade
mais dta (Fig. 2), perdendo sua atividade apenas aos 54°C. Ruvolo-Takasusuki et al.
(1998) observaram alta termoestabilidade para EST-2 de A. mellifera, a qual apresentou
atividade apés pré-incubagio a 60°C por 08 min.

A caracterizagao bioquimica das esterases mostrou que apenas a EST-4 é comum as
duas espécies. As EST-1 (T. fiebrigi) e EST-3 (I. angustula) provavelmente se
diferenciaram por mutagdes ao longo da evolugdo das duas espécies, ¢ a EST-2 (7.
fiebrigi) pode ter originado por duplicagao e mutag¢des posteriores.

A utilizagdo do marcador molecular RAPD permitiu que Oliveira et al. (2004)
observassem que 7. a. angustula e T. a. fiebrigi podem ser separadas em dois grupos
considerando as subespécies. A utilizagdo de RAPD por Baitala et al. (2006), em cinco
populagdes de 7. a. angustula e T. a. fiebrigi provenientes de Junqueiropolis (SP),
Maringa (PR) e Cianorte (PR), ndo permitiu separar as duas subespécies, apenas

popul agdes provenientes do Estado de Sao Paulo e do Parana.
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Alves (2006) empregou RAPD para a analise de trés populagdes de jatai no
Noroeste do Parani, Ivatuba, Umuarama e Alténia, ¢ em Ivatuba foram coletadas
apenas 7. a. angustula € em Umuarama e Altonia apenas 7. a. fiebrigi. OS Seus
resultados mostraram que as duas espécies de abelhas estdo separadas com valores de
distancia genética que justificam a sua taxonomia, pois entre 7. a. angustula e T. a.
fiebrigi 0 valor de distancia genética de acordo com Nei (1978) foi 0,23 ¢ entre as duas
populagoes de T. a. fiebrigi foi de 0, 0507.

Castanheira e Contel (2005) realizaram a analise morfométrica da asa, coloragdo do
mesepisterno e polimorfismo da hexoquinase de abelhas 7. a. angustula e T. a. fiebrigi
de varias localidades dos Estados de Sio Paulo, Parana, Mato Grosso do Sul e Minas
Gerais. A coloragio do mesepisterno e a frequéncia do alelo HK* permitiram as autoras
sugerirem que ha uma distribui¢ao clinal ou mistura racial entre as duas subespécies.
Foi observada uma alta correlagao entre a cor amarela do mesepisterno e a frequéncia
do alelo HK™.

Diniz-Filho et al. (1998) realizaram analise morfométrica de 7. angustula das
regioes Central e Sudeste do Brasil. As variagdes obtidas puderam ser explicadas por
contato secundario entre as ragas anteriormente isoladas.

A controvérsia sobre a ocorréncia de duas espécies de Tetragonisca ou de duas
subespécies parece estar sendo solucionada, pois o perfil eletroforético e a
caracterizagdo bioquimica das esterases dessas abelhas sem ferrdo mostraram que ha
duas espécies distintas. Assim, os resultados obtidos com a caracterizagdo bioquimica
das esterases mostraram que existem diferencas nesses locos entre as duas espécies que
justificam a sua classificagao de acordo com Camargo e Pedro (2007).

Esses resultados mostram que as abelhas jatai sdo um grupo importante para o
estudo de especiacdo. Provavelmente, as duas espécies originaram de uma Unica que
pode ter se diferenciado por isolamento geografico. Contudo, a agdo antropica € o
pegueno tempo de isolamento podem estar colocando as duas espécies em contato
novamente o que poderia ocasionar a hibridagdo detectada no estudo de Castanheira e
Contel (2005). As similaridades observadas com o marcador RAPD podem ser
decorrentes da utilizagdo de primers inespecificos e do pequeno tempo de separagio das
duas espécies.

Marcadores moleculares como PCR-RFLP poderao contribuir com novas analises

sobre ataxonomia e sistematica dessas espécies de abelhas nativas sem ferrdo.
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Finalmente, pode-se concluir que os resultados apresentados nao deixam duvidas de
gue as abelhasjatai sao duas espécies 7. fiebrigi € T. angustula e que as EST-1, EST-2 e

EST-3 sio marcadores moleculares que as identificam de forma simples e eficiente.
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6. RESUMO GERAL

Entre as abelhas sociais brasileiras, as pertencentes a subfamilia Meliponinae
denominadas popularmente de abelhas indigenas sem ferrdo, sdo as mais conhecidas.
Com mais de 200 espécies diferentes, algumas das quais frequentemente sdo criadas
para a producdo de mel. O presente estudo teve como objetivo identificar um marcador
bioguimico para diferenciar as duas espécies de jatai, Tetragonisca angustula €
Tetragonisca fiebrigi. Operarias de ambas as espécies foram coletadas em ninhos
localizados na Universidade Estadual de Maringa. As amostras foram homogeneizadas
em solucdo de 2-mercaptoetanol com glicerol 10%. O tampao de corrida utilizado foi o
tris-glicina pH 8,3 e asolugdo de coloragdo era constituida de tampdo fosfato pH 6,2, os
substratos o ¢ B-naftil acetato e o corante Fast Blue RR Salt. Para 7. fiebrigi foram
observadas trés esterases: EST-1 (B-esterase, colinesterase 1), EST-2 (a-esterase,
colinesterase 11) e EST-4 (ap-esterase, carboxilesterase). Ja para a espécie T.angustula
foram detectadas duas esterases: EST-3 (B-esterase, acetilesterase) e EST-4 (af-
esterase, carboxilesterase). A EST-3 da 7. angustula mostrou a termoestabilidade mais
alta, ndo sendo observada a partir de 54°C, enquanto que para espécie 7. fiebrigi as
EST-1 e EST-2 nao foram observadas a partir de 52°C. Por meio desta caracterizacdo
foi possivel observar que a EST-4 de T. angustula e T. fiebrigi mostraram caracteristicas
bioquimicas iguais, sendo assim estas esterases podem ser codificadas pelo mesmo gene
nas duas espécies. A caracterizagdo bioquimica ¢ os marcadores moleculares juntos

mostraram que as duas espécies estdo diferenciadas.
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Tabela 1. Atividade e classificagdo das esterases com a utilizagdo de inibidores em
Tetragonisca fiebrigi e Tetragonisca angustula. (+) inibi¢do, (-) Ndo inibigdo

Esterases Malathion p-CMB  Sulfato de eserina Classificacio
T. fiebrigi
EST-1 + + Colinesterase (1)
EST-2 + + Colinesterase (1)
EST-4 + - Carboxilesterase
T. angustula
EST-3 - - Acetilesterase

EST-4 +

Carboxilesterase
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Tabela I1. Alteragio na atividade das esterases de Tetragonisca fiebrigi e Tetragonisca
angustula apds aquecimento. (++) inibigdo total, (+) inibigdo parcial, (-) Nndo inibi¢do

Temperatura T. fiebrigi T. angustula
EST-1 EST-2 EST-4 EST-3 EST-4
52°C ++ ++ + - +

54°C ++ ++ ++ ++ ++




I

Figura 1. Perfil detroforético das esterases em
gd de poliacrilamida A = extratos de
cabega/torax de operarias de Tetragonisca
fiebrigi e B = extratos de cabega/torax de
operarias de Tetragonisca angustula.

EST-3



Figura 2. Perfil eletroforético de esterases em teste de
termoestabilidade. Amostras 1-2, 5-8 e 13-16 correspondem a extratos
de cabega/torax de operarias de Tetragonisca angustula; amostras 3-4,
9-12 e 17-20 correspondem a extratos de cabega/torax de Tetragonisca
fiebrigi.
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IV - Alteracées da expressiao génica em Tetragonisca fiebrigi (Schwarz, 1938) apos

contaminacio com agrotoxicos

Titulo abreviado: Abelha jatai como bioindicador

ABSTRACT

The stingless bee T. fiebrigi was evaluated with the purpose of employing it as a
pesticide bioindicator in the environment. The parameters analyzed were alterations in
the esterase expression, total protein and the chromatin in brain cells after
contamination with the insecticides fipronil, malathion, neem and thiamethoxam. The
LCso values showed a high toxicity of the contamination by contact for the insecticide
fipronil. Electrophoretic analysis of T. fiebrigi showed partial inhibition of EST-1 and
EST-4 with malathion and fipronil in the food and increase in the intensity of EST-4
with thiamethoxam after contact. The CEC analysis showed significant alteration after
contamination by contact with malathion (0.15M) and evidence of apoptotic cells even
when the insecticide was provided in the food. These results showed that 7. fiebrigi

bees can be used as bioindicators to detect the presence of insecticide residues.

Keywords — stingless bee, LCs, esterases, CEC, fipronil, malathion, thiamethoxam
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1. INTRODUCAO

A polinizagdo ¢ essencial para o bom desenvolvimento da agricultura com
abrangéncia global. Contudo, ha evidéncias de que os polinizadores estdo declinando
como resultado da degradagdo ambiental local e global (Biesmeijer et al., 2006). Aizen
et al. (2008) desenvolveram um estudo global sobre a dependéncia da agricultura com
polinizadores. Esses autores verificaram que desde 1961 a produgdo agricola global
(Mt/ha) tem aumentado a taxa de crescimento anual de ~1,5%, a area ocupada por
agricultura expandiu cerca de 23% no mesmo periodo. As maiores proporgdes de
aumento dessas areas podem ser atribuidas a culturas dependentes de polinizadores; nos
paises desenvolvidos esse aumento foi de 70% e nos paises em desenvolvimento
ocorreu um aumento de 9,4%, considerando o periodo de 1961 a 2006 (Aizen et d.,
2008). Esse estudo mostra, ainda, que no futuro as areas agricolas poderdo se tornar
ainda mais dependentes de polinizadores pelas mudangas nos habitos alimentares
(arvores e arbustos frutiferos) e produgdo de 6leos como canola e palma (dependentes
de polinizadores) para produgao de biodiesel.

O Brasil possui dezenas de espécies de abelhas nativas (ou indigenas) que exercem,
entre outros, importante papel nafecundagao de inimeras espécies vegetais originais de
nossa flora. Entretanto, a destrui¢io indiscriminada de matas naturais e o extrativismo
sem reposi¢ao de colonias na natureza, além do aumento das areas agriculturaveis
contribuem para aredugio da diversidade dessas abelhas eussociais.

Entre as abelhas sociais brasileiras, as pertencentes a subfamilia Meliponinae,
chamadas popularmente de abelhas indigenas sem ferrdo, sdo as mais conhecidas
(Nogueira-Neto, 1970). As do género Tetragonisca, em especial Tetragonisca fiebrigi,
pertencentes a tribo Trigonini (abelhas que utilizam cera) sio conhecidas popularmente
como jatai. E uma espécie de abelhas sem ferrio mais comum da regido neotropical e
gue se adapta com certa facilidade as diferentes condigdes de nidificagdo, como ocos de
muros, de pedras, troncos de arvores, caixa de luz etc.,, o que torna mais facil a
disseminagao da meliponicultura (Moure, 1961).

Como as abelhas sio suscetiveis a muitos inseticidas comumente utilizados para
proteger o plantio de varias culturas, esses insetos podem ser utilizados como
bioindicadores para a determinagio de residuos de alguns inseticidas nas plantas, assim

como para detectar 0 nivel de toxicidade perigosa para as abelhas frente a inseticidas



48

comumente utilizados (Accorti et a., 1992), sendo assim, as abelhas podem ser
utilizadas como bioindicadores da presenca desses residuos no ambiente.

Diversos agrotoxicos sdo utilizados nas culturas, dentre eles tém-se: 0 malathion,
um organofosforado (Op), o qual atua diretamente sobre a acetilcolinesterase, uma
importante enzima regulatoria responsavel pelo controle da transmissdo neural nas
sinapses por meio da hidrolise da acetilcolina (Xu e Bull, 1994); o fipronil, inseticida da
segunda geragdo dos fenilpirazois, ¢ altamente toxico para os insetos que ndo sdo seu
alvo, sendo a DLsp para abelhas muito baixa, 4 ng/abelha (Tingle et a., 2003), esse
inseticida atua na interrup¢ao do fluxo dos ions cloreto inibindo o receptor do acido
gama aminobutirico (GABA) no sistema nervoso central (Grant et a., 1998; Ozoe et al.,
2000); o thiamethoxam, inseticida da segunda geragdo dos neonicotinoides, ¢
caracterizado como altamente toxico para as abelhas com DLsy 30ng/abelha
(lwasa et al., 2004), o mesmo age interferindo com 0s receptores pos-sinaptico da
acetilcolina (Antunes-Kenyon e Kennedy, 2001).

Compostos de origem vegetal possuem agdo acaricida (Amer et al., 1989; El
Gengaihi et al., 2000), destacando-se os da familia Meliaceae, principalmente de
Azadirachta indica A. Juss, conhecida no Brasil por neem, que possui, como principal
metabolito secundario a azadiractina (Schmutterer, 1987; Rembold, 1989). Extratos de
6leo de neem controlam varias espécies de carrapatos parasitas ¢ doengas das abelhas,
reduzindo o numero de produtos quimicos usados nas colmeias, sem prejudicar as
abelhas (Melathopoulos et al., 2000).

As analises eletroforéticas da atividade das esterases de abelhas ¢ um caminho para
usar esses insetos como bioindicadores. As alteragdes na sua expressdo pela
contaminagdo por inseticidas poderiam ser empregadas na detec¢do desses COMpPOStos
no ambiente.

Hashimoto et al. (2003) utilizaram extratos de operarias adultas de abelhas Apis
mellifera submetidas a eletroforese, para verificar a agdo do inseticida thiamethoxam
sobre as esterases, apods 24 h de sua aplicagdo no alimento e por contato. Os autores
verificaram que as esterases 1, 2, 4 e 5 tiveram suas atividades parcialmente inibidas,
tanto nas aplicagdes no alimento, quanto por contato em operarias com 0, 7, 14 e 21
dias. Os autores concluiram que a alteracdo dessas regides pode Ser usada como
indicadores da presenca de residuos do inseticida estudado.

Outra forma de se detectar a presenca de residuos de inseticidas no ambiente € por

meio de estudos da alteragdo da cromatina; tal alteragdo pode ser detectada pela analise
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da concentragdo critica de eletrdlitos (CEC), técnica desenvolvida por Vidal e Mello
(1989).

Grande parte dos estudos de basofilia nuclear destinados a levantar conhecimentos
sobre os niveis de complexacdo DNA-proteina na cromatina, ¢ mesmo o estado de
conformagio do DNA e cromatina, tem se baseado na utilizagdo do azul de toluidina
(AT) como corante cationico (Vidal, 1987).

A anilise de CEC permite verificar se estd ocorrendo alteracdes na expressdo
O€nica apds a contaminagdo com inseticida, levando a alteragdes no valor de CEC, pois
pode ocorrer ainativagao ou ativagdo de genes apos a contaminagao.

Pela importancia das abelhas nativas sem ferrdo ¢ de obter bioindicadores para
contaminagdo ambiental por agrotoxicos, esse estudo foi desenvolvido com o objetivo
de avadiar a senshilidade da espécie Tetragonisca fiebrigi, a contaminagdo pelos
inseticidas fipronil, malathion, neem e thiamethoxam, a mortalidade decorrente da
contaminagdo, as alteracdes na atividade relativa das esterases e proteinas totais e as
alteragdes, em nivel de cérebro, da cromatina, para que essas abelhas possam ser

empregadas como bioindicadores da presenca desses inseticidas no ambiente.

2. MATERIAL E METODOS

Coleta das abelhas

Foram coletados individuos adultos de abelhas T. fiebrigi, provenientes de cinco
colmeias localizadas no campus da Universdade Estadua de Maringa, Parana
(23°24°40>° ' S; 51°56°23>° W). Apds a coleta, as abelhas foram submetidas aos
bioensaios com os inseticidas fipronil (fenilpirazol), malathion (organofosforado), neem

(azadiractina) e thiamethoxam (neonicotinoide).

Montagem dos bioensaios

As abelhas foram coletadas em garrafas plasticas e colocadas em freezer por
aproximadamente 1 min, apenas para serem anestesiadas; em seguida, as mesmas foram
colocadas nas placas de petri, previamente montadas. Foram realizados dois bioensaios
COMO Segue:

e Primeiro bioensaio (contaminacio por contato) =» As abelhas foram

acondicionadas em placas de petri (150x20 mm) contendo alimento (Candi) e

papel filtro (15 cm de diametro) embebido em 1 mL da solu¢do contendo o
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inseticida. Foram colocadas 20 abelhas por placa, e foram utilizadas quatro
placas, trés repeticdes e uma placa-controle, que possuia alimento e papel filtro
embebido em agua. As abelhas foram deixadas nas placas por um periodo de 24
h, sendo entdo realizada a contagem das abelhas mortas e retiradas as vivas, as

guais foram sacrificadas para a analise eletroforética.

O inseticida comercial foi diluido como descrito na bula para aplicagdo na cultura.

Posteriormente, a partir dessas solugdes foram realizadas diluigdes dos inseticidas e

preparadas solugdes aquosas nas seguintes concentragdes:

Fipronil: 0,0001; 0,0005; 0,0006; 0,0007 e 0,0011%.
Malathion: 0,0017; 0,0018; 0,0019; 0,002 e 0,004%.
Neem: 75 e 100%.

Thiamethoxam: 0,7; 0,8; 0,85; 0,9 e 1%.

Segundo bioensaio (contaminacio por ingestio) = As abehas foram

acondicionadas em placas de petri (150x20 mm) contendo papel filtro embebido
em agua e um recipiente com inseticida misturado ao alimento (Candi). Todo

procedimento restante foi 0 mesmo do primeiro bioensaio.

Assim como no hioensaio anterior, o inseticida comercia foi diluido como descrito

na bula para aplicagdo na cultura e a partir dessas solugdes foram realizadas dilui¢des e

preparadas solugdes aquosas nas seguintes concentragoes:

Fipronil: 0,0011; 0,0012; 0,00125; 0,0025 e 0,025%.
Malathion: 0,2; 0,3; 0,4; 0,45 e 0,5%.

Neem: 75 e 100%.

Thiamethoxam: 0,15; 0,2; 0,22; 0,24 e 0,5%.

Os resultados dos dois bioensaios foram submetidos ao programa estatistico SPSS

13.0, paraanalise da CLsg € coeficiente de correlagio (R?) dose-resposta.

Preparo das amostras e eletroforese PAGE e SDS-PAGE

Apods os bioensaios, as abelhas vivas foram estocadas em frascos devidamente

identificados e numerados, a—20°C, pelo menor espago de tempo possivel. Para analise

foram utilizados dez individuos contaminados e dez controle. Pelo abdome apresentar

algumas proteases que podem degradar as esterases, para analise das mesmas foram

utilizados apenas a cabega e o torax dos insetos.
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As amostras foram homogeneizadas individualmente em tubos de propileno 1,5
mL, contendo 35uL da solugdo de 2-mercaptoetanol mais glicerol a 10%. Em seguida,
foram centrifugadas a 56.000G por 10 min., a umatemperatura de 4°C.

Nos géis PAGE foram aplicados 10uL. do sobrenadante. Nas eletroforeses SDS-
PAGE, 15uL do sobrenadante foram transferidos para tubos de 200uL e acrescentado
10uL de tampao Tris-HCI (1,5M, pH 8,8) contendo SDS 10%, 2-mercaptoetanol,
glicerol e azul de bromofenol. Em seguida, os tubos foram aquecidos a 100°C por 03
min em banho-maria e 20uL foram aplicados no gel para corrida eletroforética.

Eletroforeses no sentido vertical foram realizadas utilizando géis PAGE a 8% de
concentragdo e gel de empilhamento com concentragio de 5% para detecgdo das
esterases, e géis SDS-PAGE a 7% de concentragdo e gel de empilhamento com
concentragao de 5% para detecgdo das proteinas totais. O tampdo de corrida utilizado
foi o Tris-Glicina 0,1M pH 8,3 para esterase e Tris-Glicina 0,1M pH8,3 + SDS 10%,
para proteina total. Os géis foram submetidos a eletroforese em uma voltagem de
aproximadamente 200V por 05 h para esterase e 90V até a saida do front para proteina
total.

Para arealizacdo da coloragdo para esterase, primeiramente, o gel foi incubado por
30 min em 50 mL da solugdo de tampao fosfato (0,1M, pH 6,2). Em seguida, o tampao
foi descartado e acrescentou-se a solugdo de coloragdo, a qual consistia de: 50 mL de
tampao fosfato 0,1M pH 6,2; 0,03 g de a-naftil acetato; 0,03 g de B-naftil acetato; 0,06
g do corante Fast Blue RR Salt. O gel foi incubado até o aparecimento das bandas.

A coloragido das proteinas totais foi realizada incubando os géis em uma solugdo
com 100 mg de azul brilhante de comassie e 100 mL da solugdo PAGE (45% de etanol,
10% de acido acético glacial em 45% de agua destilada), por um periodo de trés dias.
Apbs esse periodo, 0s géis foram entdo descorados apds lavagens sucessivas com a
solucdo PAGE, até a completa visualizagdo das bandas.

Posteriormente, todos 0s géis permaneceram em solugdo conservante (acido acético
a 75% e glicerol a 10%, dissolvidos em 1000 mL de agua destilada) por pelo menos 24
h. Em seguida, foram embebidos em gelatina a 5% e colocados entre duas folhas de
papel celofane molhado, esticados, prensados e mantidos em temperatura ambiente até a

secagem completa (Ceron et a., 1992).
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Andlise citoquimica

Nas analises citoquimicas, foram utilizados dois inseticidas, malathion ¢
thiamethoxam, e foram utilizadas duas concentragdes de cada inseticida, a que mais se
aproximou da CLsp e uma subletal.

Para o malathion, foram utilizadas as concentragdes 0,0019% (contato); 0,4% e
0,45% (ingestdo). Para o thiamethoxam as concentragdes foram 0,85% e 0,8%
(contato); 0,22% e 0,2% (ingestao).

As abelhas foram mantidas nos bioensaios, como descrito anteriormente, porém
apés as 24 h as abelhas vivas foram retiradas das placas e procedeu-se a analise
citoquimica.

Primeiramente, com o auxilio de uma lupa, a cabega das abelhas foi dissecada ¢ o
cérebro retirado e colocado em lamina contendo acido acético (45%); em seguida, o
material foi coberto por uma laminula e realizou-se 0 esmagamento. Com uma pinga, a
lamina foi congelada em nitrogénio liquido, a laminula retirada ¢ a lamina fixada em
solugdo de etanol:acido acético por 02 min; apds esse periodo, a mesma foi lavada em
etanol 70% por 05 min.

Para coloragio foram utilizadas oito cubetas com diferentes concentra¢des de
magnésio (0,02; 0,05; 0,08; 0,10; 0,12; 0,15; 0,20 e 0,30M) mais o corante azul de
toluidina. Uma cubeta-controle, apenas com azul de toluidina, também foi utilizada. As
laminas ficaram no corante por 20 min e, em seguida, foram lavadas em agua destilada
e colocadas no porta-lamina para secar a temperatura ambiente.

Apods secagem, as laminas foram mergulhadas em cubeta com xylol por 15 min e
montadas com entellan e laminula. As laminas foram observadas com o auxilio de um

microscopio 6Otico para poder detectar alteragdes em nivel de cérebro da cromatina.

3. RESULTADOS

Osvalores de CLs para 7. fiebrig, mostraram que a maior toxicidade foi observada
guando as abelhas foram contaminadas por contato com o inseticida fipronil, na
concentragdo de 0,00062%, ¢ a menor toxicidade foi observada na contaminagdo por
contato com thiamethoxam, apresentando uma CL s de 0,79% (Tab. I).

Nas Figs. 1 e 2 pode ser observado que ha correlagdo entre o aumento da
concentragdo do inseticida fipronil ¢ a mortalidade das abelhas 7. fiebrigi tanto na

contaminagdo por contato (Fig. 1A) como na contaminagio por ingestdo (Fig. 2A).
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Quando o inseticida utilizado foi o malathion, observou-se que ndo existe
correlagdo entre o aumento da concentragdo do inseticida e a mortalidade na
contaminagdo por contato (Fig. 1B), pois em todos os testes realizados ou as abelhas
ndo eram afetadas pelo organofosforado ou todas morriam. Ji na contaminagdo por
ingestio, foi possivel observar correlagdo (Fig. 2B).

O inseticida thiamethoxam apresentou correlagdo para os dois tipos de
contaminagio (Figs. 1C e 2C), e 0 maior coeficiente de correlagio (R?) foi observado na
contaminagdo por ingestdo, com valor de 0,902.

As analises eletroforéticas das abelhas 7. fiebrigi ndo mostraram inibi¢do das
regides esterasicas, quando o fipronil e o malathion foram fornecidos as abelhas por
contato. No entanto, quando o inseticida utilizado foi o thiamethoxam, foi possivel
observar aumento na intensidade da regiao EST-4 na concentragéao 0,9% (Tab. Il e Fig.
3).

Apds a ingestao do fipronil pelas operarias de 7. fiebrigi, aanalise eletroforética de
extratos de cabega/torax mostrou alteracdo das regides esterasicas EST-1 e EST-4, na
concentragdo 0,0012% (Tab. Il1), porém quando o inseticida utilizado foi o malathion,
foi possivel observar a inibigdo parcial da EST-4 nas concentragdes 0,2% e 0,45%. Para
o thiamethoxam ndo foi observada inibigdo das regides de atividade esterasica (Tab.
).

Os hioensaios realizados com 0 heem mostraram que esse inseticida ndo provoca
mortalidade da espécie em estudo, sendo este o motivo pelo qual ndo foi possivel
calcular um valor de CL s para este inseticida

No perfil eletroforético das proteinas foram observados 23 peptideos de acordo com
amigragdo e peso molecular como pode ser observado na Fig. 4. O tamanho variou de
20 a120kDa . De todas as analises realizadas apenas uma regido da proteina apresentou
grande redugdo apds contaminagdo por contato com o inseticida malathion na
concentragao de 0,0017%, para a espécie 7. fiebrigi (Fig. 4), regido esta que possui peso
molecular entre 70-80 kDa e que foi denominada de p19.

As analises citoquimicas mostraram que as abelhas que nao foram tratadas com
inseticida (controle) tiveram seus valores de CEC dentro do intervalo
0,20M<CEC<0,30M (Tabs. IV e V).

Quando as abelhas foram submetidas ao inseticida malathion na contaminagao por
ingestdo, os valores de CEC ficaram em 0,30M, para as duas concentragdes analisadas

(Tab. IV). Na contaminagdo por contato, o valor de CEC ficou em 0,15M, ocorrendo
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portanto um relaxamento da cromatina (Tab. 1V). Porém, quando o inseticida foi
adicionado ao alimento e ingerido pelas abelhas 7. fiebrigi, foi observado indicio de
células em apoptose (Fig. 5).

Os valores de CEC para T. fiebrigi, quando o inseticida utilizado foi o
thiamethoxam por contato, foram 0,30M na concentragio 0,8% ¢ 0,20M na
concentragao 0,85% (Fig. 6). Na contaminagido por ingestdao o valor de CEC foi 0,20M
para concentracao 0,2% e ficou no intervalo entre 0,20M<CEC<0,30M para
concentragio 0,22% (Tab. V).

Os resultados obtidos com o inseticida thiamethoxam, tanto por contato como por
ingestio, nao diferiram muito dos resultados obtidos com o controle, e o valor de CEC
para o controle ficou no intervalo 0,20M<CEC<0,30M.

4. DISCUSSAO

O fipronil é um inseticida, que teve seu primeiro registro em 1996. Ampla
variedade de formulagdes esta disponivel e ¢ usada tanto nas culturas de milho e arroz,
como para matar baratas, formigas e carrapatos. Este inseticida ¢ um membro da nova
classe de inseticidas denominados fenilpirazois, que atua bloqueando os canais
cloridricos dos receptores acido gama-aminobutiricos (GABA), no sistema nervoso
central, conduzindo a uma excitagao neural ¢ consequente morte do organismo (Key et
a., 2003).

Como foi possivel observar no presente trabalho, este inseticida foi o que
apresentou a maior toxicidade, com valor de CLsy em 0,00062%, e a ata toxicidade
deste inseticida, para as abelhas ja foi descrita anteriormente por Tingle et al. (2003).
Esses autores encontraram um valor de DL sy para abel has de 4ng/abelha.

A toxicidade do fipronil estda bem documentada, no entanto, pouco se conhece
sobre os efeitos fisiologicos e comportamentais das suas doses subletais sobre as
abelhas. Este tem sido 0 maior interesse no Sul da Franga, uma vez que foi detectada a
diminui¢do no numero de operarias nas colmeias apds as abelhas terem forrageado em
flores de plantas, que tiveram suas sementes tratadas com fipronil (Hassani et al., 2005).

Os inseticidas neonicotinoides podem acumular no poélen e no néctar, pois sdo
sistémicos (Aliouane et al., 2009); assim, a abelha pode levar residuos desses inseticidas

para a colmeia, contaminar seus produtos, cria, rainha e as outras operarias. Esses
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inseticidas podem afetar o comportamento das abelhas incluindo falta de orientagdo
para forrageamento. Contudo, as informagdes existentes até 0 momento sdo decorrentes
de estudos realizados com Apis mellifera.

De maneira geral, os inseticidas neonicotinoides como o thiamethoxam tém o
mesmo avo em nivel celular, agindo principalmente como agonista dos receptores
nicotinicos da acetilcolina (nAChRs) (Matsuda et al., 2001). Pelo menos dois tipos de
NAChRs tém sido descritos no cérebro de A. mellifera (Gauthier et al., 2006), que estiao
envolvidos no aprendizado tatil e olfatorio ¢ com a memoria (Cano et al., 1996; Thany e
Gauthier, 2005), 0s quais Sio essenciais para o comportamento de forrageamento.

Aliouane et al. (2009) observaram diminui¢io da memoria apdés 24 h da
aprendizagem em A. mellifera apds contato com thiamethoxam (0,1ng/abelha), seguida
por uma recuperacao ap6s 48 h sem prejuizo da memoria de longo prazo. Houve ainda a
diminui¢ao na performance do aprendizado ¢ fungdes comportamentais apds tratamento
com exposi¢do cronica com dose de 1 ng/abelha, ndo ocorrendo repercussdes
significativas na memoria olfativa.

Hashimoto et a. (2003) determinaram a CLsy para abelhas A. mellifera recém-
emergidas e com 21 dias de idade apos submeté-las ao inseticida thiamethoxam, os
autores também observaram maior toxicidade para as abelhas mais jovens com CLsg
4,7x10°mg/mL apos a ingestdo e 3,21 mg/mL apos o contato.

Moraes et al. (2000) avaliaram a toxicidade de alguns inseticidas para
Scaptotrigona tubiba, 0S autores observaram que essas abelhas apresentaram-se mais
suscetiveis ao malathion (DLsp > 0,04 mg/abelha) do que Trigona spinipes (DLsg 0,26
mg/abelha) (Macieira e Hebling-Beraldo, 1989) e 4. mellifera (0,18 mg/abelha) (Batista
et a., 1975). No presente estudo também foi possivel observar essa alta suscetibilidade
das abelhas T. fiebrigi, uma vez que seus valores de CLsy ha contaminagao por ingestdo
foi de 0,38% e na contaminagdo por contato ndo foi possivel obter um valor de CLsg,
uma vez gue todas as abelhas morriam ou ndo eram afetadas pelo inseticida.

A EST-1 ¢ uma colinesterase (I) e a EST-4 ¢ uma carboxilesterase de acordo com o
padrdo de inibigdo detectado por Stuchi et al. (dados nao publicados); portanto essas
isoenzimas podem estar hidrolisando o inseticida malathion ou este pode se ligar ao
Sitio catalitico da enzima ¢ inibir sua atividade. Esse fato é decorrente do modo de agéo
do inseticida

As carboxilesterases parecem atuar principalmente na pronta resposta dos insetos a

exposicdo ao malathion, por meio da detoxificagdo metabolica. Por meio deste
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mecanismo, a carboxilesterase hidrolisa as ligagdes ésteres nas moléculas do inseticida,
convertendo-o em uma forma menos toxica que ¢ facilmente excretada como acido
carboxilico (Price, 1984). Consequentemente, ocorre redugio na hidrélise de substratos
alternativos, tais como naftil ésteres, o que explica a inibi¢ao desta esterase nos insetos
gue foram expostos ao mal athion.

Attencia et al. (2005), em estudo com A. mellifera, observaram varias diferengas
em relacdo a atividade relativa das esterases quando expostas a diferentes concentragdes
de Ops. Quando uma concentragdo de 0,01% de metil-parathion foi empregada, a
atividade da EST-1 foi reduzida em 75%, 14 e 21 dias apos a introdugdo do inseticida.
Uma inibi¢ao de 50% foi detectada para EST-3 e EST-4 um dia apds a introdugdo do
inseticida malathion.

A molécula de thiamethoxam mimetiza a acetilcolina e se liga ao sitio receptor.
Este sitio de ligacdo ¢ mais abundante em insetos do que em animais de sangue-gquente
tornando-o seletivamente mais toxico para insetos que para esses animais. Este bloqueio
leva ao acumulo de acetilcolina resultando em paralisia e morte do inseto (Rancan et a.,
2006).

Hashimoto et al. (2003), trabalhando com thiamethoxam tanto por contato como
por ingestdao com A. mellifera, observaram alteragdes nas esterases 1, 2, 4 e 5. Esses
autores concluiram que estas alteragdes podem ser usadas para detectar a presenca de
residuos de thiamethoxam no ambiente.

De maneira geral, a mortalidade de 7. fiebrigi estd correlacionada com
concentracdo de fipronil, thiamethoxam e malathion empregados nesse estudo. Apesar
de nao terem sido realizados experimentos de campo, a observagdo de aumento de
mortalidade dessas abelhas pode ser indicativo de contaminagao com residuos desses
inseticidas e, portanto, pode ser utilizada como bioindicador da sua presenga.

As adlteragdes observadas na intensidade das bandas das esterases 1 e 4,
especialmente a EST-4 sio indicativos de que a expressdo dessas isoenzimas pode ser
alterada apds a contaminagdo das abelhas com o neonicotinoide e o organofosforado.
Dessa maneira, as esterases tém potencial para se tornarem marcadores moleculares da
presenca desses inseticidas na natureza. Porém, ainda serd necessario o
desenvolvimento de experimentos de campo para que tal fato seja confirmado.

O inseticida organofosforado malathion promoveu diferentes formas de alteracao
na estrutura da cromatina da 7. fiebrigi. Quando a contaminagdo ocorreu por contato,

houve um relaxamento na estrutura, indicando que nesse caso, provavelmente, ha
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aumento na sintese de polipeptideos, provavelmente que atuardo na detoxificagdo do
organismo desses insetos. De maneira contraria, quando houve contaminagdo por
ingestdo, a cromatina tornou-se mais condensada, indicando que nesse caso nao houve
aumento da sintese de proteinas.

Nas analises das células do cérebro de 7. fiebrigi, 8pds a contaminacgdo por ingestdo
com o malathion, foi detectada a presenca de células com indicio de apoptose (morte
celular programada). Esse mecanismo, provavelmente, foi outro tipo de resposta
apresentado por essas células para a detoxificagdo desse organofosforado. Contudo,
estudos posteriores precisam ser realizados para confirmar a ocorréncia de morte celular
programada e para 0 entendimento desse tipo de resposta.

O termo apoptose surgiu em 1971 (Kerr et al., 1972). Apoptose ¢ um tipo de morte
celular que se diferencia da necrose por fatores bioquimicos e ultraestruturais, e €
caracterizada pela redugdo no tamanho da célula, condensagao da cromatina, geralmente
com fragmentagao do nicleo e do DNA ¢ perda da integridade da membrana plasmatica
(Schulze-Osthof et al., 1994).

Os resultados obtidos nas analises em laboratério com as abelhas jatai permitem
concluir que essas abelhas poderdo se tornar bons bioindicadores da contaminagdo
ambiental, com especial énfase nos agroecossistemas e areas de preservagdo, pois foi
detectada inibi¢ao parcia de esterases e suscetibilidade a contaminagdo por varios tipos
de inseticidas neonicotinoides, organofosforados e fenilpirazol. Vale salientar que o
inseticida neem até o momento ndo levou a altera¢des nessas abelhas nas andlises in

vitro.
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6. RESUMO GERAL

As abelhas sio susceptiveis a muitos inseticidas comumente utilizados para proteger o
plantio de varias culturas. Esses insetos podem ser utilizados como bioindicadores para
a determinagio de residuos de alguns inseticidas nas plantas. As abelhas 7. fiebrigi Sio
abelhas nativas sem ferrao endémicas de regides tropicais, sdo polinizadoras de plantas
nativas e cultivadas, tendo, portanto, importante papel nos agroecossistemas. Contudo,
ndo ha informagdes cientificas sobre a toxicidade de agrotdxicos para esses insetos
benéficos. No presente estudo, as abelhas sem ferrdo 7. fiebrigi foram avaliadas com o
objetivo de serem empregadas como bioindicadores da presenca de agrot6xicos no
ambiente. Os parametros analisados foram as alteragdes na expressao das esterases,
proteinas totais e em nivel de cérebro, da cromatina apds contaminacdo com oS
inseticidas fipronil, malathion, neem e thiamethoxam. Foram coletadas operarias de
cinco ninhos na Universidade Estadual de Maringa, submetidas a dois bioensaios:
contaminagdo por contato e por ingestdo (alimento). Apdés 24 h, as abelhas
sobreviventes foram sacrificadas. Extratos de cabega/torax foram submetidos a
eletroforese PAGE (esterases) e SDS-PAGE (proteinas totais). O cérebro foi retirado e
utilizando-se a técnica de esmagamento com acido acético, ldmina e laminula, as
laminas foram preparadas. A colorag¢do das laminas foi feita utilizando-se a técnica de
CEC. Os vaores de CLsp mostraram maior toxicidade para o fipronil quando
administrado por contato (0,00062%) e a menor foi observada com a contaminagéo por
ingestdo pelo inseticida thiamethoxam (0,79%). Para todos os inseticidas, nos dois
bioensaios, foi observado que existe correlacdo entre o aumento da concentragiao do
inseticida e a mortalidade, com excegdo do inseticida malathion por contato. Com
relacdo as esterases foi observado aumento na intensidade da regiao EST-4 quando da
contaminagao com thiamethoxam por contato. Houve inibi¢ao parcial da EST-1 por
ingestido de fipronil a 0,012%, e da EST-4 por ingestao de fipronil a 0,0012% e
malathion a 0,2% e 0,45%. Nas analises eletroforéticas SDS-PAGE, foram detectados
23 peptideos (20-120kDa) e apenas um, peptideo p19 (70-80kDa), apresentou redugio
gquase completa apds contaminagdo por contato com o inseticida malathion na
concentragdo 0,0017%. A analise de CEC mostrou que na contaminagdo por contato
com o inseticida malathion, o valor de CEC ficou em 0,15M, ocorrendo um
relaxamento da cromatina. Quando o mesmo inseticida foi fornecido no alimento, foi

observado indicio de células em apoptose. As alteragdes da atividade relativa das EST-1
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e EST-4 de T. fiebrigi tém potencial para serem empregadas como bioindicadores da
presenca de residuos de fipronil, malathion e thiamethoxam, e a utilizagdo da técnica de
CEC podera se tornar uma ferramenta importante para detecgdo de residuos de

mal athion e thiamethoxam.
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Tabela 1. Concentragdes letais a 50% (CLsg) das abelhas Tetragonisca fiebrigi
submetidas ao fipronil, malathion, neem e thiamethoxam, tanto por contato (papel filtro)
como por ingestao (alimento)

Agroquimico CLsy (%) 95% Limite de confianca
Fipronil — contato 0,00062 0,00053 - 0,00075
Fipronil — ingestao 0,00123 0,00121 - 0,00127

Malathion — contato o0 -
Malathion — ingestao 0,38 0,22 - 0,55

Neem-contaaio ----- mee-

Neem-ingestdo - -
Thiamethoxam - contato 0,79 0,61 - 1,04
Thiamethoxam — ingestao 0,21 0,17 - 0,27
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Tabela II. Inibi¢do da atividade das esterases detectada em Tetragonisca fiebrigi apos
contato com fipronil, malathion e thiamethoxam. (-) auséncia de inibi¢do; (++) aumento
de intensidade da banda

Esterases

Concentracoes EST-1 EST-2 EST-4

Fipronil (%)

0,0001 - - -
0,0005 - - -
0,0006 - - -
0,0007 - - -
0,0011 - - -

Malathion (%)

0,0017 - - -
0,0018 - - -
0,0019 - - -
0,002 - - -
0,004 - - -

Thiamethoxam (%)

0,7 . - -
038 - - -
0,85 - - -
0,9 - - o
1 - - -
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Tabela III. Inibi¢ao da atividade das esterases detectada em Tetragonisca fiebrigi apos
ingestdo de fipronil, malathion e thiamethoxam. (-) auséncia de inibi¢do; (+) inibigdo
parcial

Esterases

Concentracoes EST-1 EST-2 EST-4

Fipronil (%)

0,0011 - - -
0,0012 + - +
0,00125 - - -
0,0025 - - -

0,025 - - -

Malathion (%)

0.2 : ; T
03 - - -
04 . - -
0,45 ; ] +
05 - - -

Thiamethoxam (%)

0,15 - - -
0.2 - - -
0,22 ; ] ]
0,24 . - -
05 - - -
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Tabela 1V. Respostas de basofilia nuclear da cromatina do cérebro de operarias de

Tetragonisca fiebrigi apds contaminacdo por contato e ingestdo com o inseticida
malathion, coradas com Azul de Toluidina (AT) 0,025% adicionado de MgCl, em

diferentes concentragGes

Malathion Malathion
Concentracdo corante Controle (contato) (ingestio)
0,0019% 0,4% 0,45%
AT controle Vi Vi Vi Vi
AT + MgCl; 0,02M Vi Vi Vi Vi
AT + MgCl; 0,05M VilAz Vi VilAz Vi
AT + MgCl; 0,08M VilAz Vi VilAz VilAz
AT + MgCl; 0,10M VilAz VilAz VilAz VilAz
AT + MgCl; 0,12M VilAz Az Az Vi/Az
AT + MgCl; 0,15M Az Ve Az VilAz
AT + MgCl; 0,20M Az/Ve Az Az Az
AT + MgCl; 0,30M Ve Az Ve Ve
Valor de CEC (M) 0,20<CEC<0,30 0,15 0,30 0,30

Vi: violeta. Az: azul. Ve verde
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Tabela V. Respostas de basofilia nuclear da cromatina do cérebro de operarias de
Tetragonisca fiebrigi apds contaminacdo por contato e ingestdo com o inseticida
thiamethoxam, coradas com Azul de Toluidina (AT) 0,025% adicionado de MgCl, em

diferentes concentragGes

Thiamethoxam Thiamethoxam
Concentragio corante Controle (contato) (ingestio)
0,8% 085% 0,2% 0,22%
AT controle Vi Vi Vi Vi Vi
AT + MgCl; 0,02M Vi Vi Vi Vi VilAz
AT + MgCl, 0,05M VilAz VilAz Vi VilAz VilAz
AT + MgCl, 0,08M VilAz VilAz VilAz Az VilAz
AT + MgCl, 0,10M VilAz VilAz VilAz Az Az
AT + MgCl, 0,12M VilAz Az Az Az/Ve Az/Ve
AT + MgCl, 0,15M Az Az Az/lVe Az/Ve Az/Ve
AT + MgCl, 0,20M Az/Ve AzlVe Ve Ve Az Ve
AT + MgCl, 0,30M Ve Ve Ve Ve Ve
Valor de CEC (M) 0,20<CEC<0,30 030 0,20 0,20 0,20<CEC<0,30

Vi: violeta. Az: azul. Ve verde
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Figura 3. Perfil eletroforético das esterases de
extratos de cabega/torax de Tetragonisca fiebrigi
mostrando a EST-4 com aumento da intensidade
da banda, apds contaminagdo por contato com o
inseticida thiamethoxam na concentracao de
0,9%.
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Figura 4. Perfil das proteinas totais de extratos de cabeca/torax de
Tetragonisca fiebrigi mostrando aregiao com redugdo da expressdo
da proteina p19 apds contamina¢do por contato com o inseticida
malathion na concentragao de 0,0017%.




Figura 5. Células nervosas de Tetragonisca fiebrigi,
contaminadas com o inseticida malathion por ingestao
(0,4%), coradas com Azul de Toluidina na presenga ¢
auséncia de cloreto de magnésio. Células com indicio de
apoptose. Microscopio optico com aumento 1000x mais o
aumento de 3x da maquina digital.
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Figura 6. Células nervosas de Tetragonisca fiebrigi, contaminadas com o inseticida
thiamethoxam por contato (0,85%), coradas com Azul de Toluidina na presenga e
auséncia de cloreto de magnésio. A = controle (nucleos metacromaticos — violeta); B
= ponto de CEC (auséncia de metacromasia). MicroscOpio Optico com aumento
1000x mais 0 aumento de 3x da maquina digital.



V — Avaliacio da toxicidade de agrotoxicos em Tetragonisca angustula (Latreille,
1811)

Titulo abreviado: Avaliacdo da toxicidade em jatai

ABSTRACT

The stingless bee 7. angustula was evaluated with the aim of using it as a pesticide
bioindicator in the environment. The parameters analyzed were alterations in the
esterase expression, total protein and the chromatin in brain cells after contamination
with the insecticides fipronil, malathion, neem and thiamethoxam. The LCs, values
showed greater toxicity after contamination by contact with fipronil (0.00053%), and
lower toxicity after contamination by ingestion of malathion (1.33%). The EST-3 and
EST-4 were partidly inhibited after contamination by contact and ingestion of
malathion and contamination by contact with thiamethoxam. The lowest CEC was
found after contamination by malathion ingestion (0.15M). These analyses also detected
cells with evidence of apoptosis. The observed aterations in the intensity of EST-3 and
EST-4 and the chromatin structure showed that 7. angustula bees are potential

bioindicators of pesticide residues.

Keywords — stingless bee, isoenzymes, esterases, CEC, LCs, fipronil, malathion,

azadiractina, thiamenthoxam



74

1. INTRODUCAO

A Tetragonica angustula possui destacada importancia ecologica e econdmica. O
extrativismo de mel, cerume e resinas dessas abelhas ¢ amplamente disseminado,
principalmente, no Norte e Nordeste do Brasil (Menezes-Pedro e Camargo, 2000).

A contribuigdo mais significativa, entretanto, estd na atua¢do das abelhas como
agentes polinizadores, pegas-chave na manutencdo da diversidade floristica e do
equilibrio ecoldgico na maioria dos ecossistemas terrestres. Um dos efeitos diretos
dessa habilidade pode ser visto no aumento da produtividade de plantas cultivadas, por
meio da introducdo de ninhos de abelhas em areas de cultivo (Menezes-Pedro e
Camargo, 2000).

O trabaho polinizador das abelhas ¢ de crescente importancia para a produgdo de
cereais, café, algoddo e frutas de diferentes espécies. Sabe-se que mais de 40% da
produgdo agricola brasileira depende da polinizagdo entomdfila na qual as abelhas tém o
maior destague (Sommer, 1997).

A polinizagdo ¢ um fator de producdo fundamental na condugdo de muitas culturas
agricolas ao redor do mundo e a diminui¢do da disponibilidade de polinizadores para as
plantas que deles necessitam pode causar limitagdes na quantidade de frutos (Roubik,
2002), qualidade dos frutos (Wallace e Lee, 1999) e nimero de sementes (Kalinganire
et al., 2001), constituindo-se em um dos maiores problemas quando se trata de produgao
agricola.

O declinio das populagdes de polinizadores (Kearns et al., 1998; Roubik, 2001) tem
sido causado principalmente pelo uso nao-sustentavel dos ecossistemas para produgio
agricola (Kremen et al., 2002; Richards e Kevan, 2002). Dentre 0s diversos aspectos
relacionados a0 uso ndo-sustentavel de agroecossistemas, a utilizagdo excessiva de
inseticidas (Filgueira, 2003), com certeza impde risco as populagdes de espécies de
abelhas polinizadoras (Paschoal, 1979; Kevan, 1999).

Os estudos sobre a toxicidade de inseticidas na fauna de abelhas tropicais, no caso
dos meliponineos, ainda sdo relativamente escassos, ja que estas espécies ndo ocorrem
em paises de climatemperado (Moraes et al., 2000; Pinheiro-Machado et al., 2002).

Os inseticidas mais empregados sio os organofosforados e os carbamatos cujos
efeitos toxicos resultam do acimulo de acetilcolina na fenda sinaptica, levando a uma
estimulagao excessiva dos receptores de acetilcolina, produzindo sintomas neurotoxicos
(Stefanidou et al., 1996).
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Outra classe de inseticidas amplamente utilizados na agricultura contra os insetos
S0 os neonicotinoides, porém eles podem também afetar os insetos que ndo Sdo seu
avo, tais como as abelhas. Neonicotinoides nitrossubstitutos (imidaclopride e
thiamethoxam) aplicados topicamente Sio os mais toxicos as abelhas, com valores de
DL 5 de contato em nanogramas por abelha (Iwasa et al., 2004).

O fipronil, inseticida da segunda geracdo dos fenilpirazois, ¢ altamente toxico para
0s insetos que nao sdo seu alvo, sendo a DLsg para abelhas muito baixa, 4 ng/abelha
(Tingle et a., 2003). Ele ¢ aplicado no solo em culturas de batata, cana-de-agucar e
milho, em folhas nas culturas de agoddo, arroz, cana-de-agtcar, milho ¢ soja, em
sementes de arroz, cevada, soja e feijao (Coutinho et al., 2005). Esse inseticida atua na
interrupcao do fluxo dos ions cloreto inibindo o receptor do acido gama aminobutirico
(GABA) no sistema nervoso central (Grant et a., 1998; Ozoe et al., 2000).

Os apicultores tém se tornado altamente dependentes do uso de pesticidas para
combater as doengas das abelhas, conduzindo a varios problemas, incluindo o aumento
dos custos do tratamento e trabalho, os perigos toxicologicos aos apicultores e as
abelhas (Marchetti et al., 1987; Peng et al., 1992; Westcott e Winston, 1999), os riscos
de contaminagdo dos produtos da colmeia (Lehnert e Shimanuki, 1981) e a
vulnerabilidade para a evolugao da resisténcia aos pesticidas causado pelo nimero
limitado de agentes de controle disponiveis (Milani, 1999).

Extratos de 6leo de neem tém sido consideravelmente eficientes contra grande
numero insetos e patdgenos e podem controlar varias espécies de parasitas das abelhas,
simultaneamente reduzindo o uso de produtos quimicos nas colmeias (Quarles, 1994;
Schmutterer, 1995). O pesticida neem possui baixa persisténcia ambiental (Sundaram e
Curry, 1994), ndo induz a resisténcia nos insetos (Feng e Isman, 1995) e ¢ relativamente
nao-toxico (Jacobson, 1995).

Analises eletroforéticas da atividade das esterases das abelhas ¢ um caminho para
usar esses insetos como bioindicadores. Estas enzimas Sio altamente eficientes em
catalisar a hidrdlise de uma ampla variedade de ésteres alifaticos e aromaticos, bem
como amidas e tioésteres ¢ sdo importantes em varios processos diferentes, incluindo
guimiotaxia e o metabolismo de drogas e inseticidas (Krisch, 1971; Oppenoorth, 1985).
Alteragdes na sua expressdo pela contaminagdo por inseticidas poderiam ser
empregadas na detecgdo desses compostos no ambiente.

Outra forma de se avaliar a presenca de residuos de inseticidas no ambiente, seria

avaliar as ateracdes causadas por eles na cromatina das células do cérebro das abelhas.
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Essas modificagdes podem ser detectadas pela analise da concentragdo critica de
eletrolitos (CEC), técnica que foi desenvolvida por Vidal e Mello (1989).

Assim, esse estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a sensibilidade das
abelhas nativas sem ferrdao da espécie Tetragonisca angustula a contaminagdo por
inseticidas, a mortalidade decorrente da contaminagdo, as altera¢des na atividade
relativa das esterases e avaliar, em nivel de cérebro, a alteragcdo da cromatina, para que
essas abelhas possam ser empregadas como biomarcadores da presenca desses

inseticidas no ambiente.

2. MATERIAL E METODOS

Coleta das abelhas

Foram coletados individuos adultos de abelhas 7. angustula, provenientes de duas
colmeias localizadas no campus da Universidade Estadual de Maringa, Parana
(23°24°40>° ' S; 51°56°23>° W). Apds a coleta, as abelhas foram submetidas aos
bioensaios com os inseticidas fipronil (fenilpirazol), malathion (organofosforado), neem

(azadiractina) e thiamethoxam (neonicotinoide).

Montagem dos bioensaios

As abelhas foram coletadas em garrafas plasticas ¢ colocadas em freezer por
aproximadamente 01 min, apenas para serem anestesiadas, em seguida, as mesmas
foram colocadas nas placas de petri, previamente montadas. Foram realizados dois
bi oensaios como segue.

e Primeiro bioensaio (contaminacio por contato) =» As abelhas foram

acondicionadas em placas de petri (150x20 mm) contendo alimento (Candi) e
papel filtro (15 cm de diametro) embebido em 1 mL da solugdo contendo o
inseticida. Foram colocadas 20 abelhas por placa, e foram utilizadas quatro
placas, trés repeticdes e uma placa-controle, a qual possuia alimento e papel
filtro embebido em agua. As abelhas foram deixadas nas placas por um periodo
de 24 h, sendo entdo realizada a contagem das abelhas mortas e retiradas as

vivas, as quais foram sacrificadas para a analise eletroforética.
O inseticida comercial foi diluido como descrito na bula para aplicagdo na cultura.
Posteriormente, a partir dessas solugdes foram realizadas diluigdes dos inseticidas e

preparadas solugdes aquosas nas seguintes concentragoes:
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e Fipronil: 0,0001; 0,0005; 0,0006; 0,0007 e 0,008%.
e Malathion: 0,0025; 0,0028; 0,003; 0,004 e 0,1%.

e Neem: 75 e 100%.

e Thiamethoxam: 0,05; 0,07; 0,1; 0,2 e 0,3%.

e Sequndo bioensaio (contaminacdo por ingestio) =» As abelhas foram

acondicionadas em placas de petri (150x20 mm) contendo papel filtro embebido
em agua e um recipiente com inseticida misturado ao alimento (Candi). Todo
procedimento restante foi 0 mesmo do primeiro bioensaio.

Assim como no bioensaio anterior, o inseticida comercial foi diluido como descrito
na bula para aplicagdo na cultura e a partir dessas solugdes foram realizadas dilui¢des ¢
preparadas solugdes aquosas nas seguintes concentragdes:

e Fipronil: 0,0001; 0,0005; 0,00055; 0,0006 e 0,0007%.

e Malathion: 0,4; 0,6; 1; 2 e 3%.

e Neem: 75 e 100%.

e Thiamethoxam: 0,005; 0,008; 0,01; 0,02 e 0,03%.

Os resultados foram submetidos ao programa estatistico SPSS 13.0, para analise da

CL s e coeficiente de correlagio (R?) dose-resposta.

Preparo das amostras e eletroforese PAGE e SDS-PAGE

Apbés os bioensaios, as abelhas foram estocadas em frascos devidamente
identificados e numerados, a —20°C, pelo menor espago de tempo possivel. Para analise
foram utilizados dez individuos contaminados e dez controle. Pelo abdome apresentar
algumas proteases que podem degradar as esterases, para analise das mesmas foram
utilizados apenas a cabega e o torax dos animais.

As amostras foram homogeneizadas individualmente em tubos de propileno 1,5
mL, contendo 35uL da solugao de 2-mercaptoetanol mais glicerol a 10%. Em seguida,
foram centrifugadas a 56.000G por 10 min., a umatemperatura de 4°C.

Nos géis PAGE foram aplicados 10uL. do sobrenadante. Nas eletroforeses SDS-
PAGE, 15uL do sobrenadante foram transferidos para tubos de 200uL e acrescentado
10uL de tampao Tris-HCI (1,5M, pH 8,8) contendo SDS 10%, 2-mercaptoetanol,
glicerol e azul de bromofenol. Em seguida, os tubos foram aquecidos a 100°C por 03

min em banho-maria e 20uL foram aplicados no gel para corrida eletroforética.
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Eletroforeses, no sentido vertical, foram realizadas utilizando géis PAGE a 8% de
concentragdo e gel de empilhamento com concentragio de 5% para detecgdo das
esterases, e géis SDS-PAGE a 7% de concentragdo e gel de empilhamento com
concentragdo de 5% para detecgdo das proteinas totais. O tampao de corrida utilizado
foi o Tris-Glicina 0,1M pH 8,3 para esterase e Tris-Glicina 0,1M pH8,3 + SDS 10%,
para proteina total. Os géis foram submetidos a eletroforese em uma voltagem de
aproximadamente 200V por 05 h para esterase e 90V até a saida do front para proteina
total.

Para a realizagdo da coloragdo para esterase, primeiramente, o gel foi incubado por
30 min em 50 mL da solugdo de tampao fosfato (0,1M pH 6,2). Em seguida, 0 tampao
foi descartado e acrescentou-se a solugdo de coloragdo, a qual consistia de: 50 mL de
tampao fosfato 0,1M pH 6,2; 0,03 g de a-naftil acetato; 0,03 g de pB-naftil acetato; 0,06
g do corante Fast Blue RR Salt. O gel foi incubado até o aparecimento das bandas.

A coloragdo das proteinas totais foi realizada incubando os géis em uma solugio
com 100 mg de azul brilhante de comassie e 100 mL da solugdo PAGE (45% de etanol,
10% de acido acético glacial em 45% de agua destilada), por um periodo de trés dias.
Apos esse periodo, 0S géis foram entdo descorados apds lavagens sucessivas com a
solu¢do PAGE, até a completa visualizagdo das bandas.

Posteriormente, todos 0s géis permaneceram em solugdo conservante (acido acético
a 75% e glicerol a 10%, dissolvidos em 1000 mL de agua destilada) por pelo menos 24
h. Em seguida, foram embebidos em gelatina a 5% e colocados entre duas folhas de
papel celofane molhado, esticados, prensados e mantidos em temperatura ambiente até a

secagem completa (Ceron et al., 1992).

Andlise citoquimica

Nas analises citoquimicas, foram utilizados dois inseticidas, malathion e
thiamethoxam, e, foram utilizadas duas concentragdes de cada inseticida, a que mais se
aproximou da CLsp e uma subletal.

Para o malathion, foram utilizadas as concentragdes 0,002% (contato); 0,6% e 1%
(ingestdo). Para o thiamethoxam, as concentragdes foram 0,07% e 0,1% (contato);
0,008% e 0,01% (ingestio).

As abelhas foram mantidas nos bioensaios, como descrito anteriormente, porém
apés as 24 h as abelhas vivas foram retiradas das placas e procedeu-se a analise

citoquimica.
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Primeiramente, com o auxilio de uma lupa, a cabega das abelhas foi dissecada ¢ o
cérebro retirado e colocado em lamina contendo acido acético (45%); em seguida, o
material foi coberto por uma laminula e realizou-se 0 esmagamento. Com uma pinga, a
lamina foi congelada em nitrogénio liquido, a laminula retirada ¢ a lamina fixada em
solugdo de etanol:acido acético por 02 min; apos esse periodo, a mesma foi lavada em
etanol 70% por 05 min.

Para coloragio foram utilizadas oito cubetas com diferentes concentragdes de
magnésio (0,02; 0,05; 0,08; 0,10; 0,12; 0,15; 0,20 e 0,30M) mais o corante azul de
toluidina. Uma cubeta-controle, apenas com azul de toluidina, também foi utilizada. As
laminas ficaram no corante por 20 min e, em seguida, foram lavadas em agua destilada
e colocadas no porta-lamina para secar a temperatura ambiente.

Apobs secagem, as laminas foram mergulhadas em cubeta com xilol por 15 min e
montadas com entellan e laminula. As laminas foram observadas com o auxilio de um

microscopio Optico para poder detectar alteracdes em nivel de cérebro da cromatina.

3. RESULTADOS

A analise dos valores de CLsg para a espécie 7. angustula demonstrou que a maior
toxicidade foi observada quando o inseticida fipronil foi utilizado na contaminagéo por
contato (0,00053%). Ja a menor toxicidade foi observada na contaminag@o por ingestdo
com o inseticida malathion, com valor de CLs de 1,33% (Tab. I).

Nas Figs. 1 e 2, pode ser observado que existe correlagdo entre o aumento da
concentragdo do inseticida e a mortalidade das abelhas 7. angustula, para os trés
inseticidas testados, tanto na contaminagao por contato (Fig. 1) como na contaminagéo
por ingestio (Fig. 2).

As analises eletroforéticas das abelhas 7. angustula mostraram algumas alteragoes
na intensidade das regides esterasicas. Quando da contaminagdo por contato com
malathion, a eletroforese mostrou uma redugdo na intensidade das bandas EST-3 na
concentragao 0,003% e EST-4, nas concentragdes 0,0025% e 0,003% (Tab. Il). NaFig.
3 ¢é possivel visualizar a inibi¢ao das regides EST-3 e EST-4 na concentragdo 0,003%.

A eletroforese dos individuos submetidos ao inseticida thiamethoxam por contato
mostrou inibi¢ao parcial da EST-3 e EST-4 na concentragdo de 0,1% (Tab. I1).

Na contaminagdo por ingestdo com o inseticida malathion, as analises

eletroforéticas detectaram inibicdo parcial da regido EST-3 na concentragdo 1% e da
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regido EST-4 nas concentragdes 1% e 2% (Tab. I1l). Para o inseticida thiamethoxam
nao foi observada alteracdo das esterases.

Os bioensaios com o inseticida neem mostraram que 0 MesMo nio provoca
mortalidade das abelhas T. angustula, portanto ndo foi possivel realizar o célculo de
CLso e nem a analise de correlacao.

Nos extratos de abelhas submetidos a eletroforese SDS-PAGE foram detectados 23
peptideos, de acordo com o padrio de migracdo e peso molecular. O tamanho dos
fragmentos variaram de 15 a 120kDa; no entanto nenhuma alteragio foi observada apos
a contaminagdo das abelhas com os inseticidas malathion e thiamethoxam, tanto no
contato como na ingestao.

Com relagdo aos dados da analise citoquimica, para as abelhas mantidas no controle
(sem presenca dos inseticidas), os valores de CEC ficaram dentro do intervalo
0,20M<CEC<0,30M (Tabs. IV e V).

Para as abelhas T. angustula contaminadas com malathion por ingestdo, na
concentragdo 1% e na contaminagdo por contato (0,002%) o valor de CEC ficou em
0,20M (Tab. 1V), nao diferindo muito do valor de CEC das abelhas do controle. Ja
guando as abelhas foram submetidas ao malathion, por ingestao, na concentragdo 0,6%,
o vaor de CEC observado ficou em 0,15M (Tab. 1V), ocorrendo, portanto uma
condensacio da cromatina.

Foi observado indicio de células em apoptose, quando da contamina¢do com o
inseticida malathion por ingestao, nas duas concentragdes testadas.

Quando o inseticida utilizado foi o thiamethoxam, tanto na contaminagdo por
contato, como na contaminagdo por ingestdo, ndo foi observada alteragdo significativa

nos valores de CEC, quando em comparagdo com o controle (Tab. V).

4. DISCUSSAO

Estudo realizado na Franga por Chauzat et al. (2006) mostrou que o polen coletado
pelas colonias continha residuos de pesticidas, incluindo fipronil. Além disso, os
inseticidas podem deixar residuos de mais de 1 ppm no néctar por um periodo de duas
semanas (Barker et al., 1980). Isto pode causar problemas aos polinizadores, os quais
levam o alimento contaminado para a colmeia, afetando grande nimero de individuos, ¢
para aqueles que irdo consumir seu produto final, o mel. Diminuigdo no niimero de

polinizadores pode causar danos irreversiveis ao ambiente (Kerr et a., 1994).
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Comparando os resultados de CLsp quando os inseticidas foram fornecidos por
contato (papel filtro) e por ingestio (comida), a maior toxicidade foi detectada com o
fipronil, por contato (0,00053%). Este inseticida é toxico as abelhas, com DLsy de
0,004ug/abelha (Rhone-Poulenc, 1995) e nao deve ser aplicado a vegetagdo quando as
abelhas estao forrageando.

O fipronil possui ampla variedade de formulagdes, as quais sdo usadas tanto nas
culturas de milho e arroz, como para matar baratas, formigas e carrapatos. Este
inseticida ¢ um membro da nova classe de inseticidas denominados fenilpirazodis, os
guais atuam bloqueando os canais cloridricos dos receptores acido gama-aminobutiricos
(GABA), no sistema nervoso central, conduzindo a uma excitagdo neural e consequente
morte do organismo (Key et al., 2003).

Os neonicotinoides Sio inseticidas amplamente utilizados na agricultura contra os
insetos; entretanto, eles podem também afetar os insetos que nao sdo seu alvo, tais como
as abelhas. Neonicotinoides nitrossubstitutos, como o thiamethoxam, aplicados
topicamente, Sio os mais toxicos as abelhas, com DLsp de contato em nanogramas por
abelha (Iwasa et al., 2004).

Existe uma consideravel evidéncia de que o alvo dos compostos neonicotinoides
S3o os receptores nicotinicos da acetilcolina (nAChRs), aonde eles atuam como parciais
ou completos agonistas (Déglise et al., 2002; Tomizawa e Casida, 2003). Pelo menos
dois tipos de nAChRs tém sido descritos no cérebro de Apis mellifera (Gauthier et a.,
2006), que estdo envolvidos no aprendizado tatil e olfatério e com a memoria (Cano et
a., 1996; Thany e Gauthier, 2005), 0s quais So essenciais para o comportamento de
forrageamento.

Hashimoto et al. (2003) determinaram a CLsy para as abelhas 4. mellifera recém-
emergidas e com 21 dias de idade apos submeté-las ao inseticida thiamethoxam, os
autores observaram maior toxicidade para as abelhas mais jovens com ClLsg 4,7x10°
*mg/mL apos a ingestao e 3,21 mg/mL apos o contato.

Moraes et a. (2000) avaliaram a toxicidade aguda de alguns inseticidas para
Scaptotrigona tubiba, dentre eles o malathion. Os autores encontraram uma DLs
superior a 0,04mg/abelha, uma vez que nessa concentragao apenas 30% dos individuos
morreram, entretanto a CL s, encontrada foi de 0,015 ppm.

Apicultores tém se tornado altamente dependentes do uso de pesticidas para
combater algumas doengas das abelhas, tais como os parasitas Varroa jacobsoni €

Acarapis woodi, conduzindo a varios problemas, incluindo o aumento dos custos do
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tratamento, perigos de toxicidade aos apicultores e as abelhas (Marchetti et al., 1987;
Peng et al., 1992; Westcott e Winston, 1999) e os riscos de contaminagdo aos produtos
da colmeia (Lehnert e Shimanuki, 1981).

O 6leo da semente da arvore de neem, Azadirachta indica A. Juss., pode oferecer
uma solugdo para estes problemas. Extratos de 6leo de neem possuem consideravel
espectro de toxicidade contra patogenos da agricultura (Quarles, 1994; Schmutterer,
1995) e pode controlar varias espécies de parasitas e doengas das abelhas, assim
reduzindo o niimero de produtos quimicos usados nas colmeias. Embora as larvas de
abelhas sgiam susceptiveis ao neem (Rembold et al., 1980; Naumann e Isman, 1996),
elas sio menos susceptiveis do que as outras espécies de insetos, sugerindo que o neem
pode ser eficiente para matar os patdogenos das abelhas em concentragdes seguras para
estes insetos (Mordue e Blackwell, 1993). No presente estudo foi possivel observar que,
realmente, 0 6leo de neem ndo causou mortalidade de abelhas, mesmo na mais alta
concentracao (100%).

Nas analises eletroforéticas, observou-se redugio na atividade das esterases EST-3
e EST-4 quando o inseticida thiamethoxam foi utilizado na contaminagdo por contato.
Pode-se sugerir, entdo, que estas regides podem ser utilizadas como bioindicadores da
presenca dos residuos deste inseticida no ambiente. O mesmo foi observado por
Hashimoto et al. (2003), trabalhando com thiamethoxam tanto por contato como por
ingestdo com A. mellifera. Os autores observaram alteragdes nas esterases 1, 2,4 ¢ 5.

Attencia et al. (2005), em estudos com A4. mellifera, observaram varias diferencas
em relacdo a atividade relativa das esterases quando expostas a diferentes concentragdes
de organofosforados. Quando uma concentragdo de 0,01% de metil-parathion foi
empregada, a atividade da EST-1 foi reduzida em 75%, 14 e 21 dias apds a introdugao
do inseticida. Uma inibi¢ao de 50% foi detectada para EST-3 e EST-4 um dia apods a
introdugdo do inseticida malathion. Para 7. angustula também foi observada uma
inibigdo das regides de atividade esterasica, EST-3 e EST-4, tanto na contaminagao por
contato como na contaminagio por ingestdo, quando o malathion foi utilizado.

A regido EST-4 é uma carboxilesterase de acordo com o padrdo de inibi¢ao
detectado por Stuchi et a. (dados nao publicados); portanto essa isoenzima pode estar
hidrolisando o inseticida malathion ou este pode se ligar ao sitio catalitico da enzima e
inibir sua atividade. Esse fato é decorrente do modo de a¢do do inseticida. As
carboxilesterases parecem atuar principalmente na pronta resposta dos insetos a

exposi¢do ao malathion, por meio da detoxificagdo metabodlica. Por este mecanismo, a
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carboxilesterase hidrolisa as ligagdes ésteres nas moléculas do inseticida, convertendo-o
em uma forma menos toxica que ¢ facilmente excretada como acido carboxilico (Price,
1984).

Nas analises do cérebro de T. angustula, apds a contaminagdo com os dois
inseticidas, malathion e thiamethoxam, nao foi possivel observar diferentes valores de
CEC, a ndo ser quando o inseticida malathion foi utilizado misturado ao alimento, em
gue o valor de CEC ficou em 0,15M. Foram observadas células com indicio de apoptose
guando o malathion foi fornecido no alimento.

Apoptose ¢ um tipo de morte celular que se diferencia da necrose por fatores
bioguimicos ¢ ultraestruturais, e é caracterizada pela redugdo no tamanho da célula,
condensacdo da cromatina, geralmente com fragmentagdo do nucleo e do DNA e perda
da integridade da membrana plasmatica (Schulze-Osthof et al., 1994). As analises por
meio da técnica de CEC permitiram detectar essas caracteristicas em algumas células do
cérebro de abelhas 7. angustula apos a contaminag¢do com o organofosforado malathion.
Contudo, serdo necessarios estudos mais detalhados de apoptose, como coloragdes
especificas e microscopia eletronica por transmissdo, para certificar a sua ocorréncia
apos a contaminagao por organofosforado.

A utilizagao da técnica de CEC podera se tornar uma ferramenta importante para a
detec¢do de residuos de pesticidas em abelhas jatai, as quais t€ém demonstrado bom
potencial para serem utilizadas como bioindicadores de agrotoxicos.

As alteracdes observadas na intensidade das bandas das esterases 3 e 4 sdo
indicativos de que a expressio dessas isoenzimas pode ser alterada apds a contaminag¢do
das abelhas com malathion e thiamethoxam. Dessa maneira, as esterases também tém
potencial para se tornarem marcadores moleculares da presenca desses inseticidas na
natureza.
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6. RESUMO GERAL

A espécie Tetragonisca angustula pertencente a tribo Trigonini (abelhas que
utilizam cera), conhecida popularmente como jatai, ¢ uma das abelhas sem ferrao mais
comum da regiao neotropical. Tendo em vista aimportancia dessas abelhas no processo
de polinizagdo, deve-se prever que ocorra um convivio gradualmente maior entre
apicultura e agricultura, com beneficios reciprocos, desde que ndo ocorra o emprego
indiscriminado de pesticidas. O presente estudo teve por objetivo avaliar a sensibilidade
das abelhas nativas sem ferrdo 7. angustula a contaminagdo pelos inseticidas fipronil,
malathion, neem e thiamethoxam, a mortalidade decorrente da contaminagio, as
alteragcdes na expressdo das esterases e na cromating, em nivel de cérebro para que essas
abelhas possam ser empregadas como biomarcadores da presenca desses inseticidas no
ambiente. Foram coletadas operarias de duas colmeias na Universidade Estadual de
Maringa, submetidas a dois bioensaios: mortalidade apds contamina¢do com inseticida
por contato e no alimento. Apds 24 h as abelhas sobreviventes foram sacrificadas.
Extratos de cabega/torax foram submetidos a eletroforese PAGE (esterases) ¢ SDS-
PAGE (proteinas totais). O cérebro foi retirado e as laminas foram preparadas
utilizando-se a técnica de esmagamento com acido acético, lamina e laminula. A
coloragido das laminas foi feita utilizando-se a técnica de CEC. Os valores de Clsgg
mostraram maior toxicidade para o fipronil quando administrado por contato
(0,00053%) e a menor toxicidade foi observada com a contaminagdo por ingestdo pelo
inseticida malathion (1,33%). Com relagdo as esterases foi observada inibigdo parcial
para EST-3, quando malathion foi administrado por contato (0,003%) e por ingestao
(1% e 3%) e para EST-4 por contato (0,0025% e 0,003%) e por ingestao (1%, 2% e
3%). Apdés a contaminagdo de operarias de T. angustula com thiamethoxam foi
observada redugdo na atividade das esterases EST-3 e EST-4 na contaminagdo por
contato. Com relagdo aos dados de CEC, o malathion na contaminagio por ingestdo foi
0 que apresentou 0 menor valor (0,15M), porém para o mesmo inseticida no contato € o
thiamethoxam por contato e ingestdo, ndo foram observadas variagdes significativas.
Células com indicio de apoptose estavam presentes nas abel has submetidas ao inseticida
malathion na contaminagdo por ingestdo. As alteragdes observadas na intensidade das
regioes EST-3 e EST-4 bem como na estrutura da cromatina poderdo ser marcadores

molecul ares importantes para a detecgio de residuos de agrotoxicos em abelhas jatai, as
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guais tém demonstrado bom potencial para serem utilizadas como bioindicadores de

agrotoxicos.
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Tabela 1. Concentragdes letais a 50% (CLsp) das abelhas Tetragonisca angustula
submetidas ao fipronil, malathion, neem e thiamethoxam, tanto por contato (papel filtro)

como por ingestao (alimento)

Agroquimico

CLsy (%)

95% Limite de confianca

Fipronil — contato
Fipronil — ingestao
Malathion — contato
Malathion — ingestao
Neem — contato
Neem — ingestio
Thiamethoxam - contato
Thiamethoxam — ingestao

0,00053

0,00056

0,00315
1,33

0,00024 — 0,00064
0,00053 — 0,00059

0,06343 — 0,34581
-0,00039 - 0,5357
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Tabela II. Inibicdo da atividade das esterases detectada em Tetragonisca angustula
apos contato com malathion e thiamethoxam. (-) auséncia de inibi¢do; (+) inibigdo
parcial

Esterases

Concentracoes EST-3 EST-4

Malathion (%)

0,0025 - T
0,0028 - -
0,003 + N
0,004 ] )

0,1 - -

Thiamethoxam (%)

0,05 - -
0,07 - -
0,1 + +
0,2 - -
0,3 - -
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Tabela III. Inibigdo da atividade das esterases detectada em Tetragonisca angustula
apos ingestdo de malathion e thiamethoxam. (-) auséncia de inibigdo; (+) inibigdo
parcial

Esterases

Concentracoes EST-3 EST-4

Malathion (%)

0,4 - -
0,6 -
1 +
2 -
3 - -

+ +

Thiamethoxam (%)

0,005 - -
0,008 - -
0,01 - -
0,02 - -
0,03 - -
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Tabela 1V. Respostas de basofilia nuclear da cromatina do cérebro de operarias de
Tetragonisca angustula apds contaminacdo por contato e ingestdo com o inseticida
malathion, coradas com Azul de Toluidina (AT) 0,025% adicionado de MgCl, em

diferentes concentragGes

Malathion Malathion (ingestio)
Concentragdo corante Controle (contato)

0,002% 0,6% 1%

AT controle Vi Vi Vi Vi
AT + MgCl; 0,02M VilAz VilAz VilAz VilAz
AT + MgCl; 0,05M Az VilAz VilAz VilAz
AT + MgCl; 0,08M Az VilAz Az VilAz

AT + MgCl, 0,10M Az Az Az Az
AT + MgCl; 0,12M Az/NVe Az/Ve Az/Ve Az/Ve
AT + MgCl; 0,15M Az/Ve AzlVe Ve Az/Ve

AT + MgCl; 0,20M Az/Ve Ve Ve Ve

AT + MgCl, 0,30M Ve Ve Az/Ve Ve

Valor de CEC (M)  0,20<CEC<0,30 0,20 0,15 0,20

Vi: violeta. Az: azul. Ve verde
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Tabela V. Respostas de basofilia nuclear da cromatina do cérebro de operarias de
Tetragonisca angustula apds contaminacdo por contato e ingestdo com o inseticida
thiamethoxam, coradas com Azul de Toluidina (AT) 0,025% adicionado de MgCl, em
diferentes concentragGes

Thiamethoxam Thiamethoxam (ingestio)

Concentragio corante Controle (contato)

0,07% 0,1% 0,008% 0,01%

AT controle Vi Vi Vi Vi Vi

AT + MgCl, 0,02M VilAz Vi Vi Vi Vi
AT + MgCl, 0,05M Az VilAz VilAz VilAz VilAz
AT + MgCl, 0,08M Az VilAz VilAz VilAz VilAz

AT + MgCl, 0,10M Az Az Az Az Az

AT + MgCl, 0,12M Az/Ve Az/Ve Az Az Az

AT + MgCl, 0,15M Az/Ve Az/Ve AzlVe Az/Ve Az
AT + MgCl; 0,20M Az/Ve Ve Ve Ve Az/Ve

AT + MgCl, 0,30M Ve Ve Ve Ve Ve

Valor de CEC (M) 0,20<CEC<0,30 0,20 0,20 0,20 0,20<CEC<0,30

Vi: violeta. Az: azul. Ve verde



60,00 —| o | A 60,00 ° | B
i o
50,00 — o 50,00
& 4000 2 4000+
- s
= o =
= =
= 3000 = 2000
& -
- =
= —
— o 20,00 <
= 2000 = 2
10,00 10,00
0,00 - 0,00 =
T T T T T T

T
T T T T T T T T
1,00000E-4 2,00000E-4 3,00000E-4 4,00000E-4 500000E-4 6,00000E-4 7,00000E-4 800000E-4 000250 ~ 000275 ~ 000300 ~ 000325 000350 000375 000400

Concentracao (%) Concentragio (%)

50,00 —

30,00 1

Mortalidade

20,00 o

10,00 —

T T T T T T
0,05000 0,10000 0,15000 0,20000 0,25000 0,30000

Concentracio (%)

Figura 1. Curva de regressio (sigmoide) para os valores de mortalidade em diferentes concentragdes dos inseticidas fipronil, malathion e

©
thiamethoxam na contaminagio por contato. A = fipronil com R?= 0,957; B = malathion com R?= 0,644; C = thiamethoxam com R? = 0,948. &



50,00 A 50,00 — o
o
o
40,00 o
40,00
[ 9
= =
= 30004 =
= ¥ =
= o =
E £ 3000
— - (o]
S 2000 o @ =
L] L]
= =
10,00 20,00 -
o
0,00
T T 10,00
1,00000E-4  2,00000E-4 3,00000E-4 4,00000E-4 5,00000E-4 6,00000E-4 7,00000E-4
T T T T T T T

0,00000 0,50000 1,00000 1,50000 2,00000 2,50000 3,00000
Concentracio (%)

C

Concentracio (%)

60,00 —

50,00 —

40,00 —

30,00

Mortalidade

20,00

10,00 —

0,00 —

I I I I I I
0,00000 0,02000 0,04000 0,06000 0,08000 0,10000

Concentracio (%)
Figura 2. Curva de regressio (sigmoide) para os valores de mortalidade em diferentes concentragdes dos inseticidas fipronil, malathion e
thiamethoxam na contaminagio por ingestdo. A = fipronil com R?= 0,997; B = malathion com R?= 0,976; C = thiamethoxam com R? = 0,876.
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‘Controle

EST-3

Figura 3. Perfil eletroforético das esterases de extratos de
cabeca/torax de Tetragonisca angustula, mostrando a inibi¢ao
parcial da EST-3 e EST-4, apds contaminagdo por contato com o
inseticida malathion na concentragao de 0,003%.



VI — CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados da caracterizagdo bioquimica das esterases de jatai mostraram que
esse género ¢ composto por duas espécies: 1. angustula e T. fiebrigi. A EST-1, EST-2 e
EST-3 sio marcadores moleculares que as identificam de forma simples e eficente.
Contudo, a EST-4 de T. angustula e T. fiebrigi ¢, bioquimicamente, semelhante.
Portanto, as duas espécies ainda possuem caracteristicas genéticas em comum.

Os bioensaios com fipronil, malathion e thiamethoxam mostraram que a
mortalidade tem correlagdo com a contaminagdo por diferentes concentragdes desses
inseticidas, com excessio da contaminac¢do do inseticida malathion por contato. Dessa
maneira, a mortalidade de abelhas jatai pode ser utilizada como bioindicador da
presenca de residuos desses inseticidas.

As analises eletroforéticas de extratos de cabeca/térax de operarias de T.
angustula e T. fiebrigi contaminadas com os inseticidas testados mostraram alteragdo da
atividade das EST-1, EST-3 e EST-4, e esta dteragdo ¢ um indicativo de que a
expressio dessas isoenzimas pode ser alterada apds a contaminacdo das abelhas com
neonicotinoides, fenilpirazois e organofosforados. Dessa maneira, as esterases tém
potencial para se tornarem marcadores moleculares da presenca desses inseticidas na
natureza. Porém, ainda sera necessario o desenvolvimento de experimentos de campo
para que tal fato sgja confirmado.

A EST-4, apesar de ter as mesmas caracteristicas bioquimicas e de migragéo, nas
duas espécies, respondeu de forma diferente quando as abelhas foram contaminadas
com 0 mesmo inseticida; portanto, indicando que seriam genes diferentes nas duas
espécies. Esses resultados sugerem, ainda, que a separagdo das duas espécies é recente
pela semelhanca identificada na caracterizagdo bioquimica, ou seja, evolutivamente,

essas isoenzimas ainda nao se diferenciaram, provavelmente pela falta de pressdo de
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selecdo sobre elas; somente agora com a utilizagdo de inseticidas é que estdo sendo
observadas essas diferencas ¢ que a selegdo sobre esses locos permitira identificar as
diferencas e semelhangas entre eles.

A analise da alteragdo da estrutura da cromatina das células de cérebro apds a
contaminagdo com malathion e thiamethoxam mostrou que a técnica de CEC também
pode ser empregada para detectar presenca de residuos de agroquimicos no ambiente.
Essa metodol ogia mostrou também que as células de cérebro de T. fiebrigi apresentaram
mais alteragdes na estrutura de cromatina que 7. angustula. Além disso, foram
observados indicativos de que esses inseticidas podem levar a apoptose das células de
cérebro dessas abelhas.

Os resultados obtidos nas analises em laboratério com as abelhas jatai permitem
concluir que essas abelhas poderdo se tornar bons bioindicadores da contaminagio
ambiental, com especial énfase nos agroecossistemas e areas de preservagdo, pois foi
detectada inibi¢ao parcial de esterases e suscetibilidade a contaminagdo por varios tipos
de inseticidas neonicotinoides, organofosforados e fenilpirazol. Vale salientar que o
inseticida neem até o momento ndo levou a alteracdes nessas abelhas nas andlises in

vitro.



VII - ARTIGO DE VULGARIZACAO

Abelhas jatai podem ser usadas como indicadoras da presenca de agroquimicos?

As abelhas jatai ndo possuem ferrdo, sdo abelhas doceis, produzem mel muito
saboroso e de alto valor comercial. Normalmente, o mel de jatai ¢ produzido em
pequena quantidade por pegquenos produtores que, geramente, tém lavouras de varias
plantas em suas propriedades.

Normalmente, nas lavouras Sio utilizados varios tipos de agrotoxicos, dentre
eles varios tipos de inseticidas para controle de pragas. Esses inseticidas muitas vezes
S0 muito toxicos para os animais, inclusive para as abelhas.

As abelhas sio polinizadores de muitas plantas até mesmo nas lavouras, ¢ elas
podem aumentar e muito a quantidade de frutos e sementes, contribuindo com o
aumento da produgdo. Durante a polinizagdo, €las coletam néctar ¢ polen das flores,
guando isso acontece as plantas foram pulverizadas com inseticidas as abelhas se
contaminam e levam para suas colmeias néctar e polen contaminados.

Dependendo da dose que foi utilizada para pulverizagao da lavoura havera maior
ou menor quantidade de residuos do inseticida utilizado. Esses residuos poderdo causar
uma rie de problemas para as abelhas e para o mel e para 0 pélen que sdo produzidos.
E claro, pode ocorrer aumento de mortandade das abelhas pela contaminagdo com esses
inseticidas.

A contaminagdo do mel ira diminuir o seu valor de venda acarretando prejuizo
para o produtor. E dependendo da quantidade de residuo de inseticida presente no mel
podera causar problemas de saude em quem o consumir.

A jatai também tem sensibilidade a esse tipo de contaminagdo. Testes realizados

em laboratorio mostraram que pequenas concentragdes (entre 0,21% e 0,79%) de
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inseticida como o thiamethoxam (neonicotinoide, com ata toxicidade para abelhas Apis
mellifera) mataram 50% das abelhas jatai contaminadas.

Essa contaminagao da jatai com o inseticida thiamethoxam pode acontecer
guando as abelhas estio coletando (por contato) néctar, polen ou resina das plantas ou
depois, quando utilizam os produtos dessas coletas no seu ninho (ingestao).

Esse inseticida ¢ utilizado para controle do bicho-mineiro (Leucoptera coffeella)
gue ataca os cafezais, bicho da goiaba (Triozoida sp.), lagarta do cartucho (Spodoptera
frugiperda) no milho, e varias pragas da batata como a vaquinha (Diabrotica
speciosa,Cerotoma pp.), 0 verme-arame (Heteroderes spp.), a lagarta rosca (Agrotis
Spp.) e o cord (Dyscinetus SPP., Diloboderus abederus).

A sugestido aos produtores ¢ que devem manter em suas propriedades alguns
ninhos ou caixas de abelhas jatai e, até trés dias apds a aplicagdo de thiamethoxam em
sualavoura, verificar se ha aumento na mortandade das abelhas proximo as caixas.

Essa ¢ uma forma simples de proporcionar mais seguranga para os animais da
propriedade, para as pessoas que estao trabalhando na lavoura e garantir a qualidade do
mel que sera produzido.

Além da mortandade, os experimentos de laboratorio mostraram que as abelhas
gue ficaram vivas apds se contaminarem com o thiamethoxam, tiveram mudangas no
Seu organismo em nivel de substincias (enzimas) que fazem a desintoxicag¢do do seu
corpo. Essas enzimas estudadas eliminam substancias toxicas como o inseticida,
contudo foi verificado que elas tornaram-se nao-funcionais depois da contaminagio
com o thiamethoxam. No futuro, a analise dessas enzimas também podera ser utilizada
para detectar a presenca do inseticida no ambiente.

As abelhas indigenas sem ferrdo, grupo ao qual a jatai faz parte, sdo nativas das
regides tropicais, principalmente o Brasil. Ja4 foram encontradas mais de 200 espécies
dessas abelhas. Elas fazem seus ninhos principalmente em locais com matas que ainda
ndo foram derrubadas. Muitas delas estdo se adaptando a construir seus ninhos
proximos a construgdes como casas, barracdes, ocos de cercas e postes, dentre outros
locais.

Como foi apresentado no inicio, as abelhas jatai Sio importantes para polinizar
plantas de lavouras, mas também polinizam plantas nativas das matas, este ¢ mais um
motivo pelo qual ¢ essencial a preservagdo dessas abelhas.

Assim, a utilizagdo da jatai para monitorar a presenca de inseticida como o

thiamethoxam pode trazer varios beneficios ao produtor: o mel é saboroso e rentavel,
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gjudana polinizagao da lavoura e a mata das proximidades, contribui para a preservagao
da espécie e finalmente é muito agradavel observar a beleza, a capacidade de trabalho e
0 comportamento em sociedade desses insetos tao pequenos e tdo importantes para a

natureza.



