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METABOLISMO OXIDATIVO EM ABELHAS NUTRIZES (Apis
mellifera) ALIMENTADAS COM POLEN DE GIRASSOL ORIUNDO
DE PLANTASTRATADAS COM FUNGICIDA DE TRIPLICE ACAO

RESUMO

Uma nova estratégia para combater fungos fitopatogénicos baseia-se no uso de
fungicidas com dois ou mais ingredientes ativos, visando controlar a populacéo de
fungos em diferentes estagios de vida simultaneamente. Embora essa alternativa
tenha se mostrado promissora do ponto de vista agronémico, para os apicultores,
tal medida parece ser preocupante. Nesse contexto, o estado nutricional das
colénias deve ser considerado, uma vez que deficiéncias nutricionais podem levar a
uma maiorsuscetibilidade a estressores, como fungicidas. O objetivo desse trabalho
foi estudar os efeitos do manejo alimentar de colénias de abelhas meliferas e de
um fungicida comercial a base de bixafem, protioconazol e trifloxistrobina no
sistema antioxidante celular de abelhas nutrizes e na longevidade das operarias.
Durante 24 semanas, oitocolmeias do mesmo apiério foram divididas em dois grupos
experimentais. No primeirogrupo, quatro colénias tiveram sua alimentacao natural
suplementada semanalmentecom pasta proteica a base de pélen apicola e mel (4:1)
e xarope energético com aguae acucar (1:1). As quatro colbnias do outro grupo nao
tiveram sua alimentacdo suplementada e, para restringir a entrada de pélen, um
coletor de pélen foi instalado na entrada de cada colmeia. Apds o periodo de manejo
alimentar das colbnias, abelhas recém emergidas foram colocadas em gaiolas
plasticas, onde sendo alimentadas por cinco dias com dieta a base de polen de
girassol oriundo de plantas tratadas ou nédo com o fungicida Fox Xpro e mel (3:1).
Apos o periodo de alimentacéo,o status oxidativo foi observado utilizando-se pools
musculares dos torax das abelhas. A atividade enzimatica da glutationa peroxidase
(GPx) foi maior em abelhas de colbnias que receberam suplementacéo alimentar,
enquanto as atividades da catalase (CAT) e da glutationa reduzida (GSH) foram
maiores em abelhas de colonias com alimentacéo restrita. A concentracdo dos
nucleotideos de piridina (NAD(P)H) no homogeneizado do térax foi maior em
abelhas de col6nias que receberam suplementacdo alimentar. As atividades da
CAT e GPx foram maiores quando as abelhas receberam pélen néo tratado com
fungicida. A alimentacdo contendo polen de girassol tratado com fungicida
aumentou os niveis de malondialdeido (MDA), indicando prejuizos a membrana
celular. A restricdo alimentar das colonias e a alimentagdo das abelhas adultas
contendo pdlen oriundo de plantas tratadas com fungicida implicou em diminuicédo
da longevidade das abelhas.

Palavras-chave: bixafem, nutricdo, protioconazol, saude das abelhas, toxicidade,
trifloxistrobina.



OXIDATIVE METABOLISM IN NURSING BEES (Apis mellifera) FED
WITH SUNFLOWER POLLEN FROM PLANTS TREATED WITH
TRIPLE-ACTIONFUNGICIDE

ABSTRACT

A new strategy to combat phytopathogenic fungi is based on the use of fungicides with
two or more active ingredients, aiming to control the fungal population at different life
stages simultaneously. Although this alternative has shown promise from an
agronomic perspective, it seems worrisome to beekeepers. In this context, the
nutritional status of colonies must be considered, as nutritional deficiencies can lead
to increased susceptibility to stressors such as fungicides. The objective of this study
was to investigate the effects of the feeding management of honeybee colonies and a
commercial fungicide based on bixafen, prothioconazole, and trifloxystrobin on the
cellular antioxidant system of nurse bees and the longevity of worker bees. For 24
weeks, eight hives from the same apiary were divided into two experimental groups. In
the first group, four colonies had their natural feeding supplemented weekly with
protein paste made from bee pollen and honey (4:1) and an energy syrup made from
water and sugar (1:1). The four colonies in the other group did not receive
supplemental feeding, and to restrict pollen entry, a pollen collector was installed at
the entrance of each hive. After the feeding management period of the colonies, newly
emerged bees were placed in plastic cages and fed for five days with a diet based on
sunflower pollen from plants treated or untreated with the fungicide Fox Xpro and
honey (3:1). After the feeding period, the oxidative status was assessed using muscle
pools from the thorax of the bees. The enzymatic activity of glutathione peroxidase
(GPx) was higher in bees from colonies that received dietary supplementation, while
the activities of catalase (CAT) and reduced glutathione (GSH) were higher in bees
from colonies with restricted feeding. The concentration of pyridine nucleotides
(NAD(P)H) in the thorax homogenate was higher in bees from colonies that received
dietary supplementation. CAT and GPx activities were higher when bees received
pollen untreated with fungicide. Feeding with fungicide-treated sunflower pollen
increased the levels of malondialdehyde (MDA), indicating damage to the cell
membrane. Dietary restriction of colonies and feeding adult bees with pollen from
fungicide-treated plants resulted in decreased bee longevity.

Keywords: bee health, bixafen, toxic effects, nutrition, prothioconazole, trifloxystrobin.



1. CAPITULO 1 - Consideracdes gerais
1.1. Introducéao

As abelhas sédo os polinizadores mais importantes do planeta Terra. Ha
indiciosde que esses insetos surgiram no Cretaceo medio, ha cerca de 140 a 110
milhdes deanos, periodo que coincide com a origem e a diversificagéo inicial das
plantas angiospermas (Danforth et al., 2013). Atualmente, existem cerca de 20.000
espéciesde abelhas descritas (Ascher e Pickering, 2012), que desempenham um
papel fundamental na polinizacdo de mais de 250.000 espécies de angiospermas
(Soltis etal., 2005).

A coevolugcdo entre as angiospermas e seus respectivos insetos
polinizadoresé considerada um dos exemplos mais notaveis de mutualismo, sendo
uma relacdo entre espécies diferentes e que beneficia todos os envolvidos na
interacdo. As abelhassao atraidas pelas cores e pelos aromas das flores e, ao
coletarem o néctar e o polen,acabam transferindo os gametas masculinos de uma
flor para outra, possibilitando a fecundagédo e consequentemente a producdo de
frutos e sementes (Cappellari et al., 2013).

A relacdo do homem com as abelhas teve inicio no periodo paleolitico, cerca
de 6.000 anos a.C, conforme evidenciado por pinturas rupestres em cavernas na
Africa e Europa. No entanto, a préatica era rudimentar e prejudicava a sobrevivéncia
das colbnias (Crane, 1999). A apicultura migratéria foi desenvolvida no Egito antigo
eem regides mediterraneas, ha cerca de 4.400 anos, com registros de criacdo de
abelhas em potes de argila (Crane, 1999). A partir do desenvolvimento de técnicas
para a criagao de abelhas, a apicultura evoluiu de forma racional, com destaque
paraa criacdo da colmeia padréo Langstroth, em 1851 (Crane, 1999; Couto e Couto,
2006).Além de serem importantes agentes polinizadores de culturas agricolas e
florestais, épossivel obter varios produtos utilizados pelos humanos, como mel,
propolis, polen, cera, geleia real, apitoxina, crias e abelhas adultas das col6nias de
abelhas meliferas(Apis mellifera L.) (Couto e Couto, 2006).

As abelhas meliferas possuem caracteristicas comportamentais e
adaptacoes morfologicas que as tornam muito eficientes para 0s servicos de
polinizacdo, como constancia floral, presenca de pelos em todo o corpo e estruturas

de coleta e transporte de recursos florais (corbiculas) (Crane, 1999). A producéo



de alimentos éaltamente dependente da polinizacdo realizada por insetos e as
abelhas desempenham um papel fundamental no funcionamento do ecossistema,
promovendo a fecundacdo vegetal, manutencdo da variabilidade genética e
preservacdo da biodiversidade das plantas. Estima-se que 75% das principais
espécies de culturas cultivadas globalmente dependem de polinizadores para
obtencdo de safras de boa qualidade e/ou quantidade, sendo que
aproximadamente um terco da dieta humana, a partir de vegetais e frutas é
influenciado pelos servicos de polinizacédo por abelhas (Klein et al., 2007; Potts et
al., 2010; Rondeau e Raine, 2022).

No entanto, a medida que a dependéncia global dos polinizadores aumenta,
muitas praticas agricolas modernas ameacam as abelhas e seus servicos de
polinizac@o (Aizen et al., 2019). Nos ultimos anos, o declinio das populacdes de
abelhas tem sido relatado em vérias regiées do mundo (Brodschneider et al., 2018;
Gray et al.,, 2019; Sanchez-Bayo e Wyckhuysb, 2019). Estresse nutricional,
aumento do uso de agrotéxicos, perda e fragmentacao de habitats, pragas, infec¢éao
por patégenos, mudancas climaticas e selecdo genética estdo entre as principais
causasdas perdas de colbnias (Carreck e Neumann, 2010; Steinhauer et al., 2018;
Soroye etal., 2020).

Pesquisas apontam que o estresse nutricional e 0 uso excessivo de
agrotoxicossao os fatores responsaveis por esse fendmeno. O estresse nutricional
ocorre devidoao desmatamento e as monoculturas agricolas intensivas, que
limitam a disponibilidade de recursos alimentares. Além disso, o0 uso indiscriminado
de agrotoxicos contribui para a contaminacdo dos alimentos e dos habitats das
abelhas,comprometendo sua saude e sobrevivéncia (Potts et al., 2016; DeGrandi-
Hoffman et al., 2018; Sgolastra et al., 2020; Linguadoca et al., 2021).

1.2. A sociedade das abelhas meliferas

As abelhas meliferas (Apis mellifera L.; Hymenoptera, Apidae) séo insetos
eusociais, também conhecidos como “"verdadeiramente sociais". Essa
caracterizacdo se deve a manifestacdo de uma cooperacao intrinseca na
reproducdo e a evidente divisdo de tarefas em seu sistema social (Gullan e
Cranston, 2017). Elas sédo consideradas espécies cosmopolitas devido a sua ampla

distribuicdo geogréfica. Resultado de séculos de domesticacdo e transporte



intencional pelo ser humano, as abelhas meliferas agora habitam todos os
continentes, a excecdo da Antartida e em muitas ilhas oceanicas (Gupta, 2014;
Hung et al., 2018).

As abelhas sdo insetos holometabolos, ou seja, apresentam metamorfose
completa, na qual os padrdes de desenvolvimento corporais s&o distintos, sendo
ovo,larva, pupa e adulto. A fase de ovo é iniciada com a postura da rainha em
células de cera hexagonais, construidas pelas operérias. As larvas eclodem dos
ovos e sdo alimentadas com mel, pélen, geleia de operaria ou com geleia real
(Haydak, 1943; Wang et al., 2016). Durante a fase larval, as abelhas se alimentam,
ganham peso e crescem enquanto os alvéolos estdo abertos. A fase larval termina
com o inicio da metamorfose, quando os alvéolos sao operculados pelas abelhas
adultas. Nesse momento, a larva tece seu casulo e se transforma em pupa. Durante
a fase pupal, ocorre a transformacao da pupa para o adulto. A duracao da fase de
pupa varia de acordo com a casta da abelha, sendo que as rainhas tém um periodo
de desenvolvimento mais curto do que as operarias e 0s zangdes (Gupta, 2014). Ao
finalda metamorfose, o adulto recém-formado réi o opérculo e sai do alvéolo. Como
holometdbolos, as abelhas ja nascem em um estagio de desenvolvimento
completo, mas passam por alteracdes metabdlicas que culminam em realizar
diferentes fungbesque sdo desempenhadas ao longo de suas vidas.

No caso da rainha, uma das principais alteracbes esta relacionada a
maturidade sexual. A rainha é a Unica abelha fértil da colmeia e sua principal funcéo
€ a reproducdo. Ela possui 6rgaos reprodutivos bem desenvolvidos, como o0s
ovarios,que lhe permitem produzir e armazenar um grande nimero de ovos. Essas
adaptacdes permitem que a rainha cumpra seu papel fundamental na colmeia,
favorecendo a perpetuacgao da populagéo de abelhas (Gupta, 2014; Winston, 2003).

A sociedade das abelhas é caracterizada por uma hierarquia bem definida e
por diferentes castas de individuos, sendo composta por uma unica rainha,
operariasque podem estar presentes em quantidade que varia de milhares a
dezenas de individuos e zangbes que podem estar ausentes ou atingirem
contingente de aproximadamente mil individuos, com cada casta responsavel por
executar funcdes especificas (Page e Peng, 2001). O desenvolvimento de fémeas,

seja rainhas ou operérias, advém de 6vulos fertilizados, enquanto 0s ovos nao



fertilizados resultam em machos. Apesar do genétipo compartilhado entre rainhas
e operarias, elas apresentam diferencas consideraveis em comportamento,
fisiologia e desenvolvimento (Winston, 1991).

Os zang0bes sdo os machos da colbnia e sdo produzidos apenas em épocas
com abundéancia de alimentos para as abelhas. Sua Unica funcao € a reproducéo,
sendo responsavel pela fecundacdo da rainha (Winston, 1991; Rueppell et al.,
2016).A rainha é a unica fémea fértil da colmeia e € responsavel pela postura de
ovos, podendo ovipositar até 2.000 ovos por dia e, devido essa fungéo reprodutiva
que requer nutricdo de 6tima qualidade, é alimentada exclusivamente com geleia
real durante toda sua vida, o que lhe confere maior longevidade e alta capacidade
reprodutiva (Winston, 1991; Rueppell et al., 2016).

Os demais membros da colmeia sdo as operarias, fémeas que cumprem
todas as fungbes nao reprodutivas, desde a limpeza da colmeia e cuidado com a
cria até defesa e processo de forrageamento (Winston, 1991). As operarias
possuem padrdes de divisdo de trabalho, comportamento tipico baseado na idade,
reconhecido como polietismo temporal (Huang e Robinson. 1996). As operarias
jovens, conhecidas como nutrizes, durante as primeiras trés semanas de vida
adulta,realizam tarefas dentro do ninho, como limpeza e alimentacdo das crias
(Winston, 1991). As operarias de meia-idade realizam a construcdo de favos,
recepcao de néctare guardam a entrada da colmeia (defesa), ja as operarias mais
velhas realizam tarefasexternas, como forrageamento, em busca de alimento, 4gua
e matérias primas da propolis, podendo voar mais de 10 quildbmetros por dia
(Winston, 1991; Robinson, 1992; Beshers e Fewell, 2001; Page e Peng, 2001).

De acordo com Michener (1974), os mecanismos envolvidos na
diferenciacdo das castas apresentam certa generalidade, com diferencas sutis
entre as diversas espécies de abelhas. Em abelhas meliferas, o mecanismo basico
de determinacdo das castas é regulado pela quantidade e qualidade do alimento
fornecido as larvas (Townsend e Shuel, 1962; Jay, 1963; Rembold, 1964; Weaver,
1974; Beetsma, 1979).Segundo Peng e Jay (1977), todas as larvas fémeas com
menos de trés dias de idadetém a capacidade de se desenvolver como operarias
ou rainhas, dependendo da alimentacéo fornecida pelas abelhas nutrizes. Essa

diferenciacéo entre rainha e operéria é influenciada pelos niveis de horménio juvenil



durante o periodo critico do desenvolvimento larval (Wilde e Beetsma, 1982). A
producdo desse horménio estd diretamente relacionada a quantidade e a
composicao do alimento fornecido as larvas(Asencot e Lensky, 1977).

Os feromonios também desempenham um papel crucial na organizacao
social e na comunicacdo das abelhas A. mellifera. S&o substancias quimicas
produzidas porindividuos para transmitir informagfes a outros membros da mesma
espécie. Em abelhas, ferombénios sdo produzidos em diversas glandulas e
desempenham funcgbes diversas, como atracdo sexual, alarme, orientacéo,
regulacéo da casta e da divisdo do trabalho (Free, 1987; Slessor et al., 2005). Por
exemplo, a rainha produz um complexo de feromoénios, conhecido como feroménio
da rainha, que regula o comportamento e a fisiologia das operarias e zangdes
(Winston e Slessor, 1992; Slessor et al., 2005). Esse feromdnio da rainha suprime
o desenvolvimento ovariano nas operérias, atraindo os zangdes durante 0 voo
nupcial e sinalizando sua presencgapara a coldnia (Butler e Fairey, 1964; Slessor et
al., 2005).

As abelhas operarias com idade entre cinco e 12 dias, conhecidas como
nutrizes, possuem glandulas mandibulares e hipofaringeanas que nessa fase do
desenvolvimento sao fundamentais para a producdo de alimento larval. A geleia é
umproduto das secrec¢des das glandulas hipofaringeanas (de consisténcia aquosa)
e mandibulares (de consisténcia leitosa) (Haydak, 1970), localizadas na cabeca das
abelhas operéarias. Essas glandulas produzem enzimas que metabolizam os
nutrientesliberados por meio da digestédo do pélen (Winston, 2003; Deseyn e Billen,
2005). Essasubstancia é essencial para a alimentacdo das larvas e da rainha,
contribuindo para ocrescimento, desenvolvimento, imunidade e longevidade das
abelhas (Crailsheim et al., 1992; Crailsheim, 1998; Zaluski et al., 2017; Vaudo et
al., 2015).

A geleia desempenha um papel fundamental no desenvolvimento das
abelhas, pois sua composicao influencia a diferenciacdo das castas. Contudo, a
composicéo diferenciada do alimento entre rainhas e operarias ndo é baseada
apenas na quantidade de acucares, como a hexose. Embora a quantidade de 35%
de hexose geralmente seja relacionada ao desenvolvimento de uma rainha e uma

guantidade de 10% esteja associada ao desenvolvimento de uma operaria, essa



ndo € a unica diferenca importante para a diferenciacdo de operarias e rainhas
(Kamakura, 2011). A geleia que alimenta as larvas destinadas a se tornarem rainhas
contém niveis mais altos de proteinas e lipidios, além de ser enriquecida com
acido 10-hidroxi-2-decendico (10-HDA), uma substancia bioativa com propriedades
antibacterianas, quecontribui para o desenvolvimento da larva para se tornar uma
rainha. Além disso, as larvas que se tornardo rainhas sdo alimentadas
exclusivamente com geleia real ao longo de todo o seu desenvolvimento larval,
enquanto as larvas de operarias passama receber uma dieta de pdlen e mel,
conhecida como "péo de abelha", apds os trés primeiros dias (Kamakura, 2011).
As larvas de rainhas séo alimentadas de maneira mais intensiva do que as
de operarias, pois as operarias nutrizes visitam as larvas que resultardo em rainhas
cercade dez vezes mais do que as larvas de operarias. Assim, as larvas que se
tornardo rainhas ingerem maiores quantidades de alimento, com maior frequéncia
e por um periodo de tempo maior, além de ter melhor qualidade. Portanto, a
diferenciacdo de castas em abelhas meliferas € um processo complexo e
multifatorial que envolve ndoapenas a quantidade, mas também a qualidade do

alimento fornecido as larvas (Haydak, 1970; Winston, 1991; Kamakura, 2011).

1.3. Nutricdo das abelhas

As colonias de abelhas meliferas sdo consideradas um superorganismo, o
gueimplica que a nutricdo desses insetos deve ser abordada em trés niveis
distintos: nutricdo da coldnia, nutricdo larval e nutricdo dos adultos. Esses niveis
estdo interligados e qualquer perturbacdo em um estagio pode afetar as fases
subsequentes. Portanto, é crucial estudar a nutricdo das abelhas em cada um
dessesniveis, levando em consideracdo a complexidade crescente ao longo do
desenvolvimento (Seeley, 1989).

As abelhas dependem do néctar e do pdlen das plantas como fontes de
nutrientes essenciais para o seu desenvolvimento. O néctar, uma solucdo
acucaradaproduzida nos nectarios florais, € a principal fonte de carboidratos e
minerais, enquanto o poélen retirado das anteras das flores € a principal fonte de
proteinas, lipidios, vitaminas e minerais. No entanto, & importante ressaltar que o
conteudo nutricional do néctar e do polen variam dependendo da espécie botanica

de onde sao coletados. Esses nutrientes sdo cruciais para 0 crescimento e



desenvolvimento das larvas, bem como para a manutencdo da capacidade
reprodutiva e produtiva das abelhas adultas. Portanto, a disponibilidade e
gualidade do néctar e do pdlen sao fatores determinantes para a saude,
sobrevivéncia e longevidade das col6nias de abelhas (Herbert e Shimanuki, 1978;
Zucoloto, 1994; Baker e Baker, 1983; Roulston e Cane, 2000; Brodschneider e
Crailsheim, 2010; Couto, 1998; DeGrandi-Hoffman etal., 2018).

As abelhas adultas de todas as idades se alimentam de néctar, mas o
consumode pdlen € mais comum entre as operarias jovens, também conhecidas
como abelhasnutrizes. E importante ressaltar que o fornecimento adequado de
alimento energético,como o néctar, estimula a producao de cria. No entanto, é 0
estoque de pdélen quedesempenha um papel crucial no desenvolvimento completo
das larvas e dos adultos Baixos estoques de pdlen na colmeia podem
comprometer o crescimento edesenvolvimento adequado das abelhas em todas as
fases de vida (Cremonez, 2001).Diferentemente das larvas, as abelhas adultas
mantém estoques reduzidos de glicogénio, variando entre 0,05 a 0,47 mg por
operéria. Quando necessitam deenergia, como antes dos voos de forrageamento,
as abelhas operarias campeirasrecorrem aos acucares. Esses aclUcares podem
ser obtidos das reservas de melarmazenadas nos favos ou através de trofalaxia,
um processo de troca de alimentocom outra abelha operaria (Hrassnigg e
Crailsheim, 2005; Wright et al., 2018). Issoressalta a importancia dos carboidratos,
especialmente do mel, na dieta das abelhasadultas para suprir suas necessidades
energéticas. De acordo com Zucoloto (1994),0s carboidratos presentes na dieta
dos insetos, incluindo as abelhas, atuam comofagoestimulantes, estimulando a
ingestdo de alimentos. Portanto, é esperado que asabelhas consumam uma maior
guantidade de alimento quando a dieta é rica em carboidratos. Os carboidratos
utilizados pelas abelhas incluem glicose, frutose, maltose, sacarose, trealose e
melezitose. No entanto, outras fontes de carboidratos, como xilose, galactose,
lactose, melibiose, manose, rafinose e arabinose sé&o consideradastoxicas para as
abelhas (Barker e Lehner, 1974; Barker, 1977).

O pélen desempenha um papel crucial no desenvolvimento das glandulas
hipofaringeanas, mandibulares e tecido adiposo das abelhas (Herbert e Shimanuki,
1978; Pinto et al.,, 2014). Entretanto, as abelhas ndo armazenam grandes



guantidadesde polen por grandes periodos na colmeia como fazem com o mel, o
que significa queos estoques de pdlen diminuem rapidamente em periodos de
escassez de flores na natureza (Schmickl e Crailsheim, 2002). A disponibilidade de
proteina € um fator limitante para o crescimento e manutencao das colbnias, e a
falta de consumo adequado de proteina pode levar a uma reducgéo na longevidade,
na quantidade de cria e na producéo de mel (Herbert e Shimanuki, 1978; Winston
et al., 1983; Mattila eOtis, 2006).

Colbdnias com acesso limitado ao poélen tém dificuldade em cuidar da cria, o
guepode levar a um declinio populacional rapido e, eventualmente, a morte da
colénia (Mattila e Otis, 2006). Durante o processo de fermentacdo do pélen, as
abelhas misturam o pélen coletado com néctar regurgitado, secrecdes e bactérias
presentes no estbmago, como Lactobacillus e Bifidobacterium, podem melhorar o
valor nutritivodo pdélen por meio da producéo de vitaminas (Vasquez e Olofsson,
2009). O resultado dessa fermentacdo é conhecido como pdo de abelha ou
beebread, que possui um pHmais baixo e de menor concentracdo de amido em
comparacao com o polen apicola (Ellis e Hayes, 2009).

Todos o0s animais, incluindo as abelhas, necessitam de aminoacidos
essenciaispara um bom desenvolvimento. As abelhas obtém esses aminoacidos
essenciais pormeio do consumo de pdlen. No entanto, nem todos os pélens séo
nutricionalmente iguais. As abelhas geralmente coletam varios tipos de pdlen, pois a
gualidade proteicado pdlen pode variar significativamente, com teores de 2,5% a
61% proteina bruta (PB) (Roulston e Cane, 2000; Roulston et al., 2000). Alguns
pélens podem apresentardeficiéncias quanto aos dez aminoacidos essenciais para
as abelhas. Esses incluem:arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, valina,
metionina, fenilalanina, treonina etriptofano (De Groot, 1953; Cremonez, 1998). As
colénias atingem seu desenvolvimento 6timo quando recebem entre 20 a 23% de
proteina bruta. No entanto, para o crescimento adequado das abelhas, ndo basta
apenas fornecer proteinas: a composicao correta de aminoacidos é crucial. Em uma
base de 20% de proteina digestivel, as abelhas necessitam dos seguintes
aminoacidos essenciais: 3%de arginina, 2,5% de fenilalanina, 1,5% de histidina,
4% de isoleucina, 4,5% de leucina, 3% de lisina, 1,5% de metionina, 3% de
treonina, 1% de triptofano e 4% de valina (De Groot, 1953; Herbert Jr. et al., 1977).



No que diz respeito aos lipidios, as abelhas os obtém exclusivamente do podlen.
Vale destacar que o conteudo lipidico pode variar significativamente entre polens
de diferentes espécies, variando de 0,8%a 18,9% (Roulston e Cane, 2000).

A falta de um ou mais dos dez aminoacidos essenciais na dieta das abelhas
pode enfraquecer a coldnia. A grande variagdo na composi¢do quimica do pdlen
temdiferentes efeitos na fisiologia das abelhas (Cremonez, 2001). Vinte horas ap6s
a emergéncia, mais de 50% das abelhas operarias comecam a consumir pequenas
guantidades de pdlen (Dietz, 1969). O consumo maximo de poélen ocorre quando
as abelhas tém entre 42 e 52 horas de idade (Hagedorn e Moeller, 1967). Durante
a primeira semana de vida adulta, ocorre o maior consumo de poélen pelas
operarias. Apos cinco dias de emergéncia, observa-se um aumento significativo no
contetudo denitrogénio das abelhas. Especificamente, o contetdo de nitrogénio
aumenta cerca de93% na cabeca, 76% no abdémen e 37% no torax. Essas
mudancas no consumo depdlen e no conteudo de nitrogénio refletem a importancia
do pdlen na nutricdo e no desenvolvimento das abelhas ao longo de sua vida adulta
(Haydak, 1949; Di Pasquale, 2013).

Entre o quinto e décimo quinto dia de vida, ocorre uma sintese significativa
deproteinas no corpo gorduroso das abelhas, principalmente de vitelogenina, com
isso,durante os primeiros seis dias de vida adulta, as abelhas nutrizes consomem
grandesquantidades de pélen para obterem as proteinas, aminoacidos, vitaminas
e sais minerais suficientes para as abelhas realizarem as diferentes funcdes e
atingirem suaexpectativa de vida (Engels et al., 1990). A medida que as abelhas
envelhecem, o requerimento de poélen diminui e o requerimento de carboidratos
aumenta, uma vez que elas precisam de energia para realizarem atividades como
0 voo (Crailsheim, 1990).

Quando as abelhas nutrizes comecam a produzir geleia para alimentar as
larvas jovens e a rainha, elas requerem uma dieta rica em proteinas e vitaminas,
incluindo as do complexo B, tiamina, acido pantoténico, riboflavina, nicotinamida,
acido félico, biotina e o acido ascorbico (vitamina C) sendo essenciais para o
crescimento das larvas (Crailsheim,1990), que crescem exponencialmente durante
seus primeiros 5 dias de vida (Huang, 2010).

A geleia, que é consumida pelas larvas das abelhas, é composta por (60-
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70%) de 4&gua, (9-18%) de proteinas, (7-18%) de acucares simples
(monossacarideos) e (3-8%) lipidios. Além disso, a composicdo da geleia abarca
elementos menores, mas igualmente significativos, incluindo uma variedade de
minerais como ferro (Fe), sddio(Na), calcio (Ca), potassio (K), zinco (Zn), magnésio
(Mg), manganés (Mn), cloro (CI),fésforo (P), cobre (Cu), iodo (1), cobalto (Co), zinco
(Zn) e niquel (Ni). A geleia tambémé rica em aminoacidos essenciais, incluindo
valina, leucina, isoleucina, treonina, metionina, fenilalanina, lisina e triptofano,
vitaminas (A, complexo B, C e), enzimas, hormodnios, polifendis, nucleotideos e
menores compostos heterociclicos (Sabatini et al.,, 2009). Esses minerais séo
importantes em varias funcdes fisioldgicas, essenciaispara o desenvolvimento e
saude das abelhas (Brodschneider e Crailsheim, 2010).

A alimentacdo deficitaria das colénias pode ter consequéncias negativas,
incluindo declinio populacional e desarranjo da estrutura etaria, o que pode afetar
a longevidade das abelhas (Schulz et al., 1998). Além disso, a m& nutricdo pode
tornaras abelhas mais suscetiveis as doencas e parasitas, e a presenca desses
estressorespode agravar a situacdo de escassez alimentar da colmeia, levando a
uma ineficiénciano trabalho realizado pelas abelhas (Naug e Gibbs, 2009). Esses
fatores combinadospodem levar ao declinio e até mesmo a morte da colénia
(Mayack e Naug, 2009). O fornecimento de suplementos artificiais a partir de fontes
alternativas de proteina € uma alternativa viavel para garantir o desenvolvimento e
a multiplicacdo das coléniasem curtos periodos de tempo, uma vez que esses
alimentos ndo séo substitutos do alimento natural das abelhas (Herbert, 1992;
Somerville, 2005).

Em casos de mortandade de coldnias de abelhas, € comum questionar os
cuidados com esses insetos, especialmente em relagcéo ao estado nutricional. Esse
guestionamento é valido, uma vez que o suporte nutricional adequado é
fundamental para a manutencdo da saude das abelhas (Brodschneider e
Crailsheim, 2010; Klein et al., 2017). Mesmo quando ha alimento disponivel no
campo, as abelhas podem naoestar bem nutridas. A expansao de monoculturas tem
contribuido para o desequilibrionutricional das abelhas, uma vez que uma Unica
fonte de polen dificiimente contém todos os aminoacidos essenciais, 0 que é

desfavoravel para o sistema imunolégico, especialmente quando a dieta disponivel
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tem baixo teor proteico. Nesse caso, manteruma dieta com alto valor nutricional
para as abelhas, mesmo com suplementacdo artificial, pode ajudar a torna-las mais
resilientes aos desafios que enfrentam na natureza (Alaux et al., 2010; Dolezal e
Toth, 2018).

Para as abelhas, parece haver uma interacdo entre estagio nutricional das
colénias e o efeito dos agrotéxicos, havendo maior impacto na saude das abelhas
acometidas pelos agrotoxicos quando estdo desnutridas (Rortais et al., 2005;
Johnsonet al., 2010; Tosi et al., 2017). Pesquisas recentes destacam como a
exposicdo aos agrotoxicos, combinada com uma dieta deficitaria, pode levar a
alteracdes no comportamento, na reproducdo e na imunidade das abelhas, e a
combinacdo desses fatores estressantes parece ter um efeito sinérgico,
amplificando os danos potenciaisas abelhas e, consequentemente, a capacidade
da colbnia de sobreviver e prosperar (Mao et al., 2017; Tong et al., 2019; Hernandez
et al., 2021).

1.4. Principais efeitos dos agrotoxicos sobre as abelhas

Plantas cultivadas séo suscetiveis ao ataque de pragas e doencas desde os
primérdios da agricultura. No entanto, 0 aumento da populacdo humana ao longo
dosséculos XX e XXI implicou na necessidade de expandir as areas de cultivo de
plantase animais. Isso levou a adocéo de agrotéxicos sintéticos como uma medida
para garantir safras suficientes para suprir a demanda por alimentos (Oerke, 2006).
Segundo Lima e Rocha (2012), as praticas agricolas tém afetado significativamente
os polinizadores especialmente devido ao uso inadequado de agrotoxicos.

Os impactos negativos sobre os polinizadores podem ser divididos em
impactosletais ou subletais. O efeito letal ocorre quando os polinizadores morrem
devido a exposicdo a agrotoxicos, principalmente quando as flores que visitam
estdo contaminadas. Esse efeito letal tem impacto significativo em populacdes de
abelhas de varias espécies (Sgolastra et al., 2020). Ndo menos preocupantes sao
os efeitos subletais, que ocorrem quando os polinizadores sao expostos a doses de
agrotoxicosque nao resultam em morte rapida dos insetos, mas que podem afetar
o comportamento (Potts, 2010; Henry et al., 2012; Matsumoto, 2013), a

aprendizagem (Decourtye et al., 2004; Goulson et al., 2015), o desenvolvimento de
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colénias (Wu et al.,, 2011; Stanley et al.,, 2015), a viabilidade espermética
(Chaimanee et al., 2016) e aumentar a suscetibilidade a diversos patégenos (Pettis
et al., 2013).

Na ecologia e agricultura, o termo "deriva" é frequentemente empregado
para descrever a dispersao inadvertida de agrotoxicos ou outros produtos quimicos
para locais que vao além do ponto de aplicacao inicial. Essa dispersdo pode ser
atribuida a fatores como o tamanho das goticulas pulverizadas, acédo do vento,
evaporacdo e outras variaveis climaticas. Esse fendmeno pode resultar em
consequéncias ecologicas indesejadas, como a poluicdo de corpos d'agua e a
exposicdo de espéciesndo-alvo, como os insetos polinizadores (Badiou-bénéteau
et al., 2012; Zaluski et al.,2017). Para as abelhas, a deriva representa um perigo
evidente, visto que esses insetos, ao deixarem suas colmeias em busca de
alimento, agua e ingredientes para a fabricacdo de propolis, podem ter contato
direto ou indireto com essas substancias(Couto e Couto, 2006; Sanchez-Bayo e
Goka, 2014).

Entre os agrotoxicos, os fungicidas sdo amplamente utilizados para o
controle de pragas e doencas na producao agricola (Cullen et al., 2019). O inicio da
busca pelocontrole de fungos fitopatogénicos se deu ha milhares de anos, quando
produtos quimicos inorganicos a base de cobre e enxofre comecaram a ser
empregados no campo. Esses produtos séo utilizados até hoje, mas a viabilidade
de uso é restrita. Jaem meados de 1930, foram desenvolvidos compostos organicos
capazes de promoverprotecdo de contato as plantas e, desde 1966, fungicidas
sistémicos tém sido utilizados para o combate mais especifico e eficaz de
determinados fungos, inclusive com acao curativa. Contudo, 0 uso recorrente
desses fungicidas sistémicos esta associado a selecdo de fungos fitopatogénicos
resistentes, fazendo com que esses produtos se tornem menos eficientes ao longo
do tempo (Russel, 2005).

Os fungicidas sdo comumente aplicados durante o periodo de floracéo, o
gue possibilita um contato direto com as abelhas enquanto elas realizam o
forrageamento(Pettis et al, 2013; Schuhmann et al., 2022). Segundo Peterson et al.
(2021), residuos desses produtos quimicos tém a capacidade de penetrar o

exoesqueleto das abelhase alcancar a hemolinfa. Uma vez dentro do organismo do
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inseto, as moléculas podemser canalisadas para o vaso dorsal, circulando pela
hemolinfa por meio de contracdesda regido miogénica e ostiolos (aberturas)
(Abdalla e Domingues, 2015).

Em analises de mel, pdlen apicola e cera, tém-se verificado que o0s
fungicidas sdo os agrotéxicos mais facilmente encontrados nas colmeias (Mussen
et al., 2004; Fisher et al., 2017), estendendo a presenca dessas moléculas além do
periodo de floracdo (Mullin et al., 2010). Estudos como os de Pettis et al. (2013) e
David et al. (2016) destacam a presenca significativa de fungicidas em abelhas e
colmeias. Os fungicidas tém sido associados a diversos efeitos subletais nas
abelhas, tais como: alteracfes comportamentais (Artz e Pitts-Singer, 2015; Tadei et
al., 2019), reducao dalongevidade de adultos (Fisher et al., 2017), alteracfes
celulares e da microbiotaintestinal (DeGrandi-Hoffman et al., 2017; Batista et al.,
2020; Carneiro et al., 2020)alteracdes no sistema imunologico (Cizelj et al., 2016),
efeitos adversos similares aos da ma nutricdo, que comprometem a colbnia,
tornando-a mais suscetivel as infeccdespor patdgenos (Degrandi-Hoffman et al.,
2015) e inibicdo da respiracdo mitocondrial, que pode implicar em menor
capacidade de realizar trabalho (Nicodemo et al., 2020). Como o pao das
abelhas € um alimento desenvolvido com a ajuda de microrganismos que fazem a
sua fermentacdo, a chegada na colmeia de pdélen apicola contaminado com
fungicida pode prejudicar a qualidade desse alimento proteico. Além disso, ha
grandes chances das abelhas adultas que se alimentaram com alimento
contaminado com fungicida na fase de cria ou durante a fase de nutrizes tenham
sua sobrevida reduzida (Carneiro et al., 2020) ou se tornem mais suscetiveis a
certas doencas, como a nosemose (Pettis et al., 2013; Glavinic et al., 2019).

No mercado brasileiro, alguns fungicidas com trés principios ativos foram
registrados para uso agricola, em varias culturas. De acordo com Godoy et al.
(2017), os principais fungicidas sitio-especifico utilizados sdo os inibidores da
desmetilacdo/sintese de ergoesterol (IDM — triazois), os inibidores da succinato
desidrogenase (ISDH - carboxamidas) e os inibidores da quinona externa (IQe -
estrobilurinas). Dentre esses produtos, destaca-se o fungicida Fox® Xpro, fungicida
mesostémico e sistémico, que contém os principios ativos bixafem, protioconazol e

trifloxistrobina, respectivamente dos grupos quimicos carboxamida, triazolintiona e
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estrobilurina, utilizado de maneira preventiva, sendo indicado para o controle de
doencas nas culturas do algoddo, cevada, feijdo, girassol, milho, soja e trigo
(Dekker, 1995; Agrofit, 2023).

1.4.1 O fungicida bixafem

As mitocondrias, organelas intracelulares presentes na maioria das células
eucarioticas, desempenham func¢des cruciais, incluindo a producdo de adenosina
trifosfato (ATP) - a principal molécula energética da célula - através da fosforilacao
oxidativa; participam do controle dos niveis de calcio intracelular; estdo envolvidas
na sintese de lipideos e na degradacgao de acidos graxos via p-oxidacdo e regulam
a apoptose, um processo de morte celular programada (Alberts et al., 2008).

O bixafem pertence ao grupo quimico das carboxamidas, fungicida que
interfere na cadeia de respiratoria, inibindo a enzima succinato desidrogenase
(SDHI), que é responsavel pela transferéncia de elétrons no complexo Il da
mitocondria do fungo. O complexo Il faz parte de um conjunto de proteinas
presentes na membrana interna das mitocondrias, que desempenham o processo
de respiracao celular, no ciclo do acido citrico e no transporte de elétrons, sendo
essencial para producéo de ATP. Ao inibir o complexo II, o bixafem impede que os
elétrons sejam transportados eficientemente através da cadeia de transporte de
elétrons, ocasionando uma reducdona producdo de ATP. Como resultado, as
células fungicas sdo incapazes de produzirenergia suficiente para manterem suas
atividades vitais, o que pode levar ao seu enfraquecimento e eventual morte (Oliver
e Hewitt, 2014; Frac, 2019).

O bixafem é um fungicida de nova geracdo, possuindo acdo mesostémica
(translaminar) e sistémica, com isso tem sido amplamente utilizado na agricultura,
devido sua eficacia no controle doencas fungicas em diversas culturas, incluindo
cereais, como trigo e cevada (Oliver e Hewitt, 2014; Reis et al., 2017). Os efeitos
do bixafem sobre insetos polinizadores ainda ndo sdo amplamente conhecidos,
contudo,pesquisas conduzidas com outro fungicida do grupo das carboxamidas em
abelhas, demonstraram que a boscalida pode diminuir a expectativa de vida
(Simon-Delso et al., 2018), comprometer a frequéncia de batidas de asas durante
o voo (Liao et al., 2019) e apresentar efeito sinérgico, intensificando sua toxicidade

guando associada aoutros agrotoxicos (Tsvetkov et al., 2017).
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1.4.2 O fungicida trifloxistrobina

A trifloxistrobina pertence ao grupo quimico das estrobilurinas. As
estrobilurinassdo uma classe de fungicidas que atuam como inibidores de quinona
externa (IQe), atuando na inibicdo da coenzima Q-citocromo c-redutase, sitio
quimico da quinoma oxidade, responsavel pela transferéncia de elétrons no
complexo lll, resultando na paralizacdo da respiracdo mitocondrial na cadeia
transportadora de elétrons, bloqueando o fluxo no citocromo bcl, interferindo na
sintese de ATP. O complexo Il é essencial para a producao de ATP. Ao inibir esse
complexo, a trifloxistrobina impede que as células fangicas produzam energia
suficiente, levando a um enfraquecimentoe, eventualmente, a morte das células
fungicas (Zambolim, 2007; Reis et al., 2017).

A trifloxistrobina possui agéo translaminar e preventiva, portanto, as
aplicacbes devem ser realizadas preferencialmente em estadio pré-infeccional,
sendo usada paracontrolar varias doencas fungicas em culturas, incluindo frutas,
vegetais e cereais. E especialmente eficaz contra fungos que causam doencas nas
folhas e frutos. (Zambolim, 2007; Reis et al., 2017; Frac, 2019).

Em decorréncia da necessidade de utilizacdo de fungicidas em préticas
agricolas, pesquisas vem sendo conduzidas para avaliar seus impactos sobre as
abelhas. Segundo Tadei et al. (2019), a piraclostrobina, do mesmo grupo quimico
das estrobilurinas ocasionou danos no intestino médio e inibiu a respiracao
mitocondrial em abelhas meliferas. No estudo de Silva-Neto et al. (2018), a
trifloxistrobina ocasionou uma taxa de mortalidade expressiva e exibiu propriedades
repelentes em relacao as abelhas Melipona quadrifasciata, que desempenham um
papel crucial como agentes polinizadores na cultura do tomate e outras que
necessitam que suas flores sejam vibradas para que ocorra a liberacdo dos graos
de pdlen pelas anteras.

No entanto, evidencia-se a necessidade de expandir essas investigacoes
paracompreender os efeitos dessas substancias no estresse oxidativo desses

insetos de vital importancia.

1.4.3 O fungicida protioconazol
A membrana celular, conhecida como membrana plasmatica, € uma

estrutura fina semipermedvel que envolve a célula. Constituida principalmente por
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fosfolipidios,proteinas e carboidratos, ela separa o contetdo interno da célula do
ambiente extracelular, sendo suas funcdes: barreira proterora; regulacdo do
transpote denutrientes, ions e residuos; reconhecimento e sinalizacdo de moléculas
especificas; sitios de ancoragem e participacdo em reacdes bioquimicas (Alberts et
al., 2008).

Na década de 1970, a indastria agroquimica introduziu no mercado 0s
fungicidas triazéis, que agem no controle fungico ao interferir na formacédo da
membrana celular dos fungos (Brauer et al., 2019). O protioconazol, lancado em
2004,sendo o mais recente pertencente a esse grupo quimico, atua na inibicdo de
esterdise sado divididos em dois subgrupos: inibidores da desmetilagdo do C-14
(triazois) e inibidores de D-isomerase e D-redutase. Quando essas moléculas
entram em contatocom as células fangicas, ocorre o acumulo de esterdis, inibindo
a passagem de lanoesterol para 24-metilenodihidrolanoesterol e a subsequente
desmetilagcédo naposicao C-14, resultando na inibicdo do citocromo P-450. Isso leva
a formacao de compostos metilados em vez de ergoesterol e outros esterois, que
nao conseguem desempenhar funcdes especificas na célula fungica. Esse
desequilibrio de lipideos nas membranas flingicas resulta na inibicdo de
fosfolipideos, acumulo de acidos graxos livres e, eventualmente, na morte dos
fungos. O protioconazol atua como protetor e erradicante, inibindo a germinacao de
esporos, formacdo de tubo germinativo e apressoério. Além disso, ele apresenta
acao curativa, inibindo o desenvolvimento micelial e de haustorios (Zambolim,
2007; Reis et al., 2017; Frac, 2019).

O protioconazol é eficaz contra uma ampla gama de patégenos fangicos,
incluindo aqueles que causam ferrugem, oidio e manchas foliares em culturas como
cereais, soja e algodéo (Frac, 2019). Assim como outros agrotoxicos, é importante
considerar o impacto ambiental do protioconazol, incluindo os possiveis efeitos
sobreos polinizadores. Como discutido anteriormente, os fungicidas podem ter
efeitos indiretos e subletais sobre as abelhas. Os fungicidas podem estar presentes
no polene no néctar das flores, que sdo coletados pelas abelhas e levados para a
colmeia.

Embora ndo haja evidéncias especificas de que o protioconazol seja

altamente toxico para as abelhas, estudos sugerem que alguns fungicidas do grupo
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qguimico dostriazéis podem afetar o comportamento das abelhas e sua resisténcia
a doencas (Pettis et al., 2013; Fisher et al, 2017). Além disso, como mencionado
anteriormente,a combinacdo de diferentes agrotoxicos, incluindo fungicidas, pode
resultar em efeitos sinérgicos e potencialmente prejudiciais para as abelhas
(Sgolastra et al., 2020).

1.5. Sistema antioxidante celular e estresse oxidativo em abelhas

O funcionamento celular € um processo complexo e precisamente regulado,
oqual desempenha um papel vital em quase todos os aspectos da vida. As células,
asunidades basicas da vida, sdo encarregadas de executar inUmeras funcbes
vitais, necessarias para a sobrevivéncia e operacao correta dos organismos vivos
(Barreiroet al., 2006; Barbosa et al., 2010). Um dos principios fundamentais que
guiam o funcionamento celular é a busca pela estabilidade interna, conhecida por
homeostase.Esse processo permite que as células e os organismos mantenham
um equilibrio interno, ajustando-se a varia¢cdes nas condi¢cfes externas, tais como
mudancas na temperatura, disponibilidade de nutrientes, pH, pressao osmética e
outros fatores ambientais (Barreiro et al., 2006; Barbosa et al., 2010).

O papel dos radicais livres é um exemplo de um processo continuo e
fisiol6gicoque tem um lugar central no funcionamento celular. Cumprindo funcdes
biologicas significativas, os radicais livres servem como mediadores para a
transferéncia de elétrons em varias reac¢des bioquimicas. Quando produzidos em
guantidades adequadas, possibilitam a geracdo de ATP (energia), fertilizacdo do
ovulo, ativacdo de genes, e desempenham um papel nas defesas durante as
infeccbes. No entanto, a producéo excessiva pode resultar em danos oxidativos
(Bianchi e Antunes, 1999; Barreiro et al., 2006).

Esse entendimento levou ao desenvolvimento de mecanismos de defesa
antioxidante, cuja finalidade é limitar os niveis de espécies reativas intracelulares e
prevenir danos subsequentes (Ferreira e Matsubara, 1997). O desequilibrio entre
compostos oxidantes e antioxidantes, favorece a produgado excessiva de radicais
livresou a remocao lenta. Esse processo pode oxidar biomoléculas, levando a perda
de suas funcgdes bioldgicas e desequilibrios homeostaticos, manifestando-se como
potenciais danos oxidativos as células e tecidos (Ferreira e Matsubara, 1997).

Para alcancar e manter a homeostase, as células operam sistemas
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regulatériossofisticados que monitoram continuamente as condi¢cfes internas e
respondem deforma adequada as mudancas do ambiente (Barreiro et al., 2006;
Barbosa et al.,2010). Essas estratégias incluem a regulacdo da expressao
génica, producdo deenzimas especificas, transporte ativo de ions e moléculas,
e a comunicacaointercelular através de mensagens quimicas (Barreiro et al.,
2006). No entanto, mesmo com esses mecanismos de regulacao eficazes, podem
surgir situacbes em que as células sdo expostas a fatores estressantes, como
agentes oxidantes em excesso, levando ao estado conhecido como estresse
oxidativo (Barbosa et al., 2010). O estresse oxidativo decorre da existéncia de um
desequilibrio entre o0s compostos oxidantes e antioxidantes que ocasiona
geracdo excessiva de radicaislivres ou espécies reativas de oxigénio — ERO,

causando potencial dano oxidativo contra as células e tecidos. As ERO mais

relevantes s&o o radical hidroxila (OH"), o anion superdxido (O2™*) e o peréxido de
hidrogénio (H202). O &anion superdxido e o peroxido de hidrogénio sdo as ERO
formadas primariamente, sendo que o H202 é gerado por meio da dismutacéo
(enzimética ou ndo enzimatica) do anion superéxido (Halliwell e Gutteridge, 1989;
Droge, 2002; Williams et al., 2008).

A producao continua de radicais livres durante os processos metabdlicos
leva ao desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidantes para limitar os
niveis intracelulares dessas substancias para prevenir danos (Sies, 1993). Os
antioxidantessao agentes que atuam inibindo e reduzindo as lesGes causadas pelos
radicais livresnas células. Uma definicdo abrangente de antioxidante é "qualquer
substancia que, em baixas concentracdoes em comparagdo com 0 substrato
oxidavel, retarda ou inibeefetivamente a oxidacdo desse substrato” (Sies e Stahl,
1995).

Os agentes que protegem as células contra os efeitos dos radicais livres
podemser classificados em antioxidantes enzimaticos ou nao enzimaticos. Os
antioxidantesndo enzimaticos sdo obtidos por meio da alimentacdo e ndo séo
produzidos pelo organismo, incluindo a vitamina E, vitamina C, flavonoides, [3-
caroteno, proteinas do plasma, selénio, glutationa, clorofilina, L-cisteina e
curcumina. Por outro lado, os antioxidantes ndo enzimaticos sao produzidos pelo

préprio organismo e incluem a catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD),
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glutationa peroxidase (GPx), glutationaredutase (GSH) e a peroxidacéo lipidica
(MAD) (Sies, 1993; Sies e Stahl, 1995).

As vitaminas C e atuam na protecdo das membranas lipidicas contra danos
oxidativos (Buettner, 1993). A GSH, por sua vez, é um tripeptideo presente na
maioriadas células e é o tiol (-SH) mais abundante no meio intracelular (Meister e
Anderson,1983). Sua capacidade redutora é determinada pelo grupamento -SH, e
guando um agente oxidante € inativado, ocorre a producdo de glutationa oxidada
(GSSG). Em condicBes normais, 0 sistema antioxidante € capaz de recuperar a
GSH. No entanto,em situacdes de excesso de agentes oxidantes e/ou deficiéncia
do sistema protetor, ocorre um desequilibrio entre 0 consumo de GSH e a producéo
de GSSG, caracterizando o estresse oxidativo. A razdo GSH/GSSG pode ser
utilizada como ummarcador desse estresse oxidativo (Owen e Butterfield, 2010).

A enzima CAT ou hidroperoxidase, catalisa a conversdo de peréxido de
hidrogénio em oxigénio e agua, tendo papel importante sobre a eliminacdo do
H20:2 citosdlico (Badiou-bénéteau et al., 2012). A enzima SOD catalisa a conversao
do radical superéxido em oxigénio molecular e peroxido de hidrogénio, que séo
menos reativos. O peroxido de hidrogénio € entdo convertido em agua e oxigénio
por outrasenzimas antioxidantes, como a CAT (Badiou-bénéteau et al., 2012).

Nas mitocondrias, o H.O2 é convertido em H2O pela acdo da glutationa
reduzida (GSH) por meio da glutationa peroxidase (GPx) (Mannervik, 1985). A
manutencao dosniveis adequados de GSH é realizada pela atividade da glutationa
redutase (GR), queutiliza equivalentes redutores no NADPH. O NADPH pode ser
produzido pela via daspentoses fosfato ou por meio de enzimas transidrogenases
(Meister e Anderson, 1983; Hyne e Maher, 2003; Ribeiro et al., 2005; Balieira et al.,
2018). Ja a peroxidacdo lipidica refere-se ao processo oxidativo dos lipidios
poliinsaturados. Esses lipidios séo caracterizados por possuirem duas ou mais
ligacbes duplas entre atomos de carbono (H2C=CH:) e sao especialmente
suscetiveis ao ataque de radicais livres, que ocasionam danos celulares (Halliwell
e Gutteridge, 1989).

Alguns bioindicadores enzimaticos sao particularmente utilizados para
avaliar os efeitos fisiologicos dos estressores ambientais. CAT, GST e SOD séo as

trés principais enzimas sequestradoras de ERO e antioxidantes em abelhas
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meliferas; pois, desempenham papéis importantes na defesa antioxidante em
abelhas expostasa estressores bioticos e abidticos. Essas enzimas atuam para
manter asconcentracdes de espécies reativas de oxigénio dentro dos limites
fisiologicos (Weirich et al., 2002; Balieira et al., 2018).

O metabolismo aerdbico gera continuamente ERO, que podem causar danos
oxidativos aos componentes celulares como proteinas, acidos nucléicos e lipidios
de membrana. Para evitar os efeitos indesejados de ERO, o0s organismos
desenvolveramuma rede complexa de sistema antioxidante enzimatico e ndo
enzimatico (Farjan et al., 2012). Pesquisadores tém analisado o efeito dos
fungicidas sobre o sistema antioxidante das abelhas. Le Bourg (2001) sugere que
abelhas nutrizes expostas ao fungicida piraclostrobina e ao inseticida fipronil podem
apresentar maior susceptibilidade ao estresse oxidativo devido a reducédo de
enzimas antioxidantes. Morimoto et al., (2011) sugere que a reducao dos genes
associados ao sistema antioxidante, reduz a capacidade de defesa contra ERO e
aumenta o estresse oxidativo em abelhas. Portanto, fornecer as colénias uma
dieta de alta qualidade nutricional e sem restricdo quantitativa pode contribuir para
gue haja maior resisténciadesses individuos aos agrotéxicos (Schmehl et al., 2014).

2. Objetivos

Promover condi¢des nutricionais distintas entre dois grupos de coldnias de
abelhas meliferas, por meio da suplementacdo da alimentacdo de um grupo com
ingredientes energéticos e proteicos e a restricdo alimentar do segundo grupo, por
meio do uso de coletores de polen.

Avaliar os efeitos da alimentacdo de abelhas durante os primeiros cinco dias
de vida com pdlen oriundo de plantas de girassol tratados com fungicida a base de
bixafem, protioconazol e triflixistrobina, de acordo com as recomendagdes
agrondmicas, no que diz respeito as atividades das enzimas antioxidantes
glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT), bem como a concentracdo dos
oxidantes ndo enzimaticos glutationa reduzida (GSH), nucleotideos de piridina
(NAD(P)H), glutationa oxidada (GSSG), e a presenca de lipoperoxidacéao,
considerando-se 0 manejo alimentar prévio das colbnias nas quais as abelhas

foram obtidas.
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2. CAPITULO 2 — Restri¢do alimentar e contaminacéo do pdlen com fungicida
deacdo multipla promovem estresse oxidativo e reducéo da longevidade em
abelhas meliferas

RESUMO

As abelhas sdo essenciais para a polinizacdo, contribuindo para a biodiversidade
dosecossistemas e producdo agricola. Recentemente, tem havido uma crescente
preocupacdo com a saude e longevidade das abelhas, com alguns fatores
associadosao declinio de suas populacdes. Em areas agricolas, a abelha Apis
mellifera tem sidoexposta a agrotoxicos que podem causar efeitos adversos,
especialmente quando associados a restricdes nutricionais. Nesse contexto, torna-
se fundamental compreender a interacdo entre nutricdo e exposicao a agrotoxicos
no metabolismo das abelhas. O objetivo desse estudo foi avaliar o estresse
oxidativo em abelhas nutrizes alimentadas com polen de girassol tratado com
fungicida a base de bixafem, protioconazol e trifloxistrobina. Para tal, oito colénias
de abelhas foram submetidas a dois manejos alimentares por 24 semanas:
alimentacao suplementada (S) com pasta proteica a base de pélen apicola e mel
(4:1) + xarope energético com agua e agucar (1:1) e restrita (R). Abelhas nutrizes
provenientes dessas colbnias foram colocadas em gaiolas e alimentadas com pélen
tratado (CF) ou nédo tratado com fungicida (SF). O metabolismo oxidativo das
abelhas nutrizes foi analisado por meio da atividade dasenzimas antioxidantes
glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT), bem como a concentracdo dos
oxidantes ndo enzimaticos glutationa reduzida (GSH), nucleotideos de piridina
(NAD(P)H), glutationa oxidada (GSSG), e a presenca de lipoperoxidag¢édo do térax
das abelhas e considerando-se o manejo alimentar prévio das coldnias, foi avaliada
a sobrevida das abelhas, quantificada de acordo com o numero de dias sobos
tratamentos. A GPx teve maior atividade em abelhas das colonias S, mas seu
desempenho diminuiu quando expostas ao fungicida. A atividade da CAT foi
reduzidaem abelhas de col6nias S-CF. Nao houve diferenca significativa entre as
colénias S- SF, R-CF e R-SF. A GSH foi maior em abelhas de coldnias R. N&o sendo
afetada pelaalimentacdo com fungicida. A GSSG apresentou maior concentracao
em colénias R- SF, sem diferencas significativas nos demais tratamentos. A relagéo
entre GSH/GSSG, nao foi alterada em nenhum dos tratamentos. A concentracéo
da NAD(P)H foi maior em colbnias S. A concentragdo de MDA foi maior em col6nias
CF. As abelhasde colonias S-SF tiveram a maior sobrevida, enquanto aquelas
expostas ao fungicidaapresentaram menor expectativa de vida. A alimentacao de
abelhas com pdlen contaminado pelo fungicida de triplice acdo tem potencial de
afetar, por si s6, o metabolismo oxidativo e a sobrevida das abelhas, sobretudo de
abelhas nutrizes provenientes de colmeias com restricdo alimentar.

Palavras-chave: bixafem; nutricdo; oxirreducéo; protioconazol; trifloxistrobina.
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2. CHAPTER 2 - Feed restriction and pollen contamination with multi-
actionfungicide promote oxidative stress and reduced longevity in honey

bees

ABSTRACT

Bees are essential for pollination, contributing to the biodiversity of ecosystems and
agricultural production. Recently, there has been a growing concern about the
health and longevity of bees, with some factors associated with the decline of their
populations. In agricultural areas, the Apis mellifera bee has been exposed to
pesticides that can cause adverse effects, especially when associated with
nutritional restrictions. In this context, it becomes essential to understand the
interaction between nutrition and pesticide exposure in bee metabolism. The aim of
this study was to evaluate oxidative stress in nurse bees fed with sunflower pollen
treated with the fungicide based on bixafen, prothioconazole, and trifloxystrobin. For
this purpose, eight bee colonies were subjected to two feeding regimes for 24
weeks: supplemented feeding (S) with protein paste made from bee pollen and
honey (4:1) + energy syrup with water and sugar (1:1) and restricted feeding (R).
Nurse bees from these colonies were placed in cages and fed with treated pollen
(CF) or untreated pollen (SF). The oxidative metabolism of nurse bees was analyzed
through the activity of antioxidant enzymes glutathione peroxidase (GPx) and
catalase (CAT), as well as the concentration of non-enzymatic oxidants reduced
glutathione (GSH), pyridine nucleotides (NAD(P)H), oxidized glutathione (GSSG),
and the presence of thorax lipoperoxidation. Taking into account the previous
feeding management of the colonies, bee survival was evaluated, quantified
according to the number of days under the treatments. GPx had higher activity in
bees from the S colonies, but its performance decreased when exposed to the
fungicide. CAT activity was reduced in bees from S-CF colonies. There was no
significant difference between S-SF, R-CF, and R-SF colonies. GSH was higher in
bees from R colonies and was not affected by fungicide feeding. GSSG showed
higher concentration in R-SF colonies, with no significant differences in the other
treatments. The GSH/GSSG ratio was not altered in any of the treatments. The
concentration of NAD(P)H was higher in S colonies. The concentration of MDA was
higher in CF colonies. Bees from S-SF colonies had the highest survival, while those
exposed to the fungicide had a shorter lifespan. Feeding bees with pollen
contaminated by the triple-action fungicide has the potential to affect oxidative
metabolism and bee survival on its own, especially for nurse bees from colonies with
restricted feeding.

Keywords: bixafen; nutrition; prothioconazole. redox; trifloxystrobin.
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2.1. Introducéo

As abelhas desempenham um papel vital na polinizacdo e,
consequentemente,na manutencao da biodiversidade dos ecossistemas naturais e
na producdo agricola (Potts et al., 2018). A preocupacdo com a saude e a
longevidade das abelhas tem aumentado, com diversos fatores sendo associados
ao declinio das populacdes desses insetos polinizadores (Hernandez et al., 2021).
A abelha melifera (Apismellifera), € uma importante polinizadora de culturas em
todo o mundo, sendo frequentemente exposta a varios agrotoxicos em areas
agricolas (Poquet et al., 2016).Ao frequentarem plantacdes pulverizadas ou outras
areas atingidas pela deriva de agrotéxicos, as abelhas podem ser contaminadas. O
problema pode ser maior quando sdo aplicados dois produtos sdo usados
simultaneamente ou um produto que possui mais de um principio ativo, como
ocorre em alguns fungicidas (Béhme et al., 2017; Prado et al., 2019; Rondeau e
Raine, 2022).

Os fungicidas sdo considerados as substancias menos téxicas para as
abelhas, com base em testes de toxicidade aguda, porém, esses testes nao
consideram efeitossubletais. A exposicado a fungicidas pode ocasionar alteracdes
comportamentais(Tadei et al., 2019), celulares (Batista et al., 2020), microbianas
(Carneiro et al.,, 2020) e imunologicas (Cizelj et al.,, 2016), além de impactar
negativamente a longevidade dos adultos (Fisher et al., 2017) e o consumo de
alimento de crias e adultos (Liao et al.; 2017; Mao et al., 2017; Cizelj et al., 2016).

Face ao estresse a saude das abelhas decorrente da intoxicacdo com
fungicidas, € pertinente a consideracao da condic&o nutricional das colénias, uma
vezque a paisagem disponivel para as abelhas forragearem foi demasiadamente
alterada,tornando, em alguns casos, a dieta das abelhas restrita em quantidade e ou
gualidadenutricional (Fisher et al., 2023). O pélen é um alimento de origem floral
primordial paraas abelhas, que contém uma rica fonte de proteinas, aminoacidos,
lipidios, amido, esterois, vitaminas e minerais que sao fundamentais para o
desenvolvimento das abelhas (Corona et al., 2023). A deficiéncia na oferta de polen
pode resultar em reducdo da populagdo da colénia e comprometer a saude dos
seus individuos, diminuindo a resisténcia a estresses bibticos e abidticos (Fisher et
al., 2023; Corona et al., 2023).
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Neste cenério de uso intensivo de agrotoxicos e paisagens com limitacdes
espaciais e temporéarias de recursos alimentares para as abelhas, o atendimento
nutricional destes insetos benéficos deve ser avaliado com maior atencéo, pois ele
é fundamental para o desenvolvimento e sobrevivéncia em todos os estagios de
vida eesta intrinsecamente ligado a capacidade de resisténcia do organismo frente
ainumeros agentes estressores, como o0s agrotoxicos (Wickramasinghe et al. 2020).
Além disso, a melhor compreensdo da interacdo entre nutricdo, exposicdo a
agrotoxicos e funcionamento do sistema antioxidante das abelhas € crucial,
considerando-se que ja foram constatados prejuizos a saude das abelhas que
impactam o seu comportamento, desempenho produtivo e longevidade no estudo
daassociacdo entre contaminacdo por agrotéxico e restricdo alimentar, gerando
estresseoxidativo (Tong et al., 2019; Fisher et al., 2023).

Um fungicida de triplice acdo, contendo os principios ativos bixafem,
protioconazol e trifloxistrobina, tem sido comumente utilizado na pratica agricola
degrandes culturas, como algoddo, girassol e soja (Bayer, 2019), que sao
culturasvisitadas pelas abelhas para a coleta de pdlen e ou néctar, e que podem
ter suassafras aumentadas em decorréncia da polinizacdo entomdfila (Klein et
al., 2007).Contudo, pouco se sabe sobre os efeitos isolados e em conjunto destes
principiosativos na saude das abelhas, principalmente no que diz respeito ao
metabolismooxidativo das abelhas meliferas nutrizes e na atividade de suas enzimas
antioxidantes.O aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO) intracelulares ou
falhas no sistema antioxidante levam ao estresse oxidativo, um estado prejudicial a
sobrevivéncia celular. A geracdo de ERO é balanceada por desintoxicacdo
enzimaticae ndo enzimatica. O estresse nutricional, como a restricdo quantitativa
ou a baixaqualidade do pdlen disponivel para as abelhas, € apontado como uma
das causas dodeclinio das colonias, e antioxidantes enzimaticos presentes em
dietas de melhorqualidade podem auxiliar na defesa antioxidante das abelhas
(Mucci et al., 2021; Corona et al., 2023). Portanto, o objetivo desse trabalho foi
avaliar o estresse oxidativo em abelhas nutrizes que receberam pdlen de girassol
oriundo de plantas tratadas com fungicida de triplice acdo nos primeiros dias da
fase adulta e que durante a fase de cria se desenvolveram em colonias com

alimentacao suplementada ou restrita.
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2.2. Material e métodos
2.2.1. Local do experimento

O experimento foi realizado na FCAT — Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Tecnoldgicas — UNESP — Universidade Estadual Paulista, Campus de Dracena,
comcoordenadas geograficas, 21°27°33” de Latitude Sul e 51°33'22” de Longitude

Oeste e com altitude média de 392 metros.

2.2.2. Cultivo de girassol, tratamento com fungicida e obtencé&o de pdlen

A semeadura de girassol (Helianthus annuus L.), da variedade CATI
Multissol,foi conduzido em uma area de 3.000 m2, com espacamento de 0,45 m
entre linhas e 0,40 m entre plantas (Figura 1). As adubac¢des de plantio e cobertura

foram realizadasconforme as recomendac¢des de Raij et al. (1997), e ndo foram

utilizados agrotoxicos para prevenir ou controlar pragas.

Figura 1. Area experimental com a cultura do girassol,
Fonte: arquivo pessoal.

cultivar CATI Multissol.
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A fim de obter pdlen das plantas de girassol e prevenir que as abelhas e
outros insetos tivessem acesso as flores, centenas de inflorescéncias foram
cobertas com sacos de TNT (Tecido Nao Tecido) antes da antese das primeiras
flores (Figura 2). Com a maioria das flores abertas, as flores foram cortadas das

plantas e levadas para o laboratério.

Figura 2. Inflorescéncias de girassol antes da abertura das flores, com destaque
para uma que estava protegida com saco de TNT (esquerda) e outra desprotegida
(direita). Fonte: arquivo pessoal.

Em seguida, as inflorescéncias foram retiradas dos sacos de TNT e
colocadassobre o chdo de uma é&rea aberta, dispostas em mesmo espagamento
utilizado no campo. A &rea ocupada com as flores foi calculada para a determinagéo
da quantidade de produto a ser aplicada. A aplicacao do fungicida foi conduzida de
acordo com as instrugdes fornecidas na bula do produto comercial do fungicida Fox
Xpro (Bayer, 2019), para o controle de Alternaria helianthi, com 0,5L ha' em 144
litrosde calda por hectare, com equipamento de pulverizacdo com pressao de 200
kPa, a 0,5 m de altura das flores, sem a presenca de vento. Apds quinze minutos,
tempo necessario para que a calda secasse, as inflorescéncias foram recolhidas e
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levadas de volta para o laboratério. Por meio de agitagdo manual, o pélen das flores
direcionadas para baixo caiu sobre uma bandeja, sendo recolhido em tubos de 50
mL,que foram armazenados em ultrafreezer (-80°C). Para o grupo controle, o polen

foi obtido sem a aplicacéo do fungicida.

2.2.3. Manejo alimentar das col6nias de abelhas meliferas

Foram utilizadas oito colénias de abelhas meliferas (Apis mellifera)
instaladas em colmeias tipo Langstroth, submetidas a dois manejos alimentares por
24 semanas.Quatro colbnias tiveram a sua alimentacdo suplementada (S), com
100g pastaproteica, preparada com trés partes de polen apicola e uma de mel,
fornecida uma vez por semana, e 500 mL de xarope energético a base de agua e
acucar em iguais proporcoes, oferecido duas vezes por semana.

O manejo alimentar do segundo grupo implicou em alimentacao restrita das
colénias (R), por meio da instalacdo de um coletor de pdlen no alvado de cada uma
das colmeias (Figura 3). As colbnias deste grupo ndo receberam suplemento

alimentar.

Figura 3. Colmeia tipo Langstroth (a), com coletor de pdlen, em
colénia do grupo de abelhas com alimentacéo restrita (R); gaveta
com pélen apicola (b). Fonte: arquivo pessoal.
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2.2.4. Coleta de pdlen e eficiéncia dos coletores de pdlen

O pdlen apicola obtido por meio dos coletores de pédlen instalados nas
colmeiasdo grupo R foi recolhido diariamente durante as 24 semanas de manejo
alimentar. ApOs cada coleta, o polen apicola obtido de cada col6nia foi pesado em
balanca semi-analitica. Foi calculada a quantidade semanal de polen obtido em
cada uma das colonias.

Para avaliar a quantidade de alimento proteico disponivel para as colénias
R, foi determinada a eficiéncia dos coletores de polen. Um observador esteve
proximo ao coletor de pdlen da colénia em avaliagdo por 30 minutos, entre 8 e 10h,
registrandoa quantidade de abelhas que chegavam do campo com pdlen nas
corbiculas. Apds este periodo, as bolotas de polen que estavam dentro da gaveta
do coletor de pélen foram contadas. As observacdes foram feitas em duplicata em
cada colmeia. Estes dados foram utilizados para se determinar a eficiéncia dos

coletores de pdlen, por meia da formula:

Eficiéncia do coletor de pdlen =

n° de bolotas de pdlen/(2 X n° de abelhas com po6len) x 100

2.2.5. Obtencdo de abelhas recém emergidas e preparacdo das dietas
experimentais

Para obter abelhas recém-emergidas, um quadro com abelhas prestes a
nascerfoi retirado de cada colénia, com o objetivo de formar um pool de abelhas
originarias de cada um dos manejos alimentares (S e R). Gaiolas plasticas (Figura
4) com volume de 0,25L foram utilizadas para alojar 20 abelhas do mesmo grupo
de manejo alimentar. As tampas das gaiolas estavam perfuradas para permitir troca
gasosa. Em cada gaiola foi instalado um microtubo na tampa, que serviu de
bebedouro e um microtubo na lateral da gaiola, utilizado como cocho para o
alimento proteico.

Alimentos proteicos foram elaborados a partir de uma mistura contendo trés
partes de pélen de girassol oriundo de flores tratadas ou ndo com o fungicida em
estudo e uma parte de mel. Foi preparado xarope energético contendo duas partes

deagucar e uma de agua. Houve reposi¢do diaria dos alimentos, com registro
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das quantidades consumidas diariamente de cada um dos alimentos, por meio de
balanca analitica.

Para a avaliagcdo do metabolismo oxidativo, 320 abelhas permaneceram por
cinco dias em 16 gaiolas (2 manejos alimentares das col6nias, 2 dietas das abelhas
recém emergidas, 4 repeticdes). As abelhas foram mantidas em incubadora com

temperatura (33°C) e umidade (70%) controladas.

Figura 4. Gaiolas plasticas, com tampas furadas para troca gasosa;
instalacdo de microtubos nas tampas, utilizados como bebedouros e
microtubos nas laterais, utilizados como cochos para o alimento
proteico. Fonte: arquivo pessoal.

2.2.6. Obtencédo e dosagem de proteinas no homogenato do torax

ApOs o periodo no qual as abelhas receberam as dietas experimentais, as
gaiolas contendo as abelhas foram colocados em freezer por alguns minutos, para
gue as abelhas fossem anestesiadas. Em seguida, o térax das abelhas foi separado
das demais partes do corpo, inclusive pernas e asas, com auxilio de tesoura
(Hoskinset al., 1956). Os torax de abelhas da mesma gaiola foram colocados em
um almofariz contendo o meio de isolamento (250 mM de sacarose, 1 mM de EGTA
e 10 mM de HEPES-KOH, pH 7,2), mantido a 4°C e macerados com pistilo de

porcelana.

O homogenato obtido foi filtrado em gaze dobrada por oito vezes (Figura 5).
A concentracao de proteina total foi determinada utilizando a rea¢éo do biureto, de
acordo com Cain e Skilleter (1987), utilizando albumina de sérica bovina (BSA)

como padrao.
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Figura 5. Obtencdo do homogenato de térax de
abelhas meliferas nutrizes. Fonte: arquivo pessoal.

2.3. Andlise do estresse oxidativo em abelhas meliferas nutrizes
2.3.1. Atividade das enzimas antioxidantes no homogenato de térax
2.3.1.1. Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da enzima GPx foi determinada por um método indireto baseado
na oxidagcdo da glutationa reduzida (GSH) para glutationa oxidada (GSSG),
catalisada pela GPx, e a subsequente oxidacdo do NAD(P)H pela GSSG (Flohé e
Glnzler,1984). O sistema de reacgéo foi composto por 1,5 mL contendo: GSH 1,0
mM, NAD(P)H 0,2 mM, H202 0,25 mM, EDTA 0,5 mM e tampéo fosfato de sodio
0,10 M (pH 7,6), juntamente com o homogeneizado de térax (abelhas) (1 mg de
proteina/mL). A atividade enziméatica foi avaliada a 30°C em um espectrofotbmetro
Beckman-Coulter modelo DU-800, no comprimento de onda de 340 nm, e a
oxidacdo de 1 pmol de NAD(P)H/minuto foi utilizada como uma unidade de
glutationa peroxidase. A atividade especifica foi expressa como unidade por mg de

proteina/minuto.

2.3.1.2. Atividade da enzima catalase (CAT)

A avaliacdo da atividade da enzima catalase foi realizada com o
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homogeneizado de térax (abelhas) (1 mg de proteina/mL) em 1,75 mL de tampéo
fosfato de potassio 50 mM (pH 7). A reacéo foi iniciada pela adicdo de 200 uL de
H20210 mM. A atividade da catalase foi definida como a quantidade da enzima
necessariapara decompor 1 ymol de H202 por minuto, a 25°C e pH 7. A absorbancia
foi lida emum espectrofotdmetro Beckman-Coulter modelo DU-800 a 230 nm. A
atividade especifica foi expressa como unidade por mg de proteina/minuto (AEBI,
1974).

2.4. Concentracdo de oxidantes ndo enzimaticos
2.4.1. Determinacédo da concentracao de glutationa reduzida (GSH)

A determinacdo da concentracdo de GSH no homogeneizado de térax foi
realizada de acordo com Hissin e Hilf (1976), utilizando tubos do tipo "eppendorf”
de 2 mL. Ao homogeneizado (1 mg de proteina), foi adicionado meio contendo
sacarosel25 mM, KCI 65 mM e HEPES-KOH 10 mM, pH 7,4, para completar 1 mL.
Apo6s umaleve homogeneizagao, foram adicionados 500 uL de acido tricloroacético
13%. A mistura foi agitada e centrifugada a 9000 g por 3 minutos. Em tubos de
ensaio de 5 mL, foram adicionados 1800 uL de tamp&o contendo NaH2P0O40,1 M,
pH 8,0, com EDTA 5 mM, 100 uL do sobrenadante obtido da centrifugagcédo e 100
pL de OPT (o-ftalaldeido) 1 mg/mL. Em seguida, os tubos foram agitados e mantidos
por 15 minutosno escuro, a temperatura ambiente. A leitura foi realizada em um
espectrofluorimetroShimadzu modelo RFPC 5301, com comprimento de onda de
350 nm para emissao e420 nm para excitacdo, com abertura de fenda 3 em ambos

0S casos.

2.4.2. Determinacédo da concentracao de glutationa oxidada (GSSG)

Para a dosagem de GSSG, 250 pL do sobrenadante inicial foram tratados
com 250 pL de N-etilmaleimida (NEM) 0,04 M e submetidos ao mesmo
procedimento de mistura com o OPT. As concentragbes de GSH e GSSG foram

estimadas utilizando uma curva padréo.

2.4.3. Estado oxidativo dos nucleotideos de piridina (NAD(P)H)

A determinacdo do estado oxidativo da NAD(P)H foi realizada no
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homogeneizado de térax. Amostras de homogeneizado (1 mg de proteina/mL)
foramadicionadas a um meio de reacéo contendo sacarose 125 mM, KCI 65 mM e
HEPES-KOH 10 mM, pH 7,4, com um volume final de 2 mL. A leitura foi realizada
em um espectrofluorimetro Shimadzu modelo RFPC 5301, utilizando 366 nm para
excitacdoe 450 nm para emissao. Os resultados foram expressos como Unidade
Relativa de Fluorescéncia (URF).

2.4.4. Avaliacao da lipoperoxidacéao

A lipoperoxidacdo foi determinada utilizando o método do TBARS
(substancias reativas ao &cido tiobarbitarico) (Buege e Aust, 1978). O
homogeneizado (5 mg de proteina) foi colocado em tubos de ensaio e adicionados
0,2 mL de dodecil sulfato desédio (SDS) (8,1%), 1,5 mL de &cido acético (20%) e
1,5 mL de acido tiobarbitirico (TBA) (solucdo aquosa a 0,67%). O volume foi
completado até 4 mL com agua deionizada (milli-Q) e a mistura foi colocada em
banho-maria a 95°C por 60 minutos. Apds o periodo de incubacéo, os tubos foram
retirados e resfriados em banho de gelo.Em seguida, foi adicionado 1 mL de agua
milli-Q e o complexo MDA-TBA foi extraidocom 5 mL de n-butanol. Os tubos foram
centrifugados a 2000 g por 10 minutos, a parteorganica foi coletada e a absorvancia
foi medida a 535 nm. A concentracao de lipoperoxidacao foi determinada utilizando

o coeficiente de extingdo molar de 1,56x10° pg-1.

2.4.5 Avaliacédo do peso inicial e dalongevidade das abelhas

Dos mesmos quadros dos quais foram obtidas abelhas para a realizacédo dos
testes de metabolismo oxidativo, foram obtidos outros individuos para a avaliacdo
dopeso inicial e longevidade. Para determinar o peso inicial de abelhas recém
emergidas, 100 individuos de cada grupo de manejo alimentar foram mortos a frio,
emfreezer. Em seguida, amostras com 10 abelhas foram colocadas em cadinhos,
gue foram levados para secagem em estufa com circulacéo de ar a 105°C, por 16
horas (AOAC, 1990).

Para o teste de longevidade, foram utilizadas 480 abelhas, sendo metade de
cada grupo de colonias com 0 mesmo manejo nutricional (S ou R). Grupos de 20

individuos recém nascidos foram colocados em gaiolas plasticas, recebendo as
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mesmas dietas experimentais (2 manejos alimentares das coldnias, 2 dietas das
abelhas recém emergidas, 6 repeticdes). Foi registrado o numero de abelhas
mortas diariamente até a morte da ultima abelha e as quantidades de alimentos
consumidos. As gaiolas foram mantidas em incubadora a 33°C e umidade relativa

do ar igual a 70%.

2.5. Anédlises estatisticas

Foi calculada a quantidade semanal de pdlen apicola coletada das colonias
dogrupo R. A eficiéncia dos coletores de pdlen foi determinada a partir de duas
observacdes para cada colbnia. A dispersao dos dados foi determinada pelo erro
padrédo da média.

Para a andlise dos dados de cada uma das variaveis do metabolismo
oxidativoe consumo de alimento, foi empregado um planejamento fatorial de dois
fatores. Estedelineamento envolveu os fatores: manejo nutricional das colonias
(suplementada - Sou restrita — R) e contaminacéo da dieta proteica das abelhas
adultas (com fungicida — CF ou sem fungicida — SF). Os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e, nos casos em que foi observado efeito significativo
(P<0,05), foram feitascomparacdes de médias pareadas por meio do teste de
Tukey. O mesmo procedimento foi adotado para a avaliagcdo do peso das abelhas,
exceto por ndo se considerar o fator inerente a contaminagédo com fungicida, uma
vez que as pesagensforam feitas tdo logo as abelhas emergiram das células.

Para a avaliacdo da longevidade das abelhas, foi utilizado o método né&o

paramétrico de Kaplan Meier.

2.6. Resultados
2.6.1. Manejo alimentar e coleta de polen

Durante as 24 semanas de manejo alimentar das colonias, foi recolhido pélen
apicola das col6nias do grupo com restri¢cao alimentar (R) diariamente (Figura 6). Em
média, porcol6nia, foram obtidos 65,23+12,35g de pdélen apicola, semanalmente.
No periodo experimental, foram recolhidos de 1.171,27 a 1.828,42g de podlen
apicola por coldnia (R). No outro grupo, de colbnias suplementadas semanalmente
(S), foram fornecidos 2.400g de pasta proteica, contendo 1.800g de pdlen apicola.



49

100

o
o

(o2}
o

la por semana (g)

N
o

e

apico

Quantidade obtida de pdlen

N
o

Colbnias

Figura 6. Quantidade semanal de pélen apicola coletado de quatro
colmeias, do grupo com restricdo alimentar (R), durante 24
semanas (média + erro padrdo da média).

2.6.2. Eficiéncia dos coletores de pdlen

A eficiéncia média dos coletores de polen foi de 61,2+4,8%. Dessa forma,
considerando a quantidade recolhida de pélen apicola por meio dos coletores, a
guantidade estimada desse alimento proteico que pode ter sido levado para dentro
dascolbnias durante as 24 semanas foi de 454,80 a 709,98g. Por semana, a
guantidade disponivel de pdlen apicola para cada colénia do grupo R foi de 18,95
a 29,58g.

2.6.3. Consumo de alimento proteico e metabolismo oxidativo

O consumo de pasta proteica pelas abelhas foi influenciado pela interacéo
entre os fatores manejo alimentar das colbnias das quais as abelhas foram obtidas
e uso do fungicida (Tabela 1). Abelhas oriundas de colénias com alimentag&o
suplementada, que receberam pasta proteica contendo podlen de girassol de
inflorescéncias nao tratadas com fungicida consumiram maior quantidade de
alimentoem comparacdo com as abelhas oriundas de colénias com alimentagéo
restrita que receberam o mesmo alimento (SF). Essas abelhas (R-SF) consumiram
mais alimentosque as demais (S-CF e R-CF), que nao diferiram entre si. As abelhas

oriundas de colbnias suplementadas consumiram mais alimento que abelhas
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oriundas de coloniascom alimentacao restrita. A contaminacao do alimento com o
fungicida implicou em redugado do alimento, tanto para abelhas de colbnias com
manejo alimentar que visou favorecer o seu desenvolvimento, como para aquelas

gue tiveram menor quantidadede alimento disponivel.

2.6.4. Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da enzima GPx foi influenciada pelo manejo alimentar (Tabela
1), sendo maior em abelhas que tiveram maior quantidade de alimento disponivel
para oseu desenvolvimento durante a fase de cria, e pela contaminacédo do alimento
das nutrizes com fungicida, com reducéo da atividade desta enzima quando as

abelhas consumiram alimento contaminado.

2.6.5. Atividade da enzima catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase foi influenciada pela interacdo dos fatores
estudados, com reducdo de sua atividade em abelhas oriundas do grupo S que
receberam alimento ndo contaminado nos primeiros dias da fase adulta em
comparacao as abelhas dos demais tratamentos, que nao diferiram entre si (Tabela
1). A restricdo alimentar das abelhas na fase de cria e a alimentagdo com alimento
oriundo de inflorescéncias nédo tratadas com fungicida favoreceram a atividade da

catalase.

2.6.6. Concentracao de glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG)

A concentracdo de glutationa reduzida foi maior em abelhas obtidas de
colénias com manejo alimentar que restringiu a entrada de pdlen apicola nas
colmeias (Tabelal). Nao foi observado efeito do fungicida para este tripeptideo.
Para a glutationa oxidada, foi observada interacéo entre os fatores estudados, com
maiores concentragfes de GSSG quando as abelhas, oriundas de col6nias com
alimentacao restrita, foram alimentadas nos primeiros cinco dias de vida com
alimento n&o contaminado. Os demais tratamentos n&o diferiram entre si.
Entretanto, ndo foi observada diferenca na razdo entre concentracdo de GSH e
GSSH para as abelhas dos quatro tratamentos, indicando que ndo houve alteracdo

do estado oxidativo da glutationa.



51

2.6.7. Estado oxidativo nos nucleotideos de piridina (NAD(P)H)
A concentracado de NAD(P)H no homogenato do torax foi maior em abelhas
oriundas de colbnias que tiveram sua alimentacdo suplementada (Tabela 1). Nao

foi observado efeito do fungicida estudado.

2.6.8. Avaliacao da lipoperoxidacao

Por meio da andlise da peroxidacéo lipidica por meio do bioindicador MDA
(malondialdeido), observou-se que o consumo de alimento contaminado com
fungicida implicou em aumento dos niveis de lipoperoxidacdo (Tabela 1). A
alimentacao das colbnias nas quais as abelhas se desenvolveram na fase de cria

nao interferiu na lipoperoxidacgéao.
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Tabela 1. Consumo médio de pasta proteica por cinco dias, por abelha, atividade de enzimas antioxidantes e parametros

relacionados ao estresse oxidativo no homogeneizado do térax das abelhas apds o periodo de alimentagéo.

Efeitos Consumo GPx CAT GSH GSSG  GSH/GSSG NAD(P)H MDA
Alimentagéo Suplementada (S) 10,973 127,570 A 24,065 1,453 B 0,067 22,145 23,873 A 0,197
Restrita (R) 7,968 92,725 B 30,785 2477 A 0,110 24,440 7,630 B 0,188
Fungicida Com (CF) 6,716 104,400 b 23,705 1,928 0,077 25,385 15,750 0,200 a
Sem (SF) 12,223 115,890 a 31,145 2,002 0,100 21,200 15,758 0,185b
SxCF 6,823 C 126,800 18,523 B 2,520 0,070 B 20,973 23,870 0,210
Interacéio S x SF 15,122 A 128,330 29,607 A 1,483 0,063 B 23,317 23,877 0,183
R x CF 6,608 C 103,440 28,887 A 2,433 0,083 B 29,797 7,630 0,190
R x SF 9,325B 82,009 32,683 A 2,520 0,137 A 19,083 7,640 0,187
Erro padrdo médio 0,989 6,025 1,671 0,174 0,010 1,912 2,448 0,004
Fonte de variacao Probabilidade
Alimentagao (a) <0,0001 0,0001 0,0002 0,0006 0,0047 >0,2000 <0,0001  >0,2000
Fungicida 0,0005 0,0302 0,0001 >0,2000 0,0703 >0,2000 >0,2000 0,0428
(b)
Interacéo (a x b) 0,0008 0,0522 0,0090 >0,2000 0,0278 0,0954 >0,2000 0,0983

Médias seguidas pela mesma letra maidscula ou mindscula para o0 mesmo efeito (alimentacao das abelhas ou uso de fungicida em plantas de girassol
ou interacao entre esses fatores) para cada variavel estudada néo diferem significativamente entre si (P<0,05), de acordo com o teste de Tukey. Consumo
de alimento das abelhas: mg/abelha, por cinco dias; GPx: mU/mg de proteina; CAT: umol/mg de proteina/min; GSH, GSSG e MDA: nmol/mg de proteina;

NAD(P)H: Unidade Relativa de Fluorescéncia.

Alimento constituido de trés partes de pélen de girassol tratado ou ndo com o fungicida Fox Xpro e uma parte de mel.
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2.6.9. Peso inicial e longevidade das abelhas

A matéria original das abelhas oriundas de colbnias com suplementacdo
alimentar néo foi diferente daquela observada para abelhas oriundas de coldnias com
alimentacéo restrita (Tabela 2). Apés a secagem das amostras, o teor de matéria seca
e a relagdo matéria seca: matéria original foram maiores com abelhas oriundas de

colénias S em comparacéao as abelhas do grupo R.

Tabela 2. Média da matéria original (MO), matéria seca (MS) e relacdo MS:MO de
abelhas recém emergidas obtidas de colénias com alimentacéo suplementada (S) ou
restrita (R).

Efeitos Matéria original (MO) Matéria seca (MS) MS:MO
Alimentago Suple_mentada (S) 82,72 18,06 A 21,83 A
Restrita (R) 79,37 15,53 B 19,57 B
Erro padrdo médio 1,21 0,54 0,46
Valor de P 0,1784 0,0074 0,0044

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si (P<0,05), de
acordo com o teste de Tukey. MO e MS: mg; relacdo MS:MO: %. Médias obtidas a partir de 10 individuos.

A sobrevida das abelhas foi alterada em funcéo dos tratamentos (X% =7,815,
p<0,0001) (Figura 7). A sobrevida das abelhas que, na fase de cria se desenvolveram
em colbnias suplementadas e que na fase adulta receberam alimento nao
contaminado com fungicida (15,20+0,34 dias), foi maior que das abelhas oriundas das
mesmas colonias e que receberam alimento contaminado com fungicida na fase
adulta (12,88+0,33 dias) e que se desenvolveram em colbnias com alimentagéo
restrita e que na fase adulta receberam alimento contaminado (12,08+0,27) ou néo
(13,04+0,36 dias), os quais ndo diferiram entre si. Nao foi observado efeito sinérgico
entre restricdo alimentar da col6nias e contaminacéo do alimento das abelhas adultas

com fungicida.
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Figura 7. Grafico de Kaplan Meier da longevidade de abelhas que na fase de cria
se desenvolveram em colénias com suplementacao (S) ou restricdo (R) alimentar

e que na fase adulta receberam alimento proteico contaminado (RF) ou ndo (SF)
com fungicida.

3.Discusséao

A eficiéncia na coleta de recursos esta intrinsecamente ligada a condicéo de
saude da colbnia, uma vez que o ato de coletar poélen pelas operarias é
condicionadopela demanda de suprimento proteico para o desenvolvimento das
abelhas (DeGrandi-Hoffman et al., 2018; Gray et al., 2019). O pdlen desempenha
um papel fundamental na alimentacdo da colbnia, principalmente quando as
abelhas iniciam a producao de alimento para as crias e para a rainha (Crailsheim,
1992).

A coleta diaria de pdélen por meio dos coletores de polen e os dados de
eficiéncia dos coletores em restringir a entrada de polen nas colonias, ao longo
das 24 semanas, indica que as colonias que enfrentaram restricdo alimentar (R)
mantiveram seu comportamento ativo de coleta de pdlen. Isto demonstra a
capacidade das abelhas em buscar fontes de alimento, mesmo quando expostas a

condigbes adversas. Tal resiliéncia é fundamental para a sobrevivéncia das
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colonias em ambientes com recursos escassos, por algumas semanas ou meses.
Contudo, a variacdo individual na coleta de pdlen revelou uma diversidade no
comportamento deforrageamento entre as colmeias. De acordo com Corona et al.
(2023), o estresse nutricional contribui significativamente para o enfraquecimento e
perda das coldnias eisso esta intrinsecamente atrelado com a saude e vigor da
colénia, degradacdo do habitat, diversidade polinica e diferencas inatas de
forrageamento entre abelhas de diferentes colbnias. A privacdo de pélen induz as
abelhas ao forrageamento precoce, que por sua vez esta associado ao
envelhecimento acelerado e a reducéo dalongevidade destes insetos (Perry et al.,
2015; Corona et al., 2023).

A eficiéncia média dos coletores de pélen foi equivalente ao observado por
Reis(2000) e Milfort (2020), sugerindo que um bom coletor deve ter a eficiéncia de
59 a 70%, tendo variacdes de eficiéncia conforme a granulometria do p6len colhido.
Com restricdo alimentar, as coldnias passam por um ajuste populacional para
equilibrar demanda e oferta de pdlen. A quantidade estimada de alimento que as
abelhas conseguiram levar para dentro dos ninhos é compativel com a quantidade
minima necesséaria para manter cerca de 4 mil individuos, considerada uma
pequena colbniade abelhas meliferas (Danner et al, 2017).

O polen apicola € uma fonte rica em nutrientes, composto por proteinas,
aminoacidos livres, lipidios, acidos graxos, acucares, fibras, vitaminas, minerais.
Alémde todos estes constituintes, polen apicola contém fitoquimicos, que lhe
confere notavel atividade antioxidante (Kieliszek et al., 2018; Aylanc et al., 2021).
Dessa forma,o pdlen apicola é util como fonte de antioxidantes que protegem as
células contra danos a estrutura oxidativa do citoplasma, no interior das organelas
celulares e no liquido extracelular (Martinello e Mutinelli, 2021). O pélen de
diferentes origensbotanicas possui diferentes capacidades antioxidantes, o que
estd mais relacionado aos perfis especificos de flavonas e &acidos fendlicos
(Borycka et al., 2015), evidenciando a importancia da nutricdo proteica em aspectos
fisiol6gicos das abelhas(Wright et al., 2018).

Segundo Couto e Couto (2006), estima-se que para o desenvolvimento de
cadaabelha sejam utilizados 120 mg de polen. Até atingirem a idade de atuarem
como abelhas nutrizes, o consumo proteico € alto para que as glandulas

hipofaringeanas possam se desenvolver completamente. Isso foi evidenciado
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pelo maior consumo médio de abelhas em estudos feitos durante o periodo inicial
de desenvolvimento de abelhas (Cremonez et al.,, 1998), em contraste com
experimentos de periodos mais extensos, como observado por Pernal e Currie
(2001). No presente estudo, no que dizrespeito ao consumo de alimento proteico
com polen de girassol, as abelhas recém emergidas, oriundas do grupo S-SF,
consumiram cerca de 2,27 mg de pdlen de girassol por dia, durante os cinco
primeiros dias de vida. Crailsheim et al. (1992), observaram que abelhas nutrizes
consumiram em média 3,9 mg/abelha de pélen pordia, durante a fase de nutrizes,
época de maior consumo.

Abelhas oriundas de colbnias submetidas a restricdo alimentar consumiram
menos alimento, que aquelas que na fase de cria se desenvolveram em ambiente
com maior disponibilidade de alimento, considerando-se poélen de girassol néo
tratado comfungicida. Dessa forma, considera-se que a restricdo alimentar na fase
de criaprejudica o desenvolvimento da abelha na fase adulta, ndo observando-se
um ganhocompensatdrio no consumo de alimento na fase adulta para compensar a
restricdo dafase de cria. Larvas criadas durante a deficiéncia de um nutriente
essencial podem setornar em adultos com menor sobrevida ou com habilidades de
cuidado da cria e forrageamento prejudicadas (Brodschneider e Crailsheim, 2010).

No que diz respeito a contaminagcdo do alimento, abelhas oriundas de
coléniasdos dois manejos alimentares tiveram consumo reduzido de pasta proteica.
A sensibilidade das abelhas aos agrotoxicos pode estar atrelada a sua idade, com
aumento da suscetibilidade a medida que as abelhas envelhecem (Zhu et al., 2020).
Robinson (2002), sugere que isso pode estar relacionado as mudancas na atividade
endocrina e metabdlica que ocorrem durante a maturagcdo comportamental
relacionada a idade, inerentes a transicdo de tarefas de nutrizes para forrageiras.
As abelhas campeiras apresentam maior atividade enzimatica detoxificante que
abelhas que trabalham apenas dentro da colbnia (Smirle e Robinson, 1989;
Berenbaum e Johnson, 2015). Esses resultados reforcam a ideia de que abelhas
nutrizes sdo maissuscetiveis ao estresse oxidativo em comparacdo com abelhas
forrageiras.

O polen de girassol foi apontado em alguns estudos como sendo de
gualidadenutricional inferior a varios outros tipos de polen (Schmidt et al., 1987), de

baixo teor proteico (Radev, 2019) e com niveis de dois amino&cidos essenciais as
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abelhas meliferas abaixo do minimo exigido pelas abelhas (Nicolson e Human,
2013). Podendo ser o causador do aumento do consumo de alimento proteico.
Embora originario de uma unica espécie vegetal, o polen possui uma complexa
composicdo quimica, abrangendo aminoacidos, lipidios, acucares, metabdlitos
secundarios e outros elementos (Palmer-Young et al., 2019). De fato, os compostos
secundérios das plantas tém se destacado por seus potenciais impactos positivos
sobre os polinizadores, incluindo agédo protetora contra exposi¢cdo a agrotoxicos
(Ardalani etal.,2021). No entanto, a coleta de alimento em plantas de varias culturas
favorece a obtencdo de uma dieta mais equilibrada e rica em ingredientes (Vaudo
et al., 2015).

A hipétese de que uma nutricdo adequada pode proteger os animais contra
os efeitos adversos de estressores, como agrotoxicos, € uma perspectiva
consolidada nabiologia (Wahl e Ulm, 1983). Nesse estudo, os resultados destacam
claramente o papel central da nutricdo na regulacdo das atividades enziméticas,
particularmente relacionado a enzima GPx. Uma dieta enriquecida parece nao
somente satisfazer asdemandas basicas das abelhas, mas também potencializar
seus mecanismos bioquimicos intrinsecos, como evidenciado pelo aumento da
atividade da GPx. Abelhas oriundas de colmeias suplementadas demonstraram
uma performance enzimatica significativamente superior em relacdo aquelas com
dieta restrita. Tal constatacao reitera a relevancia de uma nutricdo balanceada para
o desempenho otimizado dessa enzima especifica. Estudos adicionais corroboram
com esses resultados, indicando que abelhas com dieta adequada processam
agrotoxicos de maneira mais eficiente apds a ingestdo de polen (Ardalani et al.,
2021).

A influéncia do fungicida sobre as atividades enzimaticas apresenta-se de
forma conclusiva. Embora as abelhas suplementadas e expostas ao fungicida (S-
CF)nédo tenham revelado diferencas marcantes em relacdo as néo expostas, foi
identificada uma diminuicdo sutil na atividade enzimatica dessas abelhas em
contatocom a substancia. Sugere-se que essa redugcdo pode ser atribuida ao
fungicida protioconazol, pertencente ao grupo quimico dos triazois, que inibe a
sintese de ergosterol em fungos por meio do citocromo P450. Um efeito inibitorio
similar foi detectado nas monoxigenases do citocromo P450 (P450) de abelhas

meliferas,afetando sua via de desintoxicacdo, conforme relatado por Schuhmann
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et al. (2022). Os efeitos observados estdo de acordo com o0s descritos por
Chakrabarti et al. (2015).Segundo esses autores, um elevado nivel de atividade
enzimatica antioxidante é indicador crucial para abelhas em ambientes com
contaminacao por agrotoxicos. Issoindica um potencial efeito nocivo do fungicida
sobre a atividade da GPx.

A atividade da enzima GPx teve um aumento discreto em abelhas
suplementadas e néo expostas a fungicidas (S-SF). De acordo com Wahl e Ulm
(1983), a sensibilidade ao estresse oxidativo em abelhas € reduzida com uma dieta
rica em polen de alta qualidade, mas se intensifica quando alimentadas com pélen
dequalidade inferior ou substitutos de pélen. Esse resultado pode estar relacionado
a qualidade proteica do pélen de girassol utilizado nesse estudo.

Os sistemas de defesa antioxidante em abelhas meliferas abrangem
mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos, ambos fundamentais para mitigar os
danos ocasionados por espécies reativas de oxigénio (ERO) (Corona et al., 2023).
Dentre as enzimas antioxidantes, destacam-se a glutationa S-transferase (GST),
glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD).
Paralelamente, os componentes ndo enzimaticos, como glutationa, NAD(P)H e
vitaminas C e, participam ativamente na neutralizacdo de ERO (Badiou-bénéteau
etal., 2012; Tawfik et al., 2020).

A combinacdo de restricdo nutricional e auséncia de fungicida (R-SF)
potencializou a atividade das enzimas antioxidantes CAT, GSH e GSSG no térax
dasabelhas, sinalizando uma tendéncia pré-oxidante. Esses dados apontam que a
restricdo alimentar pode desencadear estresse oxidativo. Entretanto, a dieta
baseada exclusivamente em pélen de girassol pode ter resultado em um
fortalecimento da defesa antioxidante. JA nas abelhas provenientes de colmeias
suplementadas, que foram alimentadas com polen tratado (SxCF), observou-se
uma reducdao significativana atividade enzimatica de CAT. Esse declinio sugere que
a defesa antioxidante ndo conseguiu neutralizar os niveis de ERO gerados pela
exposicao ao fungicida, possivelmente levando a danos oxidativos.

A relacdo GSH/GSSG é reconhecida como indicador fundamental do
equilibrioredox intracelular e da capacidade antioxidante. Nesse estudo, essa
relacdo indicou que as abelhas submetidas a restricdo e alimentadas com podlen de

girassol tratado (R-CF) apresentaram elevada atividade enzimética, o que sugere
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um aumento compensatério na atividade antioxidante. Por outro lado, a
concentracdo de NAD(P)H se mostrou mais expressiva nas abelhas que receberam
suplementacao (S), sem que o fungicida, na dosagem utilizada exercesse impacto
significativo. Esses dados corroboram ao estudo de Mattos et al. (2017), que
identificaram que a oferta de pdlén pode mitigar os efeitos da exposicdo a
agrotoxicos.

Um aumento significativo nos niveis de peroxidacéo lipidica, evidenciado
pelo marcador MDA, foi observado em amostras de abelhas alimentadas com pélen
oriundo de inflorescéncias tratadas com fungicida, independente da colonia de
origemdas abelhas. A lipoperoxidacdo é reconhecida como um sinal de lesdo
celular e estresse oxidativo. Esse padrdo sugere que a interacdo de suplementacao
alimentar com a exposicéo ao fungicida pode comprometer a saude das abelhas.

O peso inicial das abelhas pode ser influenciado pela suplementagéo
alimentar,tanto com carboidratos como com ingredientes proteicos, resultando em
efeitos positivos na saude e longevidade e das abelhas adultas, desde que a dieta
seja nutricionalmente equilibrada (Kaznowski et al., 2005; lhle et al., 2014). No
presente estudo, o peso inicial das abelhas foi favorecido pelas condicGes
nutricionais mais favoraveis nas colénias com suplementacéo alimentar. Quanto a
longevidade, observa-se que a alimentacdo e a exposi¢cdo a fungicidas afetam
diretamente a longevidade das abelhas.

Abelhas que na fase de cria se desenvolveram em colbnias suplementadas
e que na fase adulta ndo receberam alimento contaminado viveram 16,6% a mais
gue abelhas que tiveram a alimentacédo restrita na fase de cria e receberam
alimento ndocontaminado. Os maiores impactos na sobrevida das abelhas foram
observados quando os insetos receberam na fase adulta alimento contaminado
com polen, com reducao igual ou maior a 18% da longevidade em comparag¢ao com
as abelhas mais longevas (S-SF).

Os resultados presentes alinham-se com as observacgdes de Di Pasquale et
al. (2013), evidenciando que, a depender do estagio de desenvolvimento, a
gualidade e a diversidade do alimento interferem na fisiologia, tolerancia e
sobrevivéncia das abelhas. Importante ressaltar que, embora tanto a restricdo de
alimento quanto a presenca de fungicidas possam provocar diminuicdo da

longevidade, néo foi observado efeito sinérgico entre ambos. Além da nutricdo e
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exposicdo a agrotoxicos,a disponibilidade de agua pode ser um fator importante
para a sobrevida das abelhas, considerando-se que esta substancia pode ser util
em processos metabdlicos ligadosa imunidade e detoxificacdo destes insetos

(Nearman e vanEngelsdorp, 2022).

4.Concluséo

A alimentacéo de abelhas com polen contaminado pelo fungicida composto por
bixafem, protioconazol e trifloxistrobina tem potencial de alterar, por si s0, o
metabolismo oxidativo e a sobrevida das abelhas, sobretudo de abelhas nutrizes

provenientes de colmeias com restricao alimentar.
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