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Expressão gênica em abelhas melíferas bem e mal nutridas e intoxicadas 

com fungicida de ação tríplice 

 

RESUMO 

O uso constante de agrotóxicos em cultivos agrícolas, embora seja necessário para o 
combate às pragas e doenças, é prejudicial para a manutenção das populações de 
agentes polinizadores, inclusive as abelhas. Dentre tais produtos, destacam-se os 
fungicidas, pois seu uso recorrente tem ocasionado a seleção de fungos 
fitopatogênicos resistentes. Dessa forma, doses maiores dos fungicidas comerciais 
são empregadas no campo, até que produtos com novos princípios ativos sejam 
disponibilizados ao agricultor. Uma nova estratégia para o combate de fungos 
fitopatogênicos é a formulação de fungicidas com três princípios ativos, visando o 
controle de populações de fungos em diferentes fases do ciclo de vida. Se esta 
alternativa tem se mostrado promissora do ponto de vista agronômico, para 
apicultores tal medida aparenta ser preocupante. Nesse contexto agrícola, no qual é 
usual o plantio de vastas áreas com monoculturas, há de se considerar o estado 
nutricional e imunológico desses insetos polinizadores, haja vista que deficiências 
nutricionais podem implicar em maior suscetibilidade a agentes estressores, como os 
fungicidas. O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos dos fungicidas bixafen, 
protioconazol e trifloxistrobina, isolados ou em associação, sobre a expressão de 
genes com função inerente a processos de detoxificação, nutrição, longevidade e 
imunidade de abelhas melíferas, que tiveram a sua alimentação suplementada ou 
restrita, utilizando-se doses dos fungicidas que podem contaminar as abelhas quando 
a aplicação é realizada de acordo com as recomendações agronômicas. Neste ensaio, 
foram estabelecidas duas doses de contaminação: 1 e 7 µg de cada fungicida por 
abelha. O manejo alimentar consistiu em alimentar cinco colônias com dietas 
formuladas com ingredientes energéticos e proteicos por 15 semanas. Durante o 
mesmo período, outro grupo de cinco colônias não teve sua alimentação 
suplementada e para restringir o consumo de alimento proteico, foi colocado um 
coletor de pólen no alvado de cada colmeia. Após este período, foram coletadas 
abelhas campeiras, que foram contaminadas por contato com as doses 
preestabelecidas. Após 48h da contaminação, as abelhas foram dissecadas, e os 
abdomens sem intestino foram utilizados para a análise de expressão gênica por meio 
de PCR em tempo real. Houve alteração da expressão dos 10 genes avaliados com 
os três fungicidas, com destaque para a infrarregulação observada quando as abelhas 
foram contaminadas com a maior dose dos três fungicidas em associação. Abelhas 
do grupo de colônias com suplementação alimentar apresentaram menos diferenças 
em relação ao controle (sem fungicida) em relação às abelhas do grupo com restrição 
alimentar. Os fungicidas estudados podem comprometer a saúde das abelhas, 
principalmente quando a contaminação se dá por meio da associação dos três 
fungicidas em dose de 7 µg de cada fungicida por abelha. 
 
Palavras-chave: bixafen, imunidade, nutrição, proticonazol, toxicidade, 

trifloxistrobina. 
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Gene expression in well and poorly nourished honey bees contaminated 

with a triple action fungicide 

 

ABSTRACT 

The constant use of pesticides in agricultural crops, although necessary to control 
pests and diseases, is detrimental to the maintenance of populations of pollinating 
agents, including bees. Among such products, fungicides stand out, as their recurrent 
use has led to the selection of resistant phytopathogenic fungi. Thus, larger doses of 
commercial fungicides are used in the field, until products with new active ingredients 
are made available to the farmers. A new strategy for combating phytopathogenic fungi 
is the formulation of fungicides with three active ingredients to control fungal 
populations at different stages of their life cycle. If this alternative has been shown to 
be promising from an agronomic point of view, for beekeepers such a measure appears 
to be worrying. In this agricultural context, in which it is usual to plant vast areas with 
monocultures, the nutritional and immunological status of these pollinating insects 
must be considered, given that nutritional deficiencies may result in greater 
susceptibility to stressors, such as fungicides. The objective of this work was to study 
the effects of the fungicides bixafen, prothioconazole and trifloxystrobin, alone or in 
association, on the expression of genes with an inherent function in detoxification 
processes, nutrition, longevity, and immunity of honey bees, which had their food 
supplemented or restricted, using doses of fungicides that can contaminate the bees 
when the application is carried out according to agronomic recommendations. In this 
test, two contamination doses were established: 1 and 7 µg of each fungicide per bee. 
Feeding management consisted of feeding five colonies with diets formulated with 
energy and protein ingredients for 15 weeks. During the same period, another group 
of five colonies did not have their food supplemented and to restrict the consumption 
of protein food, a pollen trap was placed on the front of each hive. After this period, 
forager bees were collected, which were contaminated by contact with pre-established 
doses. After 48 hours of contamination, the bees were dissected and the abdomens 
without intestines were used for gene expression analysis using real-time PCR. There 
was a change in the expression of the 10 genes evaluated with the three fungicides, 
with emphasis on the downregulation observed when the bees were contaminated with 
the highest dose of the three fungicides in combination. Bees in the group of colonies 
with food supplementation showed less differences in relation to the control (without 
fungicide) in comparison to the bees in the group with food restriction. The fungicides 
studied can compromise the bee’s health, especially when contamination occurs 
through the association of the three fungicides at a dose of 7 µg of each fungicide per 
insect. 
 
Keywords: bixafen, immunity, nutrition, prothioconazole, toxicity, trifloxystrobin.
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Capítulo 1 – Considerações gerais  

1. Introdução 

 A interação dos polinizadores com as angiospermas apresenta vantagens para 

os organismos envolvidos nesta relação, com os polinizadores sendo favorecidos pelo 

acesso ao pólen, néctar e local para nidificação. Para as plantas, durante a coleta dos 

recursos alimentares pelos visitantes florais, pode ocorrer a polinização cruzada que 

favorece a produção de frutos e sementes (Giannini et al., 2015; Quinlan e Grozinger, 

2023). Sendo assim, os agentes polinizadores têm grande relevância para a 

reprodução e perpetuação de inúmeras espécies de plantas, contribuindo para a 

manutenção da biodiversidade e do equilíbrio do ecossistêmico natural, além de 

contribuir para o incremento da produção nos agroecossistemas (Biesmeijer et al., 

2006; Potts et al., 2010; IPBES, 2016; Roubik, 2018).  

 O grupo de agentes polinizadores bióticos é formado por aves, lagartos, 

moluscos, morcegos, outros mamíferos, e, principalmente, os insetos (Potts et al., 

2016; Roubik, 2018; Wolowski et al., 2019). Dentre os insetos, as abelhas compõem 

um grupo de destaque entre todas as espécies de polinizadores, pois, durante todo o 

seu ciclo de vida são totalmente dependentes das plantas para a sua alimentação. 

Realizando visitas às flores de forma constante e padronizada, evidenciam seu 

comportamento de persistência, no que diz respeito à busca pelas melhores fontes de 

recursos florais, considerando-se a qualidade e a quantidade do néctar e ou pólen, 

além da distância da fonte alimentar, que implica em economia do uso de energia 

pelas abelhas (Seeley et al., 1991; Klein et al., 2007; Roubik, 2018). 

 De todos os agentes polinizadores, as abelhas representam o grupo de maior 

importância econômica, sendo responsáveis por contribuírem com cerca de 35% da 

produção mundial de alimentos (Klein et al., 2007), e por colaborarem na polinização 

de até 73% de espécies cultivadas no mundo (Ricketts et al., 2008). De um modo 

geral, as abelhas melíferas (Apis mellifera L.) são consideradas os agentes 

polinizadores mais eficientes. Isso é possível devido às características 

comportamentais e morfológicas favoráveis deste inseto, como: presença de pelos em 

todo o corpo e de estruturas apropriadas para coleta e transporte de pólen, habilidade 

de recrutamento e formação de colônias com grande número de indivíduos (Neff e 

Simpson 1993; Schlindwein, 1998; Peruquetti et al., 2017).     



2 
 

 O manejo de colônias de abelhas melíferas é praticado há séculos. Estas 

abelhas são rústicas e capazes de sobreviver em vários biomas e coletam recursos 

florais em grande quantidade para manutenção do nível populacional da colônia. Em 

virtude de suas características biológicas e do seu alto nível de plasticidade, no que 

diz respeito a sua capacidade de sobreviver em ecossistemas variados, estas abelhas 

são os agentes polinizadores mais utilizados para polinizar inúmeras culturas de 

interesse agrícola e para produzir mel e outros produtos apícolas (Pires et al., 2016). 

 O expressivo crescimento da população humana, principalmente a partir do 

século XX, implicou em aumento da produção de alimentos para atender a maior 

demanda por estes recursos. Sendo assim, a agricultura foi transformada por meio da 

introdução de novas tecnologias que otimizaram a produção e que permitiram a 

diminuição das perdas das safras por conta do uso de agrotóxicos que controlam as 

pragas e doenças, resultando, em regra, em processos produtivos mais eficientes e 

intensivos (Shiva, 1993; Ribas e Matsumura, 2009; Pingali, 2012; Oliveira et al., 2013).  

 Já na terceira década do século XXI, o setor agrícola continua em processo de 

evolução, buscando novas tecnologias com o objetivo de aumentar a capacidade de 

produção e lucratividade. Estima-se que até o ano de 2050, a agricultura aumente 

mais 50% sua capacidade de produção para poder atender a necessidade alimentar 

de uma população ainda crescente, que deve chegar a nove bilhões de pessoas até 

a metade deste século (FAO 2017; Nações Unidas, 2019; Armanda et al., 2019).   

 Contudo, o aumento de produtividade no campo, baseado no aumento da 

utilização de energia auxiliar nos sistemas produtivos e no cultivo de monoculturas, 

têm implicado em efeitos negativos para o meio ambiente, como a redução da 

biodiversidade, maiores níveis de infestação de pragas e doenças e degradação dos 

recursos naturais, que implicam em maior dependência do uso de agrotóxicos, 

intensificando o desequilíbrio dos ecossistemas agrícolas e naturais (Shiva, 1993; 

Pingali, 2012; Tyagi, 2016).  

 De acordo com Freitas et al. (2009), o desmatamento e a implantação de 

monoculturas acabam reduzindo a diversidade de floradas disponíveis para as 

abelhas, que são fonte de recursos alimentares com variação nutricional qualitativa. A 

expansão das áreas de monocultivos, como a de soja, restringe a dieta das abelhas a 

recursos alimentares monoflorais, fato que pode contribuir para a desnutrição e maior 
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suscetibilidade destes insetos a agentes estressores. Enquanto o desmatamento 

reduz o habitat natural das abelhas, a monocultura reduz a diversidade do pasto 

apícola, comprometendo a quantidade e a qualidade do alimento destes insetos 

(Vaudo et al., 2015). 

 A prática da agricultura convencional, com uso de grandes áreas para o cultivo 

de monoculturas pode tornar a paisagem nutricionalmente restrita, no que se refere à 

disponibilidade de alimentos para os agentes polinizadores bióticos, mesmo com 

possibilidade de encontrarem alimento em grande abundância em poucos dias ou 

semanas de cada ano, em função da floração das culturas agrícolas que predominam 

neste ambiente. Nos outros meses do ano, há escassez de alimentos para as abelhas, 

tornando estas regiões menos favoráveis para a sobrevida dos polinizadores (Blaauw 

e Isaacs et al., 2014; Negri et al., 2019). O cultivo de monoculturas pode não atender 

a demanda nutricional das abelhas como fonte exclusiva de alimento para estes 

insetos, pois este tipo de pasto apícola tem capacidade de produção de pólen atrelada 

a apenas uma cultura, limitando a oferta de proteínas e aminoácidos essenciais para 

as abelhas, fato que pode implicar em desnutrição, mesmo havendo alimentos 

disponíveis (Alaux et al., 2010).     

 O desequilíbrio ecológico desfavorece ainda o controle biológico natural das 

pragas, que pode ser afetado com a simplificação da paisagem, pois, a ocorrência de 

inimigos naturais de pragas das culturas agrícolas é prejudicada, favorecendo-se a 

ocorrência de pragas. Nesse contexto, as aplicações de agrotóxicos são recorrentes 

a fim de se controlar as pragas agrícolas (Meehan et al., 2011).  

Para combater pragas e doenças na agricultura são utilizados agrotóxicos, 

porém, tais produtos quando aplicados no campo não atingem somente a cultura alvo 

com a praga que se deseja controlar. Essas substâncias químicas podem contaminar 

o solo, a água e outros seres vivos que quaisquer prejuízos trazem aos sistemas 

agrícolas (Margni et al., 2002; Godfray et al., 2014). Além disso, o uso desenfreado 

de agrotóxicos pode acarretar em seleção indireta de pragas, favorecendo a sobrevida 

daquelas que se tornam resistentes a estes produtos sintéticos, além da morte de 

inimigos naturais dessas pragas e de agentes polinizadores, intensificando o 

desequilíbrio dos ecossistemas (Ehlers, 2017; Togni et al. 2019). 
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2. Nutrição das abelhas   

  As abelhas possuem necessidades nutricionais específicas para atingir o seu 

potencial de produção e reprodução. Para isso, elas precisam de alimentos que 

forneçam proporções adequadas de carboidratos, aminoácidos, lipídios, vitaminas, 

sais minerais e água. Cada abelha pode ter uma necessidade nutricional e 

mecanismos de alimentação diferenciados para processar os alimentos conforme a 

casta pertencente. Caso essas necessidades não sejam atendidas, a postura da 

rainha é diminuída e, em poucas semanas, o número de abelhas operárias também 

diminui, fazendo com que o ritmo de trabalho da colônia entre em declínio, resultando 

assim em queda da produtividade da colmeia (Pires et al., 2016; DeGrandi-Hoffman 

et al., 2018).  

 O pólen e o néctar são as fontes fundamentais para alimentar as abelhas e são 

oriundos das flores. Estes recursos são utilizados ao longo de toda a vida destes 

insetos, com proporções diferentes quando se comparam crias e adultos. Vale 

destacar que as abelhas operárias usam esses insumos para sintetizar cera, útil para 

a construção do ninho, e geleia de operária e geleia real, utilizadas para alimentação 

das crias de operárias e zangões, e rainhas, respectivamente (Castagnino, 2008; Gois 

et al., 2010).    

O néctar possui a função de suprir a demanda energética das abelhas, sendo 

transformado e armazenado nos alvéolos dos favos como mel, sendo útil na 

alimentação das abelhas, principalmente em épocas de escassez de néctar no campo. 

E o tal insumo é a fonte principal de carboidrato (energia) para as abelhas, sendo 

importante para a produção de calor corporal, contrações musculares, funcionamento 

dos órgãos vitais e das glândulas (Sereia, 2009; Degirmenci et al., 2018).    

           Os açúcares do néctar são oriundos dos nectários extraflorais, sendo os 

principais tipos de açúcares encontrados em maioria dos néctares: sacarose, glicose 

e frutose. Em composição menor podem ser encontrados também outras moléculas 

de açúcares (Ricigliano et al., 2017; Roy et al., 2017). 

            O néctar ingerido pela abelha fica armazenado no papo do inseto, onde o 

material é transformado em mel através da ação de enzimas (diástase, glucose 

oxidase e invertase), assim para finalmente ser armazenado nos favos. O mel além 

de ser considerado um alimento, possui benefícios como proteção contra patógenos 



5 
 

e toxinas, auxílio contra estresse pelo frio, regulação no crescimento e longevidade 

(Berenbaum & Calla, 2021; Tsuruda et al.,2021).   

           O pólen é fonte de aminoácidos, lipídeos, vitaminas e minerais para o 

desenvolvimento corporal das abelhas, muito demandado na fase de cria e nos 

primeiros dias de vida do inseto adulto. A água tem utilidade para dissolver o mel, 

contribuir para o transporte metabólico de substâncias e como meio para reações 

químicas no organismo da abelha, além de ser útil para controlar a temperatura da 

colônia. A ausência de qualquer um dos nutrientes pode afetar o desenvolvimento, a 

manutenção e a reprodução das colônias. A carência de néctar implica em falta de 

energia para produzir mais crias, e o pólen em quantidade insuficiente torna a colônia 

inapta para cuidar das crias, além de comprometer a longevidade dos indivíduos 

adultos (Sereia, 2009).    

 Quando a reserva de alimento na colmeia é diminuída e não é reposta em 

virtude da escassez de alimento no campo, ocorre deficiência nutricional da colônia, 

e, consequentemente, há impacto no estado nutricional das operárias e na forma de 

cuidado das crias em desenvolvimento. Para garantir o desenvolvimento de algumas 

crias, pode haver canibalismo de certas larvas para que outras sejam devidamente 

alimentadas e possam completar seu desenvolvimento na fase de cria de tal modo 

que, na fase adulta, o inseto consiga realizar plenamente suas funções. Se a demanda 

nutricional é deficitária, o desenvolvimento da colônia pode ser comprometido, 

implicando em redução do nível populacional e até maior suscetibilidade a agentes 

estressores (Brodschneider e Crailsheim, 2010). 

 Foi relatado por Naug e Gibbs (2009), que a alimentação precária torna a 

colmeia mais vulnerável às doenças e aos inimigos naturais e xenobióticos, podendo 

chegar ao ponto das abelhas não conseguirem mais executar devidamente suas 

funções. A escassez de alimento, se persistir por um grande período, além de causar 

declínio populacional da colônia, pode implicar na morte da colmeia (Li et al., 2012; Di 

Pasquale et al., 2013).                       

 

3. Efeito dos agrotóxicos nas abelhas 

          No momento que as abelhas forrageiras estão visitando as flores de uma área 

de cultivo agrícola, buscando coletar pólen, néctar e ou matéria prima para a produção 
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de própolis, estes insetos podem entrar em contato direto com partículas de 

agrotóxicos que estão suspensos no ar e ou que permanecem nas plantas após a 

aplicação destes produtos (Jivan, 2013). Os agrotóxicos, quando aplicados nas áreas 

de cultivo, podem ser absorvidos pelas plantas. A contaminação das abelhas pode 

ocorrer por meio de contato no momento da aplicação. Caso os agrotóxicos utilizados 

sejam produtos sistêmicos, pode haver contaminação do pólen e do néctar, mesmo 

com aplicação realizada antes do período de floração. O alimento pode prejudicar a 

saúde da abelha campeira que faz a coleta e daqueles que farão uso do alimento 

transportado para a colônia, principalmente as crias (Chauzat et al., 2006).  

 Os agrotóxicos podem comprometer o nascimento das abelhas e afetar a sua 

imunidade, aumentando a suscetibilidade a alguns vírus (DeGrandi-Hoffman et al., 

2013; DeGrandi-Hoffman et al., 2015). O uso não controlado dos agrotóxicos acaba 

contribuindo para o declínio de várias espécies de abelhas, inclusive as abelhas 

melíferas (Gill, 2012). Henry (2012), relata que os princípios ativos contidos nos 

agrotóxicos podem afetar a capacidade de aprendizado e de memória desses insetos, 

assim como o senso de direção, dificultando o retorno das abelhas para as respectivas 

colmeias. Por possuírem costumes relacionados à vida social, as abelhas têm 

comportamentos coletivos para combater as doenças em nível de colônia, tal 

comportamento é conhecido como imunidade social (Cremer et al., 2007). 

 Dessa forma, as abelhas, além de se comunicarem e agirem mediante as 

condições da colônia, fazem também escolhas individuais em benefício da colônia, de 

forma que funcionem como um superorganismo (Moritz e Fuchs, 1998). Quando a 

colmeia se encontra em estado de exposição a um agente estressor, a capacidade de 

estabelecimento da imunidade social fica comprometida, podendo causar até a morte 

da colônia (Archer et al., 2014). 

 O sistema endócrino da abelha também pode ser afetado pelos agrotóxicos, 

que podem provocar a produção descontrolada do hormônio juvenil III, que é 

responsável por regular o comportamento das abelhas operárias conforme as 

respectivas castas. O excesso do hormônio juvenil III causa a aceleração da 

maturidade comportamental, com as abelhas nutrizes não exercendo mais a função 

de alimentar as crias e tornando-se forrageiras (Huang et al., 1991; Sullivan et al., 

2000). 
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 As consequências da transição acelerada da fase de nutrizes para a fase das 

campeiras são o aumento de infecção por vírus, infestação de ácaros Varroa, 

incidência de nosemose, comprometimento na produção de cera e na nutrição da 

colônia. Estes fatores comprometem a organização social das abelhas, assim gerando 

desordem na colônia e redução da longevidade das abelhas (Janmaat and Winston, 

2000; Toth and Robinson, 2005; Tofilski, 2009; Thompson et al., 2007; DeGrandi-

Hoffman et al., 2010; Khoury et al., 2011).  

 Os agrotóxicos são conhecidos como substâncias fabricadas com o objetivo de 

controlar pragas e doenças em vários setores de produção, em armazenamento e 

beneficiamento de produtos agrícolas, em pastagens, em matas nativas e ambientes 

hídricos (Brasil, 1989). No cultivo de plantas, estes produtos são importantes para 

combater pragas, doenças e ervas daninhas que interferem na produção quando não 

são devidamente tratadas (Boneti et al., 2002; Bleicher et al., 2002; Botton et al., 

2006). 

 De acordo com Cavalcanti et al. (2010), os agrotóxicos podem ser classificados 

quanto à finalidade de uso em: acaricidas, para controlar ácaros; bactericidas, para 

combater bactérias; fungicidas, para controlar fungos; herbicidas, para controlar 

plantas daninhas; inseticidas, para controlar insetos e nematicidas, para combater 

nematóides. O fungo claramente é o alvo dos fungicidas, assim como também é 

filogeneticamente distinto das abelhas, por isso tal produto não é visto por muitos 

como um grande problema para as abelhas (Kubik et al., 1999; National Honey Bee 

Health Stakeholder, 2012).    

 Alguns fungicidas não possuem restrição de aplicação para o período de 

floração de culturas agrícolas e, quando são usados, podem contaminar as abelhas e 

os recursos florais que elas coletam, podendo causar toxicidade letal ou subletal nas 

abelhas adultas (Pettis et al. 2013; Johnson, 2015). Devido à falta de restrição para a 

aplicação durante os períodos de florada, os fungicidas são a classe de agrotóxicos 

mais frequentemente detectados em colônias. Alguns fungicidas até apresentam 

efeitos de repelência para os insetos ao serem aplicados nas plantas, o que pode 

reduzir o forrageamento feito pelas abelhas, porém, esta característica é pouco efetiva 

e, em geral, há grande chance das colônias serem intoxicadas com fungicidas (Mullin 

et al., 2010). 
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           Um fungicida sistêmico age em sítios bioquímicos específicos e possui ação de 

proteção, cura ou de erradicação; dessa forma, ele pode se difundir por meio de 

mobilidade apoplástica, que é a movimentação livre no espaço intracelular e na parede 

celular dos tecidos vegetais, ou sofrer absorção pelo floema para realizar a mobilidade 

simplástica, que é o transporte através dos plasmodesmos das células vegetais. Um 

fungicida comercial de tríplice ação está disponível no mercado há poucos anos e por 

meio do seu amplo espectro de ação e combate de uma praga em diferentes estágios 

de vida ao mesmo tempo, tem sido utilizado em grandes culturas como algodão, 

girassol, milho e soja. No Brasil, este produto é comercialmente chamado de Fox Xpro 

(Bayer, 2019).  

           Este fungicida comercial é composto por três princípios ativos. O primeiro deles 

é o bixafen, do grupo Pirazol-4-carboxamida, que inibe o complexo II da cadeia 

respiratória (cuja função é auxiliar no transporte de elétrons), causando redução dos 

níveis de ATP e liberação de oxigênio. O segundo princípio ativo, a trifloxistrobina, 

pertencente ao grupo das estrobilurinas, inibe a transferência de elétrons no complexo 

III que faz parte da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial. E, por fim, o 

protioconazol, integrante do grupo Triazolintiona, age na inibição da demetilação do 

C14 e realiza a biossíntese de esterol (Oliver e Hewitt, 2014).  

           Yang et al. (2011), citam que os fungicidas podem afetar as estruturas 

biológicas dos animais, prejudicando a síntese de proteínas e ácidos nucleicos, assim 

como podem comprometer a estrutura e funcionamento da membrana celular, 

transdução de sinais, respiração, mitose e divisão celular. Alguns fungicidas, como a 

piraclostrobina, que é uma estrobilurina assim como a trifloxistrobina, inibe as enzimas 

relacionadas à síntese de ATP tanto em fungos como em abelhas (Nicodemo et al., 

2020). 

           Os efeitos da exposição a fungicidas em abelhas melíferas foram mais 

pesquisados em abelhas na fase de cria, dada a grande presença deste agrotóxico 

no pão das abelhas. A contaminação por fungicida, em dose ambientalmente 

relevante, pode provocar efeitos morfogênicos que prejudicam o desenvolvimento das 

larvas e aumentam as taxas de mortalidade nesta fase inicial de vida (Mussen et al., 

2004; Zhu et al., 2014).  



9 
 

           Quando as abelhas são expostas a agrotóxicos, se tornam mais vulneráveis 

aos agentes patogênicos que podem causar problemas mais graves devido ao estado 

de fragilidade em que o inseto se encontra. A contaminação de abelhas com 

neonicotinoides pode potencializar os efeitos negativos de dois patógenos: o vírus 

BQCV (“Black Queen Cell Virus”) e o microsporídio Nosema ceranae (Doublet et al., 

2015).             

           Nas abelhas nutrizes, a exposição a doses subletais de fungicidas pode causar 

alterações no desenvolvimento de glândulas mandibulares e hipofaringeanas (Zaluski 

at al., 2017). De acordo com Yoder et al. (2013), a contaminação por fungicidas afeta 

a manutenção de fungos benéficos que têm a função de preservar e transformar o 

alimento proteico das abelhas. Sendo assim, é reduzido o valor nutricional deste 

alimento para estes insetos. 

 Doses letais de agrotóxicos são capazes de matar as abelhas individualmente 

como também toda a colônia em poucos dias (Atkins, 1992; Johnson et al., 2010). Já 

o efeito subletal de um agrotóxico pode prejudicar os integrantes das colônias de 

várias formas, como a capacidade de aprendizado, memória, senso de direção no 

campo (Frost et al., 2013; Willianson e Wright, 2013), como também o rendimento de 

trabalho, capacidade das abelhas adultas de cuidarem das crias e a expectativa de 

vida destes insetos (Wu et al., 2011; Zhu et al., 2014). 

 A exposição a agrotóxicos em zangões afeta a viabilidade espermática, o que 

influencia na reprodução das abelhas (Burley et al., 2008), além do peso e a 

longevidade, que tendem a ser menores (Rinderer et al., 1999). No caso das rainhas, 

o agrotóxico pode comprometer o peso ao chegar na fase adulta (Haarmann et al., 

2002; Pettis et al., 2004), a capacidade de armazenamento de espermatozóides 

(Haarmann et al., 2002), a taxa de postura dos ovos (Collins et al.,2004; Haarmann et 

al., 2002) e o funcionamento dos ovários (Haarmann et al., 2002). A alta exposição 

aos agrotóxicos também reduz drasticamente a produção de rainhas (Collins et al., 

2004; Pettis et al., 2004).  

 O efeito da intoxicação por agrotóxicos, em nível celular, podendo induzir a 

ativação das vias de intoxicação (Boncristiani et al., 2012; Johnson et al., 2006; 

Johnson et al., 2009, Johnson et al., 2012; Mao et al., 2011) e altera também a 

expressão de genes relacionados a imunidade (Gregorc et al., 2012). A contaminação 
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por agrotóxicos afeta a expressão de genes que estão relacionados com certas 

funções fisiológicas vitais para as abelhas operárias. Vale lembrar que alterações da 

expressão gênica são um importante sinalizador do impacto dos agrotóxicos na 

sobrevivência da colmeia, principalmente quando as abelhas estão em estado de 

escassez de alimento (Tomé et al., 2020).  

Foi constatado que a dosagem de 2µl L-1 do inseticida imidacloprido pode 

alterar a expressão gênica da abelha melífera. Neste estudo, foram utilizadas larvas 

submetidas a intoxicação, que aumentaram a expressão de genes relacionados à 

produção de enzimas de detoxificação, causando maior desgaste celular devido a tal 

produção, que resultou em diminuição de expectativa de vida e aumento da 

mortalidade larval (Derecka et al., 2013).  

Foi reconhecido um inibidor de imunidade conhecido como imunomodulador 

NF-kB, que surge por meio da expressão de gene por consequência da exposição das 

abelhas aos agrotóxicos, o que implica no aumento da replicação de patógenos devido 

à queda da imunidade (Di Prisco et a., 2013). Nesse caso, a exposição ao agrotóxico 

aumenta a propensão da abelha contrair o vírus da asa deformada e isso é 

possibilitado devido ao aumento da atividade do imunomodulador NF-kB (Nazzi et al., 

2012). 

 A desnutrição também afeta o desempenho imunológico das abelhas, pois a 

composição da hemolinfa desses insetos depende diretamente da qualidade 

nutricional da dieta (De Grandi-Hoffman et al., 2010). Uma dieta que possui baixo teor 

de proteína prejudica a imunidade da abelha, pois a resposta imune do animal é 

comprometida por causa da baixa disponibilidade de aminoácidos essenciais, que são 

cruciais para produção de peptídeos do sistema imune, e o baixo nível de carboidratos 

provoca a falta de energia metabólica para o funcionamento dos processos 

relacionados ao sistema imunológico das abelhas (Alaux et al., 2010; Cotter et al., 

2011). 

 A dieta desbalanceada afeta também a expressão de alguns genes como: 

TOR, SOD (superóxido dismutase) e GPx (glutationa peroxidase), todos relacionados 

ao sistema antioxidante. Estes genes estão ligados a detoxificação e falhas neste 

processo podem comprometer a resposta imunológica e genes envolvidos na 

plasticidade neural, que está relacionada com a capacidade de aprendizado das 
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abelhas campeiras. Situações nas quais as abelhas passam por períodos de 

desnutrição e são acometidas por outros fatores estressantes como contaminação por 

agrotóxicos e infecção por patógenos pode ser uma das causas do desaparecimento 

das abelhas, em virtude de alterações de muitas processos ligados ao metabolismo, 

imunidade e plasticidade neural, que são provocadas pelos fatores citados 

anteriormente, e os mesmos comprometem vários genes e provocam mais desgastes 

nas células, resultando em alta mortalidade de abelhas (Wiston, 2003; Naug, 2009; 

Martinelli et al., 2017).  

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito de três princípios ativos com ação 

fungicida sobre a expressão dos genes Superóxido Desmutase, Catalase, Glutationa 

Peroxidase-1, Glutationa S-transferase-1, Citocromo P450 306A1, Vitelogenina, 

Defensina-1, Himenoptaecina, Apidaecina e Abaecina em abelhas melíferas 

submetidas ao manejo de suplementação ou restrição alimentar, a partir do uso de 

doses isoladas ou em conjunto dos princípios ativos que podem acometer as abelhas 

quando a utilização dos fungicidas é feita de acordo com as recomendações 

agronômicas. 
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Capítulo 2 - Bixafen, protioconazol e trifloxistrobina alteram a expressão gênica 

em abelhas melíferas com suplementação ou restrição alimentar 

 

Resumo 

Os riscos à saúde das abelhas inerentes aos efeitos dos fungicidas estão sendo 
potencializados, pois, produtos comerciais têm sido formulados com mais de um 
princípio ativo, para otimizar o controle de fungos patogênicos. Outro fator a se 
considerar é o nível nutricional das colônias, uma vez que a desnutrição pode tornar 
as abelhas mais suscetíveis a estes agrotóxicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar 
o efeito de três princípios ativos (P. A.) que compõem um fungicida comercial na 
expressão gênica em abelhas melíferas que tiveram a alimentação suplementada ou 
restrita. Foram utilizadas 10 colônias de abelhas melíferas, com metade recebendo 
suplementação energético-proteica por 15 semanas. No mesmo período, as outras 
cinco colônias não tiveram sua alimentação suplementada e, para diminuir a entrada 
de alimento proteico, foram instalados coletores de pólen apícola no alvado destas 
colmeias. Após este período, foram coletadas abelhas campeiras dos alvados das 
colmeias, que foram contaminadas por contato com Bixafen (Bix), Protioconazol (Pro) 
e Trifloxistrobina (Tri) aplicados separadamente ou em conjunto  mp tórax das 
abelhas, em doses de 1 ou 7 µg. Após 48 horas da contaminação, as abelhas foram 
dissecadas, obtendo-se o abdômen sem o intestino para análise da expressão dos 
genes SOD-1, CAT, GPX-1, GST-1, CYP306A1, Vitelogenina, Defensina-1, Abaecina, 
Himenopdaecina e Apidaecina, por meio de PCR em tempo real. Todos os P. A. 
promoveram alterações da expressão gênica, com destaque para Bix, que mais 
promoveu suprarregulação dos genes estudados. Em conjunto, a contaminação com 
os três P. A. resultou em suprarregulação dos genes ligados a processos de 
detoxificação e nutrição e infrarregulação dos genes estritamente ligados ao sistema 
imune. Com a maior dose dos três P. A. em conjunto houve acentuada infrarregulação 
de todos os genes. A suplementação alimentar implicou em menor número de 
alterações de expressão gênica em comparação com a alimentação restrita. 
 
 
Palavras-chave: contaminação por contato, detoxificação, fungicida, imunidade, 
nutrição, PCR. 
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Bixafen, prothioconazole and trifloxystrobin alter gene expression in 

honeybees with supplemented or restricted feeding 

 

Abstract 

The risks to the health of bees inherent to the effects of fungicides are being enhanced, 
since commercial products have been formulated with more than one active ingredient, 
in order to optimize the control of pathogenic fungi. Another factor to consider is the 
nutritional level of the colonies, since malnutrition can make bees more susceptible to 
these pesticides. The objective of this work was to evaluate the effect of three active 
ingredients (A.I.) that make up a commercial fungicide on gene expression in honey 
bees that had supplemented or restricted feeding. Ten honey bee colonies were used, 
with half receiving energy-protein supplementation for 15 weeks. In the same period, 
the other five colonies did not have their food supplemented and, to reduce the intake 
of protein food, bee pollen traps were installed on the entrance of these hives. After 
this period, foraging bees were collected from the hives entrances, which were 
contaminated by contact with Bixafen (Bix), Protioconazole (Pro) and Trifloxystrobin 
(Tri) applied separately or together on the thorax of the bees, in doses of 1 or 7 µg. 
After 48 hours of contamination, the bees were dissected, obtaining the abdomen 
without the intestine for analysis of the expression of genes SOD-1, CAT, GPX-1, GST-
1, CYP306A1, Vitellogenin, Defensin-1, Abaecin, Hymenopdaecin and Apidaecin, 
through real-time PCR. All A. I. promoted changes in gene expression, with emphasis 
on Bix, which most promoted up-regulation of the studied genes. Together, 
contamination with the three A. I. resulted in up-regulation of genes linked to 
detoxification and nutrition processes and down-regulation of genes strictly linked to 
the immune system. With the highest dose of the three A. I. together, there was marked 
down-regulation of all genes. Feed supplementation resulted in fewer changes in gene 
expression compared to restricted feeding. 
 
Key words: contact contamination, detoxification, fungicide, immunity, nutrition, PCR. 
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Introdução 

As abelhas são suscetíveis a vários estressores ambientais e grande ênfase 

tem sido dada aos efeitos nocivos dos agrotóxicos, incluindo fungicidas, para os quais 

há pequena ou nenhuma restrição de uso relacionada à segurança ambiental desses 

insetos benéficos (Kubik et al., 1999; National Honey Bee Health Stakeholder, 2012; 

Fisher et al., 2023). Se doses letais dos fungicidas para abelhas podem ser 

consideradas altas, efeitos subletais podem ser observados com doses menores, com 

destaque para a contaminação com dois ou mais princípios ativos ao mesmo tempo, 

em virtude de aplicações simultâneas de dois agrotóxicos ou de apenas um produto 

comercial que contém dois ou mais princípios ativos (Biddinger et al., 2013; Rondeau 

e Raine, 2022). 

O uso recorrente de fungicidas para controlar e prevenir a ocorrência de fungos 

patogênicos nas lavouras está associado à expansão dos cultivos de monoculturas. 

Nesse contexto, há condições para o desenvolvimento de cepas resistentes aos 

fungicidas, implicando na necessidade de desenvolvimento de novos fungicidas.  

Sendo assim, uma recente estratégia para o combate mais eficiente de fungos 

patogênicos nas lavouras tem sido a formulação de fungicidas contendo mais de um 

princípio ativo. Dessa forma, com princípios ativos com diferentes modos de ação, é 

possível combater o patógeno em diferentes estágios do ciclo de vida, favorecendo o 

desenvolvimento das plantas (Deising et al., 2008).   

Este método de associação de princípios ativos com ação fungicida tem se 

mostrado promissor sob o ponto de vista agronômico, porém, deve ser observado com 

atenção por pesquisadores e criadores de abelhas, em função do novo cenário que 

pode implicar em intoxicação das abelhas com mais de um princípio ativo 

simultaneamente, inclusive com doses subletais (Fisher et al., 2017; Traynor et al., 

2021). Ainda sob o ponto de vista apícola, outro fator inerente à agricultura 

convencional que pode ser desvantajoso é a restrição alimentar. Os monocultivos em 

grandes áreas limitam a disponibilidade de pólen e néctar, que se tornam disponíveis 

apenas durante os períodos de floração das culturas agrícolas (Vaudo et al., 2015). 

Ademais, o perfil qualitativo do alimento oriundo das flores de uma única cultura, 

principalmente no que se refere a diversidade de aminoácidos, pode não atender a 

demanda das colônias (Behmer, 2009; Brodschneider e Crailsheim, 2010), implicando 
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em desnutrição e maior suscetibilidade a estressores ambientais (Tadei et al., 2020; 

Quinlan e Grozinger, 2023). 

O pólen apícola que as abelhas campeiras trazem para a colônia, se 

contaminado com fungicidas, pode prejudicar a elaboração do pão das abelhas, além 

de prejudicar diretamente a saúde das crias (Mussen et al., 2004; David et al., 2016; 

Fisher et at., 2021), assim como das abelhas adultas que consomem este alimento 

contaminado, implicando em menor longevidade e maior propensão a doenças, como 

a Nosemose (Lambert et al. 2013; Pettis et al. 2013). Embora sejam consideradas 

menos prejudicadas pelos efeitos dos fungicidas, as abelhas campeiras também 

podem ser contaminadas por contato, no momento da aplicação (Fisher et al., 2023). 

Cada fungicida tem o seu modo de ação principal e o efeito esperado em fungos 

patogênicos pode ser observado em abelhas melíferas (Nicodemo et al., 2020). 

Abelhas melíferas podem acumular fungicidas com características lipofílicas no 

seu corpo gorduroso e assim tornar os processos de detoxificação e de produção de 

energia menos eficientes, em virtude do comprometimento das funções mitocondriais 

(Simon-Delso et al., 2018). Os fungicidas podem gerar efeitos complexos e 

persistentes na infrarregulação de genes ligados a fosforilação oxidativa e regulação 

hormonal, prejudicando a ontogenia e o comportamento de operárias (Christen et al., 

2019), e ao sistema imune (Cizelj et al., 2016), tornando estes insetos mais 

vulneráveis a agentes estressores. 

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito individual e conjunto de três 

princípios ativos que compõem um fungicida comercial na expressão de 10 genes 

importantes para a saúde das abelhas melíferas, considerando-se o manejo alimentar 

das colônias e o nível de contaminação das abelhas a partir da aplicação do fungicida 

de acordo com as recomendações agronômicas do fabricante do produto. 

 

Material e Métodos  

Local do experimento  

            O trabalho foi realizado na cidade de Dracena, estado de São Paulo (latitude 

21º27’37” S e longitude 51º33’21” O, em altitude de 421 metros). 
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Determinação das doses experimentais 

Para determinação das doses experimentais dos princípios ativos que 

compõem o fungicida comercial Fox Xpro, foi realizado um ensaio, utilizando-se 

plantas de algodão e abelhas melíferas. Foram utilizados 50 vasos com volume 

individual de 5L, preenchidos com solo de barranco corrigido com calcário e adubado 

de acordo com as recomendações agronômicas (Raij et al., 1996). Foram semeadas 

três sementes de algodão (Gossypium hirsutum L.), da cultivar IAC 24, mantidas em 

casa de vegetação com irrigação controlada. Três semanas após a germinação, foi a 

escolhida a planta com melhor desenvolvimento, sendo as demais retiradas dos 

vasos. 

 Quando entraram no estádio de floração, as plantas foram levadas para uma 

sala de pulverização controlada. As plantas foram dispostas em duas fileiras, em 

espaçamento de 70 x 20 cm (Figura 1). Não houve efeito de vento neste ambiente e 

as aplicações foram feitas em temperatura de 32±1ºC e umidade relativa de 57±4%. 

 

 

Fig. 1 Vasos com plantas de algodão em sala de pulverização controlada. 

 

 No mesmo dia em que os vasos foram colocados na sala de pulverização, 

foram coletados pools de abelhas melíferas campeiras do alvado de três colmeias. As 

abelhas foram colocadas em potes plásticos de 0,25 L com tampa perfurada, que 

permitia a troca gasosa. Em seguida, as abelhas foram anestesiadas em freezer (-

20ºC) por alguns minutos (Nicodemo et al., 2014). As abelhas foram fixadas nas 
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plantas de algodão com auxílio de alfinetes entomológicos nº 0, perfurando de baixo 

para cima, primeiro a estrutura da planta (folhas ou flores) e finalmente a abelha, 

através do tórax. Os insetos foram colocados nos estratos superior e intermediário das 

plantas, visando identificar se a posição da abelha na planta interfere na sua 

contaminação. 

O fungicida Fox Xpro foi aplicado por meio de um simulador de pulverização 

equipado com uma barra de quatro bicos espaçados em intervalos de 0,5 m, no 

volume de calda de 144 L. ha-1, na dose de 0,5 L. ha-1 do produto comercial Fox Xpro 

(Bayer, 2019), conforme recomendado na bula para a cultura do algodão. Como o 

produto é uma suspensão, o recipiente do produto foi agitado manualmente por três 

minutos antes da dosagem. Para avaliar o efeito do tamanho da gota na contaminação 

por abelhas, foram feitas aplicações com pontas de pulverização que produziram 

gotas finas (modelo XR110015) ou gotas grossas (modelo AIXR110015), com pressão 

de 200 kPa, mantida a uma altura de 0,50 m acima do topo das plantas, e o aparato 

de pulverização se moveu sobre trilhos com velocidade constante de 4 km.h-1, para 

permitir a melhor sobreposição dos jatos de pulverização. As abelhas estavam vivas 

durante a aplicação do fungicida (Figura 2). 

 

  

Fig. 2 Abelhas fixadas em folha (esquerda) e flor (direita) de algodão após a 
aplicação de calda com o fungicida Fox Xpro com gotas finas. 

 

Quinze minutos após a aplicação da calda com fungicida, foram coletadas 

amostras com 20 abelhas melíferas (77,7±7,7 mg/indivíduo), com quatro repetições 

(duas posições nas plantas, dois tamanhos de gotas), totalizando 320 abelhas. As 
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abelhas foram desprendidas das agulhas sem contato manual. Para isso, um tubo 

Falcon de 50 ml foi colocado sob a abelha e, em seguida, o alfinete inseto foi puxado 

para baixo, com a abelha caindo diretamente no tubo. Após a coleta, os tubos 

identificados foram armazenados em ultrafreezer (-80ºC). 

Para a construção das curvas padrão, foram adquiridos padrões (Sigma) dos 

princípios ativos (P.A.) bixafen (Bix), protioconazol (Pro) e trifloxistrobina (Tri), que 

compõem o fungicida Fox Xpro. Estes P.A. foram utilizados nas análises químicas 

para determinar as quantidades desses componentes fungicidas nas abelhas que 

foram fixadas nas plantas de algodão. 

Um sistema de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) (Shimadzu 

Prominence-i LC-2050), equipado com uma coluna Zorbax Eclipse Plus C18 2,1x100 

mm 3,5µm a uma temperatura de 35°C, foi usado para dosar a quantidade de cada P. 

A. nas abelhas. A taxa de fluxo foi mantida em 0,6 mL min-1, e a detecção foi realizada 

em um detector UV-Vis a 210 nm. As fases móveis utilizadas foram: (A) ácido fosfórico 

0,1M e (B) acetonitrila em modo gradiente. 

O tempo de retenção, limite de detecção (DL) e limite de quantificação (QL) dos 

três ingredientes ativos (Mesquita et al., 2013; Serafim et al., 2021) foram 

determinados e observados em relatórios gerados por regressão linear feita com o 

software LabSolution (Shimadzu) para o sistema HPLC, sendo: para Bix, o tempo de 

retenção foi de 5,369 min, com DL e QL de 0,47 e 1,42 µg/mL, respectivamente; para 

Pro, o tempo de retenção determinado foi de 4,303 min, com DL e QL de 0,75 e 2,26 

µg/mL, respectivamente; e, por fim, para Tri, o tempo de retenção foi de 12,679 min, 

com DL e QL de 0,80 e 2,43 µg/mL, respectivamente. 

Após validação dos testes para determinação dos tempos de retenção dos P. 

A., as amostras de abelhas foram secas em liofilizador LioBras, modelo Liotop K107, 

por um período de 24 horas. Após a secagem, as amostras foram submetidas a 

processos de extração e limpeza utilizando o método QuEChERS (Rahman et al., 

2022) com modificações descritas a seguir. Para a extração, foram adicionados 5 mL 

de acetonitrila, 0,4 g de MgSO4, 0,1 g de NaCl, 0,1 g de citrato de sódio tribásico 

dihidratado (SCTD) e 0,05 g de citrato de sódio dibásico sesquihidratado (SCDS) para 

cada amostra contendo 20 abelhas. Para o processo de limpeza, foram utilizados 37,7 

mg de MgSO4, 6,3 mg de amina primária secundária (PSA) e 6,3 mg de C18.  
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Manejo alimentar das colônias de abelhas melíferas 

 O manejo alimentar foi realizado apiário no campus de Dracena, onde foram 

utilizadas 10 colônias de abelhas melíferas (Apis mellifera) africanizadas, instaladas 

em colmeias Langstroth, que foram divididas em dois grupos: colônias com 

suplementação alimentar (CSA) e colônias com restrição alimentar (CRA). 

  Durante 15 semanas, as CSA tiveram livre acesso para coletar alimento no 

campo e alimentação suplementada com 500 ml de xarope energético contendo água 

e açúcar em proporções iguais, duas vezes por semana, e 100g de pasta proteica que 

continha duas partes de pólen apícola e uma de mel, oferecida uma vez por semana. 

Para o outro grupo (CRA), não houve suplementação alimentar e foi colocado um 

coletor de pólen nos alvados de cada colmeia deste grupo para restringir a entrada de 

pólen apícola. 

 O pólen apícola foi coletado diariamente e pesado em balança semi-analítica. 

Foi calculada a quantidade de pólen coletada em cada colmeia semanalmente. Para 

determinar a eficiência dos coletores de pólen, foi observada a entrada de abelhas 

campeiras pelos coletores de pólen, em períodos de 30 minutos, carregando pólen 

apícola em suas pernas, por duas vezes em cada colmeia. Foi registrado o número 

de abelhas entrando com pólen e o número de bolotas de pólen que caíram na gaveta 

do coletor de pólen. A eficiência dos coletores foi calculada por meio da fórmula: 

 

Eficiência do coletor de pólen = nº de bolotas de pólen / (2x o nº de abelhas com pólen)x100 

 

Avaliação da expressão gênica 

Para a avaliação da expressão gênica, foram coletados pools de abelhas 

campeiras do alvado de quatro colônias do grupo CSA e de quatro colônias do grupo 

CRA, após as 15 semanas de manejo alimentar. As abelhas foram colocadas em 

potes plásticos de 0,25 L com tampa perfurada. No laboratório, as abelhas foram 

anestesiadas em freezer (-20ºC) por alguns minutos.  

Em anestesia, as abelhas foram intoxicadas por contato, aplicando-se 0,5 

microlitro de solução com um ou os três P.A. em acetona, no dorso do tórax de cada 

abelha, com uma microseringa (OECD, 1998). As doses foram estabelecidas a partir 

dos resultados obtidos no teste de determinação das doses de contaminação das 
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abelhas afixadas nas plantas de algodão. Para o controle, foi aplicada apenas 

acetona. Após a contaminação, 20 abelhas com o mesmo tratamento foram colocadas 

em novos potes plásticos e alimentadas ad libitum com xarope com duas partes de 

açúcar e uma parte de água (Suchail et al., 2009), permanecendo por um período de 

48 horas em estufa com temperatura (33º-34 ºC) e umidade (70-80 %) controladas.  

As abelhas foram novamente anestesiadas e dissecadas com o auxílio de 

tesoura e pinças entomológicas e lupa, desprezando-se cabeças, tórax e o intestino, 

aproveitando-se apenas os abdomens. Cada amostra foi formada a partir de seis 

abdomens, obtendo-se quatro amostras por tratamento (2 manejos alimentares x 3 P. 

A. + 1 composto de P. A. x 2 doses + controle). 

 

Extração de RNA e construção de biblioteca de cDNA 

 Foi realizada a análise do transcriptoma por qPCR em Real Time, dos primers 

descritos na Tabela 1. 
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Table 1. Genes, respective primer sequences (GenBank accession numbers) and 
references. 

Genes Sequência (5'-3') Referências 

Ribosomal Protein L32 
(RPL32)* 

F: CGTCATATGTTGCCAACTGGT 
R: TTGAGCACGTTCAACAATGG 
 

Lourenço et al. 
(2008) 

Superoxide Dismutase 
1 
(SOD-1) 

 

F: GGTGGTGGTCATTTGAATCATTC 
R: AAGAAGTGCAGCGTCTGGTTTAC 

Catalase 
(CAT) 
 

F: TGGAGCAAGTCCTGATAAAATGC 
R: TGGGCCAAGACGATGTCTATG 

Glutathione 
Peroxidase 1 
(GPX-1) 
 

F: CGACAACTATAAGGAAGCGAAA  
R: AGATAGAAAAACGTCTTCGCCT 

Glutathione S-
transferase 1 (GST-1) 
 

F: TGCCGATCGATTTTTATCAACTT 
R: AGCCGTCAACGCAACTGC 

Cytochrome P450 
306A1 
(CYP306A1) 
 

F: CGTCGATGGGAAGGATAAAA  
R: TCGGTGAAATATCCCGATTC 

Vitellogenin 
 
 

F: TCGACAACTGCGATCAAAGGA 
R: TGGTCACCGACGATTGGATG 

Simone et al. 
(2009) 

Defensin-1 F: TGCGCTGCTAACTGTCTCAG  
R: AATGGCACTTAACCGAAACG 

Siede et al. 
(2012). 

Abaecin 
 
 

F: AGATCTGCACACTCGAGGTCTG 
R: TCGGATTGAATGGTCCCTGA 

Hymenoptaecin 
 
 

F: CTCTTCTGTGCCGTTGCATA  
R: ′GCGTCTCCTGTCATTCCATT 

Apidaecin  F: CTTTGTAGTCGCGGTATTTGG 
R: AGGCGCGTAGGTCGAGTAG 

  

 Para a extração de RNA foi utilizado 1 ml de Trizol® LS Reagent (Invitrogen™) 

e 200 µL de clorofórmio, que foi centrifugado a 12.000 x g, por 15 minutos a 4ºC. A 

parte superior aquosa foi transferida para outro microtubo, no qual foi adicionado o 

isopropanol. As amostras foram agitadas com vórtex e centrifugadas a 12.000 x g por 

10 minutos a 4ºC. Por fim, os sobrenadantes foram descartados, os pellets de RNA 

foram lavados três vezes com 100 µL de etanol, centrifugados, descartados o 

sobrenadante e os pellets foram deixados secar por 15 minutos. Em seguida, foram 

suspensos com água molecular.  

 Após o isolamento do RNA, foi feita a quantificação por absorbância a 260 nm 

em ng utilizando o Nanodrop-1000 (Thermo Scientific). Uma alíquota de RNA foi 
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processada em gel de agarose a 1% e pós-corada com GelRed® (Sigma) para 

verificar a integridade do RNA.  

A partir do RNA extraído foi construída a biblioteca de cDNA, por transcrição 

reversa (RT) usando 1 mg de RNA total e iScriptTM III (Life Technologies). O cDNA 

resultante foi armazenado a -20ºC até o uso. Em seguida, a sequência foi amplificada 

pela reação em cadeia da polimerase (PCR), utilizando os primers alvos (selecionados 

em literatura para abelhas melíferas). 

 

Determinação molecular da expressão de genes 

 A determinação molecular da expressão de genes será realizada pelo método 

da reação em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR-RT) e os resultados serão 

analisados por quantificação relativa pelo método 2 – ΔΔCt (Pfaffl et al., 2004; 

Rebouças et al., 2013). 

 As reações para qPCR serão realizadas em placas de 96 poços usando iTaq 

TM Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad). As reações serão realizadas de 

acordo com as instruções do fabricante com reações individuais de 20 µl consistindo 

em 10 µl de mistura principal de PCR SYBRGreen (2x), 8 µl de iniciadores 200 nM e 

2 µl de molde de cDNA (amostras) (Rebouças et al., 2013). 

 Todas as reações foram realizadas no sistema de detecção de qPCR em tempo 

real iCycler iQ ™ (Bio-Rad Laboratories), sob o protocolo: 95 °C por 5 min, 40 ciclos 

de 95 ºC por 30 s, 56 ºC por 30 s, seguido por análise da curva de dissociação (curva 

de fusão) para verificar a amplificação de um único produto. As temperaturas para os 

ciclos desnaturação-hibridização-síntese utilizadas serão adequadas de acordo com 

a literatura, para resultar na síntese de centenas de milhões de cópias 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 reação 

de amplificação devido à emissão de fluorescência. Os dados de expressão foram 

usados para calcular o valor do ciclo limite (Ct). A eficiência da PCR e a taxa de 

expressão 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- △△ método de CT) foi usado para analisar o nível de expressão 
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desses genes em relação ao EF-1β. Todas as medições da expressão alvo foram 

normalizadas em relação ao gene RPL32 (Lourenço et al., 2008). 

 

Análises estatísticas 

Para analisar as quantidades de ingredientes ativos que contaminaram as 

abelhas, foi empregado um planejamento fatorial de dois fatores. Este delineamento 

envolveu os fatores: tamanho da gota (fina e grossa) e altura de colocação das 

abelhas nas plantas (altura superior e média). Cada análise foi realizada com quatro 

repetições e cada amostra de abelhas compreendeu 20 abelhas melíferas. Os dados 

foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e, nos casos em que foi observado 

efeito significativo (P<0,05), foram feitas comparações de médias pareadas por meio 

do teste de Tukey.  

Para o grupo CRA, foi calculada a média de produção de pólen semanal de 

cada colônia. A eficiência dos coletores de pólen foi avaliada por meio da média de 

oito observações, em quatro colmeias. A dispersão dos dados foi determinada pelo 

erro padrão residual. 

A expressão de cada gene foi avaliada por meio da comparação dos resultados 

de cada tratamento com o controle do grupo CSA. Como não houve distribuição 

normal dos dados, as comparações das medianas foram feitas por meio do teste não 

paramétrico de Kruskal Wallis (P<0,05) (SAS Institute, 2013). 

 

Resultados 

Avaliação dos P. A. na calda de aplicação do fungicida 

Na avaliação da solução preparada para a pulverização das plantas de 

algodão, os três P. A. foram detectados nas concentrações de 0,621 g de bixafen, 

0,802 g de protioconazol e 0,721 g de trifloxistrobina por litro de solução. 

 

Contaminação das abelhas melíferas fixadas em plantas de algodão 

A quantidade observada de Bix por abelha foi maior quando foram utilizadas 

gotas finas em comparação com o uso de gotas grossas (P=0,0240) e quando as 

abelhas estavam no topo das plantas (P<0,001), em comparação com aquelas 

colocadas à meia altura nas plantas (Tabela 2). Foi quantificado mais Pro com 
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pulverização da calda de fungicida com gotas finas (P = 0,029) em comparação com 

o uso de gotas grossas (Tabela 2). 

   Foram observados níveis mais altos de Tri em abelhas afixadas no topo das 

plantas em relação àquelas instaladas à meia altura (P = 0,004; Tabela 2). O tamanho 

da gota influenciou na contaminação das abelhas com Tri, sendo mais a contaminação 

com gotas finas em relação às gotas grossas (P = 0,021, Tabela 2). 

 

Table 2. Observed amount of bixafen (Bix), prothioconazole (Pro) and trifloxystrobin 
(Tri) (µg/bee) on honey bees placed on cotton plants sprayed with the fungicide Fox 
Xpro. 

Effects Bix  Pro  Tri 

Drop size 
Fine 1.24 A  0.93 A  8.56 A 

Coarse 1.19 B  0.87 B  4.71 B 

Height on plant 
Top 1.27 a  0.91  9.24 a 
Mid 1.15 b  0.90  4.03 b 

Interaction 

Fine x Top 1.29  0.93  9.87 
Coarse x Top 1.25  0.88  8.60 
Fine x Mid 1.18  0.93  7.24 
Coarse x Mid 1.12  0.86  0.82 

Mean standard error  0.02  0.02  1.43 

Source of variation   Probability 

Drop size  0.024  0.029  <0.021 
Height on plant  <0.001  >0.200  0.004 
Interaction  >0.200  >0.200  0.095 

Means followed by the same letter for the same effect (drop size or position on the 
plant or an interaction between these factors) for each active ingredient do not differ 

significantly from each other (P<0.05), according to the Tukey test. 

 

 Considerando-se os dados obtidos no experimento de contaminação das 

abelhas com os P. A. que compõem o fungicida Fox Xpro, foram estabelecidas as 

doses de 1 µg e 7 µg de P. A. por abelha. Foram preparadas soluções com cada um 

dos três P. A. e com os três P. A. em conjunto, contendo a menor ou a maior 

quantidade dos P. A. em acetona, para contaminação por contato de cada abelha, em 

volume de 0,5µl. 

 

Manejo alimentar das colônias 

Durante as 15 semanas de manejo alimentar, as cinco colônias com 

suplementação alimentar consumiram totalmente os 100g de suplemento proteico e 
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os 1000ml de xarope energético oferecidos semanalmente. Uma colônia do grupo 

CRA definhou na décima primeira semana e não foi substituída. Então, para ter o 

mesmo número de colônias entre os dois grupos, uma das colônias do grupo CSA foi 

retirada do experimento. 

Para o grupo com restrição alimentar (CRA), foram coletados 33,8±4,9g 

semanalmente por colmeia de pólen apícola (Figura 3). Ao analisar a passagem de 

abelhas forrageiras trazendo pólen apícola para as respectivas colmeias, observou-

se que a eficiência dos coletores de pólen foi de 57,9±5,1%. Sendo assim, de todo o 

pólen coletado pelas abelhas das colônias com alimentação restrita, apenas 42,1% 

ficou disponível para a manutenção das colônias.  

 

 
Fig 3. Weekly amount of bee pollen collected from four hives for 15 weeks 
(mean + standard error of mean). 

 

Para todos os genes estudados, houve pronunciada infrarregulação quando as 

abelhas foram intoxicadas com a maior dose dos três P. A. em conjunto, para abelhas 

dos dois grupos de manejo alimentar (Figura 4). Não houve diferença na expressão 

de todos os genes estudados, na comparação dos grupos controle de abelhas 

oriundas de colônias com suplementação alimentar e com restrição alimentar. 
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Fig. 4. Genes fold change in the fat body of honey bee foragers from colonies with supplemented or 
restricted feeding. Shown are the medians of four biological samples per treatment in triplicate.  
* Different from control with food supplementation. Dose 1 = 1µg A. I. bee-1; dose 2 = 7µg bee-1. 
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A expressão do gene Superóxido Dismutase 1 (SOD-1) foi suprarregulada com 

uma das duas doses de Bix e quando se utilizou em conjunto a menor dose de cada 

um dos três P. A., em abelhas de ambos os manejos alimentares. Houve 

infrarregulação deste gene apenas para abelhas do grupo CRA quando os indivíduos 

foram contaminados com as duas doses de Pro e com a maior dose de Tri.  

 Para o gene Catalase, foi observada aumento da expressão gênica com o uso 

das duas doses de Bix, a maior dose de Pro e com a menor dose dos três P. A. 

aplicados em conjunto, em abelhas que se desenvolveram em CSA ou CRA. Houve 

infrarregulação de Cat quando as abelhas receberam a maior dose de Tri. 

 A expressão de Glutationa Peroxidase 1 (GPX-1) foi suprarregulada com o uso 

isolado de Bix em menor e maior doses, maior dose de Pro e com a menor dose em 

conjunto dos três P. A., em abelhas dos dois grupos de manejo alimentar. O P. A. Tri 

em menor dose promoveu maior expressão deste gene em abelhas do grupo CRA.  

 O gene Glutationa S-transferase 1 (GST-1) foi suprarregulado com o uso de 1 

ou 7 µl de Bix ou de Bix + Pro + Tri em menor dose, em abelhas dos grupos CSA e 

CRA. A contaminação exclusiva de Pro promoveu suprarregulação em todas as 

abelhas, exceto quando foi usada a menor dose em abelhas do grupo CSA. Tri 

promoveu infrarregulação com as duas doses para as abelhas de ambos os grupos, 

exceto para abelhas do grupo CSA contaminadas com o maior dose deste P. A.  

 A expressão do gene Citocromo P450 306A1 (CYP306A1) foi suprarregulada 

com o uso de todos os P. A., exceto para Pro e Tri em menor dose, para abelhas do 

grupo CSA e CRA, respectivamente. O gene Vitelogenina teve sua expressão 

aumentada quando as abelhas foram intoxicadas com um ou os três P. A., exceto com 

a utilização de Pro em menor dose para abelhas de ambos os grupos de manejo 

alimentar e Tri em maior dose para abelhas do grupo CRA. 

 O gene Defensina-1 foi suprarregulado com a contaminação das abelhas com 

o uso de Bix, exceto para abelhas do grupo CSA que foram contaminadas com a 

menor dose. Com os demais P. A., isolados ou em conjunto, houve infrarregulação 

deste gene. Todos os P. A. promoveram infrarregulação do gene Abaecina, exceto 

Pro e Tri com a menor dose para abelhas do grupo CSA. 

 A expressão gênica de Himenoptaecina foi suprarregulada quando as abelhas 

foram contaminadas com Bix, exceto para abelhas do grupo CRA que receberam a 
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menor dose deste P. A. Com o uso de todos os outros P. A., isolados ou em conjunto, 

em abelhas dos grupos CSA e CRA, ocorreu infrarregulação do gene Himenoptaecina. 

 O gene Apidaecina foi suprarregulado quando as abelhas do grupo CRA foram 

contaminadas com uma das duas doses de Bix e a maior dose de Tri. As abelhas do 

grupo CSA tiveram aumento da expressão de Apidaecina quando foram contaminadas 

com a maior dose de Bix ou de Tri. Para as demais comparações inerentes à 

Apidaecina, houve infrarregulação deste gene para abelhas de ambos os grupos de 

manejo alimentar, exceto para Pro em maior dose, que não diferiu do controle. 

 

Discussão 

Contaminação das abelhas melíferas fixadas em plantas de algodão 

O produto comercial avaliado, de acordo com a sua bula, contém 125 g.L-1 de 

Bix, 175 g.L-1 de Pro e 150 g.L-1 de Tri. Considerando-se essas concentrações, ao 

diluir 0,5 L deste produto em 144 L de água (diluição adotada neste trabalho), 

deveriam ser obtidos: 0,434 g. L-1 de Bix, 0,608 g. L-1 de Pro e 0,521 g. L-1 de Tri. 

Todos os três P. A. foram detectados na solução de pulverização usada em 

proporções semelhantes às descritas no rótulo. No entanto, a concentração 

equivalente observada na solução de cada princípio ativo superou a concentração 

teórica em 43, 31,9 e 38,4%, para Bix, Pro e Tri, respectivamente. 

O fungicida Fox Xpro é classificado pelo fabricante como uma suspensão 

concentrada (Bayer, 2019). Uma suspensão é uma mistura heterogênea, com uma ou 

mais substâncias sólidas dispersas que não são igualmente distribuídas em um 

determinado líquido (Atkins et al., 2016). Devido a essa instabilidade, tende a ocorrer 

segregação ao longo do tempo, sob a influência da gravidade, tanto na embalagem 

quanto no tanque de pulverização, mesmo quando o produto já está diluído (Luckham, 

1989); isso pode afetar a quantidade de P. A. que chega ao alvo e nas abelhas que 

visitam a cultura em tratamento fitossanitário. 

Em nosso estudo, a embalagem do produto foi devidamente agitada antes da 

coleta de cada amostra. Além disso, as soluções colocadas no tanque do pulverizador 

foram agitadas imediatamente antes de cada aplicação. Contudo, considerando as 

características químicas do produto avaliado, variações também podem ocorrer no 

campo, mesmo quando as recomendações são seguidas criteriosamente no preparo 
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das caldas de aplicação (Hazra e Purkait, 2019). Este problema pode ser minimizado 

se o sistema de agitação da calda do pulverizador estiver disponível e funcionando 

durante todo o processo de pulverização. 

No produto comercial, Pro é o P. A. presente em maior quantidade, 

teoricamente. Entretanto, ele foi observado em menor quantidade nas amostras de 

abelhas. A solubilidade de Pro é influenciada pelo pH da água. A um pH de 8,0, a 

solubilidade para este P. A. é de 0,3 g L-1 de solução (IBAMA, 2019). Em nosso 

experimento, o pH da água utilizada foi de 7,8. Assim, teoricamente, a solução 

apresentava 0,608g deste P. A. L-1 na calda de aplicação, considerando a diluição 

utilizada na aplicação. Portanto, em função da baixa solubilidade de Pro, é provável 

que sua diluição não tenha ocorrido adequadamente, implicando em desuniformidade 

da distribuição no ambiente tratado. 

Tri foi detectado em todas as amostras de abelhas e as quantidades foram 

sempre maiores em relação aos demais P. A. A detecção de maiores quantidades de 

Tri pode ser explicada por sua alta estabilidade, que pode ser observada mesmo após 

a absorção pelas plantas (EFSA et al., 2017). 

As abelhas visitam flores e outras estruturas que liberam exsudatos 

açucarados, mas também costumam descansar nas folhas (Thompson, 2010). No 

caso do algodoeiro, as abelhas coletam o néctar tanto das flores quanto dos nectários 

extraflorais, que ficam nas folhas (Rhodes, 2002). No momento da aplicação de 

agrotóxicos, as abelhas podem ser encontradas nessas partes das plantas ou se 

movimentando entre elas. Portanto, neste trabalho as abelhas foram fixadas em 

partes das plantas onde podem ser encontradas nesta cultura agrícola, a fim de obter 

informações sobre a contaminação das abelhas em situações realistas de interação 

com as plantas. 

O uso de gotas finas resultou em maior contaminação das abelhas com os três 

P. A., em comparação com gotas grossas. Para um mesmo volume, à medida que 

diminui o tamanho das gotas, aumenta o número de gotas geradas e, 

consequentemente, aumenta o potencial de cobertura da pulverização (Guler et al., 

2012), aumentando as chances de uma gota atingir o inseto. 

Houve maior contaminação das abelhas que estavam nas partes superiores 

das plantas, exceto para Pro. Essa maior contaminação das abelhas posicionadas no 
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topo das plantas se deve ao fato de mais produto atingir essas folhas, conforme 

observado por Prado et al. (2019), que encontraram maiores níveis de deposição nas 

folhas superiores das plantas de soja (69%), seguidas pelas partes intermediárias 

(22%) e inferiores (9%), em ensaios de pulverização controlada.  

Os estudos sobre o impacto de pesticidas na saúde das abelhas geralmente 

carecem de informações sobre as doses de produtos que realmente afetam as 

espécies não-alvo, mesmo assumindo que todas as recomendações agronômicas 

acerca dos equipamentos de aplicação e condições ambientais sejam seguidas 

(Dhananjayan et al., 2019). Além disso, estimar os riscos de contaminação de 

espécies não-alvo tende a ser impreciso porque a forma como os agrotóxicos são 

efetivamente utilizados na agricultura muitas vezes tende a não refletir a realidade. A 

contaminação letal das abelhas pode ocorrer devido à aplicação incorreta e não 

recomendada de agrotóxicos no campo (Wauchope, 2022). 

 

Manejo alimentar das colônias 

No grupo de CRA, a instalação de coletores de pólen diminuiu a disponibilidade 

deste alimento proteico para as abelhas. A quantidade total de pólen apícola coletada 

por colmeia durante as 15 semanas foi de 507g, quantidade equivalente a 57,9% do 

total de pólen apícola trazido para as colmeias pelas abelhas deste grupo. Esta 

quantidade é relativamente pequena, se considerar-se que podem ser obtidos até 20 

kg por colmeia por ano (Campos et al., 2010). A manutenção dos coletores de pólen 

por várias semanas pode implicar em redução das quantidades coletadas de pólen 

em virtude do ajuste populacional feito pelas colônias (Couto e Couto, 2006; Mattos et 

al., 2015), porém, neste trabalho, a quantidade de pólen apícola colhida foi 

relativamente pequena desde os primeiros dias de restrição alimentar, indicando baixa 

disponibilidade de pólen no campo (Vaudo et al., 2015). 

Diferente de outras culturas zootécnicas, a apicultura não demanda 

alimentação rotineira das colônias, exceto em períodos de chuvas intensas, inverno 

rigoroso e escassez de néctar e pólen para forrageamento das abelhas campeiras 

(Somerville, 2005).  

As colônias submetidas à restrição alimentar, no final apresentaram populações 

visualmente reduzidas, com o néctar e o pólen apícola que conseguiram levar para 
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dentro das colmeias, passando pelos coletores de pólen. Para o outro grupo (CSA), 

ter fornecido pasta proteica à base de mel e pólen apícola, alimentos que as abelhas 

consomem naturalmente, pode ter contribuído para a aceitação do alimento, que foi 

totalmente consumido pelas abelhas. Dietas adequadas podem contribuir para a 

imunocompetência e resistência a patógenos (Alaux et al., 2010; Di Pasquale et al., 

2013) e tolerância agrotóxicos (Schmehl et al., 2014).  

As abelhas do grupo CSA consumiram todo o xarope energético oferecido duas 

vezes por semana. Este substituto do néctar, em associação com o suplemento 

proteico, pode favorecer a procura por mais alimento proteico no campo, a taxa de 

postura da rainha e o comportamento higiênico (Somerville, 2005). 

 

Expressão de genes importantes para a saúde das abelhas 

Segundo a ficha de informações de segurança de produtos químicos do 

fungicida comercial (Bayer, 2022), a DL50 de contato para abelhas melíferas é superior 

a 200 µg indivíduo-1. No presente estudo, para os tratamentos com a mistura dos três 

P.A, as doses estabelecidas (1 e 7 µg indivíduo-1 de cada P. A.) podem ser 

consideradas subletais, pois são cerca de 10 e quatro vezes menores que a dose letal 

divulgada pelo fabricante, respectivamente. 

Christen et al. (2019), avaliaram o efeito tóxico da Azoxistrobina, fungicida que 

pertence ao grupo das estrobilurinas, assim como o P. A. Tri, avaliado neste trabalho. 

Os autores observaram regulação negativa da transcrição de genes que codificam 

enzimas envolvidas no metabolismo, fosforilação oxidativa e regulação hormonal, 

podendo prejudicar a produção de energia, ontogenia e comportamento das abelhas. 

Tri foi detectado em pólen apícola obtido de plantas cultivadas (cultura alvo) e no pólen 

apícola oriundo das plantas marginais (David et al., 2016). Bix foi detectado em 

amostras de pão das abelhas (Bokšová et al., 2021), e Pro já foi detectado em várias 

amostras de pólen apícola (Roszko et al., 2016; Prado et al., 2019; Raimets, 2020). 

As informações acerca de contaminação de abelhas por contato são escassas. 

O estudo da expressão gênica em abelhas pode favorecer a compreensão dos 

efeitos à exposição a agentes estressores como os agrotóxicos. Neste estudo, foram 

escolhidos genes inerentes ao estresse oxidativo e detoxificação (SOD-1, CAT, GPX-

1, GST-1 e CYP306A1), nutrição e longevidade (Vitelogenina) e imunidade 
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(Defensina-1, Abaecina, Hymenoptaecina e Apidaecina). O metabolismo da abelha, 

assim como de qualquer outra espécie aeróbica, implica na formação de radicais 

livres. Quando não há controle dessas moléculas prejudiciais à saúde das células, 

ocorre o estresse oxidativo (Weirich et al., 2002). 

Durante o uso e metabolismo do oxigênio levado para dentro do organismo, 

formam-se moléculas agressivas conhecidas como radicais livres e o organismo não 

consegue manter esses radicais sob controle e ocorre o estresse oxidativo, que, por 

sua vez, é inibido pelo sistema antioxidante. Esse processo é natural em virtude do 

metabolismo do oxigênio e de outras substâncias coletadas pelas abelhas, porém, 

agentes estressores bióticos e abióticos podem desbalancear a homeostase celular, 

gerando mais espécies reativas de oxigênio do que o indivíduo consegue neutralizar 

e eliminar (Yan et al., 2012; Olgun et al., 2020).  

Doses subletais de inseticidas como organoclorados e organofosforados 

(Rehman e Waliullah, 2012; Chakrabarti et al., 2015) e neonicotionóides (Balieira et 

al., 2018) podem implicar em maior produção de enzimas antioxidantes como SOD-1, 

CAT e GPX, com o objetivo de manter a homeostase celular. Contudo, a dose e as 

características do xenobiótico podem prejudicar a produção destas enzimas (Bus, 

2017). Os P. A. Bix e Tri são inibidores da cadeia respiratória e a sua ação pode ser 

desfavorável à produção de enzimas antioxidantes (Casida e Durkin, 2016; D’Hose et 

al., 2021). 

No presente estudo, as duas doses de Bix promoveram suprarregulação de 

SOD-1, CAT, GPX-1 e GST-1, de ambos os manejos alimentares. A expressão gênica 

de SOD-1 foi infrarregulada e se manteve semelhante ao controle, respectivamente 

para abelhas CRA e CSA. A expressão de CAT e GPX-1 foi semelhante para abelhas 

com os dois manejos alimentares, sendo alterada apenas com as maiores doses dos 

P. A., por meio de suprarregulação. A expressão de GST-1 foi suprarregulada quando 

as abelhas foram contaminadas com as duas doses de Pro, exceto em abelhas do 

grupo CRA com o usa da menor dose. Com o P. A. Tri, SOD-1 e CAT não tiveram 

suas expressões alteradas, exceto com a maior dose em abelhas do grupo CRA. Este 

P. A. promoveu aumento da expressão de GPX-1 quando abelhas do grupo CRA 

foram contaminadas com a menor dose. A expressão de GST-1 foi alterada em todos 
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os tratamentos com Tri, em abelhas oriundas de colônias de ambos os manejos 

alimentares.  

 O gene CYP306A1 pertence à família dos citocromos P450, que está envolvida 

em vários processos de biossíntese e detoxificação celular em virtude da exposição a 

xenobióticos. A suprarregulação de genes CYP6 está associada a resistência à 

piretróides e neonicotinóides em outros insetos. Sugere-se que estes genes podem 

ser úteis para que as abelhas consigam responder positivamente, no que diz respeito 

a detoxificação, em situações de contaminação com agrotóxicos (Claudianos et al., 

2006). Neste estudo, a expressão do gene CYP306A1 foi suprarregulada com todos 

os P. A. utilizados isoladamente, exceto para Pro e Tri em menores doses, para 

abelhas dos grupos CSA e CRA, respectivamente. 

A Vitelogenina é uma proteína de estocagem e sua expressão está atrelada ao 

nível nutricional do indivíduo. Pode ser considerado um gene pleiotrópico, pois, além 

de auxiliar no transporte de lipídios, está relacionada com a longevidade, 

imunomodulação e regulação do estresse oxidativo (Salmela et al., 2022). A 

contaminação com os três P. A. separadamente, promoveu suprarregulação da 

Vitelogenina, exceto com Pro em menor dose e Tri em maior dose para abelhas do 

grupo CRA.  

No que diz respeito aos genes estudados que são estritamente ligados ao 

sistema imune das abelhas, houve evidente alteração da expressão gênica. Para 

Defensina-1, apenas não ocorreu infrarregualação com o uso de Bix, que resultou em 

suprarregulação deste gene. Em abaecina, a infrarregulação só não foi observada 

com o uso de Pro e Tri em menor dose, em abelhas do grupo CSA, que não diferiram 

do controle CSA. Em Himenoptaecina, a infrarregulação ocorreu com todos os P. A., 

exceto Bix, que gerou suprarregulação, exceto com a menor dose, para abelhas do 

grupo CRA, que não diferiram do controle CSA. Para Apidaecina, apenas não ocorreu 

alteração da expressão deste gene com o uso isolado de Pro em menor dose. 

A suprarregulação gênica tem por objetivo o reequilíbrio do funcionamento 

celular, visando eliminar substâncias ou microrganismos que podem prejudicar a sua 

homeostase. Neste trabalho, a contaminação das abelhas com os três P. A. em 

conjunto resultou em respostas diferentes em relação às doses estudadas. Com o uso 

de 1 µg de cada P. A. por abelha ocorreu suprarregulação gênica, exceto para 
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abaecina, porém, com a maior dose (7 µg de cada P. A. por abelha), houve acentuada 

infrarregulação de todos os genes.  

A expressão gênica requer energia produzida nas células e quanto maior a 

necessidade da expressão dos genes, maior será a demanda por energia (Frumkin et 

al., 2017). Entretanto, mesmo havendo maior demanda pela expressão dos genes 

para que os efeitos prejudiciais dos xenobióticos seja o menor possível, a 

disponibilidade de energia pode ser um fator determinante para a resposta celular 

frente ao desafio de intoxicação. Dos três P. A., Bix e Tri são conhecidos por atuarem 

como inibidores da produção de energia celular (Casida e Durkin, 2016; D’Hose et al., 

2021). Com a contaminação das abelhas com estes P. A. com a maior dose avaliada, 

a demanda energética celular pode não ter sido atendida e, sendo assim, a expressão 

gênica foi prejudicada. Dessa forma, as abelhas podem se tornar mais suscetíveis a 

outros agentes estressores, dada a fragilidade decorrente da exposição ao fungicida 

com os três P. A. 

A resposta frente ao desafio com os P. A. isolados ou em conjunto foi 

semelhante entre abelhas que tiveram alimentação suplementada ou restrita para a 

maioria das comparações. Entretanto, a expressão gênica de abelhas do grupo CSA 

não diferiu do grupo controle para SOD-1, com o uso de Pro em ambas as doses, Cat 

(Tri em maior dose), GPX-1 (Tri em menor dose), GST-1 (Pro em menor dose) e 

CYP306A1 (Pro em menor dose). Para as mesmas comparações, abelhas do grupo 

CRA tiveram expressão gênica diferente do controle CSA.  

 

Conclusão 

 Os P. A. Bix, Pro e Tri em promoveram alteração da expressão gênica em 

abelhas melíferas. A contaminação com os três P. A. em conjunto, com a menor dose, 

resultou em suprarregulação dos genes estudados, exceto para Defensina 1, 

Abaecina, Himenoptaecina e Apidaecina.  

 O uso das maiores doses dos três P. A. em conjunto resultou em expressiva 

infrarregulação de todos os genes estudados, independente do manejo alimentar das 

colônias nas quais as abelhas se desenvolveram. 
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 Abelhas oriundas de colônias que tiveram alimentação restrita apresentaram 

mais alterações gênicas que abelhas oriundas de colônias com alimentação 

suplementada. 
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