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EFEITO DA NUTRIGAO E DA PROPOLIS VERDE SOBRE ASPECTOS
BIOLOGICOS EM ABELHAS MELIFERAS EXPOSTAS AO FUNGICIDA FOX
XPRO

RESUMO

O uso descontrolado de agrotdxicos tem causado uma perda significativa de abelhas,
tanto as que se encontram na natureza quanto as manejadas em apiarios. Isso tem
levado a diminuicdo da producado das abelhas e a contaminacédo de seus produtos. O
objetivo deste trabalho foi avaliar, através da expresséo génica, se a suplementacao
nutricional acrescida ou ndo de propolis pode mitigar os maleficios a salude das
abelhas expostas a um fungicida de acao tripla. Durante 22 semanas, cinco colénias
tiveram a alimentacdo suplementada com pasta proteica e xarope energético
enquanto outras cinco coldnias ndo receberam suplementacdo alimentare tiveram
acesso restrito ao poélen. Apos esse periodo, abelhas recém emergidas foram
coletadas e introduzidas em gaiolas, onde receberam por sete dias pasta proteica
contendo 70% de pdlen de girassol oriundo de plantas tratadas ou ndo com o
fungicida Fox Xpro, que contém o0s principios ativos bixafem, protioconazol e
trifloxistrobina. Além do alimento proteico, as abelhas receberam xarope energético
acrescido ou ndo com 6,25% de extrato aquoso de propolis verde. Em seguida, foi
analisada por meio de PCR em tempo real a expresséo de genes inerentes a saude
das abelhas, usando tecido abdominal . Foram identificadas alteracdes causadas
pelos fungicidas em genes ligados ao sistema de detoxificagdo (CAT, MnSOD,
CuzZnSOD, GST-1 e CYP3061), nutricdo e longevidade (Vitelogenina e Hexamerina)
e imunidade (Defensina-1, Abaecina, Hymenoptaecina e Apidaecina) causando o
aumento ou a diminuicdo da expressdo dos genes. A prépolis ndo apresentou
capacidade de mitigar os efeitos do fungicida sobre os genes e causou um aumento
significativo da expressao de quase todos os genes. As abelhas suplementadas
durante a fase de cria mostraram melhores resultados em comparacdo com as
abelhas com alimentacao restrita, apresentando menores alteracdes genéticas, maior
sobrevida e maior teor de proteinas na hemolinfa.

Palavras-chave: bixafem, imunidade, nutricdo, pélen, protioconazol, trifloxistrobina.
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EFFECT OF NUTRITION AND GREEN PROPOLIS ON BIOLOGICAL ASPECTS IN
HONEY BEES EXPOSED TO THE FUNGICIDE FOX XPRO

ABSTRACT

The uncontrolled use of pesticides has caused a significant loss of bees, both those
found in the wild and those managed in apiaries. This has led to a decrease in bee
production and the contamination of their products. The objective of this study was to
evaluate, through gene expression, whether or not nutritional supplementation with
propolis can mitigate the harm to the health of bees exposed to a triple-action fungicide.
During 22 weeks, five colonies had their feed supplemented with protein paste and
energy syrup while another five colonies did notreceive food supplementation and had
restricted access to pollen. After this period, newly emerged bees were collected and
introduced into cages, where they received for seven days a protein paste containing
70% of sunflower pollen from plants treatedor not with the fungicide Fox Xpro, which
contains the active ingredients bixafem, prothioconazole and trifloxystrobin. In addition
to the protein food, the bees received energy syrup with or without 6.25% of aqueous
extract of green propolis. Next, the expression of genes inherent to bee health was
analyzed, by means of real-timePCR, from abdomens without the digestive tract of
honey bees. Alterations causedby fungicides were identified in genes linked to the
detoxification system (CAT,MnSOD, CuZnSOD, GST-1 and CYP3061), nutrition and
longevity (Vitellogenin and Hexamerin) and immunity (Defensin-1, Abaecin,
Hymenoptaecin and Apidaecin) causing an increase or decrease in the expression of
genes. Propolis did not show the ability to mitigate the effects of the fungicide on genes
and caused a significant increase in the expression of almost all genes. Bees
supplemented during the rearing phase showed better results compared to bees with
restricted feeding, showing fewer genetic alterations, longer survival and higher protein
content in the hemolymph.

Keywords: bixafem, immunity, nutrition, pollen, prothioconazole, trifloxystrobin
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Capitulo 1 — Consideragoes Gerais

1.1 Introducgao

As abelhas sdo essenciais para o equilibrio dos ecossistemas, pois sao
responsaveis pela polinizagdo de uma vasta gama de plantas, tanto na natureza
quanto na agricultura. Com mais de 20.000 espécies, elas desempenham um papel
crucial na preservagao da biodiversidade das florestas e no cultivo de alimentos. Ao
longo de milhares de anos, as abelhas e as plantas evoluiram juntas, criando uma
relagdo de especializagdo mutua. Algumas plantas dependem diretamente das
abelhas para sua reproducgao, especialmente através do processo de polinizagcéo, no
qual as abelhas transferem o pdlen entre as flores, permitindo a fertilizacdo e a
producao de sementes. Assim, as abelhas ndo apenas sustentam a diversidade das
plantas, mas também sao fundamentais para a producao de alimentos, garantindo
colheitas abundantes e saudaveis. (Freitas et al, 2016).

Embora outros insetos também desempenhem papel na polinizacéo, as abelhas se
destacam pela sua especializacdo nessa atividade, sendo essenciais tanto para as
culturas agricolas quanto para a conservacao da biodiversidade vegetal em diferentes
areas (Moritz et al., 2010). A especializacdo em polinizacdo se da atraves de uma
combinacdo de caracteristicas fisicas, comportamentais e evolutivas. Seus corpos
possuem pelos e suas patas possuem corbiculas para facilitar o transporte de polen
(Imperatriz-Fonseca e Nunes-Silva, 2010). Algumas abelhas, como os zangoes,
utilizam a polinizacéao vibratdria, onde vibram flores para liberar o polen (Vallejo-Marin,
2021). Plantas e abelhas coevoluiram juntas para mutuo beneficio: plantas atraem
abelhas com cores, aromas e estruturas florais, enquanto as abelhas garatem a
transferencia eficiente de pdlen (Villalobos et al., 2019).

Para a coldnia, a busca pelo alimento das abelhas é uma necessidade que impulsiona
toda a atividade incessante das abelhas. A polinizacdo € crucial para que as plantas se
reproduzam, mas para as colénias de abelhas, é apenas um efeito secundario. Para elas, a
polinizacdo € uma fonte de recursos que surge como resultado natural da busca incessante
por néctar e pélen (Patel et al., 2021).

Os servicos de polinizacdo animal aumentam a producao global de culturas em
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um valor adicional de 235-577 bilhdes de dolares, isso tem recebido mais atencéo do
gue outros produtos das abelhas, especialmente nos Estados Unidos, onde o aluguel
de colmeias para polinizacdo € amplamente praticado e representa o principal produto
da apicultura regional. No entanto, desde o século XX, tem sido observado um declinio
na populagéo de abelhas, o que se tornou motivo de preocupacéao global e objeto de
extensas pesquisas. Este declinio acelerado das abelhas representa uma ameaca a
seguranca alimentar mundial. Diversos fatores tém sido apontados como
responsaveis por esse declinio, incluindo doencas, parasitas, enfraquecimento das
colénias, desnutricdo, agrotdxicos, perda e fragmentacdo de habitats, bem como
outros fatores causados pela atividade humana (Johnson et al., 2010; Freitas et al.,
2016).

A dificuldade de conseguir uma dieta equilibrada tem sido um dos fatores mais
apontados, sendo ela, essencial para o crescimento e desenvolvimento das colonias
de abelhas, consideradas superorganismos. A nutricdo das abelhas é dividida em trés
niveis interligados: nutricdo da colbnia, dos adultos e das larvas. Um desequilibrio em
gualquer desses niveis pode prejudicar 0os outros e potencialmente levar ao colapso
da colbnia (Carrol et al., 2017). As reservas alimentares na colmeia sao cruciais para
a sobrevivéncia das abelhas, influenciando suas estratégias de forrageamento e
cuidado com a cria, conforme as necessidades de proteinas, carboidratos,
aminoacidos e outros nutrientes (Alaux et al., 2010).

As abelhas também coletam resinas e produzem propolis, que é uma mistura
de secrecdes vegetais com propriedades antibacterianas, contribuindo para a
imunidade social da colmeia. Embora muitos estudos enfoquem os beneficios da
prépolis para os humanos, ha menos pesquisas sobre sua funcdo como defesa da
colénia contra patdgenos (Simone-Finstrom e Spivak, 2010). Além disso, a prépolis
também reduz rachaduras, impermeabiliza, previne fungos e ajuda a controlar a
temperatura e umidade do ninho (Simone-Finstrom et al., 2017).

Os fatores responsaveis pelo declinio das abelhas ndo atuam isoladamente; na
maioria das vezes, eles estdo interconectados e causam um efeito sinérgico
prejudicial nos insetos. Um exemplo disso é a desnutricdo decorrente de extensas

areas de monocultura combinada com a aplicacdo excessiva de fungicidas e outros
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agrotoxicos, o que resulta em efeitos negativos sobre as coldnias. Em situagfes
graves, essa combinacdo pode enfraquecer ou até mesmo causar a morte das

colonias (Rondeau e Raine, 2022).

1.2 Biologia social das abelhas

Como um dos polinizadores mais importantes tanto para as producdes
agricolas quanto para as florestas nativas, a abelha Apis mellifera L. (1758) n&o pode
ser subestimada ou negligenciada. Com uma distribuigdo natural que inclui a Europa,
o Oriente Médio, a Africa e partes da Asia, hoje em dia a Apis mellifera demonstrou
uma notavel capacidade de adaptagdo ambiental, conseguindo estabelecer-se em
praticamente todos os biomas terrestres habitaveis, independentemente das
variagdes climaticas e das caracteristicas das vegetacdes locais, sendo que agora ela
ocorra em todos os continentes, exceto na Antartica (Tihelka et al, 2020, Marcelino et
al., 2022).

A introducdo das abelhas africanizadas no Brasil exemplifica uma invasao
biologica significativa. Em 1956, pesquisadores brasileiros trouxeram as subespécies
Apis mellifera scutellata e Apis mellifera adansonii, oriundas da Africa do Sul e
Tanzéania, para o estado de S&o Paulo, com o objetivo de um programa de
melhoramento genético. As abelhas europeias presentes no Brasil ndo estavam bem
adaptadas ao clima tropical, e a meta era criar um hibrido mais adequado as
condicbes locais. Contudo, em 1957, algumas rainhas africanas escaparam
acidentalmente e comecaram a se cruzar com as abelhas europeias, resultando nas
abelhas africanizadas (Byatt et al., 2016).

A introducdo das abelhas africanizadas no Brasil exemplifica uma invasao
biologica significativa. Em 1956, pesquisadores brasileiros trouxeram as subespécies
Apis mellifera scutellata e Apis mellifera adansonii, oriundas da Africa do Sul e
Tanzéania, para o estado de S&o Paulo, com o objetivo de um programa de
melhoramento genético. As abelhas europeias presentes no Brasil ndo estavam bem
adaptadas ao clima tropical, e a meta era criar um hibrido mais adequado as

condicBes locais. Contudo, em 1957, algumas colbnias africanas escaparam
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acidentalmente e comegaram a se cruzar com as abelhas europeias, resultando nas
abelhas africanizadas (Rinderer e Hellmich, 1991).

Essas abelhas se espalharam rapidamente por toda a América do Sul e Central,
formando grandes populac¢des selvagens e deslocando as abelhas europeias, exceto
em areas temperadas, onde sua adaptacao é limitada. A rapida expansao das abelhas
africanizadas trouxe novos desafios para a apicultura e a saude publica devido a sua
natureza mais defensiva (Calfee et al., 2020). As abelhas possuem desenvolvimento
holometabdlico, passando pelas fases de ovo, larva, pupa e adulto. Na colénia de
abelhas, existem trés castas adultas: rainha, operéria e zangdo. Embora relacionadas,
essas castas apresentam diferengas marcantes em varios aspectos (Zhao et al.,
2020).

A rainha é a abelha responsavel pela producdo de descendentes dentro da
colonia. A maioria das operarias néo se reproduz, iSso apenas ocorre em situacoes
em que a colbnia fica sem uma rainha, a auséncia dos feromoénios da rainha permite
gue algumas operarias desenvolvam seus ovarios. Essas operarias entdo comecam
a depositar ovos nao fertilizados, que se tornam zangdes. Esse processo pode causar
um colapso social na colbnia, levando-a a ruina (Peso et al., 2016).

As abelhas ocupam diferentes funcdes dentro da colénia, cada uma
desempenhando um papel especifico na sociedade. Isso inclui as abelhas operarias,
gue sao responsaveis por diversas tarefas, como cuidado com as larvas, producéao de
mel, coleta de recursos e defesa da colénia. Quanto a longevidade, as operarias tém
uma vida curta, variando de duas a trés semanas, devido ao desgaste causado pelo
trabalho. Por outro lado, a rainha € o individuo que possui a vida mais longa, podendo
viver até 5 anos (Wegener et al., 2022).

A rainha € a Unica abelha na colénia que se reproduz, copulando com multiplos
zangdes e armazenando esperma na espermateca. Ela deposita os ovos que dao
origem a novas abelhas. Seu desenvolvimento dura 16 dias: trés dias como ovo, seis
dias como larva alimentada com geleia real e sete dias como pupa. Apés esse periodo,
ela emerge como adulta, pesando entre 178-292 mg. (Smith, 2008).

Os zangbBes sdo maiores que as operarias, com o0 dobro do tamanho, e

desenvolvem-se em 24 dias: trés dias como ovo, seis como larva e quinze como pupa.
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A quantidade de zangdes varia de zero a mil, dependendo da comida disponivel. Eles
se desenvolvem de ovos nédo fertilizados, sendo haploides, e sua fungéo principal é
copular com rainhas virgens de outras coldnias. Zangdes adultos pesam entre 196 e
225 mg (Page e Peng, 2001; Winston, 1987).

As operérias sdo as menores e mais numerosas abelhas da colbnia, podendo
ultrapassar 50 mil individuos. Elas realizam diversas fun¢des baseadas na idade e nas
necessidades da colbnia. Seu desenvolvimento dura 21 dias: trés dias como ovo, seis
como larva e doze como pupa, emergindo com peso entre 81 e 151 mg (Kerr et al.,
1956). A divisdo de tarefas € influenciada por feroménios como etil oleato (EO) e
horménio juvenil (JH) (Comper e Eberl, 2020), além de fatores como idade,
experiéncias individuais e condi¢cfes da coldnia (Linksvayer et al., 2009; Crailsheim e
Schmicki, 2004).

As abelhas conhecidas como "limpadoras de células” sdo operarias com até
trés dias de vida e constituem o0 grupo menos especializado em termos de aptidao
para o trabalho na colénia. Devido as suas limitacdes fisiologicas por ainda estarem
desenvolvendo seus corpos, elas sado designadas para a tarefa mais simples, que é
limpar as células dos favos, preparando-os para a postura da rainha. Outras castas
também podem desempenhar essa funcdo (Seeley, 1982). A transicdo dessas
abelhas para a proxima atividade € um processo de desenvolvimento fixo que nao
varia, mesmo em situacdes adversas no ninho (Amdam e Ombholt, 2003).

A partir do quarto dia de vida, as abelhas passam a desempenhar o papel de
nutrizes ou enfermeiras, uma funcéo que exercem por cerca de uma semana. Nessas
funcdes, elas produzem e fornecem alimentos para larvas, rainha, zangbes e
operarias, incluindo as forrageiras (Crailsheim, 1992). Para isso, digerem polen, néctar
e mel para sintetizar um fluido chamado geleia real. Esta geleia é secretada pelas
glandulas hipofaringeas e mandibulares, especializadas para essa tarefa (Hanser &
Rembold, 1964). As glandulas mandibulares, situadas na cabeca das abelhas
préximas as mandibulas, possuem células secretoras e um reservatorio bifurcado.
Essas glandulas sédo essenciais para a producéo de geleia real, que contém acucares,
secrecdes das glandulas mandibulares e proteinas (Salles e Cruz-Landim, 2004).

Além de cuidar da alimentacdo das larvas, as abelhas nutrizes tém a
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responsabilidade de cuidar da rainha, formando um agrupamento ao redor dela. Elas
regulam o comportamento da rainha controlando a taxa de alimentacao e atuam como
mensageiras, espalhando os feromonios da rainha por todo o ninho (Winston, 1987).
Acredita-se que a proporcgéo de larvas cuidadas por nutrizes possa ser o principal fator
gue determina quando essa casta passa para a proxima fase, sendo que, quanto
maior essa proporcao, mais tempo essas abelhas permanecem nesse papel (Amdam
e Omholt, 2003).

Pesquisas conduzidas por Milojevic (1940) e Haydak (1963) revelaram que as
abelhas nutrizes podem permanecer nessa fungdo mesmo em estagios avancados de
vida, desde que haja a necessidade de uma maior de abelhas nessa funcéo dentro da
colonia. Esses estudos destacam a plasticidade comportamental das abelhas e a
capacidade da colonia de se adaptaras necessidades de criacdo de abelhas nutrizes,
mesmo em estagios posteriores do ciclo de vida das abelhas adultas.

Por volta do décimo segundo dia de vida, as abelhas assumem outra funcéo e
sdo chamadas de engenheiras. Nesta etapa, que se estende por cerca de 10 dias,
possuem uma variedade de tarefas dentro do ninho, compreendendo
aproximadamente 15 atividades, desde a constru¢cdo e manutencéo dos favos até o
processamento do néctar e a guarda do alvado (Johnson, 2003; Seeley, 1982). Essa
funcao pode ser dividida em duas categorias com uma variacdo continua entre elas:
as abelhas mais jovens tendem a dedicar mais tempo a tarefas estruturais, como a
construcdo de favos e a manutencdo da colbnia, enquanto as mais velhas se
concentram mais no recebimento e processamento de néctar, além de atividades
gue as cologuem mais perto da entrada da colmeia (Seeley, 2009).

A construcdo e manutencdo dos favos dependem do espaco disponivel no
ninho para a postura de ovos e armazenamento de mel (Pratt, 1998). A nutricdo das
abelhas esta ligada a sua casta na colmeia. As abelhas forrageiras coletam néctar e
transferem para as abelhas engenheiras. O niumero de abelhas envolvidas nessa
transferéncia se ajusta conforme a taxa de forrageamento, comunicada através de
uma danca trémula que recruta mais abelhas quando necessario (Seeley, 1992). A
transicdo para a fase de forrageiras € complexa e enfrenta desafios como balancear

a produtividade, garantir a substituicdo constante de forrageiras e ajustar a populacao
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conforme a disponibilidade de néctar (Johnson, 2010; Ament et al., 2010).

A ultima funcdo desempenhada pelas abelhas com 22 dias de idade ou mais,é
a de forrageadora. Elas sdo as mais velhas e as Unicas a realizarem atividades
fora do ninho (Winston, 1987). Essas abelhas dedicam seu tempo a busca derecursos
essenciais para a sobrevivéncia da colbnia, principalmente pdlen, néctar, agua e
matéria prima da propolis. O néctar e o pélen sdo os recursos que demandam mais
tempo de forrageamento, exceto em situagdes de extremo calor,quando a coleta de
agua se torna a principal prioridade devido a grande demanda demao de obra para
esse fim (Seeley, 2009).

As abelhas sdo alvo de intensas pesquisas sobre sua comunicacao,
especialmente por meio das dancas que realizam para compartilhar informacdes
sobre a localizac&o de alimentos e agua, bem como para selecionar locais adequados
para instalacdo do enxame durante a enxameacéo (Vischer, 2007). As forrageadoras,
gue possuem musculatura desenvolvida no térax e a mais alta taxa metabolica entre
as operarias, trabalham por algumas semanas até a morte, sendo constantemente
substituidas para manter o fluxo de recursos para a colonia (Johnson, 2010).

Essas abelhas precisam de carboidratos como fonte de energia, que sao
transformados em glicose e podem ser convertidos em gordura corporal. Uma
operaria consome cerca de 11 mg de acucar por dia (Huang et al., 1998). O néctar,
principal fonte de carboidratos na dieta das abelhas, varia sua concentracdo de
acucares entre 25% e 40% (Huang et al., 1998). As abelhas forrageiras coletam o
néctar usando sua glossa e 0 armazenamno papo até entrega-lo as abelhas
engenheiras ou nutrizes. O papo € uma estrutura que trabalha em conjunto com o proé-
ventriculo, funcionando como uma valvula unidirecional que permite que o néctar seja
liberado do papo sem risco de contaminacao pelo refluxo do intestino médio (Huang,
2010).

Ao realizar a coleta do néctar, algumas enzimas, como a invertase e a glicose
oxidase, sao adicionadas para iniciar o processamento desse liquido antes mesmo da
chegadaao ninho. A invertase converte a sacarose em glicose e frutose, sendo que a
glicose é posteriormente modificada pela glicose oxidase, resultando em dois

produtosquimicos: acido glucénico e peroxido de hidrogénio. Ambas as substancias
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tornam o mel hostil para bactérias e fungos (Huang, 2010; Haydak, 1970).

As abelhas engenheiras que recebem o néctar iniciam sua desidratagdo no
aparelho bucal, formando uma grande gota entre a lingua a mandibula, depositando-
a nas células do favo. Entdo é realizado um processo chamado ventilagdo, que
consiste na criacdo de uma corrente de ar provocada pela movimentagcdo das asas
dessas abelhas, que promove a evaporacdo da agua presente no néctar (Jones e
Oldroyd, 2006). No momento em que o teor umidade desse néctar chega a um valor
entre 16% e 20%, ponto em que ele se transforma em mel, as abelhas o selam nas
celulas com cera para preserva-lo e protegé-lo contra contaminacgéo e reabsorcao de
umidade proveniente do ambiente. Nessa fase final, 0 mel apresenta uma composicéo
meédia de acucares com cerca de 38% de frutose, 31% de glicose e o restante de di e
trissacarideos (Brodschneider e Crailsheim, 2010).

O polen é essencial para a dieta das abelhas, fornecendo proteinas, minerais,
vitaminas e lipidios necessarios para a sua nutricdo. Uma colbnia de abelhas pode
coletar entre 10 a 26 quilogramas de pdlen por ano, que serve como a principal fonte
de proteina e fornece aminoacidos essenciais que as abelhas ndo podem sintetizar
(Huang, 2010). A escassez de polen ou a baixa qualidade nutricional pode levar a uma
gueda na producao de cria, diminuicdo da sobrevivéncia das operarias e declinio da
populacédo da colbnia (Kleinschmidt e Kondos, 1976).

Quando as abelhas forrageiras visitam flores, o polen adere aos seus corpos e
€ removido pelas pernas dianteiras e intermediarias, formando bolotas que sao
transferidas para a corbicula nas pernas traseiras para transporte ao ninho (Haydak,
1970; Huang, 2010). No ninho, essas bolotas sdo descarregadas em células
especificas, onde outras abelhas operarias compactam o polen até formar uma pasta
(Herbert e Shimanuki, 1978). Durante a primavera e o verdo, grandes quantidades de
polen e néctar sdo coletadas para produzir mel e "bee bread"”, uma mistura de polen,
néctar e enzimas, armazenada para garantir recursos durante periodos de escassez
(DeGrandi-Hoffman e Hagler, 2000).

E fundamental compreender todos os aspectos que influenciam a nutricdo das
abelhas para assegurar sua vitalidade e o papel essencial que desempenham nos

ecossistemas e na agricultura. Ao analisarmos os efeitos de diversos fatores
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ambientais e praticas agricolas na dieta das abelhas, podemos desenvolver
estratégias eficazes para proteger esses importantes polinizadores. Essas medidas
sdo cruciais para preservar a diversidade e a saude dos ecossistemas nos quais

dependemos para a producao de alimentos e para manter o equilibrio ambiental.

1.3 Nutricao das abelhas

A importancia de uma dieta equilibrada é fundamental para a expansao e
o desenvolvimento das colonias de abelhas. Muitas vezes consideradas
superorganismos, as col6nias de abelhas tém sua nutricao dividida em trés niveis
principais: a nutricdo da colbnia, a nutricdo dos adultos e a nutricdo larval; todas
interligadas de maneira direta. Qualquer desequilibrio em uma fase pode afetar
negativamente as outras, potencialmente levando ao colapso das colbnias
(Carrol, etal., 2017). As reservas alimentares dentro das colmeias sdo recursos
vitais para a sobrevivéncia das abelhas, tanto para as larvas quanto para 0s
adultos, que adaptam suas estratégias de forrageamento e cuidado com a cria
de acordo com as necessidades de proteinas, carboidratos, aminoacidos e outros
nutrientes (Alaux et al., 2010).

Abelhas operarias adultas tém alta demanda por energia, mas possuem
reservas limitadas de glicogénio (0,05 a 0,47 mg por abelha). Para suprir suas
necessidades energéticas, elas dependem das reservas alimentares da colonia
ou realizam trofalaxia. Cada operaria necessita de cerca de 4 mg de acucares por
dia para sobreviver. As forrageadoras tém enzimas que permitem a utilizacéo de
polissacarideos, como o amido, durante atividades de alto gasto energético,
como o voo (Hrassnigg e Crailsheim, 2005).

Alguns acucares, como manose, galactose, arabinose, xilose, melibiose,
rafinose, estaquiose e lactose sdo téxicos para as abelhas e podem ser
encontradosem quantidades relevantes no pdlen, néctar de algumas plantas,
como as da familia das Tiliaceae, e em exsudatos de tulipas (Brodschneider e
Crailsheim, 2010). Aproximadamente 40% dos acucares encontrados na soja,

comumente usados como substitutos do polen, sao téxicos para as abelhas. No



entanto, essa toxicidade pode ser reduzida quando as abelhas tém uma grande
guantidade de néctar disponivel ou quando os carboidratos sdo diluidos
experimentalmente para menosde 4% em uma solugdo de sacarose a 50%
(Barker, 1977).

Outra substancia téxica conhecida € o Hidroximetilfurfural (HMF), que se
forma a partir do tratamento térmico ou armazenamento inadequado de agucares,
induzindo uma desidratacéo catalisada pelos acidos de aclucares hexose, como
a frutose. O nivel maximo considerado adequado de HMF é de 30 ppm. Em
niveismais altos, como 150 ppm, a mortalidade das abelhas no vigésimo dia de
vida foi de 15%, em comparagdo com cerca de 12,5% no grupo controle, que
recebeu alimento com 30 ppm de HMF (Jachimowicz e El Sherbiny, 1975).

As larvas sdo cuidadosamente monitoradas pelas abelhas enfermeiras
para garantir que tenham alimento suficiente durante todo o0 seu
desenvolvimento. Elas precisam receber alimento com teor de agucares de 18%
nos primeiros trés dias de desenvolvimento e 45% nos dois ultimos dias
(Brodschneider e Crailsheim, 2010).

Durante todo o seu periodo de crescimento, as larvas recebem cerca de
60 mg de carboidratos (Rortais et al., 2005). A alimentacdo inadequada e a
deficiéncia de carboidratos limitam o namero de crias, levando a um estresse
populacional na colbnia, especialmente quando as fontes de néctar sao
insuficientes e os estoques estdo esgotados devido as condi¢cdes climaticas
desfavoraveis ou falta dediversidade floral (Alaux et al., 2010).

Os carboidratos sédo regularmente suplementados nas coldnias com
solucBes de sacarose, aglcar invertido, xarope de milho rico em frutose e varios
xaropes de frutas, por meio do uso de alimentadores internos ou externos
acoplados ao alvado (Jachimowicz e El Sherbiny, 1975). O xarope fornecido &
coletado pelas abelhas e integrado ao fluxo alimentar da colénia, sendo
armazenado nos favos para uso futuro. Nos alimentadores externos, as abelhas
gue consomem o xarope sao geralmente jovens e nado forrageiras, enquanto nos
alimentadores internos, as mesmas abelhas que recebem o néctar também

consomem o xarope (Free, 1965; DeGrandi- Hoffmann e Hagler, 2000;
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Brodschneider et al., 2007).

O polen é a fonte natural de proteina para as abelhas, com seu nivel
proteico variando de acordo com diversos fatores, como espécie da planta do
qgual o pélen é coletado, clima e regido. O pdlen é processado junto com mel
para se tornar o paode abelha, que possui um valor nutritivo ainda maior que o
polen fresco recém- coletado ou congelado, como também uma melhor
digestibilidade, devido a fermentacéo realizada por bactérias do &cido lactico
presentes no estdmago das abelhas (Nicolson et al., 2013).

As proteinas representam uma parte significativa da matéria seca das
abelhasadultas, com cerca de 66 a 74% nos primeiros dias de vida,
porcentagem quediminui a medida que a abelha envelhece. As operarias
consomem diariamente de 3,4 a 4,3 mg de pdlen, com maior ingestao durante a
fase de nutriz. A concentracdo de proteinas na hemolinfa também varia, sendo
maior nos primeiros dias de vida e dependente da estacdo do ano (Frias et al.,
2016).

Para que as larvas passem por todo o processo de desenvolvimento, sao
necessarios entre 25 a 37,5 mg de proteina ou 125 a 187,5 mg de pdlen, obtidos
através da geleia de operaria. A geleia € processada pelas abelhas nutrizes e
administrada as larvas de acordo com sua idade. Na falta desse alimento, a
colénia interrompe o ciclo de formacao de novas crias para evitar complicacfes
e distarbios na fase adulta das abelhas, que ndo conseguiriam se transformar em
adultos ou se tornariam menos aptas para as tarefas que deveriam desempenhar,
em virtude da alimentacdo inadequada. A composicdo da geleia consiste de
agua, proteinas, acucares simples, lipidios e uma variedade de minerais
essenciais (Sabatini et al., 2009).

A quantidade de aminoacidos na composicdo das proteinas esta
diretamente ligada a capacidade de crescimento das abelhas. Os seguintes
aminoacidos e suas proporcfes essenciais para o desenvolvimento até a fase
adulta sdo: arginina (3,0%), histidina (1,5%), lisina (3,0%), triptofano (1,0%),
fenilalanina (2,5%), metionina (1,5%), treonina (3,0%), leucina (4,5%), isoleucina

(4,0%) e valina (4,0%) (De Groot,1953). E importante notar que aminoacidos
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como serina, glicina e prolina, embora n&o sejam considerados essenciais para
o desenvolvimento das abelhas, ainda tém um papel significativo no estimulo ao
crescimento. Mesmo quando presentes em quantidades abaixo do ideal, esses
aminoacidos podem influenciar positivamente o desenvolvimento das abelhas,
contribuindo para a sua saude e vitalidade. Portanto, apesar de ndo serem
considerados essenciais, seu fornecimento adequado na dieta das abelhas pode
ter um impacto positivo no crescimento e na produtividade da colbnia
(Haydak,1970). Além disso, é importante destacar que as abelhas tém maiores
necessidades de aminoacidos essenciaiscomo leucina, isoleucina e valina.
Limitacdes na disponibilidade desses amino&cidos na proteina alimentar podem
afetar significativamente o crescimento edesenvolvimento de toda a col6nia de
abelhas (Brodschneider e Crailsheim, 2010).

A demanda proteica pode ser substituida a partir de dietas artificiais com
alto nivel proteico que contém polen ou dietas artificiais contendo substitutos do
polen, como: proteina de soja, levedura de cerveja, leite, algas, entre outros
(Standifer etal., 1977). Os substitutos do pdlen tém se apresentado uma opcao
mais econdmicae mais seguros para a formulacédo dessas dietas, ja que o polen
usado em dietas € retirado de outras colonias trazendo consigo o risco de
contaminacao por algum agente patogénico. Por outro lado, sdo consumidos com
maior facilidade do que os substitutos por conta dos fagoestimulantes
encontrados no podlen, tornando-o mais interessantes para as abelhas (Schmidt
e Hanna, 2006).

Os macronutrientes, como carboidratos e proteinas, tém sido alvo de
extensa pesquisa devido a sua importancia conhecida na dieta das abelhas. No
entanto, a ingestdo adequada de lipidios, vitaminas e minerais também é crucial
para a saude das abelhas. Embora esses nutrientes sejam essenciais, suas
necessidades especificas e os niveis ideais ainda ndo foram completamente
explorados (Haydak, 1970). Em particular, o lipidio, que € exclusivamente obtido
pelas abelhas a partir do pdlen, pode variar consideravelmente em sua
concentracgédo, de 0,8% a 18,9%. Além de fornecer energia, o lipidio desempenha

um papel importante na atracdo das abelhas para a coleta de pélen. Para
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compensar variagdes na disponibilidade de lipidios naturais, diversos 6leos séo
frequentemente adicionados a dietas proteicas artificiais, imitando essa
atratividade (Roulston e Cane, 2000). Estudos mostram que as abelhas
aumentam a producao de crias quando 2 a 4% de extratos lipidicos do pdlen séo
adicionados na dieta (Herbert et al., 1980). Principalmente durante a fase de cria
das abelhas, é o momento em que os lipidios sdo metabolizados, sendo também
considerados uma importante fonte de energia e precursor para biossintese
posterior (Cantrill et al., 1981).

Os esterdis, grupo de compostos organicos que possuem uma estrutura
caracteristica de anéis de carbono fundidos e um grupo funcional hidroxila (-OH)
em uma das extremidades da molécula, séo obtidos através do pélen e também
sdo essenciais para as abelhas. As operarias convertem fitoesterdis em 24-
metilenocolesterol, sitosterol e isofucosterol, ndo podendo fazer essa
conversao para colesterol. As abelhas nutrizes tém a habilidade Unica de
transferir esterdis seletivamente para as larvas durante seu desenvolvimento,
mantendo assim niveis constantes desses compostos, principalmente de 24-
metilenocolesterol. Para tanto, as abelhas nutrizes apresentam altos estoques de
lipidios abdominais que sdogradativamente esgotados antes do inicio da fase de
forrageamento (Svoboda et al.,1986).

Quando ocorre uma emergéncia na colmeia e abelhas forrageiras
precisamse tornar abelhas nutrizes, elas podem n&o conseguir recuperar 0s
estoques elevados de lipidios presentes em seus abdomens. ISso sugere que 0
desempenho dessas abelhas nutrizes podem ser reduzido ou até mesmo
insuficiente. Esseslipidios abdominais sdo importantes fontes de energia e
nutrientes essenciais paraas abelhas nutrizes durante a producao de geleia real
e o cuidado com as larvas. Portanto, a incapacidade de recuperar esses estoques
de lipidios pode comprometera capacidade das abelhas nutrizes de desempenhar
suas funcdes de maneira eficaz, afetando assim o desenvolvimento e a saude
da colmeia como um todo. (Tothe Robinson, 2005).

As vitaminas solUveis em agua sdo comuns no polen, sendo sua presenca

influenciada pela diversidade das fontes florais e sua disponibilidade sazonal. Por
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outro lado, as vitaminas sollveis em gordura podem variar ao longo das estacoes,
também dependendo da diversidade das fontes florais. Estudos indicam que a
vitamina C, por exemplo, estd presente no poélen, mas também pode ser
encontrada em pré-pupas em dietas com ou sem restricdo dessa vitamina. 1Sso
sugere a possibilidade de que as abelhas ou seus microrganismos simbiéticos
possam sintetiza-la, assim como outras vitaminas (Brodschneider e Crailsheim,
2010).

Entretanto, alguns nutrientes, como a piridoxina (vitamina B6), sao cruciais
para o desenvolvimento adequado das larvas. Estima-se que seja necessario
aproximadamente 4 mg de piridoxina em 500 g de alimento para garantir um
desenvolvimento saudavel. Além disso, € sugerido que uma quantidade minima
de 5,4 pg de piridoxina seja necessaria para que uma larva alcance o estagio de
ser operculada (Anderson e Dietz, 1976). Além das vitaminas solUveis em agua,
aadicao de vitaminas lipossoluveis, como A, D, E e K, a dieta das abelhas pode
enriquecer substancialmente a producéao de crias. Mesmo que essas vitaminas
nao sejam consideradas essenciais, a inclusdo delas na dieta pode promover
um aumento notavel na producdo de larvas. Estudos indicam que esse
enriquecimento pode ser observado mesmo ao adicionar apenas uma dessas
vitaminas a dieta das abelhas (Herbert e Shimanuki, 1978).

As concentracdes de minerais no pélen variam conforme a fonte floral, mas
0S minerais podem ser encontrados em niveis semelhantes em abelhas
alimentadas com dietas com escassez ou abundancia de pélen. Isso sugere
multiplas fontes de minerais na dieta, como néctar, agua e possivelmente
agrupamentos minerais endégenos em abelhas adultas (Silveira, 2012). Herbert
e Shimanuki (1978) mostraram que adicionar 1% de cinzas em uma dieta sintética
aumenta significativamente a quantidade de crias, mas niveis acima de 2%
podem ser prejudiciais. Esses autores também indicam que uma dieta equilibrada
em minerais requer 1.000 ppm de potassio, 500 ppm de calcio, 300 ppm de
magneésio e 50 ppm de sddio, zinco, manganés, ferro e cobre.

A desnutricdo em abelhas pode causar varios problemas na colbnia,

especialmente quando combinada com a exposicdo a agrotdxicos como
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fungicidas, inseticidas e herbicidas. Esses estressores podem afetar o
comportamento de forrageamento e voo das abelhas, prejudicar sua reproducao
e imunidade, e aumentar a vulnerabilidade a doencas. Esse efeito combinado
pode enfraquecer a coldnia e, em casos graves, levar ao seu colapso (Hernandez
et al., 2021). A salude imunoldgica das abelhas é essencial para protegé-las
contra doencas, e uma boa nutricdo é crucial para manter essa imunidade
(Brodschneider e Crailsheim, 2010).

1.4 Saude das abelhas

As abelhas possuem apenas o0 sistema imunologico inato, que inclui
mecanismos de defesa como barreiras fisicas e celulares, e uma resposta humoral. A
resposta inata utiliza defensores celulares, como os hemdcitos, que realizam
fagocitose e encapsulamento para combater patdgenos. A resposta humoral inata das
abelhas inclui peptideos antimicrobianos (AMPs) e proteinas de fase aguda, que
ajudam a neutralizar toxinas e patogenos (Murphy, 2017). A imunidade inata é
codificada diretamente na linha germinativa e transmitida para a prole (Larsen et al.,
2019).

Os hemacitos sdo os principais agentes da imunidade celular nas abelhas,
transportados pela hemolinfa e responsaveis por processos como fagocitose,
encapsulamento e melanizagdo. Eles também sintetizam e armazenam efetores
humorais, como os peptideos antimicrobianos, associados a outros efetores sollveis
do sistema imunoldgico (Larsen et al., 2019). Esses mecanismos celulares visam
neutralizar corpos estranhos, como particulas infecciosas, através da fagocitose, na
gual os hemdcitos engolfam e eliminam esses agentes (Strand, 2008). Quando 0s
agentes estranhos sdo maiores, desencadeiam o processo de nodulagdo ou
encapsulamento, que envolve 0 agrupamento e a ruptura parcial de hemdcitos na
superficie do agente, liberando substancias que atuam como antioxidantes para
minimizar qualquer dano (Strand, 2008).

Os hemdcitos podem ser classificados em quatro subgrupos: pré-hemacitos,

hemocitos de coagulo, células granulares e oenocitéides. Os dois ultimos grupos
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estdo relacionados a melanizacdo, um processo que ocorre durante e apdés o
encapsulamento. A melanizagdo consiste em uma série de processos humorais e
celulares que tém como objetivo agir sobre lesdes causadas por patégenos, limitando
sua propagacéo e retendo-os para eliminagéo (Strand, 2008; Dubovskiy, 2016).

A profenoloxidase (proPO) € uma proteina presente na hemolinfa das abelhas
gue desempenha um papel crucial na melanizagdo. Sua ativacdo comeca com o
reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPS) pelos
receptores de reconhecimento de patdgenos (PRRs) presentes nos hemacitos. 1sso
desencadeia um processo de adeséo aos agentes estranhos, resultando na formagéao
de uma bainha sobreposta e na liberagdo de enzimas para desgranular ou lisar 0s
agentes (Dubovskiy, 2016; Larsen et al., 2019). Nas abelhas meliferas, apenas
um gene codifica a proPO, sendo expresso de forma mais intensa emabelhas
adultas do que em larvas ou pupas (Lourenco et al., 2013)

A resposta humoral é mediada por produtos quimicos e peptideos
antimicrobianos (AMPSs), proteinas pequenas e altamente conservadas que sao
produzidas e liberadas na hemolinfa em resposta a infec¢des bacterianas, fungicas e
virais (Strand, 2008). Esses efetores humorais podem ser produzidos em diferentes
células, como hemdcitos, células epiteliais e glandulas salivares, mas o corpo
gorduroso da cavidade dorsal € o principal 6rgao de sintese de efetores (Schlins e
Crozier, 2007).

As abelhas possuem quatro familias de AMPs que atuam de forma ampla na
hemolinfa: apidaecina, abaecina, himenoptaecina e defensina. A apidaecina possui
treze sequéncias de cDNA que codificam quatro peptideos distintos, de AcApl a
AcAp4. A abaecina possui onze sequéncias de cDNA, que codificam apenas dois
peptideos, denominados AcAbl e AcAb2. A himenoptaecina € a familia com o maior
namero de sequéncias, totalizando 34 delas, que codificam 13 peptideos diferentes.
Por fim, as defensinas sédo os menores AMPs e agem principalmente contra bactérias
gram-negativas, embora também possam afetar as gram-positivas e fungos. Essa
familia possui 29 sequéncias de cDNA, codificando 29 peptideos, da defensina-1 até
a defensina-29 (Xu et al., 2009; Larsen et al., 2019). A expressao génica tem sido

amplamente empregada nos ultimos anos para diagnosticar os efeitos dos estressores
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tanto no estresse oxidativo quanto no sistema imunologico das abelhas. O PCR
guantitativo em tempo real (QRT-PCR), que quantifica 0 mRNA especifico do gene, é
o método de andlise mais utilizado devido a sua relativa velocidade, sensibilidade,
replicabilidade e precisédo. Ele se tornou o0 método ideal para analisar o padrao de
expressdo génica das abelhas meliferas (Ling et al., 2011; Jeon et al., 2020).

O comportamento higiénico € uma caracteristica essencial, que também deve
ser destacado, correspondendo a uma série de comportamentos individuais que
contribuem para a imunidade social, um fendbmeno presente em muitos insetossociais,
incluindo abelhas, formigas, vespas e cupins. Isso inclui uma variedade de agdes,
como cuidar dos companheiros do ninho, remover detritos, a "febre social" para
eliminar patégenos e o proprio comportamento higiénico (Simone-Finstrom e Spivak,
2010).

O comportamento higiénico é caracterizado pela habilidade das abelhas de
detectar, neutralizar e remover rapidamente potenciais ameacas ao ninho, sendo
principalmente realizado por abelhas engenheiras ou de meia idade. Isso inclui a
remocao de crias infectadas por doencas bacterianas e fungicas, como Paenibacillus
larvae e Ascosphaera apis, antes que possam se espalhar, além da retirada de partes
de crias infectadas pelo parasita Varroa destructor (Spivak et al, 2003). Esse
comportamento ajuda a limitar a propagacéao de infec¢des e reduzir a reproducéo de
acaros, sendo que colénias com alto nivel desse comportamento sdo consideradas
de alto valor econdmico na apicultura (Spivak e Reuter, 1998). A expressao desse
comportamento também pode variar em nivel de colénia, como as caracteristicas de
rapidez e eficiéncia na retirada de crias deficientes, doentes ou mortas podem ser
influenciadas pela quantidade de recursos e pela por¢do de abelhas aptas a realizar
essa tarefa (Spivak et al., 2003).

Os termos "higiénico" e "ndo higiénico" sdo usados para classificar as colonias
guanto a essa caracteristica. Colénias com alto teor de higiene sédo aquelasem que as
abelhas conseguem remover crias anormais com alta eficiéncia, com um indice de
remocdo superior a 80%. Assim, essas colbnias raramente ou nuncaapresentam
sintomas clinicos de doencas especificas (Woodrow e Holst, 1942). Ja em colbnias

nao higiénicas, a remocdao é realizada de forma lenta e quase ineficaz, com menos
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abelhas dedicadas a essa atividade. Isso permite que um ou mais patdgenos se
espalhem pela colbnia, levando ao desenvolvimento de sintomasclinicos ou até
mesmo a morte (Woodrow e Holst, 1942).

Estudos realizados na década de 90 estimam que apenas 10% das col6nias
nos Estados Unidos e na Austrdlia apresentam comportamento higiénico com
eficiéncia na remocédo de crias acima de 80%. A reproducdo seletiva, através da
producdo de rainhas com maior valor genético, pode aumentar a porcentagem de
colonias que exibem esse comportamento de forma eficiente (Spivak et al., 2003).

Moretto (1988) estudou o comportamento higiénico das abelhas em Séo Paulo
e encontrou que ele varia conforme a raca e as condi¢fes climaticas. A A. mellifera
africanizada mostrou um comportamento higiénico mais pronunciado do que a abelha
italiana, independentemente da localidade e do clima. O estudo também revelou que
parasitas como a Varroa destructor se reproduzem mais na primavera, exigindo uma
resposta mais eficaz das abelhas. Em um estudo na Bahia, abelhas africanizadas
apresentaram uma frequéncia média de comportamento higiénico de 82,58% quando
afetadas pela varroa, destacando o alto potencial genético dessas col6nias. No
entanto, a frequéncia variou de 52% a 96%, sugerindo a necessidade de melhor
selecéo genética para aprimorar essa caracteristica nos apiarios do pais (Castagnino
et al., 2016).

Outro mecanismo relacionado a imunidade social € a coleta e o uso deresinas
pelas abelhas, resultando na producao de propolis. Essa substancia € uma mistura de
secrecdes vegetais com propriedades antibacterianas. Embora muitas pesquisas se
concentrem nos constituintes quimicos e nas propriedades biologicas da propolis para
beneficio humano, pouco se estudou sobre como essa coleta de antimicrobianos e
sua incorporacdo no ninho contribuem como defesa em nivel de colénia contra
patdgenos (Simone-Finstrom e Spivak, 2010).

Além de suas propriedades antimicrobianas, a prépolis desempenha outras
funcdes na colmeia, como reducao de rachaduras, impermeabilizacdo, prevencéo do
desenvolvimento de fungos nas paredes e controle da temperatura e umidade interna
do ninho através da condensacdao (Simone-Finstrom et al., 2017).

As abelhas coletam resinas de pequenas goticulas encontradas nos troncos,



29

galhos de éarvores, superficies de algumas frutas ou 4pices vegetais (Kumazawa et
al., 2008). Elas retiram essas resinas dos tricomas e ductos vegetais, cortando
folhas com suas mandibulas. As abelhas que coletam resina preferem folhas jovens
e botdes, que tém uma composi¢do quimica semelhante, em vez de folhas maduras,
gue oxidam ao longo do tempo e tém uma composi¢ao heterogénea. Além disso, elas
mostram preferéncia pelo género da planta, com fémeas sendo preferidas em relacéo
aos machos (Park et al., 2004; Teixeira et al., 2005).

O processo de coleta de resina pelas abelhas segue quatro etapas simples:
primeiro, elas quebram a resina em pedagos menores com as mandibulas, em
seguida, trabalham a resina moldando-a em forma de bolota nas mandibulas; depois,
transferem a bolota das patas dianteiras para as do meio; por fim, acomodam a bolota
na corbicula (Meyer, 1956). Apés essas etapas, as abelhas voam de volta para a fonte
de resina para adicionar mais material a corbicula, embora a razéo exata desse voo
de retorno seja desconhecida, acredita-se que sejapara a abelha avaliar o peso da
carga na corbicula (Simone-Finstrom e Spivak, 2010). O processo completo de carga
da corbicula leva cerca de sete minutos, em média, mas pode variar dependendo das
condi¢cBes climaticas (Teixeira et al., 2005).As abelhas forrageiras ndo conseguem
coletar resina e polen em uma Unica viagem,possivelmente devido ao peso excessivo
a complexidade de realizar a divisdo da carga na colbnia (Armbruster, 1984).

Uma abelha totalmente carregada de resina pode levar cerca de 15 minutos
para descarrega-la, mas em situacées anormais, esse processo pode demorar até
sete horas, podendo até se estender para a noite. O descarregamento requer a ajuda
das abelhas engenheiras, que removem a resina das corbiculas com suas
mandibulas, quebrando-a em pequenos pedacos. Esses pedacos sdo usados
principalmente para revestir as paredes da colmeia ou, em menor quantidade, para
outros fins secundarios, como revestir células do favo. Embora a prépolis tenha
propriedades antimicrobianas, ha poucos estudos sobre sua eficacia contra patdgenos
gue afetam as colbnias, com a maioria dos estudos focando nas doencas de cria:
loque americana, causada pela bactéria Paenibacillus larvae, e cria giz, causada pelo
fungo Ascosphaera apis (Simone-Finstrom et al., 2017).

Um estudo sobre a cria giz investigou o efeito da introducédo de prépolis na
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alimentacao das abelhas por meio de xarope. Embora a propolis ndo tenha sido capaz
de evitar ou erradicar completamente a doenca, os resultados mostraram umareducéo
significativa nos sinais clinicos da cria giz nas colénias suplementadas.Além disso,
menos esporos do fungo causador da doenca foram encontrados no melproduzido
pelas coldnias que receberam a suplementacao de prépolis. Esses achados sugerem
gue alimentar as abelhas com propolis pode ser comparavel a administracao de
antibidticos orais para controlar a doenca e prevenir seu agravamento. Embora nao
seja uma solucéo definitiva, a utilizacdo de prépolis na alimentacéo das abelhas pode
representar uma abordagem promissora para reduzir os efeitos da cria giz e melhorar
a saude das colbnias (Lindenfelser, 1968).

Uma preocupacéo significativa relacionada ao uso de prépolis é a variagdo nas
propriedades antimicrobianas desse composto. Essa variagdo ocorre devido as
diferentes fontes vegetais e regides geograficas onde as abelhas se encontram,
resultando em propolis com composicdes quimicas distintas. Essa diversidade pode
levar a dosagens inadequadas, o que pode comprometer a microbiota benéfica
presente no estbmago das abelhas. Como resultado, as abelhas podem se tornar mais
suscetiveis a outras doencas e, em casos extremos, isso pode até levar amorte
da colbnia (Tian et al., 2012).

Outra preocupacédo ao usar propolis como "remédio”, tanto para o combate de
doencas quanto para mitigar os efeitos subletais de agrotoxicos, € a presenca de
residuos de defensivos agricolas que podem ser encontrados como contaminantes da
prépolis coletada. Em véarias regibes do mundo, foram encontrados residuos de
pesticidas e até mesmo antibiéticos nos produtos das colmeias, como cera, pélen, mel
e propolis (Simone-Finstrom, 2017).

Em estudos recentes, foi observado que as abelhas tém uma potencial
capacidade para identificar a presenca de agrotéxicos, pelo menos nos graos de
polen. Observou-se que algumas abelhas fecham células com pdlen contaminado
armazenado com prépolis e utilizam camadas mais espessas de propolis em células
anteriormente contaminadas. A frequéncia desse comportamento e seu efeito
subsequente sobre a saude geral da col6nia ainda ndo sao totalmente compreendidos
(Johnson, 2015).
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Alguns experimentos que envolvem a administracéo de doses orais de propolis,
em comparagao com outros componentes quimicos, demonstram que a propolis pode
fortalecer ndo apenas o sistema imunoldgico, mas também as vias de desintoxicacéo
para o desafio com patdégenos (Johnson et al., 2012; Mao et al., 2013). Em todos os
agrupamentos nesse experimento, foi observado que as abelhasem ambientes com
prépolis tém uma maior propensdo a investir na producdo de peptideos
antimicrobianos quando expostas a micrébios patogénicos ou compostos quimicos,
em comparacdo com abelhas de mesma idade em col6nias sem propolis. Assim, o
investimento individual em defesas imunoldgicas pode depender do contexto de
investimento geral da colbnia em seus sistemas de defesa (Simone- Finstrom, 2017).
As abelhas tém enfrentado um declinio crescente em sua populagédo, principalmente
devido a exposicao a varios estressores fisicos, quimicos e fisiologicos um assunto
gue sera mais explorado no proximo item. Essesestressores, principalmente quando
combinados, causam uma perturbacédo na homeostase do organismo, caracterizando
o chamado estresse oxidativo (Spivak et al., 2011)

Esse fenbmeno ocorre quando radicais de oxigénio sdo produzidos em
guantidade maior do que o organismo € capaz de neutraliza-los com antioxidantes ,
levando a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) devido aos residuos de
degradacdo. O aumento nas concentragcbes de ERO causa danos oxidativos as
proteinas, lipidios e acidos nucleicos, interferindo na funcionalidade das células,
orgaos e de todo o organismo. Quando o organismo € gravemente afetado, isso pode
levar a morte do individuo (Olgun et al., 2020).

Em situacBes normais, ha um equilibrio entre a producéo de espécies reativas
de oxigénio (ERO) e o processo antioxidante. No entanto, quando esse equilibrio é
perturbado, existem sistemas de defesa enzimaticos e ndo enzimaticos para prevenir
0s danos causados pelos ERO (Yan et al.,, 2012). As enzimas antioxidantes mais
importantes nas abelhas incluem glutationa S-transferase (GST), glutationa
peroxidase (GPX), catalase (CAT) e superéxido dismutase (SOD), enquanto os
componentes ndo enzimaticos incluem glutationa, NAD(P)H, vitaminas C e E,
albumina, &cido urico e queratina (Olgun et al., 2020). A GST desempenha um papel

crucial no estresse oxidativo, revertendo danos causados por inseticidas e distUrbios
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no equilibrio redox ou na produc¢éo de hidroperoxidos lipidicos. Tanto a vitelogenina
guanto o hormdnio juvenil também estdo envolvidos no estresse oxidativo, onde a
expectativa de vida e os niveis de estresse dependem dos niveis de hexamerinas
(Hex) e vitelogenina (Vg), proteinas produzidas pelas glandulas das abelhas operéarias
e também depositada nos ovos pelas abelhas rainhas (Seehuus et al., 2006).

Além de sua funcdo reprodutiva, a vitelogenina também atua como um
antioxidante, retardando o envelhecimento e prolongando a vida util, tanto das
operarias quanto da rainha. Sua concentracdo estd diretamente ligada a
sobrevivéncia da abelha em situacbes de estresse oxidativo agudo, o que pode
explicar a diferenca de longevidade entre as castas. Por exemplo, os zang0es sao
mais sensiveis ao estresse oxidativo devido aos niveis mais baixos de vitelogenina
(Corona et al., 2007).

Os pesticidas sao os principais desencadeadores de estresse oxidativo nas
abelhas, podendo ser agravados por outros estressores, como mas condicbes de
desenvolvimento e alimentacao, condi¢cdes climaticas adversas e patologias (Olgun et
al., 2020). Abelhas expostas a agrotoxicos podem apresentar alteracdes na producéo
das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e xantina oxidase (XOX),
com um aumento significativo nos niveis de SOD e CAT em locais com alto uso de
agrotoxicos (Chakrabarti et al., 2015). O sistema imunoldgico das abelhas é afetado
pelo estresse oxidativo causado pelos agrotoxicos, influenciandoa resposta do
organismo a ameacas e sua sobrevivéncia (Olgun et al., 2020).

Num estudo, a exposicéo ao clorpirifés resultou em aumento da peroxidacéo
lipidica, associada diretamente ao estresse e aos danos oxidativos no sistema
nervoso (Rehman e Waliullah, 2012). O imidacloprido, inseticida utilizado na
agricultura, pode reduzir os niveis de lipoforina na hemolinfa e prejudicar a producéo
de energia pelas mitocondrias das abelhas (Nicodemo et al., 2014, 2018). Herbicidas
também podem induzem o estresse oxidativo em abelhas, diminuindo a atividade de
enzimas antioxidantes e alterando a expressdo de genes relacionados aos
antioxidantes (Williams, 2016).
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1.5 Declinio populacional mundial das abelhas

A relagéo entre humanos e abelhas remonta a pelo menos 6.000 anos antes
de Cristo, como evidenciado por arte rupestre encontrada em cavernas pela Europa
e Africa, indicando uma interag&o rudimentar entre as duas espécies. Essa interacao,
embora tenha sido extrativista, proporcionou beneficios aos humanos, que coletavam
principalmente mel das colénias, mas que também poderia resultar na morte dessas
coldnias. Por volta de 4400 anos antes de Cristo, 0s antigos egipcios desenvolveram
técnicas de apicultura usando potes de argila, o que possibilitou a disseminacao das
abelhas pelo Mediterraneo, marcando um dos primeiros exemplos de apicultura
migratoria rudimentar (Crane, 1999).

Com o progresso humano, a apicultura também evoluiu, com o
desenvolvimento de novas técnicas e praticas de manejo que permitiram a coleta de
recursos sem prejudicar as colénias. No entanto, com o aumento da populacéao
humana e o0 avanco da agricultura, novas ameacas surgiram para as abelhas em todo
0 mundo ao longo do tempo. Um dos principais desafios enfrentados pelas abelhas, e
gue tem despertado grande preocupacdo entre produtores e pesquisadores, € 0
declinio populacional observado em todo o mundo, especialmente nas ultimas seis
décadas. Multiplos fatores tém sido apontados como contribuintes para esse declinio,
sendo tema constante de discussao e pesquisa (Smith et al., 2013).

A perda continua e o possivel desaparecimento das abelhas representam
uma preocupacdo global, uma vez que esses insetos desempenham um papel
fundamental na polinizacdo de diversas culturas agricolas, sendo essenciais para a
seguranca alimentar (Corby-Harris et al., 2016). Mdltiplas causas tém sido apontadas
como fatores contribuintes para o declinio das populagdes de abelhas, incluindo
doencas, parasitismo, fragilidade das rainhas, desnutricdo, uso de pesticidas, perda e
fragmentacao de habitat, e fatores antropicos (Freitas et al., 2016). Embora esses
fatores sejam frequentemente estudados de forma isolada,eles interagem de
maneira complexa, dificultando a determinacdo do impacto real decada um deles
(Corby-Harris et al., 2016).

A rapida expanséao da importacao de mel de outros paises a precos abaixo do
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mercado na década de 60, juntamente com a suspensdo do apoio federal aos
precos do mel nacional em 1996 e a interrupcéo das exportacdes dos Estados Unidos
para o Canada em 1987, houve uma diminuicdo no interesse dos produtores nessa
atividade resultando na perda de 250.000 colénias por ano apenas na Califérnia
(VanEngelsdorp e Meixner, 2010). Essa situagcdo comec¢ou a mudar com a mudanca
de foco do mercado apicola nos Estados Unidos, onde o aluguel de colénias
para a polinizacdo de culturas agricolas se tornou a principal atividade dos apicultores
(Freitas et al., 2016).

No Brasil, a queda na populacéo de abelhas pode ser observada apés o periodo
da Segunda Guerra Mundial, sendo principalmente atribuida a fragmentagéoe perda
de habitat natural devido a rapida intensificacdo da atividade agricola,especialmente
nas plantacdes de soja e cana-de-agucar, além do aumento da urbanizacéo (Beringer
et al, 2019). A diminuicdo das areas de mata com diversidade floristica,
transformando paisagens naturais em vastos campos de monoculturas, combinada
com as mudancas climaticas, afeta diretamente a disponibilidade de alimentos, abrigo
e locais de nidificacdo, prejudicando tanto as abelhas manejadas quanto as selvagens
(Dohler e Pina, 2017). O desmatamento e as monoculturas sdo as principais causas
da desnutricdo enfrentada pelas abelhas, resultando em disturbios morfofisiologicos e
comportamentais que afetam o desenvolvimento da colbnia, reduzem a expectativa
de vida das abelhas e, em situacdes extremas, levam ao declinio das populacdes
(Pires et al., 2016).

O aumento da urbanizacdo também se tornou uma preocupacao, pois reduziu
0 espaco disponivel para a formacdo de ninhos de abelhas, forcando uma maior
introducdo desses insetos aos centros urbanos. Nesses ambientes, as abelhas
tornaram-se mais suscetiveis a estressores como escassez de agua, baixa
disponibilidade de alimentos e aumento da competi¢cdo por recursos entre diferentes
espécies (Hamblin et al., 2018).

Na cidade de Curitiba, Estado do Parand, foi observada uma diminuicdo de
45% na diversidade de abelhas, passando de 112 espécies para 63 entre 1982 e 2015.
Algumas espécies anteriormente consideradas abundantes agora saoconsideradas

extintas na regido. As abelhas eussociais, que nidificam no solo, foramparticularmente
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prejudicadas devido as alteracdes no solo decorrentes do aumento da pavimentacao,
construcao de edificios e mudancas na permeabilidade do solo (Cardoso e Gongalves,
2018). Além disso, h& o risco de acidentes envolvendoabelhas meliferas, devido aos
estimulos mais intensos encontrados em ambientes urbanos, o que pode levar a
eliminacdo de ninhos relatados as autoridades para garantir a seguranca da
populacéo (Freitas et al., 2016).

A urbanizacgéao rural aproximou os produtores, impulsionando a popularizacéo
da apicultura como uma alternativa econ6mica viavel para aumentar a renda,
especialmente para os envolvidos na agricultura familiar. Porém ao se tornar uma
fonte secundaria de renda e uma atividade considerada de baixa manutencdo em sua
maioria, muitos produtores negligenciam o aprofundamento do conhecimento sobre
as abelhas e o mercado de seus produtos (Arruda et al., 2011).

A falta de conhecimento técnico dos apicultores € uma questao que precisa ser
enfrentada. Sem um desenvolvimento técnico adequado, a atividade permanece
estagnada e defasada em comparacdo com outros paises, destacando a importancia
da colaboracdo entre produtores e especialistas (Tassinari et al., 2013). A
profissionalizacéo da apicultura ndo apenas aumenta a producao e a rentabilidadedos
apicultores, por meio da introdugcdo de novas técnicas e aprimoramento no manejo
das colbnias, mas também permite uma identificacdo mais eficaz de problemas, como
a instalacédo de apiarios em locais inadequados, melhor tratamentocontra doencas e
uma relacdo mais solida com os 6rgdos publicos relacionados ao setor (Camargo et
al., 2014). As doencas também sdo uma grande ameaca, dessa forma, para controla-
las de forma eficaz, os apicultores devem estar familiarizados com as principais
doencas e seus processos infecciosos, permitindo um diagndstico precoce para evitar
perdas nas colonias (Moritz et al., 2010).

A domesticacdo das abelhas é apontada como um fator significativo no declinio
de suas populacdes. Na Europa, por exemplo, a alta densidade de manejo resultou
em apenas 2% da populacdo atual de abelhas sendo consideradas selvagens
(Requier et al., 2020). Uma das preocupacdes relacionadas ao manejo éa introducéo
de diferentes espécies em diversas regides do mundo. Esse intercambio provocou o

alastramento de patdégenos e parasitas, como a Apis cerana no norte da Austrélia e a
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Apis florea na Africa, além da introducdo de varias subespécies na Asia, que agora
estao difundidas em todo o continente (Forsgren et al., 2015; Chanpanitkitchote et al.,
2018).

O manejo intenso das abelhas resultou na perda da diversidade genética das
espécies. Esse fenbmeno comecou provavelmente devido a pressdo na selecéo
artificial focada no desempenho das rainhas, combinada com a baixa densidade de
colénias em habitats fragmentados, com predominio de apiarios manejados na
Europa (Panziera et al., 2022).

Nos ultimos anos, o amplo uso da apicultura migratéria, do comércio derainhas
e da reproducéo fora de areas nativas tém levado a muitos eventos de hibridizacéo,
mediados diretamente ou indiretamente pelo homem. Embora essa mistura possa
aumentar a diversidade a curto prazo, também pode resultar nahomogeneizagdo em
grande escala e, consequentemente, na diminuicdo da diversidade genética, levando
a perda de adaptacdes locais (Panziera et al., 2022). Essas mudancas genéticas, as
vezes intencionais em populacdes manejadas, podem afetar significativamente a
aptidao das populacdes locais selvagens a medida que rainhas selvagens e zangdes
manejados se reproduzem (Neumann e Blacquiere, 2017). Por outro lado, as abelhas
meliferas da Floresta de Arnot, localizada no estado de Nova York, ndo apresentaram
uma grande perda de variacdo de DNA nuclear nas ultimas décadas, apesar da
selecdo natural, embora tenha sido observada a perda de algumas linhagens
maternas (Mikheyev et al., 2015).

Contudo, o impacto dos agrotéxicos € um dos aspectos mais debatidos e
pesquisados no contexto do declinio das abelhas. Durante a fase operaria, quando as
abelhas coletam recursos, elas estdo mais expostas aos diferentes tipos de
agrotoxicos, o que pode levar a intoxicacdo dos individuos que realizam atividades
dentro da colénia ao consumirem alimentos contaminados trazidos pelas forrageiras
(Pham-Delegue et al., 2002).

Embora a criacdo de culturas transgénicas tenha sido inicialmente vista como
uma vantagem para a apicultura, pois reduziria a necessidade de pesticidas ao
tornar as plantas geneticamente mais resistentes aos seus agressores,

posteriormente foi observado que essas plantas se tornaram resistentes até mesmo
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aos herbicidas anteriormente utilizados, o que resultou no aumento do uso desses
produtos. Isso ndo apenas contaminou 0s recursos alimentares das abelhas, mas
também teve um impacto negativo na diversidade floral, ja que as plantas daninhas,
gue antes forneciam recursos para as abelhas, foram erradicadas (Johnson et al.,
2010).

A exposigdo continua aos agrotoxicos, mesmo em baixas concentracdes, e 0
acumulo de residuos nas reservas de alimento afetam o sistema nervoso das abelhas,
causando problemas cognitivos, como agucamento do olfato, dificuldade nos voos e
desorientacdo. Em casos mais graves, pode ocorrer o colapso fisioldgico dos
individuos, levando ao definhamento das colbnias, pois as abelhas mais jovens sao
obrigadas a iniciar a coleta de alimentos mais cedo e sofrem 0s mesmos efeitos que
suas predecessoras (Imperatriz-Fonseca et al., 2010; Zhang e Nieh, 2015).

O impacto dos fungicidas, uma categoria de agrotoxico, tem sido uma crescente
preocupacao na comunidade cientifica em relagéo as abelhas. Além dos agrotoxicos
convencionais, os fungicidas também podem representar uma ameaca significativa
para a saude desses insetos (DeGrandi-Hoffman, 2016). A exposicdo a esses
produtos quimicos pode resultar em efeitos adversos, incluindo danos ao sistema
imunoldgico, comprometimento do desenvolvimento larval e reducdo dacapacidade
de reproducao das abelhas. Portanto, compreender e mitigar os efeitos dos fungicidas
€ crucial para proteger as populacdes de abelhas e garantir a polinizacdo adequada

de plantas cultivadas e ecossistemas naturais.

1.6 Impacto dos fungicidas nas abelhas

Com o aumento das doencas fungicas afetando diversas culturas agricolas, o
uso de fungicidas tornou-se vital para garantir a seguranca alimentar global. Culturas
como graos, sementes oleaginosas, frutas e vegetais dependem desses produtos
guimicos para controle de doencas fungicas. Por essa razdo, os fungicidas ja
representam 35% do mercado mundial de agrotoxicos, com previsdo de aumento
favoravel no futuro (Zubrod et al., 2019).

Os fungicidas frequentemente ndo recebem a devida atencao, resultando em
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seu uso excessivo. Podem ser aplicados até dez vezes durante uma temporada, o
gue aumenta a probabilidade de as abelhas que coletam recursos encontrarem
fungicidas em vez de inseticidas no campo. Além disso, por serem considerados mais
seguros para insetos, os fungicidas podem ser pulverizados mesmo quando as
culturas estao em fase de floragdo, momento em que ha um aumento significativo de
insetos nas flores (Favaro et al., 2019). Como resultado, residuos desses produtos
passaram a ser comumente encontrados nas abelhas e nos produtos apicolas,
expondo-as a riscos potenciais de salde (Rondeau e Raine, 2022).

Nos ultimos vinte anos, houve um foco crescente em pesquisas sobre os efeitos
negativos dos fungicidas, incluindo aumento da mortalidade de crias e adultos em
abelhas sociais e solitarias, perturbacdes no comportamento alimentar, dificuldade no
reconhecimento de ninhos, reducao na viabilidade espermatica de zangdes e aumento
da suscetibilidade a patégenos (Rondeau e Raine, 2022). Existem questionamentos
de outros pesquisadores se as exposicoes demonstradas nesses estudos realmente
refletem os cenarios reais de campo, pois é crucial considerar a magnitude, duracéo
e frequéncia da exposicéao, bem como as diferentes rotas de exposicao em diferentes
espécies de abelhas (Cutler et al., 2014;Franklin e Raine, 2019).

A exposicdo das abelhas aos fungicidas pode ocorrer de varias maneiras,
incluindo via oral, contato direto ou inalac&o de particulas volatilizadas no ar. Isso esta
intimamente relacionado ao método e ao momento da aplicacdo do agrotoxico, aos
outros produtos quimicos com 0s quais pode estar associado, as suas propriedades
fisico-quimicas e ao tempo que permanece no ambiente (Boyle et al., 2019). Os
fungicidas podem ser aplicados de véarias maneiras, como pulverizacdo foliar,
encharcamento do solo, granulos incorporados no solo ou como cobertura de
sementes (Zubrod et al., 2019). Além disso, a correlacdo entre fungicidas e outros
agrotoxicos como inseticidas e herbicidas, é comum, resultando em uma alta
exposicdo combinada a multiplos contaminantes (Zubrod et al., 2019).

A pulverizacdo é o principal método de aplicacdo dos fungicidas e esta
intimamente ligada a exposi¢cdo das abelhas a esses produtos. I1sso ocorre porque
as goticulas pulverizadas podem se dispersar pelo vento, atingindo diretamente as

abelhas que estéo coletando recursos ou voando proximo as culturas tratadas. Além
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disso, a pulverizagdo é uma grande fonte de contaminagdo dos recursos de
forrageamento e de nidificacdo, como flores selvagens, solo e dgua (Sanchez-Bayo
e Goka, 2016).

Nota-se que o uso de fungicidas é especialmente comum em culturas arbéreas
e de videiras, aumentando ainda mais as chances e a distancia da deriva, j4 que
nessas culturas geralmente sédo utilizados bicos de pulverizagdo para alcancar alturas
maiores (Zubrod et al., 2019).

A maioria dos fungicidas aplicados no tratamento de sementes possui
propriedades sistémicas, sendo altamente sollveis em agua. Eles sdo absorvidos pela
planta e translocados através do caule e folhas para o polen, néctar e 4gua de gutacao
durante o crescimento da planta. Os fungicidas aplicados nas sementes podem
persistir em baixas concentracdes nos tecidos vegetais por varios meses eno solo
por muitos anos (Sanchez-Bayo e Goka, 2016). Os residuos desses fungicidas podem
contaminar as abelhas por meio de particulas de poeira, resultantes do atrito das
sementes revestidas com fungicidas nas maquinas duranteo plantio (Boyle et al.,
2019).

Alem disso, plantas selvagens proximas as culturas tratadas podem ser
contaminadas pela dispersdo no solo desses fungicidas sistémicos, através do fluxo
lateral de agua ou da pulverizacdo excessiva (Sanchez- Bayo e Goka, 2016).
Residuos de fungicidas podem ser encontrados em todos 0s componentes da
colmeia, tanto na estrutura quanto no alimento. As larvas passam por todo o0 seu
desenvolvimento em um ambiente contaminado, enquanto as abelhasadultas, que
passam a maior parte de suas vidas habitando ninhos feitos de cera possivelmente
contaminada, também séo afetadas (Boyle et al., 2019).

Como mencionado anteriormente, o pélen e o néctar sédo as principais fontes
de contaminacdo por fungicidas. Apos a aplicacdo dos sprays, 0S niveis e a
biodisponibilidade dos fungicidas diminuem com a secagem, mas 0s residuos ainda
podem apresentar niveis moderados ou inaceitaveis de risco por varios dias (Cutler et
al.,, 2014). Esses residuos, ao serem coletados e levados para as colmeias,
permanecem por um longo periodo nas reservas de alimento, sendo posteriormente

consumidos pelas nutrizes, que por sua vez alimentam a cria e a rainha (Rondeau e
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Raine, 2022).

A agua desempenha um papel crucial na colmeia, sendo coletada de varias
fontes, como lagoas, folhas Umidas, orvalho e dgua superficial no solo. Além de ser
essencial para a termorregulacdo, o preparo de alimentos e o metabolismo individual
das abelhas (Cutler et al.,, 2014), ela pode estar contaminada por residuos de
fungicidas provenientes da chuva, da pulverizagdo e do escoamento em solos
contaminados (Zubrod et al., 2019).

Nas areas préximas a plantacées de milho, foram encontradas pocas de agua
com concentracBes relativamente baixas de agrotoxicos. Testes realizados em
laboratério confirmaram que essas doses subletais tém efeitos prejudiciais tanto em
nivel individual quanto em nivel de colonia. Portanto, a agua se torna uma fonte
subestimada de contaminac&o, cujo risco muitas vezes ndo € considerado. Essa
contaminacao nao afeta apenas as abelhas, mas também outros polinizadores e até
mesmo pequenos mamiferos (Samson-Robert et al., 2014).

A cera também € uma preocupacao significativa, pois € utilizada na construcao
das células onde ocorre o armazenamento de alimento e a criacdo de descendentes
(Boyle et al., 2019). Sua contaminacdo geralmente ocorre pelo armazenamento de
polen contaminado e néctar contendo resquicios de fungicidas e outros pesticidas
dentro dos favos (Daniele et al., 2018).

As abelhas solitarias selvagens, assim como as abelhas sociais, estdo
expostas a fontes de contaminacdo semelhantes, como pdlen, néctar e até mesmo
particulas de poeira no ar (Boyle et al., 2019). No entanto, as abelhas solitarias
diferem-se ao construir seus ninhos em vegetacdes ou no solo, sendo essa aprincipal
fonte de contaminacdo tanto para as abelhas adultas quanto para as larvas, que
utilizam materiais como folhas, madeira e lama para nidificar (Sgolastra et al., 2019).
A exposicdo geralmente ocorre por via oral, com as abelhas adultas sendo expostas
durante a busca por alimentos ou enquanto descansam em vegetacdes ou flores, e
as larvas sendo afetadas quando residuos de fungicidas lixiviam das folhas ou do solo,
contaminando seu alimento (Rondeau e Raine, 2022).

Em diversos paises ao redor do mundo, foram detectados diversos principios

ativos de fungicidas nos produtos das colmeias, como a Trifloxistrobina e o
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Protioconazol, que pertencem aos grupos quimicos das estrobilurinas e das
triazolintionas, encontrados em amostras de mel, pélen e no pdo de abelha (Rondeau
e Raine, 2022).

No Brasil, com o aumento da agricultura, houve um estimulo para o
desenvolvimento de fungicidas mais eficazes no controle de fungos, resultando na
formulacdo de produtos comerciais com trés principios ativos. Um exemplo é o
fungicida Fox® Xpro, contendo Trifloxistrobina, Protioconazol e Bixafem,
amplamente utilizado em culturas como algodao, feijao, girassol, milho, soja e trigo
(Agrofit, 2023).

1.6.1 Bixafem

O bixafem é um fungicida que pertence ao grupo quimico das carboxamidas, e
sua acao principal ocorre na cadeia respiratdria mitocondrial dos fungos, inibindo a
enzima succinato desidrogenase (SDHI). Essa enzima é responsavel por transferir
elétrons no complexo Il das mitocéndrias dos fungos, essencial para o processo de
respiracao celular, ciclo do acido citrico e producao de ATP, que ¢é a principal fonte de
energia das células (Oliver e Hewitt, 2014). Ao inibir essa enzima, ocorre uma
interrupcao no transporte eficiente de elétrons, levando a uma redugao na produgao
de ATP e, consequentemente, a diminuigao das atividades vitais das células fungicas,
resultando eventualmente em sua morte (Frac, 2019).

Este fungicida faz parte da nova geragao de principios ativos e possui efeito
mesostémico e sistémico, sendo amplamente utilizado devido a sua eficacia no
controle de doengas fungicas em diversas culturas agricolas, como trigo e cevada
(Oliver e Hewitt, 2014). Seus efeitos sobre insetos ainda sao pouco conhecidos, mas
estudos realizados com outros fungicidas do mesmo grupo quimico revelaram
impactos negativos, incluindo diminuicdo na expectativa de vida das abelhas,
comprometimento da mobilidade das asas durante o voo e efeito sinérgico quando
associado a outros pesticidas (Simon-Delso et al., 2018; Liao et al., 2019; Tsvetkov et
al., 2017).
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1.6.2 Trifloxistrobina

A trifloxistrobina é classificada como uma estrobilurina e tem como principal
funcao inibir a quinona externa (IQe), bloqueando a coenzima Q-citocromo c-redutase,
que € crucial para transferir elétrons no complexo Ill da cadeia respiratoria
mitocondrial. Isso interfere na producao de ATP, que € essencial para as fungdes vitais
das células fungicas. Ao impedir essa transferéncia de elétrons, as células fungicas
nao conseguem gerar energia suficiente, levando a sua deterioragéo e eventual morte,
um processo similar ao observado com o Bixafem (Zambolim, 2007; Reis et al., 2017).

Esse fungicida é comumente utilizado de forma preventiva, sendo aplicado
antes do aparecimento de infecgbes, e € eficaz no controle de uma variedade de
doencas fungicas em culturas como frutas, vegetais e cereais, especialmente aquelas
que afetam folhas e frutos (Zambolim, 2007; Reis et al., 2017).

Existem poucos estudos sobre os efeitos da trifloxistrobina em abelhas
meliferas. Silva-neto et al. (2018) constataram que a trifloxistrobina aumenta
significativamente a taxa de mortalidade e tem efeitos repelentes nas abelhas nativas
Melipona quadrifasciata, que desempenham um papel crucial na polinizacdo de
culturas que requerem a agitagcao das flores para liberar o pélen. Outros principios
ativos do mesmo grupo quimico demonstraram ser prejudiciais para abelhas
meliferas, causando danos ao intestino médio e inibindo a cadeia respiratoria

mitocondrial, assim como nos fungos (Tadei et al., 2019).

1.6.3 Protioconazol

O protioconazol € um fungicida pertencente ao grupo dos triazodis, reconhecidos
por interferir na formagao da membrana celular dos fungos. Ele atua inibindo a
esteroide, um componente crucial para a estrutura celular dos fungos. Existem dois
subgrupos de inibidores: aqueles que afetam a metilacdo de C-14 e os que atuam na
D-isomerase e D-redutase. Quando as particulas do fungicida entram em contato com
as células dos fungos, ocorre o0 acumulo de esterdides, inibindo a conversdo de

lanoesterol para 24-metilenodihidrolanoesterol e a subsequente desmetilagdo na
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posicao C-13. Isso resulta na inibicdo do citocromo P-450 e na formacido de
compostos metilados em vez de ergoesterol e outros esterdides. Esse desequilibrio
de lipidios nas membranas celulares leva a inibicdo de fosfolipidios, acumulo de
acidos graxos livres e, consequentemente, a morte dos fungos (Zambolim, 2007; Reis
et al., 2017).

Esse fungicida tem como objetivo proteger as plantas e erradicar ameacgas
fungicas, impedindo a germinagdo dos esporos, o desenvolvimento do tubo
germinativo, bem como o crescimento micelial e de haustérios (Frac, 2019). Desde
sua liberagdo no mercado em 2004, o protioconazol tem sido amplamente utilizado
para combater uma variedade de doencas conhecidas das plantagdes, como
ferrugem, oidio e manchas foliares, em culturas importantes como soja, cereais e
algodao (Frac, 2019).

Embora haja poucos estudos especificos sobre os efeitos do proticonazol em
abelhas, pesquisas envolvendo outros fungicidas do mesmo grupo quimico sugerem
que efeitos negativos, como disturbios comportamentais e diminuigdo da resisténcia
a patégenos, podem ser observados em abelhas contaminadas com esses fungicidas
(Fisher et al., 2017). Portanto, é crucial realizar mais estudos sobre os efeitos desses
fungicidas, a fim de compreender melhor suas consequéncias e ajudar na protegcao

das abelhas.

2. Objetivo

Através deste estudo, buscou-se comparar o efeito nutricional em abelhas
recém-emergidas de coldnias que receberam suplementacao alimentar com aquelas
de colbnias que passaram por privacao alimentar, ao serem alimentadas com proteina
contaminada com fungicida de acédo tripla. Além disso, procurou-se observar se a
suplementacdo com propolis na alimentacédo energética poderia reduzir ou evitar 0os
danos causados pela alimentacdo contaminada. Essas analises foram realizadas
medindo a expressado de genes importantes para a saude das abelhas, utilizando a

técnica de PCR em tempo real.
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2. CAPITULO - EFEITO DA NUTRIGAO E DA PROPOLIS VERDE SOBRE
ASPECTOS BIOLOGICOS EM ABELHAS MELIFERAS EXPOSTAS AO FUNGICIDA
FOX XPRO

RESUMO

A oferta natural de néctar, pélen e propolis pode nao ser suficiente para atender as
necessidades das coldnias de abelhas meliferas, o que pode prejudicar seu
desenvolvimento e torna-las mais vulneraveis a estressores, como agrotoxicos. Este
estudo buscou avaliar se a suplementagao nutricional, com ou sem prépolis, poderia
melhorar a saude das abelhas expostas a um fungicida de agéao tripla. Durante 22
semanas, cinco coldnias de abelhas receberam suplementagao nutricional (grupo S),
enquanto outras cinco nao foram suplementadas e tiveram acesso limitado ao pdlen
(grupo R). Apéds esse periodo, abelhas recém-emergidas foram mantidas em gaiolas
por sete dias e alimentadas com pasta de pdlen de girassol obtido de plantas tratadas
(F+) ou néo (F-) com o fungicida, além de xarope contendo (P+) ou n&o (P-) extrato
de propolis. Em seguida, as abelhas foram dissecadas para avaliar a expressao de
genes relacionados a saude por PCR em tempo real. Foram registrados dados de
consumo alimentar, peso das abelhas ao emergir (D0), teor proteico da hemolinfa em
D0 e D7, e longevidade das abelhas. Abelhas das coldnias suplementadas emergiram
com maior peso e teor proteico na hemolinfa do que as do grupo nao suplementado.
O fungicida e a proépolis reduziram o consumo de alimentos, e o fungicida afetou
negativamente a expressdo de genes relacionados a detoxificagdo, nutricdo e
imunidade. A propolis aumentou a expressdo de todos os genes estudados. A
longevidade foi maior em abelhas das colbnias suplementadas, especialmente
quando nao expostas ao fungicida. Quando expostas, a prépolis favoreceu a
sobrevida em comparagdo com a dieta com fungicida. Embora ndo tenham sido
observados efeitos positivos da nutricdo ou prépolis na expressao génica, ambos

contribuiram para a longevidade das abelhas expostas ao fungicida de tripla acao.

Palavras-chave: alimentagdo proteica, bixafem, imunidade, protioconazol,

trifloxistrobina
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2. CHAPTER - EFFECT OF NUTRITION AND GREEN PROPOLIS ON BIOLOGICAL
ASPECTS IN HONEY BEES EXPOSED TO THE FUNGICIDE FOX XPRO

Abstract

The natural supply of nectar, pollen, and propolis may not be enough to meet the needs
of honey bee colonies, which can hinder their development and make them more
vulnerable to stressors such as pesticides. This study aimed to evaluate whether
nutritional supplementation, with or without propolis, could improve the health of bees
exposed to a ftriple-action fungicide. During 22 weeks, five bee colonies received
nutritional supplementation (group S), while five others were not supplemented and
had limited access to pollen (group R). After this period, newly emerged bees were
kept in cages for seven days and fed with sunflower pollen paste obtained from plants
treated (F+) or not (F-) with the fungicide, as well as syrup containing (P+) or not (P-)
propolis extract. Next, the bees were dissected to assess the expression of health-
related genes by real-time PCR. Data on food intake, bee weight at emergence (DO0),
hemolymph protein content on DO and D7, and bee longevity were recorded. Bees
from the supplemented colonies emerged with higher weight and protein content in the
hemolymph than those from the non-supplemented group. The fungicide and propolis
reduced food consumption, and the fungicide negatively affected the expression of
genes related to detoxification, nutrition, and immunity. Propolis increased the
expression of all genes studied. Longevity was higher in bees from supplemented
colonies, especially when not exposed to the fungicide. When exposed, propolis
favored survival compared to the fungicide diet. Although no positive effects of nutrition
or propolis on gene expression were observed, both contributed to the longevity of
bees exposed to the triple-action fungicide.

Keywords: protein feed, bixafem, immunity, prothioconazoL, trifloxystrobin
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2.1 Introducgao

As abelhas s&o essenciais para a manuten¢ao dos ecossistemas florestais e a
segurancga alimentar, ja que cerca de 75% das principais culturas agricolas dependem
da polinizagdo cruzada para alta produtividade e qualidade de frutos e sementes
(Rondeau e Raine, 2022). No entanto, mudangas antropogénicas nas paisagens e
sistemas de producao tém pressionado os polinizadores, resultando na redugado de
suas populacdes e levando a desequilibrios ambientais e menor producdo de
alimentos (Aizen et al., 2019). Com a previséo de crescimento da populagdo humana,
é crucial adotar métodos que aumentem a produgao de alimentos sem prejudicar as
populagdes de polinizadores, equilibrando o uso de agrotdxicos no controle de pragas
e doengas (Godfray e Garnett, 2014).

O cultivo de monoculturas em grandes areas, que reduz a vegetagao nativa,
pode prejudicar a nutrigdo das abelhas devido a menor abundancia e diversidade de
fontes de néctar e podlen (Hernandez et al., 2021). Dietas desequilibradas,
especialmente em combinagdo com a exposi¢cdo a agrotoxicos, comprometem o
desenvolvimento das abelhas e suas colénias. Esses fatores juntos podem reduzir a
sobrevivéncia das abelhas e enfraquecer as colbnias, levando-as ao declinio (Grassl
et al., 2018).

Na agricultura, visando potencializar os efeitos de um fungicida, dois ou mais
principios ativos podem ser misturados num mesmo produto, de modo a se obter
maior eficacia no controle de fungos patogénicos. No Brasil, um produto com tais
caracteristicas € o fungicida Fox® Xpro (BAYER, 2022), que apresenta acgao
mesostémica e sistémica contra fungos, sendo indicado para o uso nas culturas da
cevada, girassol, milho, soja, trigo e feijao, para o combate de diversas doengas, como
a Mancha em Rede, Alternaria, Ferrugem, entre outros (Pubchem, 2023).

Embora a toxicidade dos fungicidas seja relativamente menor que a dos
inseticidas para as abelhas, a exposi¢cao a agrotoxicos desta classe pode aumentar a
mortalidade das crias, reduzir a expectativa de vida das abelhas adultas, alterar o
comportamento alimentar, dificultar o reconhecimento do ninho e diminuir a viabilidade

dos espermatozoides dos zangdes (Simone-Finstrom et. al., 2010).
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Para tentar amenizar os efeitos decorrentes da exposigdo a agrotdxicos, é
possivel suplementar a dieta das abelhas, de modo a atender as exigéncias
nutricionais inerentes as colbnias, favorecendo o seu desenvolvimento e resisténcia a
estressores ambientais (Alaux, 2010). Tosi et al. (2018) observaram que as abelhas
que receberam uma dieta mais rica em nutrientes, incluindo proteinas e vitaminas,
apresentaram uma menor taxa de mortalidade quando expostas & agrotoxicos em
comparagao com aquelas em uma dieta menos nutritiva.

Outra estratégia que tem sido pesquisada para favorecer a saude das abelhas
€ a introducéao de propolis na dieta destes insetos. Estudos mostram que a adi¢ao de
prépolis ao xarope de alimentagdo pode trazer beneficios significativos para as
abelhas (Mura et al., 2020). Além disso, a incorporagdao de prépolis em pastas
proteicas também tem sido investigada com resultados promissores (Turcatto et al.,
2017). Embora a propolis ndo seja tradicionalmente considerada um alimento, ela
contém compostos bioativos que podem ser transferidos para o mel, proporcionando
efeitos positivos na saude das abelhas. Esses compostos, presentes naturalmente no
mel devido a coleta de resinas pelas abelhas, tém propriedades antimicrobianas e
antioxidantes, que ajudam a fortalecer o sistema imunolégico das abelhas e melhorar
sua resisténcia a doencgas e estresses ambientais (Berenbaum e Calla, 2021).

Uma dieta nutritiva é essencial para fortalecer a resisténcia das abelhas aos
fungicidas. Estudos mostram que uma alimentagao equilibrada, rica em proteinas e
vitaminas, pode melhorar seu sistema imunoldgico. Além disso, a propolis também
pode ajudar, pois favorece a saude das abelhas e as protege contra diversas doengas
(Johnson, et.al., 2010; Alaux et al, 2010). Portanto, € crucial garantir que as abelhas
tenham acesso a uma boa alimentagdo e outros recursos naturais que as abelhas
utilizam para elaborar a propolis, visando se manterem saudaveis e resilientes frente
as perturbagdes ambientais (Alaux et al, 2010; Simone-Finstrom et al, 2017).

Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar se a suplementacéao
nutricional e a adicdo de proépolis verde a dieta de coldonias de abelhas meliferas
podem contribuir com a saude das abelhas meliferas expostas a um fungicida de agao

tripla, que contém os principios ativos bixafem, protioconazol e trifloxistrobina.
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2.2 Materiais e Métodos

2.1 Local do experimento

O experimento foi realizado no setor de apicultura da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Tecnoldgicas da UNESP — Universidade Estadual Paulista, Campus de
Dracena, sediado no municipio de Dracena, tendo como coordenadas geograficas:
21°27°33” de Latitude Sul e 51°33°22” de Longitude Oeste, a 392m de altitude (Figura
1).

Figura 1. Area da Faculdade de Ciéncias Agl:ér:ias e Tecnoldgicas, da UNESP —
Universidade Estadual Paulista, Campus de Dracena, na qual esta instalado o apiario

experimental utilizado nesta pesquisa. Fonte: Google Maps.
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2.2 Colonias de abelhas meliferas e manejo alimentar

Foram selecionadas dez colénias padronizadas de abelhas meliferas (Apis
mellifera), com rainhas acasaladas naturalmente, instaladas em colmeias tipo
Langstroth e submetidas a dois manejos alimentares, por um periodo de 22 semanas.
O primeiro manejo, aplicado em cinco coldnias, consistia da suplementacdo (S)
nutricional realizada semanalmente com 100g de pasta proteica, que continha trés
partes de pdlen apicola e uma parte de mel silvestre, obtidos do apiario no qual a
pesquisa foi desenvolvida. Além da pasta proteica, estas colbnias receberam 500ml
de xarope energético, a base de agucar e 4gua em proporgdes iguais, duas vezes por
semana. As outras cinco colbénias foram submetidas ao segundo manejo alimentar,
que consistia na redugao (R) do acesso ao alimento proteico, por meio da instalagéo
de coletores de pdlen no alvado destas colmeias (Figura 2). Ademais, estas colbnias

nao receberam qualquer tipo de suplemento alimentar.

Figura 2. Colmeia com coletor de pdlen para manejo de colénia do grupo com reducao
do acesso ao alimento proteico (A) e detalhe da gaveta do coletor com pellets de pdlen
(B). Fonte: Arquivo pessoal.
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A coleta do pdlen apicola das colénias do grupo R foi realizada diariamente,
sendo registrado o peso de polen apicola obtido por semana para cada colénia deste
manejo alimentar, por meio do uso de uma balanga semi-analitica,

Para estimar a quantidade de pdlen que nao ficava retida nos coletores de
polen, foi determinada a eficiéncia dos coletores. Para tanto, foi feita a observagao
visual e registro do numero de abelhas campeiras ingressando nas colmeias por meio
dos coletores e com bolotas de pdélen nas corbiculas, durante 30 minutos, entre 8 e
10h, em cada colmeia, com trés repeticdes. Ao final de cada periodo de 30 minutos,
os pellets de pdlen que estavam dentro de cada gaveta dos coletores foram contados.
Esses dados foram utilizados para determinar a eficiéncia dos coletores de pdlen, que

foi determinada a partir da férmula:

Eficiéncia de coletor de pdlen = n° de bolotas de pdélen/ (2 X n° de abelhas com
polen) X 100.

2.3 Cultivo de girassol, tratamento com fungicida e obtengao de pélen

Para elaboracao de dietas isoproteicas as quais abelhas oriundas de colbnias
dos dois manejos nutricionais, foi obtido pélen de girassol, a partir de plantas tratadas
ou nao com fungicida. Para tanto, foi realizado o cultivo de girassol (Helianthus annuus
L.), da variedade CATI Multissol, numa area de 3.000 m?, com espagcamento de 0,45
entre linhas e 0,40 m entre plantas. As adubacgbdes de plantio e cobertura foram
realizadas conforme as recomendagdes de (Cantarella et al., 2022), e ndo foram
utilizados quaisquer tipos de agrotdxicos para prevenir ou controlar pragas desta
cultura.

Para coletar o polen das plantas de girassol e impedir que as abelhas e outros
insetos tivessem acessos as flores, centenas de inflorescéncias foram cobertas com
sacos de TNT (Tecido Nao Tecido) antes da antese (Figura 3). Com a maioria das
flores abertas em cada inflorescéncia, os caules das plantas foram cortados e as

partes contendo as inflorescéncias foram levadas para o laboratoério.
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Figura 3. Inflorescéncia coberta por saco de TNT. Fonte: arquivo pessoal.

Em seguida, as inflorescéncias foram retiradas dos sacos de TNT e colocadas
sobre o solo, em area aberta, com 0 mesmo espagamento utilizada na plantagao
(Figura 4), para a aplicagao do fungicida Fox Xpro (Bayer, 2019). A drea ocupada com
as flores foi calculada para a determinacéo da quantidade de produto a ser aplicada,
considerando-se a dose recomendada na bula do produto para o controle de Alternaria
helianthi. Sendo assim, foi utilizado o equivalente a 0,5L ha™' do fungicida em 144 litros
de calda por hectare, com equipamento de pulverizagao com pressao de 200 kPa, a

0,5 m de altura das flores, sem a presenga de vento.
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Figura 4. Inflorescéncias de girassol dispostas sobre o ch&do para a aplicagdo do
fungicida Fox Xpro. Fonte: Arquivo pessoal.

Ap0ds quinze minutos da aplicagéo, tempo necessario para que a calda secasse,
as inflorescéncias foram recolhidas e levadas para o laboratério. Por meio de agitagao
manual das inflorescéncias sobre uma bandeja, ocorreu a liberagdo dos graos de
polen (Figura 5), os quais foram acondicionados em tubos plasticos de 50 mL, que
foram armazenados em ultrafreezer (-80°C). Para o grupo controle, o pélen foi obtido

sem a aplicagao do fungicida sobre as inflorescéncias.
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Figura 5. Retirada do pdlen através de agitagdo. Fonte: arquivo pessoal.

2.4 Determinacgao da concentragao de prépolis na alimentagao energética

Para a inclusdo da prépolis na alimentagédo energética, foi realizado um teste
de toxicidade oral de xaropes com diferentes concentragcbes de extrato aquoso de
propolis verde, da empresa Apis Flora, que contém 11% de extrato seco. Foram
determinadas as doses 0%, 6,25%, 12,5%, 25% e 50% de extrato de proépolis verde
em xarope, que continha duas partes de agucar de cana-de-agucar e uma parte de
agua (OCDE, 1998) (Figura 6).
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Figura 6. Xaropes energéticos a base de agucar e agua, contendo diferentes niveis
de extrato aquoso de prépolis verde. Fonte: Arquivo pessoal

Abelhas campeiras de colonias ndo submetidas ao manejo alimentar foram
coletadas do alvado das colmeias e divididas em pools de 20 abelhas, introduzidos
em gaiolas plasticas transparentes, com volume de 250mL, e que apresentavam
tampa perfurada para permitir a troca gasosa. Junto a tampa, foi inserido um microtubo
furado com agulha na parte inferior para que as abelhas pudessem acessar o xarope,
que foi fornecido ad libitum. Trés gaiolas para cada tratamento foram colocadas em
incubadora com temperatura (33°) e umidade (70%) controladas, onde permaneceram
por 96 horas. O numero de abelhas mortas foi registrado diariamente.

Com base nos dados de mortalidade das abelhas, determinou-se que a
concentragao letal média (CL50) foi de 54,4% (logaritmo da CLso= 1,699; probit =
1,782xLog (Concentragao) + 1,9053; coeficiente de determinacao (R?) = 0,91; e erro
padrao (SE) = 0,132. Considerando-se estas informacgbes, optou-se por utilizar
alimento energético com a menor concentragao de extrato de propolis avaliada, que

foi equivalente a 11,5% da CLso calculada.
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2.5 Obtencgao de abelhas recém emergidas

Para todos os ensaios descritos a seguir, foram retirados quadros com abelhas
prestes a emergir das colonias submetidas a um dos manejos alimentares (S e R)
(Figura 7). No laboratério, os quadros foram acondicionados em caixas com laterais
de tela, os quais foram colocados em incubadora com temperatura (33°C) e umidade

(70%) controladas, onde permaneceram por 12 horas até a coleta das abelhas.

Figura 7. Coleta manual de abelhas recém emergidas de quadros retirados das

colénias submetidas ao manejo alimentar. Fonte: Arquivo pessoal.

A coleta foi realizada de maneira manual com as méos devidamente
higienizadas. Abelhas recém emergidas foram agrupadas em pools com vinte
individuos oriundos de colénias com o0 mesmo manejo alimentar, e colocadas em
gaiolas plasticas com volume de 250mL, com tampa perfurada para permitir a troca

gasosa e com entradas para receber os alimentadores (Figura 8).
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Figura 8. Gaiola adaptadas para receber uns pools de abelhas. Fonte: Arquivo
pessoal

2.6 Avaliacao do peso das abelhas recém emergidas

Abelhas recém emergidas de cada manejo alimentar foram acondicionadas em
gaiolas plasticas de 250mL, que foram introduzidas em freezer (-20°C) por 20 minutos.
Constatada a morte dos insetos, as abelhas de acordo com o manejo experimental
das colbnias foram divididas em grupos com individuos. Cada grupo foi colocado num
cadinho, pesado em balanga analitica antes e apds a colocagdo das abelhas.
Posteriormente, os cadinhos foram colocados em estufa com circulagéo de ara 105°C
por 16 horas, para secagem. Apds esse periodo, os cadinhos com as abelhas foram
pesados novamente. Por meio dos dados obtidos, determinou o peso das abelhas

antes e apds a secagem e a relagao entre o peso seco e o peso fresco (AOAC, 1990).
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2.7 Alimentacao das abelhas contendo extrato aquoso de prépolis e pdlen de
girassol em gaiolas

Foi preparado um xarope energético contendo duas partes de agucar de cana-
de-agucar e uma parte de agua. Em seguida, foi acrescido o extrato aquoso de
propolis verde a este xarope, em concentragao de 6,25% em relagcéo ao volume total
de xarope. Este alimento energético enriquecido com extrato aquoso de propolis foi
disponibilizado as abelhas por meio de microtubo introduzido na tampa, com acesso
ao xarope por meio de um furo feito com agulha na extremidade inferior do microtubo.

O alimento proteico continha trés partes de pdlen de girassol (oriundo de
plantas tratadas ou ndo com fungicida) e uma parte de mel. Apés a mistura destes
ingredientes, a pasta obtida foi colocada em microtubos utilizados como cochos, os
quais tiveram suas extremidades abertas com faca para permitir o acesso das abelhas
a este alimento.

Dessa forma, foram estabelecidos seis tratamentos em esquema fatorial,
considerando o manejo alimentar das colénias (S ou R), a exposi¢ao das flores ao
fungicida (F+) ou néo (F-) e a inclusao de extrato aquoso de prdpolis verde ao xarope
(P+) ou ndo (P-). Para cada tratamento, foram utilizadas trés gaiolas com 20 abelhas.
As quantidades fornecidas e consumidas de alimento energético e proteico foram
registradas diariamente, por meio da pesagem em balanga analitica dos
alimentadores vazios, e dos alimentadores com alimento antes do oferecimento nas
gaiolas e apds o periodo de consumo. Esse procedimento foi realizado durante sete
dias e neste periodo as gaiolas permaneceram em incubadora com temperatura
(33°C) e umidade (70%) controladas (Figura 9).
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Figura 9. Incubadora onde permaneceram as abelhas durante o processo de
tratamento alimentar. Fonte: Arquivo pessoal.

2.8 Avaliacao da longevidade das abelhas

Foram utilizadas 480 abelhas recém emergidas, sendo metade oriunda de cada
grupo de colénias submetidas aos dois manejos nutricionais, as quais foram divididas
em 24 gaiolas com as mesmas caracteristicas que as demais ja descritas. As gaiolas
permaneceram em incubadora, com trés repeticbes por tratamento (2 manejos
alimentares das col6nias de origem das abelhas, 2 pastas proteicas e 2 xaropes
energéticos). A alimentacédo foi fornecida diariamente ad libitum e com a mesma

frequéncia foi registrado o numero de abelhas mortas em cada gaiola.

2.9 Quantificagao de proteinas na hemolinfa das abelhas

Abelhas recém emergidas de ambos os manejos alimentares das coldnias
foram separadas em dois grupos, sendo o primeiro para a analise no dia da

emergéncia (DO) e o segundo para andlise apds sete dias (D7), com as abelhas
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recebendo as dietas experimentais com pasta proteica com polen de girassol
contaminado ou n&do com fungicida e xarope energético com extrato aquoso de
propolis verde ou nao.

Foram coletados pools com 10 uyl de hemolinfa de abelhas do mesmo
tratamento, a partir de orificio aberto por meio da retirada das antenas das abelhas e
pressdo com o dedo indicador sobre o térax da abelha (Borsuk et al, 2017) (Figura
10).

Figura 10. Extragdo de hemolinfa pela cavidade das antenas. Fonte: Arquivo pessoal.

A quantificagdo das proteinas foi feita por meio do método de Bradford (1976),
em placas de Elisa de fundo achatado (Figura 10) e processado em Biochrom EZ
Read 2000 Microplate Reader. Para determinar a quantidade de proteina, foi utilizada
a equacao da curva padrao de albumina. Esta curva foi determinada previamente e
utilizada como referéncia na analise, permitindo a comparacéao e obtencao dos valores

de interesse.
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2.10 Extracao de RNA e construcao de biblioteca de cDNA

Para avaliagdo da expressdo génica, abelhas recém emergidas foram
submetidas as dietas experimentais por sete dias. Em seguida, as abelhas passaram
por insensibilizacdo em freezer (-20°C) por alguns minutos. Uma vez anestesiadas,
foram fixadas individualmente em placa de vidro com cera. Com auxilio de tesoura,
pincas entomoldgicas e lupa, as abelhas tiveram os abdomens separados,
desprezando-se cabega, térax e intestino (Figura 12). Cerca de 100 mg de material
(equivalente a seis abdomens) foram reservados em microtubos, os quais foram
armazenados em ultrafreezer (— 80°C), com seis repeti¢des para cada tratamento, que

foram posteriormente analisados.

Figura 12. Abelha em processo de preparo para dissecagao (A) e detalhe da abelha
apos a retirada do intestino (B) Fonte: Arquivo pessoal

Foi realizada a analise do transcriptoma por g°PCR em Real Time, dos primers

descritos na Tabela 1.



Tabela 1. Genes, suas respectivas sequéncias de primer (GenBank) e referéncias

GENE

SEQUENCIA (5°-3’)

REFERENCIA

81

RIBOSOMAL PROTEIN 49
(RP 49)
CATALASE (CAT)

SUPEROXIDE DISMUTASE
MANGANES DEPENDENTE
(MNSOD)

COBRE-ZINCO SUPEROXIDO
DISMUTASE (CUZNSOD)
GLUTATHIONA
STRANSFERASE 1 (GST-1)
CYTOCHROME P450 306A1
(CYP306A1)

VITELOGENINA

HEXAMERINA

DEFENSINA-1

ABAECINA

HIMENOPTAECINA

APIDAECINA

F: CGTCATATGTTGCCAACTGGT

R: TTGAGCACGTTCAACAATGG

F: TGGAGCAAGTCCTGATAAAATGC
R: AAGAAGTGCAGCGTCTGGTTTAC
F: GGTGGTGGTCATTTGAATCATTC
R: AAGAAGTGCAGCGTCTGGTTTAC

F: GTCGTTCCGTGTAGTCGAGAA
R: TCCTTTGACTTCACCCTGAAGA
F: TGCCGATCGATTTTTATCAACTT
R: AGCCGTCAACGCAACTGC

F: CGTCGATGGGAAGGATAAAA

R: TCGGTGAAATATCCCGATTC

F: TCGACAACTGCGATCAAAGGA
R: TGGTCACCGACGATTGGATG

F: AACTCGCTCAACTTTCCACAA
R: GGCTCACATAACTAACCTCACC
F: TGCGCTGCTAACTGTCTCAG

R: AATGGCACTTAACCGAAACG
F:AGATCTGCACACTCGAGGTCTG
R: TCGGATTGAATGGTCCCTGA

F: CTCTTCTGTGCCGTTGCATA

R: GCGTCTCCTGTCATTCCATT

F: CTTTGTAGTCGCGGTATTTGG

R: AGGCGCGTAGGTCGAGTAG

Lourencgo et al.
(2008)
Lourencgo et al.
(2008)
Lourencgo et al.

(2008)

Lourenco et al.
(2008)
Lourengo et al.
(2008)
Lourenco et al.

(2008)

Simone et al. (2009)

Lourenco et al.

(2008)

Siede et al. (2012).

Lourenco et al.
(2008)
Lourenco et al.
(2008)
Lourenco et al.

(2008)

Para a extracdo de RNA, os abdomens passaram por um processo de

trituracdo em conjunto com 1 ml de Trizol® LS Reagent (Invitrogen™) (Figura 13 A),

depois desse processo esperar cinco minutos e passar o conteudo para um

eppendorf. Nesse novo eppendorf se adiciona 200 uL de cloroférmio e agitado em
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um vortx por 15 segundos, o liquido proveniente desse processo foi centrifugado a
12.000 x g, por 15 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante obtido transferido com ajuda
de uma pipeta para um novo eppendorf, onde foi adicionado 0,5 ml de isopropanol.
Essas amostras foram agitadas em vortex e centrifugadas a 12.000 x g, por 10 minutos
a 4°C. Dessa vez, o sobrenadante foi descartado e os pellets de RNA restantes
passaram por um processo de lavagem por trés vezes, recebendo uma dose de 1000
ML de etanol (Figura 13 B) e centrifugados a 7500xg, por 5 minutos a 4°C. Depois
centrifugados, mais uma lavagem é feita com 500 pL de etanol e tiveram seu
sobrenadante novamente descartado e, por fim, foram deixados de repouso por 15
minutos para a secagem dos pellets. Por ultimo, os pellets foram suspensos com 100
ML agua molecular e deixados para descansar mais 5 minutos e posteriormente

dissolvidos com uma pipeta.

\\ . h‘
Figura 13. Processo de trituragdo dos abdomens em conjunto com o trizol (A) e
microtubo com pellet de RNA durante o processo de lavagem (B). Fonte: Arquivo
pessoal.

Apos o isolamento do RNA, foi realizada a quantificacdo através de
absorbancia de 260nm utilizando o Nanodrop-1000 (Thermo Scientific) (Figura 14). A
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partir do RNA extraido foi construida a biblioteca de cDNA, através da transcrigao
reversa (RT) usando 1 mg de RNA total e iScriptTM Il (Life Technologies). O cDNA
resultante foi armazenado a -20°C até o uso. Em seguida, a sequéncia foi amplificada
pela reagédo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando os primers alvos, referentes

as abelhas.

Fgura 14. Quantificagao do RNA através de absorbancia de 260nm em ng utilizando
o Nanodrop-1000 (Thermo Scientific). Fonte: Arquivo pessoal.

2.11 Determinagao molecular da expressao de genes

A determinagdo molecular da expressado de genes foi realizada por meio do
método da reagao em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR-RT) e os resultados
foram analisados por quantificagao relativa pelo método 2 — AACt (Pfaffl et al., 2004;
Reboucas et al., 2013).

O processo para o qPCR foi realizado em placas de 96 pocos, usando iTaqg TM
Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad). As reagdes foram feitas de acordo com
as instrucdes do fabricante, com reacgdes individuais, sendo depositados 20 pl por
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poco, formado pela mescla de 10 yl do complexo principal de PCR SYBRGreen (2x),
8 pl de iniciadores 200 nM e 2 pyl de molde de cDNA (amostras) (Reboucas et al.,
2013).

Todas as reacgdes foram realizadas no sistema de deteccdo de gPCR em tempo
real iCycler iQ ™ (Bio-Rad Laboratories), sob o protocolo: 95 °C por 5 min, 40 ciclos
de 95 °C por 30 s, 56 °C por 30 s, seguido por analise da curva de dissociagao (curva
de fusado) para verificar a amplificagdo de um unico produto. As temperaturas para os
ciclos desnaturacao-hibridizacao-sintese utilizados foram adequados de acordo com
a literatura, para resultar na sintese de centenas de milhdes de copias do fragmento
de DNA amplificado (Pfaffl, 2004).

O limiar da fase exponencial denominado de Cycle Threshold (Ct), foi detectado
durante os ciclos de temperatura, quantificando-se exatamente os produtos da reacao
de amplificacdo devido a emissao de fluorescéncia. Os dados de expressao foram
usados para calcular o valor do ciclo limite (Ct). A eficiéncia da PCR e a taxa de
expressao relativa de genes alvo em grupos experimentais versus grupos de controle
foram calculadas de acordo com o método de (Pfaffl et al., 2004). O método
comparativo de CT (2- AA método de CT) foi usado para analisar o nivel de expressao
desses genes em relagdo ao EF-1B. Todas as medigbes da expressao alvo foram

normalizadas em relagao ao gene RP49.

2.12 Analises estatisticas

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado em
parcelas subdivididas. O fator principal foi o manejo alimentar das colbnias, em dois
niveis (alimentagdo suplementada e alimentagao reduzida). Os fatores secundarios,
aplicados em esquema fatorial, foram presencga de fungicida na pasta proteica (com
ou sem) e presenca de propolis no xarope (com ou sem).

Os dados de consumo de pélen (mg) e propolis (ml) foram analisados utilizando
o software SAS (versdo 9.4) e os dados de expressao génica, com transformagao
logaritmica, foram analisados por meio do software R (versdo 4.4.1). As médias
ajustadas para todas as combinagdes do mesmo nivel de manejo nutricional e entre

médias de ambos 0os manejos que receberam a mesma suplementagdo alimentar
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foram comparadas utilizando o teste de Tukey (p < 0.05). Os dados de expressao

génica foram analisados por meio do software R (verséo 4.4.1).

2.13 Resultados

2.13.1 Manejo alimentar e quantidade obtida de pélen nas colénias submetidas
a restricao alimentar

Durante o periodo de 22 semanas de manejo alimentar, foi recolhido
diariamente polen dos coletores instalados nas colmeias do grupo com alimentagéo
reduzida (R) (Figura 15). Semanalmente, em média, foram obtidos 61,48+12,05g por
colmeia. Durante o periodo de manejo, foram coletados de 1.087,46 a 1.617,66g de
polen por colénia (R). Ja no grupo de colénias suplementadas (S), o total de pasta
proteica fornecida durante o periodo de manejo foi de 2.200g, contendo 1.650g de
polen em sua composigdo e 22L de xarope energético. Inicialmente cinco colbnias
foram selecionadas para cada grupo, porém uma colénia R definhou, dessa forma
para poder igualar os resultados de ambos os grupos, uma col6nia do grupo S foi

retirada do experimento.
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Figura 15. Quantidade de pdélen apicola obtida semanalmente em quatro colénias de

abelhas meliferas, durante 22 semanas.
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2.13.2 Eficiéncia dos coletores de pdlen

Foram realizadas seis observacgdes diferentes em periodos de 30 minutos em
cada colmeia, sendo obtido uma eficiéncia média de 67,6+1,99% dos coletores de
polen apicola. Dessa maneira, em conjunto com a informacgao da quantidade de coleta
semanal de polen dos coletores é possivel estimar que durante as 22 semanas as
abelhas conseguiram utilizar uma quantidade de 521,21 a 775,33g de pdlen para
dentro das colmeias, sendo semanalmente uma quantidade de 23,69 a 35,249 por

colmeia do grupo R.

2.13.3 Peso vivo e peso seco de abelhas recém-emergidas

As abelhas do grupo S apresentaram um peso ao nascer maior do que as do
grupo R. Essa diferenga foi significativa tanto para o peso vivo quanto para o peso
seco das amostras de abelhas. No entanto, ndo houve uma diferenca estatisticamente
significativa na propor¢céo entre peso seco e peso vivo entre os dois grupos em

avaliagao (Tabela 2).

Tabela 2. Médias de peso vivo e peso seco (mQg) e relagdo peso seco: peso vivo de
abelhas meliferas recém-emergidas, obtidas de colénias com suplementagdo ou

restricao nutricional.

Efeitos Peso Vivo (PV) Peso Seco (PS) PS:PV
Suplementada 96,07a" 15,32a 15,96
Alimentacao
Reduzida 90,40b 14,61b 16,16
Erro padrdo da média 1,53 0,17 0,16
Valor de P 0,041 0,006 0,588

1 Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente
entre si (P<0.05), de acordo com o teste de Tukey. Médias obtidas a partir de 10

individuos de abelhas oriundas de colénias do mesmo manejo nutricional.
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2.13.4 Consumo de pasta proteica durante o periodo que antecedeu a coleta dos
abdomens

Durante os sete dias de alimentagdo em gaiolas, foi observada que n&o ocorreu
interagao significativa entre o fator manejo nutricional das col6nias e os tratamentos
com fungicida e propolis (P < 0,001) (Tabela 3). Apenas foi observado que as abelhas
do grupo S se alimentaram de uma quantidade significativamente maior da pasta
proteica sem fungicida e sem prépolis em relagdo ao grupo R.

No grupo S foi possivel observar que as abelhas que receberam pdlen
contaminado com fungicida consumiram menos pasta em relagado as que receberam
polen sem contaminacédo, a prépolis nao teve influéncia nessa relagao de consumo.
No grupo R, apenas o tratamento F+P- se diferenciou dos outros tratamento,

apresentando um menor consumo.

Tabela 3. Consumo diario de pasta proteica (mg), contendo pélen com (F+) ou sem
(F-) fungicida, na presenga xarope contendo (P+) ou ndo (P-) extrato de prépolis

verde, por abelhas meliferas oriundas de colénias com suplementacido ou restricao

alimentar.
Tratamentos
Alimentagao F+P+ F+P- F-P+ F-P- SE
das colbénias
Suplementada 1,67Ab’ 1,57Ab 3,52Aa 4 57Aa 0,33
Reduzida 2,24Aa 1,71Ab 3,14Aa 2,48Ba 0,33

"Médias seguidas por letras iguais, minusculas nas linhas e mailsculas nas colunas,

nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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2.13.5 Consumo de xarope durante o periodo que antecedeu a coleta dos
abdomens

o consumo de xarope por abelha (9,51 pl/dia) ndo foi influenciado pelos
tratamentos com ou sem fungicida na pasta proteica e presenca ou auséncia de
extrato de prépolis verde no xarope, entre abelhas meliferas oriundas de colénias com

suplementacao ou restricao alimentar.

2.13.6 Teor de proteina na hemolinfa

No dia de emergéncia das abelhas (D0), foi observado que o teor de proteinas
na hemolinfa de abelhas recém-emergidas foi significativamente maior (P<0,001; erro
SE = 0,371) em individuos provenientes de colbnias que receberam suplementagao
alimentar (8,94 pg/uL), em comparagdo com abelhas obtidas em colbnias com
alimentacao reduzida (6,76 ug/uL). Posteriormente, outras abelhas recém-emergidas,
provenientes das mesmas colbnias, foram alimentadas por sete dias com pasta
proteica contendo pdélen contaminado ou ndo com o fungicida Fox Xpro®, além de
xarope energeético com ou sem extrato aquoso de propolis verde. Apos esse periodo
de alimentagédo em gaiolas, foi observado efeito da interagdo entre a contaminacgao do
alimento proteico com o fungicida e a adi¢ao de extrato de propolis verde ao xarope
energético quanto ao teor de proteinas na hemolinfa das abelhas meliferas (Tabela 4).

O teor de proteinas na hemolinfa nao tiveram diregao entre os dos grupos
alimentares, porém apresentaram diferengas por tratamento. As abelhas que foram
alimentadas com pasta sem fungicida e xarope sem propolis apresentaram um maior
teor de proteina em relagao aos outros tratamentos. O tratamento que incluiu apenas
propolis no xarope apresentou um teor menor do que o tratamento sem nenhuma
adicdo. As abelhas alimentadas com pasta proteica contaminada com fungicida
tiveram um teor de proteina significativamente menor, independente se o xarope

continha ou nao propolis.
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Tabela 4. Teor de proteinas da hemolinfa (ug/uL) apos periodo de sete dias no qual as
abelhas meliferas, oriundas de colénias com suplementacédo ou restricdo alimentar,
consumiram pasta proteica contendo pélen com (F+) ou sem (F-) fungicida e xarope

contendo (P+) ou ndo (P-) extrato de propolis verde, por abelhas meliferas.

Tratamentos
Alimentagao F+P+ F+P- F-P+ F-P- SE
das colbnias
Suplementada  5,39bc’ 3,77¢c 7,87b 11,06a 0,56
Reduzida 4,84c 3,62¢c 9,08b 11,80a 0,56

"Médias seguidas por letras iguais nas linhas, nao diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5%.

2.13.7 Expressao dos genes de imunidade, estresse oxidativo e detoxificagao

Para os genes do metabolismo oxidante e detoxificagdo, em geral ocorreu uma
pronunciada suprarregulagdo nas abelhas que receberam o tratamento com
acréscimo de propolis (F-P+) e tiveram respostas variadas em relagdo aos outros
tratamentos (Figura 18). Nao houve diferenga na expressdo de todos dos genes
estudados, em conparagao aos grupos controle de abelhas de ambos os manejos

alimentares.
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Figura 16. Quantificagédo relativa dos genes Catalase, MnSOD, CuZnSOD, GST-1,
CYP305A1 Vitelogenina e Hexamerina, a partir da avaliagdo do corpo gorduroso de
abelhas meliferas oriundas de colénias com suplementacéo (S) ou restricdo (R)
alimentar e que nos sete primeiros dias de vida receberam pasta proteica com (F+)
ou sem F- fungicida e xarope com (P+) ou sem (P-) extrato de propolis. *Médias
seguidas por letras iguais, minusculas para tratamentos do mesmo manejo alimentar
e maiusculas para a comparagao do mesmo tratamento entre manejos alimentares,

nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Para o tratamento em que as abelhas receberam pasta proteica contaminado
com fungicida e xarope sem propolis (F+P-), os genes da Catalase (CAT), superoxido
dismutase manganés-dependente (MNnSOD ou SOD-2), Cobre-zinco Superéxido
Dismutase (CuZnSOD ou SOD-1), Vitelogenina (Vg) e Hexamerina (HEX)
apresentaram infraregulacao para o grupo S e supraregulacdo para o grupo R,
enquanto os genes Glutationa S-transferase theta 1 (GST-1) e Citocromo P450 306A1
(CYP306A1) tiveram uma suplaregulagdo para o grupo S e ndo houve diferenca
segnificativa do grupo R em relagao ao controle.

Os genes CAT, GST-1, Vg e HEX no tratamento em que as abelhas receberam
xarope com propolis e pasta proteica sem fungicida (F-P+) apresentaram
supraregulacédo em ambos os grupos R e S. No gene MnSOD teve supraregulagao do

grupo R e nao teve diferenca significativa no grupo S, ja o gene CuZnSOD teve um
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resultado reverso, com supraregulagdo no grupo S e sem diferngcano grupo R. O
CYP306A1 apresentou supraregulagdo no grupo R e diferente dos outros genes, o
grupo S teve uma infraregulacéo.

Para o tratamento que leva fungicida e propolis (F+P+), os genes CAT,
CuZnSOD e GST-1 tiveram supraregulacdo em ambos os grupos S e R. Ja os genes
MnSOD e CYP306A1 apresentaram infraregulacéo do grupo S e supraregulacao do
grupo R. No gene Vg, o grupo R apresentou infraregulagdo e o grupo S nao teve
diferenca significativa em relagdo ao controlo, esse comportamento pode ser
observado de maneira inversa no gene Hex.

Ja no caso dos genes ligados ao sistema imune, pode-se observar uma
infraregulacdo da maioria dos genes nos tratamentos que levavam fungicida e
novamente, uma supraregulagcdo no tratamento que foi administrado apenas a
prépolis para as abelhas. A regulagdo de ambos os grupos que estvam sobre
tratamento do prépolis em conjunto com o fungicida (F+P+) nao diferenciaram entre
si, mostrando que a administragdo de propolis nao mitiga os efeitos dos fungicidas
sobre esses genes (Figura 19). Nem todos os agrupamentos demonstraram diferencga

significativa em relagcao as abelhas do grupo controle (F-P-).
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Figura 17. Quantificagcéo relativa dos genes Defensina-1, Abaecina, Himenoptaecina
e Apidaecina, a partir da avaliagéo do corpo gorduroso de abelhas meliferas oriundas
de colénias com suplementacgéao (S) ou restricao (R) alimentar e que nos sete primeiros
dias de vida receberam pasta proteica com (F+) ou sem F- fungicida e xarope com
(P+) ou sem (P-) extrato de propolis. *Médias seguidas por letras iguais, minusculas
para tratamentos do mesmo manejo alimentar e mailsculas para a comparagao do
mesmo tratamento entre manejos alimentares, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5%.

No tratamento em que é oferecido as abelhas pasta contaminada e xarope sem
propolis (F+P-), os genes Defensina-1, Abaecina e Apidaecina apresentaram
infraregulagcdo independente do grupo nutricional. Em contrapartida, o gene
Himenoptaecina obteve uma supraregulagdo no grupo R e o grupo S apresentou
infraregulagdo como os demais.

As abelhas do grupo R que receberem propolis € nao fungicida (F-P+),
apresentaram supraregulacdo em todos os quatros genes. Ja as abelhas do grupo S,
tiveram supraregulagdo apenas no gene Defensina-1, inflaregulacdo nos genes
Abaecina e Himenoptaecina e nao tiveram diferenca significativa no gene Apidaecina.

Para o tratamento que possui a oferta de propolis e pasta contaminada (F+P+),
todos os quatros genes apresentaram inflaregulacdo em ambos os grupos

nutricionais.
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2.13.8 Longevidade das abelhas alimentados com pdélen com ou sem fungicida
e xarope com ou sem propolis

No teste de longevidade, as abelhas do grupo S sob o tratamento F-P- tiveram
maior longevidade em relagédo a todas as demais, sendo seguidas pelas abelhas do
mesmo grupo nutricional do tratamento F-P+. As abelhas do grupo R do tratamento F-
P+ e as abelhas do grupo S do tratamento F+P+, tiveram uma longevidade menor que
as anteriores e correspondentes entre si. O grupo R do tratamento F-P-, apenas n&o
apresentou longevidade menor que o grupo R do tratamento F+P+ e ambos os grupos

sob o tratamento F+P-. (Figura 16).
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Figura 18. Tempo médio de vida das abelhas submetidas a cada um dos tratamentos

e origem das coldnias.

Observou-se que as abelhas que na fase de cria se desenvolveram em coldnias
suplementadas e que nao receberam nem fungicida nem propolis (F-P-), tiveram uma
sobrevida significativamente maior do que as abelhas do mesmo grupo alimentar que
foram expostas a polen contaminado ou receberam proépolis adicionado ao xarope.
Além disso, as abelhas que se desenvolveram em colmeias com restricao alimentar e
foram tratadas com podlen contaminado (F+P-; F+P+) demonstraram uma maior

mortalidade em comparagdo com outros grupos (Figura 17). Essas observagbes
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destacam a importancia dos diferentes tratamentos na sobrevivéncia das abelhas ao

longo do teste.
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Figura 19. Grafico de Kaplan Meier da longevidade de abelhas que na fase de cria
se desenvolveram em col6nias com suplementacgéao (S) ou restricao (R) alimentar e

que na fase adulta receberam alimento proteico contaminado ou ndo com fungicida.

3. Discussao

3.1 Manejo alimentar das colmeias

A eficiéncia da coleta de recursos pelas abelhas é grandemente influenciada
pela dindmica interna e desafios enfrentados pela colmeia. Em particular, a coleta de
polen, uma tarefa realizada pelas operarias, € ajustada conforme a demanda interna
por suplemento proteico. Esse ajuste visa promover o desenvolvimento ideal das

abelhas, garantindo que haja recursos adequados disponiveis para o crescimento
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saudavel da colbnia. Esse processo demonstra a capacidade das abelhas de regular
suas atividades de forrageamento de acordo com as necessidades internas da
colmeia, maximizando assim a eficiéncia na coleta de recursos. (Gray et al., 2019).

Ao longo de 22 semanas de coleta de pdlen, a média semanal coletada foi de
aproximadamente 61,489 por colmeia. Considerando que uma colmeia pode obter até
20kg de pdlen por ano, o que equivale a cerca de 385g de pdlen semanalmente
(Campos et al., 2010), a quantidade obtida foi relativamente baixa. A coleta de pdlen
foi pequena desde os primeiros dias de coleta, indicando que durante o periodo de
coleta havia baixa oferta deste recurso no campo (Vaudo et al., 2015).

Apesar da escassez de recursos, as abelhas submetidas a restricao alimentar
(R) mantiveram um comportamento ativo de coleta de podlen, evidenciando a
resiliéncia desses insetos e sua capacidade de buscar recursos mesmo em condicdes
adversas. No entanto, observou-se uma variagdo no padrao de forrageamento entre
as colmeias, com uma amplitude de até 12g de pdlen coletado por semana, indicando
que o estresse nutricional afetou algumas colmeias mais do que outras. A restricao
alimentar desencadeia o fendmeno conhecido como estresse alimentar, resultando
em um enfraquecimento significativo das col6nias, o que esta diretamente relacionado
a sua saude e vitalidade. Esse enfraquecimento é principalmente atribuido a inducéo
de forrageamento precoce, um comportamento que esta associado a diminui¢cado da
longevidade das abelhas operarias (Corona et al., 2023).

Nesse estudo, a eficiéncia dos coletores de polen foi estimada em 67,6%, valor
préximo encontrado em outros estudos, como o de Reis (2000) e Milfort (2020), que
sugerem que um bom coletor de pdlen deve apresentar eficiéncia entre 59 e 70%,
apresentando variagdo por conta principalmente da granulometria dos pellets

formados pelas abelhas que pode variar por colmeia.

3.2 Peso ao emergir das abelhas

O peso ao nascer das abelhas pode ser influenciado por diversos fatores,

incluindo a dieta. Em estudos recentes, observou-se que o peso médio ao nascer das
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abelhas variou entre cerca de 90 e 96 mg, dependendo do grupo alimentar analisado.
Esses valores estdo dentro da faixa de peso esperada para abelhas recém-nascidas,
que geralmente varia entre 81 e 151 mg. Esses achados destacam a importancia da
nutricdo adequada durante o desenvolvimento das abelhas e fornecem insights sobre
como diferentes dietas podem afetar o peso ao nascer desses insetos. (Scheiner,
2012).

A diferengca de peso observada nos dois grupos alimentares desse estudo,
sendo o grupo suplementado favorecido por sua alimentagdo abundante e o grupo
com alimentagéo reduzida prejudicado emergindo com menor peso, corrobora com
outros estudos que determinam que o peso inicial é influenciado pela quantidade e
qualidade do alimento que as abelhas recebem durante a fase larval, impactando
futuramente na resisténcia do sistema imunolégico e na longevidade das abelhas na
fase adulta (Ihle et al., 2014).

3.3 Consumo de pasta proteica e xarope com propolis

Estudos anteriores, como o de Couto e Couto (2006), destacam que as abelhas
no estagio de nutriz tém uma demanda proteica significativamente maior,
especialmente para o desenvolvimento das glandulas hipofaringeanas. Em uma
pesquisa mencionada nesse estudo, as abelhas que passaram pela fase de cria em
colénias com diferentes abordagens nutricionais - seja com suplementagcéo ou
restricdo alimentar - foram observadas consumindo, em média, cerca de 4 mg/abelha
de pdlen diariamente no grupo com suplementacéo, enquanto no grupo com restrigao
alimentar, o consumo médio foi de aproximadamente 2,8 mg/abelha diariamente.
Esses resultados evidenciam a importancia da disponibilidade adequada de pdlen na
dieta das abelhas nutrizes para atender as suas demandas metabdlicas e fisiolégicas
durante esse estagio crucial de desenvolvimento. Crailsheim et al. (1992) sugere que
as abelhas nutrizes devem consumir em média 3,9 mg/abelha de pdlen por dia. Dessa
forma, pode-se observar que as abelhas que tiveram origem em colmeias com

redugao alimentar, consumiram uma quantidade de pélen melhor do que o esperado,
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sugerindo que a restricdo alimentar na fase de cria prejudica o desenvolvimento da
abelha na fase adulta e que as abelhas ndo apresentam o comportamento de ganho
compensatério no consumo de alimento em fase adulta para compensar a sua falta
durante a fase de cria.

O consumo de podlen contaminado foi notavelmente reduzido em tratamentos
nos quais ocorreu contaminagao com fungicida, chegando a ser inferior a 2 mg/abelha
de podlen diario. Essa redugdo no consumo de podlen contaminado também foi
observada em outros estudos, como o realizado por DeGrandi-Hoffman (2017). Nesse
estudo, doses subletais do fungicida Pristine® (Boscalida e Piraclostrobina) foram
utilizadas na alimentagéo das abelhas, resultando em uma diminuigdo do consumo de
polen, com uma intensificacdo desse efeito observada com doses mais altas de
fungicida. Além disso, ha evidéncias de que a diminuicdo no consumo de pdlen
contaminado pode ser atribuida a reducdo da palatabilidade do pdlen contaminado
por fungicidas, conforme relatado em estudos anteriores (DeGrandi-Hoffman et al.,
2015; Campbell et al., 2016).

Neste estudo, foi constatado que as abelhas que se alimentaram de xarope
sem propolis consumiram mais pasta proteica do que aquelas que tinham prépolis em
sua concentracao, independentemente do tratamento nutricional ou da contaminagao
por fungicida. Essa redugcéo no consumo do xarope pode ser atribuida a auséncia do
comportamento natural das abelhas de ingerir prépolis, principalmente devido a sua
toxicidade para as abelhas, conforme demonstrado anteriormente (Damiani, 2017).
Isso contraria a hipotese de que as abelhas desafiadas poderiam consumir propolis
em quantidades moderadas como uma forma de automedicacgao.

Mura et al. (2020) reforgam essa falta de sustentacao, pois, ao desafiar abelhas
com nosemose e oferecer propolis em sua dieta, ndo foi observada preferéncia das
abelhas pelo alimento com propolis como uma possivel automedicagédo. No entanto,
ao contrario deste estudo, as abelhas desafiadas em sua pesquisa ndo mostraram
diferenga no consumo em comparagao ao grupo de controle, talvez pelo modo de
fornecimento e das concentragdes utilizadas em cada estudo. Em contraposigao,

Simone-Finstrom e Spivak (2012) sugerem que as abelhas desafiadas com um fungo
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parasita (Ascophaera apis) conhecido como cria giz podem usar a propolis como
forma de automedicacao.

Por outro lado, é crucial considerar que tanto o estudo atual quanto o estudo
conduzido por Mura et al. (2020) foram realizados em ambiente laboratorial e
focalizaram na avaliagdo dos beneficios do uso de propolis em nivel individual. Em
contraste, o estudo de Simone-Finstrom e Spivak (2012) foi realizado em um apiario,
em condi¢cdes de campo, avaliando-se os beneficios da prépolis em nivel de coldnia.
Essa distingdo de contexto pode influenciar os resultados e as conclusdes obtidas em
cada pesquisa, destacando a importancia de considerar o ambiente em que os
estudos foram conduzidos ao interpretar seus resultados. Essa diferenciagao entre os
ambientes laboratorial e de campo ressalta a complexidade das interagdes entre as
abelhas e seu ambiente, indicando a necessidade de investigagbes adicionais para
compreender completamente os efeitos do uso de prépolis tanto em nivel individual

quanto em nivel de col6nia.

3.4 Avaliacao dos niveis de proteina na hemolinfa

A avaliagao dos niveis de proteina na hemolinfa das abelhas ao emergir oferece
uma maneira precisa e eficiente de monitorar o estado nutricional das colbnias ou a
qualidade dos alimentos. Essa analise pode ser conduzida com pequenos grupos de
abelhas das colmeias do apiario. No contexto deste estudo, os resultados confirmaram
a hipoétese de que colbnias com alimentagao reduzida produzem abelhas com niveis
mais baixos de proteina na hemolinfa em comparagdo com as abelhas de colmeias
com alimentagao suplementada. Essa disparidade causada pela nutricdo também foi
observada no estudo de Cremonez et al. (1998), no qual abelhas submetidas a dietas
com diferentes fontes proteicas apresentaram variagées nos niveis de proteina em
suas hemolinfas.

A analise do teor de hemolinfa realizada no sétimo dia (D7) revelou uma
diferencga significativa nos niveis proteicos das abelhas que receberam pasta proteica

com fungicida em comparacdo com aquelas que receberam sem fungicida. Isso
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sugere que o fungicida prejudica tanto a quantidade quanto o armazenamento de
proteinas no organismo das abelhas. Os baixos niveis de proteinas na hemolinfa
estao diretamente relacionados a capacidade das abelhas de sustentar o crescimento
da coldnia. Isso afeta a producdo de zangdes e crias, podendo resultar na diminui¢ao
e até mesmo na morte da colonia (Herbert, 1992). Os valores de proteinas
encontrados no D7 em abelhas que receberam pdlen sem contaminagdo por
fungicidas, independentemente da suplementagdo com propolis no xarope, foram
semelhantes aos encontrados por Cremonez et al. (1998) em dietas a base de pdlen

apicola, o que reforga os resultados obtidos neste estudo.

3.5 Expressao de genes do sistema imunoldégico, metabolismo oxidante e
detoxificagao

A compreensdo da expressao genética nas abelhas pode revelar como os
agrotoxicos e outros produtos quimicos afetam esses insetos em um nivel molecular.
Neste estudo, genes relacionados ao estresse oxidativo e detoxificagdo (CAT,
MnSOD, CuZnSOD, GST-1 e CYP3061), nutricdo e longevidade (Vitelogenina e
Hexamerina), e imunidade (Defensina-1, Abaecina, Hymenoptaecina e Apidaecina)
foram analisados para uma melhor compreensao desses efeitos.

O metabolismo aerdbico das abelhas produz espécies reativas de oxigénio
(ERO). Quando essas espécies sdo geradas em excesso e ndo sao neutralizadas pelo
sistema antioxidante do organismo, elas podem se acumular, causando danos
oxidativos aos componentes celulares. Isso pode resultar em envelhecimento precoce
e tornar as abelhas mais vulneraveis a doengas e patéogenos (Perez-Campo et al.,
1998). A primeira linha de defesa das abelhas contra os ROS as enzimas superdxido
dismutase (MNnSOD e CuZnSOD), Catalase (CAT) e Peroxidases (GST-1), suas
atividades foram determinadas em fragdes pds-mitocondriais de tecidos, em plasma
de hemolinfa e no sémen de abelhas (Comhair, 2005). A baixa concentragcao de
campo de dimertachlona, procloraz e iprodiona pode induzir as atividades da catalase
(CAT), carboxilesterases (CarE) e glutationa S-transferase (GSTs), mas altas

concentragdes inibem sua atividade (Duan et al., 2020). A iprodiona (2 mg/kg) nao foi
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letal para abelhas recém-emergidas, mas pode inibir a sintese de glutationa, levando
a geragdo de espécies reativas de oxigénio, e as células das abelhas tratadas
apresentaram sinais de apoptose (Carneiro et al., 2019).

Observou-se neste estudo que o tratamento contendo apenas podlen
contaminado causou uma maior expressao nos genes CAT, MnSOD e CuZnSOD em
abelhas com melhor estado nutricional, enquanto o gene GST-1 apresentou uma
menor expressao em contraste. Por outro lado, no tratamento com fungicida e
prépolis, os genes mostraram uma sub-regulacéo, sugerindo que a combinagao de
ambos os componentes pode ter melhorado a ativagdo desses genes para
desempenhar suas fungdes. Na dieta contendo apenas propolis, todos os genes
demonstraram uma expressdo significativa, especialmente no grupo que se
desenvolveu em colbnias suplementadas, indicando que a prépolis causa uma forte
ativagdo desses genes. Isso pode representar um 6nus para as abelhas devido a
energia adicional necessaria para regular os genes. Além disso, verificou-se que as
colonias suplementadas (S) tém mais energia disponivel para essa regulagdo. O
estudo de Sunkesula e Reddy (2022), demonstra através desses mesmos genes que
abelhas manejas tem uma maior tendencia de apresentar estresse oxidativo em
relacdo abelhas encontradas em meio selvagem ao serem desafiadas por
estressantes.

O grupo de Monooxigenases do citocromo P450 é composto por 46 genes cuja
funcdo principal é a desintoxicacdo de fitoquimicos encontrados no mel e pdlen,
micotoxinas, bem como pesticidas piretroides e acaricidas presentes na colmeia. Em
um estudo realizado por Mao et al. (2017), testou-se os efeitos do fungicida triazol
miclobutanil no metabolismo do fitoquimico quercetina, observando-se uma menor
metabolizacdo da quercetina e uma diminui¢do na producado de ATP toracica, que &
uma fonte de energia para o voo, indicando que o fungicida apresentou um efeito
inibidor sobre o gene. Nesse estudo, o gene CYP3061 mostrou resultados
contraditorios: teve maior expressao em abelhas suplementadas tratadas com pdélen
contaminado, mas essas mesmas abelhas apresentaram menor expressao nos
tratamentos que continham propolis, sugerindo que a propolis prejudicou a regulagao

desse gene, mas sem a presencga desse componente, 0 gene conseguiu regular-se



102

positivamente. Por outro lado, o grupo alimentar que teve alimentagdo reduzida
apresentou maior expressao nos tratamentos que incluiam prépolis, mas o gene néo
teve diferenca em sua regulagdo em relacdo ao grupo controle, indicando que a
prépolis tem a capacidade de ativar esse gene em abelhas com baixo nivel nutricional,
o0 que pode ser considerado uma reagdo negativa devido ao gasto de energia
adicional.

A vitelogenina e a hexamerina sdo gene pleiotropicos, ou seja, apresentam
mais de uma funcdo no organismo das abelhas, mas sdo geralmente ligadas as suas
fungdes nutricionais de sintese e armazenamento de proteinas. Xiong et al. (2023)
observou que fungicidas como a piraclostrobina causa a diminuicdo do metabolismo
de nutrientes e também afeta a competéncia imunolégica de abelhas durante seu
desenvolvimento larval. Christen et al (2019) observaram que a contaminagdo com o
fungicina clorotanolina em diferentes épocas causou uma menor expressao da
vitelogenina, da mesma maneira que foi observado neste estudo para o grupo das
abelhas suplementadas nos tratamentos com pélen contaminado em ambos os genes.

Christen et al (2019) também estudaram os efeitos da clorotanolina sobre os
genes de imunidade utilizados neste estudo, que apresentaram infra e supra
regulagdes dependendo da estagao na qual as abelhas foram contaminadas. Nesse
estudo, podemos observar uma menor expressdao das abelhas de ambos os
tratamentos com pdlen contaminado com fungicida de todos os genes, pode-se
observar uma inibicdo de todos esses genes independente do tratamento alimentar
recebido durante o desenvolvimento da abelha, com exceg¢do do grupo R do
tratamento F+P+ que apresentou maior expressao.

A adigao de propolis ao xarope nao impediu a mitigacao dos efeitos causados
pelo fungicida avaliado. Por mais que a prépolis seja importante para a saude das
abelhas, ndo esta claro por meio deste estudo e de alguns outros (Mura et al., 2020;
Naree et al., 2021), que a administracdo de prépolis por meio do xarope € um método
adequado de disponibilizar esse material para as abelhas. No entanto, Garcia et al.
(2024) sugerem que a adi¢ao dos fitoquimicos rutina, acido p-cumarico e kaempferol
na dieta energetica de abelhas operarias pode oferecer protegcdo contra os efeitos

negativos causados ao sistema das abelhas pelo inseticida fipronil.
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3.6 Longevidade das abelhas

No teste de longevidade realizado, ficou claro que as abelhas submetidas
exclusivamente ao tratamento com fungicida (F+P-) apresentaram a menor taxa de
sobrevida, o que esta em linha com resultados de estudos anteriores, como os de Liao
et al. (2017; 2020). No entanto, também foi observado que as abelhas que na fase de
cria se desenvolveram em colbnias que receberam suplementacao nutricional e que
na fase adulta receberam xarope com propolis e parta proteica com fungicida (F+P+)
apresentaram uma maior sobrevida do que as abelhas desenvolvidas em colmeias
com restricdo alimentar. Liao et al. (2017; 2020) sugerem em suas pesquisas que 0s
fitoquimicos naturais presentes nas dietas das abelhas podem mitigar os efeitos
toxicos dos pesticidas sobre a longevidade das abelhas contaminadas. Portanto, é
possivel hipotetizar que as abelhas desenvolvidas em colmeias com alimentacao
reduzida (R) tiveram menos acesso a esses fitoquimicos durante o desenvolvimento,
tornando-as mais vulneraveis aos efeitos negativos dos fungicidas. Mesmo com a
introducdo da proépolis, ndo houve aumento dessa resisténcia. No entanto, pode-se
considerar que o grupo de abelhas criadas em colmeias com suplementacgéo alimentar
teve maior acesso aos fitoquimicos durante o desenvolvimento, tornando-as mais
resistentes aos efeitos dos fungicidas, e a adigdo de propolis na fase adulta sustentou
essa resisténcia.

Foi observado que apenas a adigao de propolis a dieta, embora tenha causado
uma certa diminuicdo na sobrevida, apresentou resultados mais proximos ao grupo
controle. Essa descoberta esta alinhada com os dados encontrados por Simone-
Finstrom (2017), cujo estudo sugere que a prépolis nao mitiga os efeitos negativos de
patégenos, mas também nao traz efeitos negativos a sobrevida das abelhas quando

introduzido em suas dietas.
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4. Conclusao

A exposicado ao fungicida teve um efeito negativo tanto no teor de proteina
encontrado na hemolinfa quanto na sobrevida das abelhas nutrizes, reduzindo
significativamente seu tempo de vida.

O fungicida de ftriplice acdo Fox Xpro® causou alteragbes anormais na
expressao de todos os genes estudados em abelhas nutrizes, independentemente da
nutricdo recebida durante o desenvolvimento na fase de cria.

Os genes relacionados a imunidade mostraram uma menor expressao,
indicando que os componentes ativos do fungicida inibiram a resposta imune das
abelhas, deixando-as mais vulneraveis a estressores externos. Os genes do
metabolismo oxidativo e detoxificante também foram afetados, o que pode
potencialmente comprometer seu funcionamento.

Embora a prépolis administrada através da alimentagao tenha causado uma
expressao significativamente maior nos genes estudados, nao foi capaz de mitigar os
efeitos negativos causados pelo fungicida.

As abelhas suplementadas (S) durante a fase de cria mostraram resultados
superiores e mais favoraveis em comparacdo com as abelhas que tiveram
alimentacao restrita (R) em todos os testes realizados. Elas apresentaram menores

alteragdes nos genes, maior sobrevida e teor mais alto de proteinas na hemolinfa.
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