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Impacto potencial desta pesquisa

Abelhas sdo vitais para a agricultura e ecossistemas, mas agrotdxicos as prejudicam
mesmo com suplementagdo alimentar. Nosso estudo mostra que fungicidas
considerados seguros afetam a respiracao celular das abelhas mandaguari. Alertando
para necessidade de regulamentagéo precisa e praticas agricolas sustentaveis que
protejam polinizadores cruciais para seguranga alimentar global.

Potential impact of this research

Bees are vital for agriculture and ecosystems, but agrotoxics harm them even with
nutritional supplements. Our study shows that fungicides considered safe impair
cellular respiration in mandaguari bees. This highlights the urgent need for precise
regulations and sustainable farming practices to protect these crucial pollinators for
global food security.
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AVALIAGCAO DA EXPOSIGCAO A FUNGICIDAS E DA SUPLEMENTAGAO
ALIMENTAR EM ABELHAS SEM FERRAO DA ESPECIE Scaptotrigona postica

RESUMO - A preservagao dos ecossistemas e a produtividade agricola
dependem da polinizagdo entomdofila, a qual tem sido impactada por praticas agricolas
intensivas, inclusive o uso de agrotdxicos. Embora os fungicidas sejam considerados
menos prejudiciais que os inseticidas, eles podem causar efeitos adversos a saude
das abelhas, especialmente em condi¢cdes de escassez alimentar. Este estudo avaliou
os efeitos metabdlicos da exposicao de abelhas sem ferrado Scaptotrigona postica aos
principios ativos bixafem, protioconazol e ftrifloxistrobina, componentes de um
fungicida comercial, em doses de 0,7 e 2,7 ug por abelha, isolados ou em combinacéo.
Ensaios controlados de exposicdo a fungicidas foram conduzidos em camara
laboratorial equipada com sistema de pulverizagdo automatizado sobre esteiras
moveis, projetado para replicar com precisdo as condi¢gdes de aplicagdo em campo,
revelaram maior exposi¢ao em abelhas posicionadas no topo das plantas e expostas
a goticulas finas. Em uma segunda etapa, comparou-se o efeito desses compostos
em abelhas de colbnias com e sem suplementagdo alimentar fermentada. A
suplementagao alimentar foi investigada como estratégia de mitigagcéao aos efeitos dos
fungicidas, utilizando dietas proteicas que foram misturadas e fermentadas por sete
dias, que continham levedo de cerveja, proteina isolada de soja, agucar, leite de soja
e pao das abelhas. Apds 13 semanas de suplementacgao, foi observado maior peso
corporal em abelhas de colénias suplementadas em relagdo ao controle, indicando
beneficios nutricionais, mesmo sem aumento significativo no estoque de alimentos
das colbénias. No entanto, os efeitos prejudiciais dos fungicidas foram observados em
abelhas de ambos os grupos. Houve comprometimento da respiragdo mitocondrial,
evidenciado pela redu¢cdo do consumo de oxigénio nos complexos | e |l da cadeia
transportadora de elétrons e diminuicdo nos niveis de ATP. Entre os fungicidas
avaliados, a trifloxistrobina e a combinacéo dos trés principios ativos apresentaram os
efeitos mais toxicos, causando impactos metabdlicos. Em relagdo a avaliacido do
estresse oxidativo, a suplementacao alimentar demonstrou efeito protetor ao atenuar
parcialmente os impactos dos fungicidas. Observou-se maior estabilidade nos niveis
de glutationa reduzida — principal antioxidante celular — e redugdo nos teores de
malondialdeido, marcador de peroxidacgao lipidica. Adicionalmente, verificou-se menor
ativacao das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase e catalase, indicando que a
suplementacédo contribuiu para a manutencdo do equilibrio redox e reducido do
estresse oxidativo induzido pelos fungicidas. Embora a suplementagao alimentar
implicou em maior acdo antioxidante, ndao conferiu protecdo completa contra o
estresse oxidativo induzido pelos fungicidas. Esses achados ressaltam a necessidade
de praticas agricolas que mitiguem a exposi¢do das abelhas aos fungicidas. Além
disso, novas dietas podem ser formuladas para reduzirem ainda mais os efeitos
desses agrotdxicos sobre a saude das abelhas.

Palavras-chave: Bixafem, ingredientes ativos, Meliponini, mitocondrias,
protioconazol, stress oxidativo, trifloxistrobina
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ASSESSMENT OF FUNGICIDE EXPOSURE AND NUTRITIONAL
SUPPLEMENTATION IN STINGLESS BEES OF THE SPECIES Scaptotrigona

postica

ABSTRACT - The preservation of ecosystems and agricultural productivity
depends on entomophilous pollination, which has been impacted by intensive
agricultural practices, including the use of pesticides. Although fungicides are
considered less harmful than insecticides, they can cause adverse effects on bee
health, especially in conditions of food scarcity. This study evaluated the metabolic
effects of exposing stingless bees Scaptotrigona postica to the active ingredients
bixafem, prothioconazole and trifloxystrobin, components of a commercial fungicide,
at doses of 0.7 and 2.7 pg per bee, alone or in combination. Controlled fungicide
exposure tests were conducted in a laboratory chamber equipped with an automatic
spraying system on moving tracks, designed to accurately replicate field application
conditions, and revealed greater exposure in bees positioned at the top of plants and
exposed to fine droplets. In a second stage, the effect of these compounds on bees
from colonies with and without fermented food supplementation was compared. Food
supplementation was investigated as a strategy to mitigate the effects of fungicides,
using protein diets that were mixed and fermented for seven days, containing brewer's
yeast, soy protein isolate, sugar, soy milk and bee bread. After 14 weeks of
supplementation, greater body weight was observed in bees from supplemented
colonies compared to the control, indicating nutritional benefits, even without a
significant increase in the colonies' food stock. However, the harmful effects of the
fungicides were observed in bees from both groups. Mitochondrial respiration was
compromised, as evidenced by a reduction in oxygen consumption in complexes | and
Il of the electron transport chain and a decrease in ATP levels. Among the fungicides
evaluated, trifloxystrobin and the combination of the three active ingredients had the
most toxic effects, causing metabolic impacts. In relation to the assessment of
oxidative stress, food supplementation showed a protective effect by partially
attenuating the impacts of the fungicides. There was greater stability in the levels of
reduced glutathione - the main cellular antioxidant - and a reduction in the levels of
malondialdehyde, a marker of lipid peroxidation. In addition, there was less activation
of the antioxidant enzymes glutathione peroxidase and catalase, indicating that
supplementation contributed to maintaining the redox balance and reducing the
oxidative stress induced by the fungicides. Although dietary supplementation implied
greater antioxidant action, it did not grant complete protection against fungicide-
induced oxidative stress. These findings highlight the need for agricultural practices
that mitigate the exposure of bees to fungicides. In addition, new diets can be
formulated to further reduce the effects of these pesticides on bee health.

Keywords: Active ingredient, bixafem, oxidative stress, Meliponini, mitochondria,
prothioconazole, trifloxystrobin



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1.1 Introdugao

O continuo crescimento da populagdao mundial, somado a crescente demanda
por alimentos, tem incentivado o uso intensivo de agrotéxicos como estratégia para
maximizar a produtividade agricola (FAO, 2023). Originalmente, alguns agrotoxicos
foram derivados de compostos desenvolvidos durante as Guerras Mundiais, como os
inseticidas organofosforados (Goulson, 2013). No entanto, seu uso indiscriminado tem
gerado preocupacgdes ambientais, especialmente sobre os impactos em organismos
nao-alvo, como as abelhas, essenciais para a polinizagao de culturas e ecossistemas
naturais (IPBES, 2019; Silva et al., 2021).

Dentre os agrotodxicos, os fungicidas ocupam uma posigao de destaque devido
a sua ampla aplicagdo, muitas vezes coincidente com periodos criticos, como a
floracdo, quando os visitantes florais estdo mais vulneraveis a exposicdo. Apesar de
sua importancia para a protegao das lavouras, estudos sobre os impactos desses
produtos em polinizadores ainda sao insuficientes, deixando uma lacuna preocupante
no conhecimento cientifico. A exposi¢do direta ou indireta a fungicidas pode
contaminar os recursos alimentares das colénias, ampliando os riscos para a saude e
a funcionalidade das abelhas (Kubik et al., 1999; Pettis et al., 2013; Park et al., 2015;
Wood & Goulson, 2017).

Para otimizar o combate a fungos, fungicidas modernos tém sido desenvolvidos
com multiplos principios ativos, que combinam dois ou trés principios ativos, para
ampliar sua eficacia contra patéogenos fungicos (Bayer, 2019). Apesar de sua
eficiéncia no controle de doencgas agricolas, esses compostos também podem afetar
organismos nao-alvo, como as abelhas, interferindo em processos biologicos
essenciais, comprometendo sua saude, comportamento e sobrevivéncia (Cham et al.,
2019; Toledo-Hernandez et al., 2022; Tadei et al., 2019; Bogo et al., 2025). Além disso,
em condi¢des de restricdo alimentar, ocasionadas pela menor disponibilidade de pdlen
e néctar, os impactos desses agrotdéxicos podem ser exacerbados, afetando
negativamente a saude das colbnias e o sistema imunoldgico das abelhas (Alaux et
al., 2010; Tosi et al., 2017; Ramos, 2021).

No Brasil, as abelhas sem ferrdo, pertencentes a tribo Meliponini, destacam-se



pela sua relevancia ecolégica e econOmica. Distribuidas em regides tropicais e
subtropicais, essas abelhas nativas sdo essenciais na polinizagdao de plantas
silvestres e culturas agricolas, contribuindo diretamente para a biodiversidade e a
producao de alimentos (Slaa et al., 2006; Silveira et al., 2002). Contudo, pesquisas
envolvendo os impactos de agrotdxicos nessas abelhas ainda sdo escassas em
comparagao com os estudos realizados em Apis mellifera. Até outubro de 2024,
apenas 144 artigos abordaram os efeitos dos agrotoxicos nas abelhas Meliponini,
sendo quase 80% conduzidos no Brasil. Apenas cinco espécies tém sido amplamente
investigadas, deixando uma lacuna significativa no conhecimento sobre outras
espécies importantes, como Scaptotrigona postica (Bogo et al., 2025).

A abelha mandaguari (Scaptotrigona postica) é uma das representantes mais
relevantes da tribo Meliponini, com papel essencial na polinizagdo de plantas nativas,
como o araga (Psidium cattleyanum) e a pitanga (Eugenia uniflora), além de culturas
agricolas, como o café (Coffea arabica) e 0 morangueiro (Fragaria x ananassa)
(Giannini et al., 2015; Slaa et al., 2006; Imperatriz-Fonseca et al., 2012). Apesar de
sua importancia, pouco se sabe sobre os efeitos combinados de restricao alimentar e
exposicao a agrotéxicos em abelhas nativas. Mesmo concentragdes subletais podem
causar danos significativos a 6rgaos vitais, como o intestino médio e os tubulos de
Malpighi, afetando a saude e a longevidade desses polinizadores, especialmente em
situagdes de exposicao crénica (Motta et al., 2018).

A bioenergética das abelhas, fundamental para suas atividades metabdlicas e
comportamentais, depende dos processos bioquimicos realizados nas mitocéndrias,
organelas responsaveis pela produgao de ATP (adenosina trifosfato), a principal fonte
de energia celular. Esse processo ocorre por meio da fosforilagao oxidativa, que utiliza
o transporte de elétrons na membrana mitocondrial interna. Essa produgéo de energia
esta diretamente ligada a respiracao celular, que inclui etapas como a glicélise e o
ciclo de Krebs, essenciais para sustentar fung¢des vitais, como voo, forrageamento e
termorregulagéo (Lehninger et al., 2008; Maia, 2024). Além disso, a estrutura
mitocondrial varia de acordo com o tipo celular e o estado fisiologico, refletindo as
necessidades energéticas especificas (Fidelis et al., 2024; Ferraz, 2024).

No entanto, fungicidas do grupo das estrobilurinas, como a piraclostrobina,

podem interferir diretamente nesse processo, bloqueando a cadeia transportadora de



elétrons e prejudicando a produgédo de ATP. Essa disfungdo compromete atividades
essenciais para a saude das colbnias, além de afetar a respiracdo celular e a
integridade mitocondrial (Nicodemo et al., 2014; Freitas et al., 2024b). Em ambientes
agricolas, essas vulnerabilidades s&o intensificadas pela escassez de recursos florais,
tipica de paisagens dominadas por monoculturas, limitando ainda mais o metabolismo
energético das abelhas (Alaux et al., 2010). Estudos mostram que a piraclostrobina,
originalmente desenvolvida para inibir a respiragdo mitocondrial em fungos, causa
efeitos toxicos semelhantes em Apis mellifera, reduzindo significativamente a
concentragdo de ATP e comprometendo a bioenergética mitocondrial (Nicodemo et
al., 2020; Fidelis et al., 2024).

Portanto, este trabalho busca investigar as alteragdes metabdlicas em
Scaptotrigona postica submetidas a suplementagao alimentar e expostas ao funcigida
comercial de acao triplice que contem bixafem, protioconazol e trifloxistrobina (Bayer,
2019), com o objetivo de ampliar o entendimento sobre as interagcdes entre toxicidade
quimica e estado nutricional desses importantes polinizadores, para desenvolver
estratégias de manejo que contribuam para sua conservacdo e para a

sustentabilidade dos ecossistemas agricolas.

1.2 Abelhas nativas no Brasil

As abelhas nativas do Brasil, especialmente as da tribo Meliponini,
desempenham um papel essencial nos ecossistemas tropicais, sendo fundamentais
para a polinizacdo de uma ampla variedade de plantas nativas e cultivadas.
Pertencentes a familia Apoidea, essas abelhas sdao amplamente distribuidas nas
regides tropicais e subtropicais do planeta, com a maior concentracdo de espécies
ocorrendo nas Américas, onde a diversidade é particularmente rica (Nogueira-Neto,
1997; Camargo & Pedro, 2013). Sdo conhecidas popularmente como "abelhas sem
ferrao", pois possuem um ferrdo vestigial, incapaz de ferroar. Esse grupo é diverso,
com mais de 49 géneros e 400 espécies, apresentando grande variabilidade em
fisiologia, morfologia e tamanho, com operarias variando de 0,2 a mais de 20
milimetros (Moure et al., 2007).

Além de sua importancia ecoldgica, essas abelhas desempenham um papel

fundamental na agricultura. Elas contribuem diretamente para o aumento da



produtividade e qualidade de culturas como tomate, café, algoddo e melancia. Na
cultura do café, por exemplo, sua polinizacdo melhora a qualidade e a uniformidade
dos gréos, gerando beneficios econémicos para os agricultores (Giannini et al., 2015;
Bragaia, 2022). No caso do algodao, embora a planta seja autbgama, a presencga das
abelhas aumenta significativamente a producdo e melhora a qualidade das fibras
(Pires et al., 2014).

No entanto, essas polinizadoras enfrentam desafios crescentes devido ao
desmatamento, a fragmentacdo de habitats naturais e a expansdo de monoculturas,
que reduzem a disponibilidade de recursos florais e locais adequados para nidificagao.
A monocultura das paisagens agricolas também limita a qualidade nutricional dos
recursos disponiveis, prejudicando a saude e a longevidade das abelhas (De Palma
et al., 2015; IPBES, 2019). Esses fatores afetam a dinamica das colonias e ameacam
a sustentabilidade de ecossistemas inteiros.

A meliponicultura surge como uma estratégia promissora para associar a
conservagao das abelhas nativas a beneficios econdmicos e sociais. Essa pratica
sustentavel permite a producdo de mel de alto valor agregado e promove servigos
ecossistémicos essenciais, como a polinizagao. A eficiéncia das abelhas nativas em
melhorar a qualidade e a produtividade de culturas agricolas, como café, demonstra
sua importancia para a seguranga alimentar e a economia rural (Yamamoto et al., 2012;
Klatt et al., 2014).

1.3 Aspectos gerais da biologia da abelha Scaptotrigona postica

A abelha Scaptotrigona postica Latreille, 1804 (Figura 1), popularmente
conhecida como mandaguari, € um meliponineo amplamente distribuido em areas
tropicais e subtropicais da Ameérica do Sul, especialmente no Brasil, Paraguai e
Argentina (Figura 2). No Brasil, sua ocorréncia abrange biomas como Cerrado, Mata
Atlantica, Caatinga e Amazo0nia, sendo particularmente comum em estados como Sao
Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Parana (Nogueira-Neto, 1997; Alves, 2005).
Esses biomas fornecem os recursos florais e locais de nidificacdo necessarios para a
sobrevivéncia e reproducdo da espécie, bem como para sua atuacdo como

polinizadora de plantas nativas e cultivadas (Oliveira et al., 2022).



Figura 1. Vista lateral frontal (A) e vista superior traseira (B) de abelha operaria de
Scaptotrigona postica. Fonte: Fototeca Cristiano Menezes, FCM.
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Figura 2. Mapeamento atualizado via GBIF (Global Biodiversity Information Facility) de
abelhas Scaptotrigona postica no periodo de 1937 a 2023. Fonte: GBIF
Secretariat. (2023).

As colbnias de abelhas S. postica sao populosas, podendo abrigar de 2.000 a
50.000 individuos, com uma média de aproximadamente 10.000 abelhas por colbnia.
A organizagado social da espécie € complexa, com divisdo de tarefas claramente
definida entre operarias, machos e rainhas. As operarias sao responsaveis por
atividades como limpeza, defesa e forrageamento, vivendo entre 30 e 40 dias,
enquanto as rainhas podem viver por varios anos, garantindo a longevidade e a
continuidade da col6nia (Nogueira-Neto, 1997; Imperatriz-Fonseca et al., 2012).

Os ninhos de abelhas S. postica sdo geralmente construidos em cavidades de

arvores (Figura 3), a alturas que variam de 3 a 7 metros do solo, protegidos por dosséis



de 15 a 20 metros. Essas estruturas florestais, formadas pelas copas densas das
arvores, criam um microclima estavel, protegendo os ninhos contra chuvas intensas,
ventos fortes e temperaturas extremas. As entradas dos ninhos sdo pequenas, com
cerca de 143,5 mm?, e sao guardadas por abelhas que desempenham um papel
crucial na defesa contra predadores e intrusos. Essa combinacédo de caracteristicas

estruturais e comportamentais reflete as adaptacbes da espécie as condicdes

ambientais, assegurando a protecdo e eficiéncia das coldnias (Michener, 2007;
Waldschmidt et al., 2025).
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Figura 3. Entrada da col6nia (A) e visao interna do ninho mostrando os discos de cria
(B) de abelhas Scaptotrigona postica. Fonte: Fototeca Cristiano Menezes,
FCM.

Apesar de sua adaptabilidade, a abelha S. postica enfrenta desafios crescentes
devido a fragmentacado ambiental e a expansao de monoculturas. Essas mudangas no
uso do solo reduzem a disponibilidade de recursos florais diversificados,
comprometendo a capacidade de nidificagdo e reproducdo da espécie (Nogueira-
Neto, 1997). Ainda assim, S. postica desempenha um papel crucial na polinizagéo,
tanto em ecossistemas naturais quanto em sistemas agricolas.

A eficiéncia dessa espécie como polinizadora € notavel. Em cultivos de soja,
por exemplo, a polinizacao por abelhas Scaptotrigona postica melhora a uniformidade
dos gréos, o peso das sementes e a produtividade geral (Milfont et al., 2013). Em areas
produtoras de algodéao, foram registradas até 40 espécies de abelhas nativas, sendo
Scaptotrigona spp. uma das mais frequentes. No algodoeiro, as abelhas S. postica
foram observadas realizando polinizagao cruzada, melhorando a formacao de frutos

e a qualidade das sementes, especialmente nos estados de Goias e Paraiba (Pires et



al., 2014; Esquive et al., 2021). Além disso, abelhas S. postica e outras abelhas
nativas desempenham papéis complementares ao de Apis mellifera, promovendo
maior diversidade e resiliéncia nos sistemas agricolas (Solange et al, 2008).

Outro aspecto relevante da ecologia da abelha mandaguari (S. postica) € sua
relacdo simbiodtica com fungos. Durante a fase larval, a espécie depende de fungos
do género Zygosaccharomyces, que fornecem ergosterol, um composto essencial
para o desenvolvimento saudavel das larvas. Essa interagdo simbidtica ressalta a
complexidade das relagdes ecoldgicas de S. postica e a importancia de preservar seus
habitats naturais para garantir a continuidade dessas colénias (Menezes et al., 2015;
Paludo et al., 2018). Embora seja uma espécie adaptavel, a abelha S. postica é
especialmente suscetivel a fatores ambientais adversos, como o uso de agrotoxicos.
Estudos apontam que a espécie € mais sensivel a compostos quimicos, como o
dimetoato, em comparacgao a Apis mellifera. Essa vulnerabilidade reflete os impactos
negativos do uso intensivo de agrotoxicos na saude individual das abelhas e na
coesdao das colbnias (Bovo et al., 2024).

Além de sua relevancia ecoldgica, a abelha S. postica possui um papel
econdmico significativo. Na meliponicultura, a espécie é valorizada pela produgao de
mel de alto valor agregado, reconhecido por suas propriedades medicinais. Sua
atuacdo como polinizadora contribui para a manutencado da biodiversidade, para a
sustentabilidade dos sistemas agricolas e para a geragao de renda em comunidades
rurais, consolidando-a como um elemento essencial nos ecossistemas tropicais
(Nogueira- Neto, 1997; Yamamoto et al., 2012).

1.4 Exposicao a agrotoxicos e seus efeitos nas abelhas

A aplicagédo de agrotéxicos consolidou-se como uma pratica indispensavel na
agricultura contemporanea, impulsionada pela crescente demanda por alimentos
devido ao aumento populacional global (FAO, 2023). Esses compostos, amplamente
utilizados no controle de pragas, doengas e plantas daninhas, desempenham um
papel crucial na otimizagdo da produtividade agricola (Davis, 2014). Contudo, os
impactos negativos associados ao seu uso tém suscitado preocupagdes crescentes,
sobretudo em relagao aos danos causados a organismos nao-alvo, como as abelhas
(Goulson et al., 2015; Pisa et al., 2015).



As abelhas, reconhecidas como agentes essenciais na polinizagdo de culturas
agricolas e ecossistemas naturais, figuram entre os organismos mais vulneraveis a
exposicado a agrotoxicos. Dependendo do tipo de composto, do nivel e do modo de
exposicédo, os efeitos adversos podem variar de subletais a letais, promovendo
alteracdes em fungdes vitais, como o forrageamento, a comunicagao intraespecifica e
a cognicao (Stanley et al., 2015; David et al., 2016). Entre os diversos tipos de
agrotoxicos, os fungicidas destacam-se pela ampla utilizagdo no manejo de doencgas
fungicas em culturas agricolas. Embora eficazes no controle de fungos
fitopatogénicos, esses compostos representam um risco consideravel para as
abelhas, especialmente quando aplicados durante a floragdo, um periodo critico para
a atividade de polinizagéo (Kubik et al., 1999).

A persisténcia de fungicidas sistémicos no ambiente também agrava a
exposicao de organismos nao-alvo. A eficacia reduzida desses compostos, devido a
selecao de linhagens resistentes, tem levado a aplicagdo de doses progressivamente
mais elevadas, intensificando os impactos negativos (Russell, 1995; Ghini e Kimati,
2000). Fungicidas do grupo das estrobilurinas, como a piraclostrobina, interferem
diretamente na respiracao mitocondrial das abelhas, inibindo a cadeia transportadora
de elétrons e reduzindo a producado de ATP. Essa disfungdo compromete atividades
de alta demanda energética, como o voo e o forrageamento (Nicodemo et al., 2020).
Além disso, fungicidas como o boscalide reduzem a frequéncia de batidas de asas em
Apis mellifera, embora o consumo de quercetina tenha demonstrado potencial para
mitigar esses danos (Huang et al., 2023).

Pesquisas com abelhas nativas reforcam esses achados. Por exemplo, o
fungicida piraclostrobina demonstrou alteragdes significativas na mobilidade
(velocidade média, numero de paradas e distancia percorrida) de Melipona scutellaris,
mesmo sem causar mortalidade imediata (Domingues, 2021; Inoue et al., 2025). De
forma semelhante, Farder-Gomes et al. (2024) avaliaram os impactos da
piraclostrobina, do imidacloprido e do glifosato na mesma espécie de abelha sem
ferrdo, observando redugdo na locomogdo e alteragbes morfoldégicas no corpo
gorduroso, um érgao essencial para o sistema imunoldgico. Esses danos, associados
a efeitos subletais, refletem o impacto generalizado dos agrotdxicos na saude das

abelhas.



Além dos impactos fisicos e metabdlicos, os agrotdxicos também afetam
fungdes cognitivas importantes das abelhas, como o forrageamento (Henry et al.,
2012), o aprendizado (Stanley et al., 2015), a memoria (Samuelson et al., 2016) e até
mesmo a fecundidade e o comportamento de rainhas em Apis mellifera (Wu-Smart e
Spivak, 2016). Tais efeitos comprometem n&o apenas a eficiéncia ecolégica das
abelhas, mas também a sustentabilidade dos ecossistemas agricolas.

No Brasil, esse cenario € particularmente alarmante devido a intensificagdo do
uso de agrotdxicos, de acordo com a FAO (2023), foi considerado o pais que mais usa
agrotoxicos no mundo, com um consumo acima de 710 mil toneladas, sé no ano de
2021. Em 2022, mais de 504 ingredientes ou principios ativos, onde mais de 35%
deles ndo eram autorizados para o uso pela Unido Europeia e China (Hess e Nodari,
2022). Embora os herbicidas representem aproximadamente 47% do consumo total
de agrotoxicos agricolas, os fungicidas e inseticidas também desempenham papéis
relevantes, especialmente em sistemas agricolas intensivos (Gilson, 2020; IBAMA,
2023). Esse aumento reflete a busca por maior produtividade, mas também revela os
riscos crescentes para os polinizadores e a biodiversidade (Isenring, 2010). A
aplicagao frequente desses compostos durante o dia, periodo de maior atividade das
abelhas, aumenta o risco de contaminagao direta e indireta. Residuos persistentes
desses produtos afetam nao apenas as abelhas forrageadoras, mas também as crias
alimentadas com podlen e néctar contaminados, comprometendo a saude das colénias
(Goulson et al., 2015; Fisher et al., 2023).

Entre os diversos grupos de agrotoxicos, os fungicidas de acgao ftriplice,
destaca-se por sua formulacdo que combina os principios ativos Bixafem,
protioconazol e trifloxistrobina (Bayer, 2019). Esses compostos atuam de forma
complementar em diferentes vias metabdlicas dos fungos (Oliver e Hewitt, 2014), mas
também apresentam potencial para causar efeitos adversos em abelhas expostas.
Essa interagdo pode amplificar os impactos subletais sobre o metabolismo energético
(Freitas et al., 2024b; Nicodemo et al., 2020), especialmente em cenarios de restricao

alimentar.

1.4.1 Fungicida Bixafem
O Bixafem, pertencente ao grupo quimico das carboxamidas, tem se destacado
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como um fungicida eficaz no controle de doengas agricolas devido ao seu mecanismo
de acgao especifico. Esse composto inibe a enzima succinato desidrogenase (SDH),
presente no complexo |l da cadeia respiratoria mitocondrial dos fungos, interrompendo
a producgéo de energia essencial para a sobrevivéncia e reproducédo dos patdgenos
(Oliver e Hewitt, 2014). Sua eficacia tem sido amplamente comprovada em culturas
de relevancia econdmica, como trigo, soja e cevada, sendo eficiente contra fungos
fitopatogénicos como Septoria tritici e Pyrenophora teres (Bayer, 2019).

Apesar de seu impacto positivo no manejo de doengas agricolas, o bixafem
apresenta um potencial de risco para organismos nao-alvo, como as abelhas sem
ferrdo da tribo Meliponini, que compartilham processos metabdlicos semelhantes aos
fungos-alvo. Essa semelhanga metabdlica as torna vulneraveis a exposicdo ao
fungicida, especialmente devido a interferéncia no metabolismo energético
mitocondrial. Estudos sugerem que o bixafem pode reduzir a producdo de ATP,
essencial para atividades vitais das abelhas, como voo, forrageamento e
termorregulagdo, comprometendo a eficiéncia dessas fung¢des e, consequentemente,
a saude das colonias (Ferraz, 2024).

A exposicao cronica ao bixafem pode levar a efeitos subletais significativos,
incluindo reducdo na longevidade, perda de capacidade de voo e alteragdes
comportamentais. Esses impactos representam riscos a sustentabilidade das colénias
e a funcionalidade ecolo6gica das abelhas como polinizadoras (Nicodemo et al., 2020).
Tais efeitos sdo ainda mais preocupantes em cenarios agricolas tropicais, onde as
abelhas sem ferrdo desempenham um papel fundamental na polinizagao de plantas
nativas e cultivadas.

O bixafem, um dos principios ativos de fungicida comercial (Bayer, 2019),
quando combinado com protioconazol e trifloxistrobina, oferece uma acgao
complementar contra fungos resistentes. Embora seu perfil toxicolégico seja
considerado ambientalmente menos persistente em solo e agua em comparagéao a
outros fungicidas, seus possiveis efeitos sobre abelhas nativas tém gerado
preocupacdes crescentes, especialmente devido a sua aplicagdo em periodos de
floracdo, quando os polinizadores estdo mais expostos.

Estudos recentes destacam a eficacia do bixafem como inibidor da enzima

succinato desidrogenase, essencial no ciclo do acido citrico, demonstrando seu papel
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na redugcado de infecgbes fungicas em culturas de alta produtividade. No entanto,
pesquisas indicam a necessidade de investigagcdes mais detalhadas sobre os impactos
desse fungicida em organismos ndo-alvo, como abelhas nativas, dada sua relevancia

ecologica e econdmica (Hawkins et al., 2019; Xu et al., 2022).

1.4.2 Fungicida Protioconazol

O protioconazol € um fungicida sistémico pertencente ao grupo dos triazois,
amplamente reconhecido por sua eficacia no manejo de doengas agricolas em
culturas como milho, trigo e soja. Seu mecanismo de agao baseia-se na inibigdo da
biossintese de ergosterol, um componente vital para a integridade das membranas
celulares dos fungos. Essa inibicdo provoca disfungdes criticas na membrana celular,
resultando na morte do patégeno (COMITE DE ACAO A RESISTENCIA A
FUNGICIDAS, n.d.; Meng et al., 2021). Essa eficacia faz com que o protioconazol seja
uma ferramenta essencial para a prote¢ao de lavouras, especialmente em sistemas
agricolas intensivos.

Contudo, os impactos do protioconazol nao se limitam aos fungos-alvo. Estudos
sugerem que esse composto também interfere no metabolismo energético de
organismos nao-alvo, incluindo polinizadores como as abelhas. Este fungicida
compromete a produgcdo de ATP nas mitocéndrias, o que reduz a disponibilidade de
energia para fungdes bioldgicas essenciais, como voo, forrageamento e reproducgéo
(Henry et al., 2012; Wu-Smart e Spivak, 2016). Essa interferéncia mitocondrial ocorre
devido a desregulagdo no transporte de elétrons e a alteracdo na fosforilagdo
oxidativa, evidenciando seu potencial de impacto subletal sobre abelhas (Ferraz,
2024).

Pesquisas demonstram que a exposi¢ao ao fungicida pode resultar em redugao
da eficiéncia no forrageamento, menor capacidade de voo e maior suscetibilidade a
patogenos e doengas em abelhas (Nicodemo et al., 2014; David et al., 2016; Fisher et
at., 2021; Motta et al., 2018; Huang et al., 2023). Além disso, o comprometimento do
sistema imunolégico das abelhas afeta diretamente a saude das colbnias e sua
capacidade de desempenhar fungdes ecoldgicas cruciais, como a polinizagado de
culturas agricolas e plantas nativas (Rondeau e Raine, 2024).

A exposicao prolongada ao protioconazol, frequentemente aplicada em
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periodos criticos, como a floracdo, quando as abelhas estdo mais ativas, levanta
preocupacdes sobre sua acao nao seletiva. Essa exposicao repetida e cumulativa
pode levar a efeitos subletais, incluindo alteragbes no comportamento de
forrageamento, reducéo na longevidade, supressao do sistema imunoldgico e impacto
na coesao das coldnias. Alteragdes metabdlicas e comportamentais, como dificuldade
na orientagdo, redugcdo da comunicacido intraespecifica e comprometimento da
capacidade de forrageamento, foram observadas em colbnias expostas a esse
fungicida, reforcando a necessidade de investiga¢gdes adicionais para compreender

melhor esses impactos (Kato et al., 2024; Freitas et al., 2024b; Alves et al., 2024).

1.4.3 Fungicida Trifloxistrobina

A trifloxistrobina, integrante do grupo das estrobilurinas, desempenha um papel
crucial no manejo de doencgas agricolas devido a sua capacidade de inibir o transporte
de elétrons no complexo Il da cadeia respiratéria mitocondrial dos fungos. Essa agao
bloqueia a producado de ATP, essencial para a sobrevivéncia e reprodugao dos
patogenos, sendo amplamente utilizada para combater fungos fitopatogénicos como
Botrytis cinerea, Fusarium spp. e Alternaria spp. em diversas culturas agricolas,
incluindo pomares de frutas, hortalicas de alto valor e grdos como trigo e cevada
(Bartlett et al., 2002; Alves et al., 2024).

Apesar de sua eficacia no controle de doengas fungicas, o uso extensivo da
trifloxistrobina levanta preocupagdes sobre seus impactos potenciais em organismos
nao-alvo, como polinizadores e microrganismos do solo. Esses organismos
desempenham papéis cruciais na manutengao dos ecossistemas agricolas e naturais.
Estudos sugerem que residuos persistentes desse fungicida no ambiente podem
afetar a saude de insetos nao-alvo, especialmente durante a floragao, periodo critico
para a atividade de polinizadores (Zubrod et al., 2019; Bernardes, 2019).

A exposicao a trifloxistrobina pode prejudicar a bioenergética mitocondrial das
abelhas, reduzindo a produgado de ATP. Esse efeito subletal compromete funcdes
vitais, como voo, forrageamento e comunicagao intraespecifica, afetando a coeséo e
a resiliéncia das colbnias. Além disso, esses impactos podem aumentar a
vulnerabilidade das abelhas a patdégenos, especialmente em ambientes agricolas

intensivos e em condi¢des de escassez de recursos florais (Nicodemo et al., 2020).
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Pesquisas preliminares indicam que abelhas Apis mellifera e espécies nativas
como a Scaptotrigona postica apresentam respostas adversas ao contato com a
trifloxistrobina (Alves et al., 2024; Kato et al., 2024, Freitas et al., 20243a; Freitas et al.,
2024Db; Ferraz; 2024). Esses danos incluem disfun¢des na bioenergética mitocondrial,
que comprometem a concentragao de ATP, essencial para fungdes metabdlicas vitais.
Esses achados reforgam a necessidade de investigagdes mais aprofundadas sobre
os impactos especificos de fungicidas em abelhas nativas, considerando seu papel
indispensavel na polinizagédo de ecossistemas tropicais e subtropicais (Goulson, 2013).

Além disso, a aplicacao da ftrifloxistrobina durante o dia, periodo em que as
abelhas estao mais ativas, agrava o risco de exposi¢ao direta. Residuos persistentes
no ambiente aumentam a exposicdo indireta, afetando ndo apenas as abelhas
forrageiras, mas também as crias, alimentadas com pdlen e néctar contaminados,
comprometendo a saude das coldnias a longo prazo (Van der Sluijs et al., 2013; Fisher
et al., 2023).

1.5 Interacao entre exposigao a agrotoxicos e restricao alimentar em abelhas

A interagao entre exposi¢ao a agrotoxicos e restricdo alimentar representa um
desafio critico para a saude e funcionalidade das colénias de abelhas. Estudos
indicam que dietas pobres em nutrientes podem amplificar os efeitos subletais de
fungicidas, resultando em alteragcbes metabdlicas e redugdo na longevidade de
abelhas nutrizes da espécie Apis mellifera (Gaubert et al., 2023; Hsieh e Dolezal, 2024).
Além disso, a exposicdo a fungicidas agricolas tem sido associada ao
comprometimento do desenvolvimento e funcionalidade de abelhas sem ferrdao
durante suas fases imaturas, destacando os impactos negativos combinados de
condigbes ambientais adversas e uso de agrotoxicos (Diniz et al., 2021). Esses
impactos tornam-se ainda mais pronunciados em ambientes onde as condi¢cdes
climaticas e a perda de biodiversidade limitam a disponibilidade de recursos florais de
boa qualidade (Ferraz, 2024).

As abelhas possuem necessidades nutricionais especificas, sendo que a
nutricdo adequada desempenha um papel fundamental no desenvolvimento das crias,
na produgao de mel e pdlen, bem como na resisténcia a patégenos e estressores

ambientais. A escassez de recursos florais ou a sua baixa qualidade nutricional pode
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intensificar a vulnerabilidade das abelhas a agrotdxicos. Nessas condigbes, a
suplementagao alimentar surge como uma ferramenta estratégica para melhorar a
saude das abelhas e aumentar sua resisténcia aos estressores quimicos e ambientais
(Pacifico-da-Silva et al., 2016; Freitas et al., 2024).

Estudos demonstram que colonias de abelhas submetidas a dietas
suplementares apresentam maior resisténcia a doengas e agrotoxicos, além de maior
produtividade em termos de mel e pdlen. A suplementacéo alimentar, especialmente
com proteinas e carboidratos, esta diretamente associada a um melhor
desenvolvimento das colbnias, aumento da longevidade das operarias e
fortalecimento do sistema imunoldgico das abelhas. Esses fatores sdo essenciais para
sua resisténcia a estresses ambientais, como exposi¢cao a agrotoxicos e escassez de
recursos florais (Alaux et al., 2010). Durante periodos criticos, como o
desenvolvimento larval, a deficiéncia nutricional pode comprometer o sistema
imunoldgico e a longevidade das abelhas, enfatizando a importancia de uma dieta
balanceada (de Azevedo Guedes et al., 2024). Além disso, estudos apontam que a
qualidade nutricional da dieta, incluindo a propor¢cdo adequada de proteinas e
carboidratos, aumenta a tolerancia das abelhas a toxinas e melhora sua capacidade
de metabolizar compostos prejudiciais, como agrotoxicos (Barascou et al., 2021).

A restricdo alimentar reflete a complexa interacdo entre as necessidades
energéticas nutricionais das abelhas e o0s riscos associados a exposicdo a
agrotoxicos. Essa situagao € agravada pela privagdo de podlen, que, durante a fase
larval, pode resultar na formacdo de adultos mais suscetiveis a toxinas e outros
estressores (Batista et al., 2018). Assim, a suplementag¢ao alimentar com fontes ricas
em proteinas, carboidratos, lipidios e vitaminas torna-se indispensavel para mitigar
esses efeitos, promovendo o desenvolvimento saudavel das coldnias e sua resiliéncia
frente a desafios ambientais (Maia, 2024). Os métodos de suplementagao nutricional
variam de acordo com fatores como a espécie de abelha, a época do ano e as
condigdes climaticas. Técnicas como o uso de alimentadores internos e externos ou
a plantacdo de flores com pdlen e néctar ricos em nutrientes podem ser
implementadas para oferecer alimentos suplementares, como pélen desidratado,
leveduras e agucares (Batista el tal, 2018; Ferraz, 2024). A introducéo de dietas

suplementares em abelhas tem mostrado impactos positivos significativos, como o



15

aumento da eficiéncia na polinizacdo, maior robustez na producédo de mel e redugao
das taxas de mortalidade (Omar et al., 2017; Lamontagne-Drolet et al., 2019).

Este estudo avaliou os efeitos de fungicidas isolados e combinados (Bixafem,
protioconazol e ftrifloxistrobina; Bayer, 2019) sobre Scaptotrigona postica - espécie
modelo selecionada por sua relevancia ecoldgica e sensibilidade a agrotdéxicos. Como
polinizadora-chave em cultivos agricolas e amplamente distribuida nos biomas
brasileiros, S. postica oferece vantagens metodolégicas unicas: abundancia
populacional que permite amostragens robustas; tolerancia a condi¢gdes controladas;
e respostas fisiolégicas representativas de outras abelhas nativas tropicais. Foram
testadas doses topicas de 0,7 upg/abelha e 2,1 upg/abelha, simulando exposi¢cdes
realistas em campo (Freitas et al., 2024b). As analises incluiram: toxicidade por
contato, preferéncia alimentar (suplemento proteico vs. outras fontes), desempenho
bioenergético mitocondrial (“in vitro” e “in vivo” via consumo de oxigénio), e estresse
oxidativo, quantificado por atividade das enzimas GPx e CAT, niveis de GSH e NAD(P)H,

e marcadores de dano oxidativo (oxidagao de grupos tiois e lipoperoxidacao).
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CAPITULO 2 — Exposicdo por contato de abelhas sociais sem ferrdo a fungicidas
pulverizados em algodao e soja em um sistema de simulagao de

campo controlado

RESUMO - As abelhas podem ser expostas a agrotdéxicos quando visitam
plantagcdes ou areas adjacentes afetadas pela deriva de pulverizagdo. Entre as
categorias de agrotoxicos, os fungicidas tendem a ser considerados relativamente
seguros, embora também possam afetar negativamente a saude dos polinizadores. A
maioria das evidéncias de danos causados por fungicidas as abelhas vem de testes
de laboratério; ha poucas informacdes sobre os niveis de contaminagdo no campo.
Examinamos a exposicdo em uma espécie de abelha nativa brasileira comum entre
as abelhas sociais sem ferrao (Scaptotrigona postica Latreille; Hymenoptera: Apidae),
que tem cerca de um tergo do tamanho de uma abelha melifera, a um fungicida
comercial, com trés principios ativos (bixafem, protioconazol e trifloxistrobina). Este
fungicida é aplicado as culturas que as abelhas visitam com frequéncia e seu uso foi
realizado de acordo com as instrugdes do fabricante. Um aparelho de pulverizagao
montado sobre esteiras em uma sala de pulverizacdo foi usado para simular as
condicdes de campo. Plantas de soja e algodado cultivadas em vasos foram
transferidas para a sala de pulverizagdo quando as plantas estavam em florescimento.
Abelhas anestesiadas foram presas com alfinetes de inseto no topo e no meio das
plantas, nas folhas e nas flores. O fungicida comercial foi aplicado com gotas finas ou
grossas. As quantidades dos principios ativos individuais absorvidos pelas abelhas
foram entdo quantificadas. As concentragcbes de trifloxistrobina foram mais altas,
seguidas pelo bixafen e, depois, pelo protioconazol, que foi detectado nas abelhas em
niveis muito mais baixos. De modo geral, as abelhas que estavam no topo das plantas
foram expostas a maiores quantidades dos agrotoxicos. Os testes que utilizam
sistemas de pulverizagado que simulam as condi¢gdes de campo podem proporcionar a
definicdo de doses reais que contaminam as abelhas, de modo a favorecer a
compreesao do impacto dos fungicidas e outros agrotéxicos aplicados as plantagdes.

Palavras-chave: Agrotoxicos, bixafem, protioconazol, Scaptotrigona postica,
trifloxistrobina.
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CHAPTER 2 - Contact exposure of social stingless bees tofungicide sprayed

on cotton and soybean in a controlled field simulation system

ABSTRACT - Bees can be exposed to agrotoxics when they visit plantations or
adjacent areas affected by spray drift. Among the categories of agrotoxics, fungicides
tend to be considered relatively safe, although they can also negatively affect the
health of pollinators. Most evidence of fungicide damage to bees comes from
laboratory tests; there are few information on contamination levels in the field. We
examined exposure in a native Brazilian bee species common among stingless social
bees (Scaptotrigona postica Latreille; Hymenoptera: Apidae), which is about a third the
size of a honey bee, to a commercial fungicide with three active ingredients (bixafem,
prothioconazole and trifloxystrobin). This fungicide is applied to crops that the bees
visit frequently and was used according to the manufacturer's instructions. A track-
mounted sprayer in a spray room was used to simulate field conditions. Soybean and
cotton plants grown in pots were transferred to the spray room when the plants were
in bloom. Anaesthetized bees were attached with insect pins to the top and middle of
the plants, to the leaves and to the flowers. The commercial fungicide was applied with
fine or coarse drops. The amounts of the individual active ingredients absorbed by the
bees were then quantified. The concentrations of trifloxystrobin were the highest,
followed by bixafen and then prothioconazole, which was detected in the bees at much
lower levels. In general, the bees that were at the top of the plants were exposed to
greater quantities of the agrotoxics. Tests using spraying systems that simulate field
conditions can help define the real doses that contaminate bees, in order to help
understand the impact of fungicides and other agrotoxics applied to crops.

Keywords: Agrotoxics, bixafem, prothioconazole, Scaptotrigona postica,
trifloxystrobin.
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2.1Introducao

Fungicidas ndo sao os agrotoxicos mais comuns a serem utilizados na
agricultura e frequentemente n&o s&o considerados um risco para as abelhas (Zhang,
2018). Entretanto, a inocuidade aparente dessa classe de agrotdxicos para as
abelhas, comparado com inseticidas, pode subestimar danos potenciais para esses
polinizadores. Para varios fungicidas comerciais, ndo ha restricbes no uso, incluindo
durante os periodos de floragdo das culturas, levantando duvidas sobre os danos
ambientais para a saude das abelhas (National Honey BeeHealth Stakeholder
Conference Steering Committee, 2012), uma vez que os visitantes florais das plantas
tratadas podem ser contaminados diretamente ou coletar pdlen e néctar
contaminados, os quais eles transportam de volta a col6nia para alimentar abelhas
jovens e larvas (Kubik et al., 1999).

Fungicidas sao aplicados nas culturas para controlar e reduzir infestagdes de
fungos patogénicos; entretanto, as propriedades intrinsecas dos agentes patogénicos
e utilizagdo repetida, frequentemente resultam em resisténcia e controle inadequado
(Hollomon, 2015). A eficacia reduzida desses produtos € compensada algumas vezes
pela aplicacdo de doses cada vez mais elevadas, aumentando a contaminagéao
ambiental (Ghini e Kimati, 2000; Lucas et al., 2015). Para ajudar a superar resisténcia
dos fungos, fungicidas com dois ou mais principios ativos (p. a.) de grupos distintos,
tém sido desenvolvidos (Dekker, 1995). Um exemplo é o fungicida comercial de tripla
acédo, contendo bixafem, protioconazol e trifloxistrobina (Bayer, 2019), que foi
aprovado no Brasil para o controle de fungos patogénicos que afetam culturas de
algodao, cevada, girassol, milho e soja. Esse produto comercial contém os principios
ativos Bixafem, protioconazol e trifloxistrobina. Usado isoladamente ou em associagéo
com outros fungicidas ou até mesmo inseticidas, esses p.a. também s&o comumente
utilizados em outros paises (Brenet et al., 2021; Feng et al., 2022; Lopez-Ballesteroset
al., 2022). Em 2021, 5.05 toneladas de trifloxistrobina, 4.19 toneladas de protioconazol
e 2.06 toneladas de Bixafem foram vendidos para fazendeiros no Brasil, este ultimo
produto € o mais aprovado recentemente (IBAMA, 2022).

Existem numerosos relatérios de pesquisas de experimentos conduzidos em
laboratério que reportam danos as abelhas causados por fungicidas, incluindo varios

efeitos sub letais, tais como alteragdes no comportamento (Artz; Pitts-Singer, 2015;
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Fisher et al., 2021), reducao da longevidade de abelhas adultas (Fisher et al., 2023),
efeitos negativos nas células e microbiota intestinal (Carneiro et al., 2020; DeGrandi-
Hoffmanet al., 2017; Tadei et al., 2019), alteragdes no sistema imunologico (Cizeljet
al., 2016), deficiéncias nutricionais, que tornam as abelhas mais suscetiveis a
patégenos (Degrandi-Hoffman et al., 2015), e inibigdo da fungdo mitocondrial, que
reduz a energia necessaria para voo e outras atividades (Nicodemo et al., 2020).

Algumas pesquisas mostraram que doses relevantes de fungicida no campo
sao prejudiciais para as abelhas (Belsky; Joshi, 2020; Ricke et al., 2021; Zaluski et al.,
2017). Os niveis de contaminagdo aos quais as abelhas estdo expostas devido a
aplicacao de fungicidas em culturas agricolas sdo uma preocupacgao significativa.
Estudos mostram que, além dos efeitos diretos, esses fungicidas podem ser ainda
mais prejudiciais quando interagem de forma sinérgica com outros agrotéxicos,
doengas ou pragas, potencializando os danos as colénias (Fisher et al., 2023;
Rondeau & Raine, 2022). Para avaliar se o uso de um agrotéxico no campo pode
impactar a saude das abelhas, é necessario determinar a concentragdo ambiental do
agrotoxico baseado na dose aplicada. Para esse proposito, o0 modelo BeeREX é
utilizado em alguns paises, tais como o Brasil, os Estados Unidos e o Canada (IBAMA,
2020; U.S. Environmental Protection Agency (USEPA) et al., 2014). Para determinar
a dose que pode afetar uma abelha através do contato por pulverizagao foliar, esse
modelo implica um método indireto, que considera a dose 2.4 ug de p. a. por abelha
para cada kg de p. a./ha tratado como maior nivel de exposicdo (Koch e Weisser,
1997). Os pesquisadores se basearam na exposi¢cao de um marcador fluorescente em
abelhas que visitaram livremente a area tratada. Esse método ndo leva em
consideragdo a natureza quimica dos agrotoxicos, que podem interferir em sua
distribuicdo (Luckham, 1989). Além disso, ndo ha evidéncias em relagdo a presenca
de abelhas nas plantas na hora da aplicagao. Nesse contexto, desenvolver um método
de avaliagdo mais realista pode ser benéfico para avaliar o risco ambiental dos
agrotoxicos para as abelhas.

Abelhas nativas sdo menos conhecidas, devido a sua distribuicdo apenas em
regides neotropicais. Uma espécie tipica de abelha sem ferrdo € a mandaguari
(Scaptotrigona postica Latreille; Hymenoptera, Apidae), que tem quase um terco do

tamanho da abelha melifera. Ela normalmente visita culturas em floragao no Brasil, e
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€ utilizada como polinizadora para essas culturas, o que a torna vulneravel a
contaminagao por agrotoxicos (Rosa et al., 2015).

Se existirem erros na dosagem e diluicdo dos agrotdxicos, ajustes no
equipamento de pulverizacdo e aplicagdo em condigdes ambientais adversas, o0s
niveis de exposicdo das abelhas sdo drasticamente alterados. Entdo, com este
trabalho, propdem-se e testou-se um método para estimar a dose do p. a. que as
abelhas s&o expostas quando aplicado um fungicida comum de acordo com

recomendagdes agronémicas em culturas de algodao e soja.

2.2. Material e Métodos
2.2.1 Localizacao da pesquisa e cultivo do algodao e soja

O experimento foi conduzido na cidade de Dracena, estado de Sao Paulo
(latitude 21°27'30" S e longitude 51°33'22" W, na altitude de 421 m). Cem vasos
plasticos de 5L foram preenchidos com solo comum, que foi corrigido com calcario e
adubo mineral, de acordo com recomendacgdes para as culturas do algod&o e da soja
(Cantarella et al., 2022). Em 50 vasos, trés sementes de soja cultivar TMG 7067 foram
semeadas, e em outros 50 vasos, foram semeadas trés sementes de algodao cultivar
IAC 24. As sementes para essas duas culturas foram obtidas dos produtores de
sementes “Tropical Melhoramento e Genética” e “Instituto Agronédmico de Campinas”,
respectivamente. As plantas foram cultivadas em uma estufa com irrigagdo apropriada
e controlada. Trés semanas apds a germinagao, as plantas foram desbastadas para

que apenas uma planta permanecesse por vaso.

2.2.2 Aplicagao da solucao de fungicida nas plantas e abelhas em um ambiente
controlado

Quando atingiram o estagio de floragao, as plantas foram levadas para a sala
de pulverizagao controlada. As plantas foram organizadas em duas linhas espagadas
com 45 cm (Figura 1). Esse recinto ndo é afetado pelo vento e as aplicagbes foram
feitas com temperatura de 32 + 1°C e umidade relativa de 57 + 4%.
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Figura 1. Plantas de algoddao em floragdo dispostas na sala de pulverizagdo do
Laboratdrio de Tecnologia de Aplicagao. Fonte: Arquivo Pessoal.

No mesmo dia que os potes com as plantas foram colocados na sala de
pulverizagao, abelhas Scaptotrigona postica que retornam para a colénia foram
coletadas das entradas de trés colonias, com o objetivo de obter apenas as campeiras.
As abelhas foram colocadas em novos recipientes de plastico de 0,25L com tampas
perfuradas, permitindo a troca de gases. As abelhas foram anestesiadas em um
freezer a -18 °C por alguns minutos (Nicodemo et al., 2014), e entdo foram fixadas as
plantas, com o auxilio de alfinetes (Figura 2).
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Figura 2. Abelhas Scaptotrigona postica presas as plantas de algodao com alfinetes
entomoldgicos (C), na parte superior (A) e nas flores (B) antes da
pulverizagao com fungicida. Fonte: Arquivo Pessoal.

O fungicida comercial a base de Bixafem, protioconazol e trifloxistrobina foi
aplicado usando um simulador de pulverizacdo equipado com uma barra de
pulverizagdo com quatro bicos espagados a 0,5 m entre intervalos, em um volume de
pulverizagdo de 144 L. ha', em uma dose de 0,5 L. ha™! do produto comercial (Bayer,
2019), conforme recomendado no roétulo para ambas as culturas. Como o produto €
uma suspensao, a embalagem do produto foi agitada manualmente por 3 minutos
antes da aplicagéo. A solugao de pulverizagao foi preparada adicionando a dose do
fungicida em um recipiente com 1 L de agua deionizada, completado para 2 L e
agitado para garantir a diluigdo completa. Para avaliar o efeito do tamanho da gota na
contaminacao das abelhas, as aplicagdes foram feitas usando bicos de pulverizacao
que produziam gotas finas (bico de pulverizagdo de jato plano Spraying System
Extended Range - XR110015 Teejet®) ou gotas grossas (bico de pulverizagao de jato
plano Spraying System Air Induction Extended Range - AIXR110015Teejet®), com
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uma pressao de 200 kPa, mantida a uma altura de 0,50 m acima do topo das plantas.
50 m acima do topo das plantas. O aparelho de pulverizacdo se movia sobre trilhos a
uma velocidade constante de 4 km.h"!, para permitir a sobreposigao ideal do jato de

pulverizagao.

2.2.3 Coleta de abelhas apdés a pulverizagao e determinagdao dos niveis de
exposig¢ao por meio do contato com os trés principios ativos do fungicida em
avaliagao

Quinze minutos apos a aplicagao do fungicida, foram coletadas amostras de 30
abelhas sem ferrdo, com quatro repeticdes para cada tratamento, totalizando 960
abelhas sem ferrdo. O experimento foi conduzido em um delineamento fatorial (duas
posi¢cdes nas plantas e dois tamanhos de gotas). O numero de abelhas por amostra
foi previamente definido, considerando o peso médio por abelha (17,2 £ 2,1 mg/abelha
sem ferrdo) e a disponibilidade das abelhas, com o objetivo de utilizar um minimo de
300 mg de abelhas/amostra. Amostras de >100 abelhas vivas foram previamente
recolhidas e pesadas para determinar o peso meédio.

As abelhas foram retiradas das plantas sem as contato direto com as méaos.
Para isso, um tubo Falcon de 50 ml foi colocado abaixo da abelha e, em seguida, o
alfinete do inseto foi puxado para baixo (Figura 3). Desta forma, cada abelha caiu num
tubo com outras abelhas do mesmo tratamento. Utilizamos mascaras filtrantes
adequadas e luvas de nitrilo descartaveis para evitar a exposi¢céo aos agrotdxicos e a
contaminagdo das amostras. Os grupos controle foram constituidos por abelhas
colhidas diretamente nas coldnias, sem estarem afixadas nas plantas pulverizadas.

Apos a coleta, os tubos etiquetados foram conservados num ultracongelador a -80°C.
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Figura 3. Coleta das abelhas sem ferrdo apds 15 minutos da aplicagdo do fungicida.
Fonte: Arquivo Pessoal.

Foram adquiridos padrées (Sigma) dos trés p. a. (bixafem, protioconazol e
trifloxistrobina) que compdem o fungicida comercial de agao triplice para a construgéao
de curvas-padréao. Estas foram utilizadas nas analises para determinar as quantidades
destes componentes do fungicida nas abelhas que estavam nas plantas de algodao e
soja pulverizadas com o fungicida. Um sistema (Shimadzu Prominence-I LC-2050) de
cromatografia liquida (HPLC) de alta resolugao equipado com um aparelho Zorbax
EclipsePlus C18 2. 1 x 100 mm coluna de 3,5 ym a uma temperatura de 35°C foi
utilizado para avaliar a quantidade de cada componente fungicida nas abelhas. A taxa
de fluxo foi mantida a 0,6 mL min-!, e a detec&o foi realizada em um detetor UV-Vis a
210 nm.

As fases moveis utilizadas foram: (A) acido fosférico 0,1 M e (B) acetonitrila em
modo gradiente. O tempo de retencdo, o limite de deteccdo (LD) e o limite de

quantificagdo (LQ) dos trés p. a. (Mesquita et al., 2013; Serafim et al, 2021) foram
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determinados e observados em relatérios gerados por regressao linear feita com o
software LabSolution (Shimadzu) para o sistema HPLC, conforme segue: para o
protioconazol, o tempo de retencdo determinado foi de 4,303 min, com LD e LQ de
0,75 e 2,26 pg/mL, respetivamente; para o bixafem, o tempo de retencgéo foi de 5.369
min, com LD e LQ de 0,47 e 1,42 pg/mL, respetivamente e, por fim, para a
trifloxistrobina, o tempo de retencao foi de 12,679 min, com LD e LQ de 0,80 e 2,43
Mg/mL, respetivamente.

Ap0Os a validagao dos testes para determinagao dos tempos de retenc¢do dos p.
a., as amostras de abelhas foram secas em liofilizador LioBras, modelo Liotop K107,
por um periodo de 24 horas. Apds a secagem, as amostras foram submetidas a
processos de extracdo e clean-up, utilizando o método QUEChERS modificado
(Rahman et al., 2022): foram adicionados 5 mL de acetonitrilo, 0,16 g de MgS0O4, 0,04
g de NaCl, 0,04 g de citrato de sddio tribasico di-hidratado (SCTD) e 0,02 g de sddio
dibasico sesqui-hidratado (SCDS) para a extracdo de uma amostra contendo 30
abelhas. Para a a limpeza, foram utilizados 15,3 mg de MgS0O4, 2,6 mg de amina
primaria secundaria (PSA) e 6,3 mg de C18.

2.2.4 Andlises estatisticas

Para analisar a quantidads de p. a. as quais as abelhas foram expostas,
utilizamos um esquema fatorial de dois fatores. Este desenho envolveu os fatores:
tamanho da gota (fina e grossa) e altura da abelha colocada nas plantas (topo e meia
altura), com quatro repeticdes com 30 abelhas. Os dados foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) e, nos casos em que se observou um efeito significativo (p <
0,05), procedeu-se a comparagdes de médias entre pares utilizando o teste de Tukey,
considerando que ambos os fatores do desenho s&do qualitativos. A dispersdo dos

dados foi determinada pelo erro padrao residual (SAS Institute, 2013).

2.3 Resultados

2.3.1 Avaliagao dos iprincipios ativos na solugao do fungicida e contaminagao
das abelhas no grupo de controle
Na avaliagao da solugao preparada para pulverizagao das plantas de algodao e

de soja, os trés p. a. foram detectados em concentragdes de 0.621g de bixafem,
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0.802g de protioconazol e 0.721g de trifloxistrobina por litro de solu¢do. Nenhum dos

p. a. foram detectados nas amostras de abelhas do grupo controle.

2.3.2 Contaminagao de abelhas sem ferrdao em plantas de soja

Nas abelhas que foram colocadas nas plantas de soja, o bixafem foi encontrado
em maiores niveis em abelhas da parte superior da planta em comparagao com
aquelas fixadas em alturas médias (p = 0.007; Tabela 1). O p. a. protioconazol foi
detectado apenas em duas amostras colocadas no topo das plantas de soja que foram
pulverizadas com gotas grossas (Tabela 1). O p. a. trifloxistrobina foi detectado, sem
diferenga significativa na quantidade entre abelhas da altura superior ou da altura
média de plantas de soja e entre aquelas pulverizadas com gotas finas ou grossas
(Tabela 1).

O bixafem foi detectado em niveis significativamente mais altos em abelhas
colocadas no topo da planta comparagdo com aquelas colocadas em altura média (p
= 0.007; Tabela 1). O protioconazol foi detectado apenas em duas amostras de
abelhas colocadas no topo das plantas de soja pulverizadas com gotas grossas. A
trifloxistrobina foi detectada nas amostras analisadas, sem diferencga significativa entre
aquelas localizadas no topo ou meio das plantas de soja e entre aquelas pulverizadas

com gotas finas ou grossas (Tabela 1).

2.3.3 Contaminacgao de abelhas sem ferrdao em plantas de algodao

O bixafem foi detectado em niveis similares em abelhas colocadas no topo ou
no meio das plantas de algodao e pulverizadas com gotas finas ou grossas (Tabela
1). O protioconazol foi detectado apenas em uma amostra de abelhas colocadas no
topo das plantas de algod&o pulverizadas com gotas finas (Tabela 1).

Em plantas de algodao, a trifloxistrobina foi detectada em maiores niveis em
abelhas colocadas no topo das plantas comparado com aquelas colocadas no meio
da planta (p = 0.029). O tamanho das gotas n&o afetou significativamente na
quantidade de trifloxistrobina nas abelhas colocadas em plantas de algod&o (Tabela

1).
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Tabela 1. Quantidade observada de bixafem (Bix), protioconazol (Pro) e
trifloxistrobina (Tri) (ug/individuo) em abelhas mandaguari em plantas de
soja e algodao pulverizadas com fungicida comercial com trés principios

ativos.
Efeitos Soja Algodao
Bix Pro Tri Bix Pro Tri
Tamanho da gota Fina 0,75 - 2,76 0,73 - 0,62
Grossa 0,74 1,70 0,75 - 0,66
Altura na planta Topo 0,77a' - 2,38 0,76 - 0,69a
Meia altura 0,72b - 2,08 0,72 - 0,58b
Fina x Topo 0,78 - 3,23 0,75 0,56 0,70
Interacao Grossa x Topo 0,76 0,55 154 0,77 - 0,68
Fina x Meia altura 0,71 - 2,30 0,72 - 0,54
Grossa x Meia altura 0,73 - 1,87 0,73 - 0,63
Erro padrdo da média 0,01 0,69 0,02 0,04
Fontes de variacao Probabilidade
Tamanho da gota 0,163 0,024 >0,200 >0,200
Altura na planta >0,200 <0,001 0,117 0,029
Interacéo >0,200 >0,200 >0,200 >0,200

'As médias seguidas pela mesma letra para o mesmo efeito (tamanho da gota ou posigao na planta ou
uma interagéo entre esses fatores) para cada ingrediente ativo ndo diferem significativamente entre si
(P<0,05), de acordo com o teste de Tukey.

2.4 Discussao

O método proposto para determinar os niveis de exposicdo dos p. a. de um
fungicida comercial em abelhas foi provado ser viavel. Vale a pena observar que os
valores obtidos consideram a dose correta do fungicida, o uso de equipamento
calibrado e condi¢gdes ambientais apropriadas, com o objetivo de cumprir todas as
recomendagdes agrondmicas inerentes ao uso correto de agrotdxicos. Acreditamos
que esses critérios sdo essenciais para a avaliagdo da exposi¢cdo a fungicidas ou
outros agrotoxicos. De outro modo, pode haver duvidas se a exposi¢ao observada foi
influenciada por fatores que devem ser seguidos fielmente por aqueles que aplicam
agrotoxicos. Entretanto, mesmo seguindo todos os protocolos de aplicagdo de
agrotoxicos, a variacdo na exposicdo aos p. a. observada provavelmente ocorreu
porque o produto avaliado € uma suspensdo concentrada, resultando em uma
distribuicdo heterogénea dos p.a. sobre as abelhas afixadas na area marcada. Isso é
um indicativo do que pode acontecer no campo, mesmo observando-se protocolos de
aplicacéo.

O produto comercial utilizado, de acordo com o rétulo, contém 125 g.L-! de
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bixafem, 175 g.L"' de protioconazol e 150 g.L-! de trifloxistrobina. Teoricamente, ao
diluir 0.5 L desse produto em 144 L de solugdo em spray (diluigdo utilizada neste
estudo), a solugdo deve conter 0,434 g. L' de Bixafem, 0,608 g. L' de protioconazol
e 0,521 g.L" de ftrifloxistrobina. Todos os trés p. a. foram detectados na solugdo de
pulverizagao usada em proporgcdes semelhantes as descritas no rétulo. No entanto, a
concentracao equivalente observada na solugao de cada p.a. excedeu a concentragao
tedrica e pretendida em 43%, 31,9% e 38,4%, para bixafem, protioconazol e
trifloxistrobina, respectivamente.

Este produto a base de bixafem, protioconazol e trifloxistrobina é classificado
pelo fabricante como uma suspensao concentrada (Bayer, 2019). Uma suspensao &
uma mistura heterogénea, com uma ou mais substancias solidas dispersas que nao
estdo igualmente distribuidas em um determinado liquido (Atkins et al., 2016). Devido
a essa instabilidade, a segregacao tende a ocorrer com o passar do tempo, sob a
influéncia da gravidade, tanto na embalagem original quanto no tanque de
pulverizagdo, mesmo quando o produto € diluido (Luckham, 1989); isso pode afetar a
quantidade de p.a. que chega as plantas.

Em nosso estudo, a embalagem do produto foi minuciosamente agitada antes
da coleta de cada amostra. Além disso, as solu¢des do tanque do pulverizador foram
agitadas imediatamente antes de cada aplicagdo. No entanto, considerando as
caracteristicas quimicas do produto em avaliagao, também podem ocorrer variagdes
no campo, mesmo quando as recomendagdes sdo cuidadosamente seguidas na
preparagao da solucao (Hazra e Purkait, 2019). Esse problema pode ser minimizado
se o sistema de agitagdo da solugdo do pulverizador estiver disponivel e ligado
durante todo o processo de pulverizagio.

Embora o protioconazol tenha sido o p.a. com a maior concentragdo no
fungicida, ele foi observado em quantidades menores nas amostras de abelhas. A
solubilidade do protioconazol € influenciada pelo pH da agua. Em um pH de 8,0, a
solubilidade é de 0,3 g p.a. L' de solugdo (IBAMA, 2019). Em nosso experimento, o
pH da agua usada foi de 7,8. Assim, teoricamente, a solugao apresentou 0,608 g p.a.
L-" de solugdo, considerando a diluicdo utilizada de acordo com as instrugdes do
produto comercial. Portanto, o dobro da quantidade de protioconazol foi capaz de ser

solubilizado na agua, o que pode explicar sua distribuicdo nao uniforme.
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Como o protioconazol € muito instavel no meio ambiente, ele pode ser
rapidamente convertido em protioconazol-destio, seu principal metabdlito, depois que
a superficie exposta ao agrotoxico seca (Haas; Justus, 2004). Em nosso estudo, as
abelhas foram coletadas ap6s o tempo necessario para que as folhas e flores
pulverizadas secassem.

O p. a. trifloxistrobina foi detectado em todas as amostras de abelha, com
quantidades maiores em comparagcdo com 0s outros p. a., exceto para o bixafem em
abelhas colocadas em plantas de algodao. A detec¢do de quantidades maiores de
trifloxistrobina pode ser explicada por sua alta estabilidade, mesmo apds a absorcao
pelas plantas (European Food Safety Authority (EFSA) et al., 2017).

A avaliagao da area da superficie corporal da abelha pode ser uma variavel
relevante a ser considerada em estudos futuros. A pilosidade e o formato do corpo
sdo outras caracteristicas que podem afetar a exposigao das abelhas aos fungicidas.
Isso poderia ser um fator para a forma como os agrotéxicos afetam as inumeras
espécies de abelhas sem ferrdo que sdo muito menores do que a Scaptotrigona
postica.

Na avaliagao da contaminagao das abelhas colocadas nas plantas de soja, ndo
foram observadas diferencas significativas para as variaveis altura de posicionamento
das abelhas nas plantas e tamanho da gota de pulverizagao, exceto para o bixafem,
pois foi observada uma quantidade maior de bixafem nas abelhas colocadas no topo
das plantas. Nas plantas de algodao, a contaminagdo das abelhas com bixafem e
trifloxistrobina foi maior na parte superior das plantas do que no meio.

As abelhas visitam as flores e outras estruturas que liberam exsudatos
acucarados, mas também costumam descansar brevemente nas folhas (Thompson,
2010). No caso do algodao, as abelhas coletam néctar das flores e dos nectarios
extraflorais, que estado nas folhas (Rhodes, 2002). Portanto, colocamos as abelhas em
partes das plantas onde elas sdo comumente encontradas para obter informacoes
sobre a contaminacdo das abelhas em situacdes realistas de interacdo com as
plantas.

Houve uma tendéncia de maior contaminagao quando as abelhas estavam nas
partes superiores das plantas, principalmente nas plantas de algoddo. Essa maior

contaminacao das abelhas posicionadas na parte superior das plantas se deve ao fato
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de que mais produto atinge essas folhas, conforme observado por Prado et al. (2019),
que encontraram niveis mais altos de deposi¢ao nas folhas superiores das plantas de
soja (69%), seguidas pelas partes intermediarias (22%) e inferiores (9%), em ensaios
de pulverizagdo controlada. O equipamento de pulverizacdo que eles usaram foi
semelhante ao que usamos em nosso estudo.

Com relagdo ao tamanho das gotas, a tendéncia foi as abelhas serem
contaminadas com mais fungicida quando utilizado bicos de aplicagao que produziam
gotas finas. Para o mesmo volume, a medida que o tamanho das gotas diminui, o
numero de gotas geradas aumenta e, consequentemente, o potencial de cobertura da
pulverizacdo aumenta (Guler et al., 2012), aumentando as chances das gotas
atingirem o inseto.

Os estudos sobre o impacto dos agrotdxcios na saude das abelhas geralmente
nao incluem dados precisos sobre as doses dos produtos que realmente afetam essas
espécies ndo-alvo quando sao aplicados nas culturas, mesmo supondo que todas as
recomendagdes agrondémicas relativas aos equipamentos de aplicagéo e as condigbes
ambientais sejam seguidas (Dhananjayanet al., 2019). Além disso, a estimativa do
risco de contaminacdo de espécies nao visadas tende a ser imprecisa porque a
maneira como os agrotéxicos sado realmente usados na agricultura muitas vezes tende
a nao refletir as recomendacgdes agrondmicas. A contaminacgao letal das abelhas pode
ocorrer devido a aplicagao incorreta e ndo recomendada de agrotéxicos (Wauchope,
2022).

Os critérios usados para calcular as doses criticas nos estudos de toxicologia
das abelhas podem nao refletir a realidade no campo. As concentracbes de
agrotoxicos consideradas ambientalmente relevantes sado determinadas a partir de
doses observadas em amostras de abelhas e produtos apicolas contaminados; no
entanto, os agricultores nem sempre seguem fielmente as recomendacoes
agrondmicas para a aplicagdo de agrotdxicos, adotando doses de agrotoxicos e
métodos de aplicagao diferentes daqueles recomendados pelos agrobnomos (Straw et
al., 2023; Wauchope, 2022).

Os agrotoxicos devem ser aplicados quando houver pouco vento; condigdes
climaticas inadequadas no momento da aplicacdo podem afetar a distribuicdo do

agrotoxico na cultura-alvo (Bish et al., 2020). Além disso, o calculo de doses subletais
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com base em testes de toxicidade aguda pode néo ser suficientemente informativo
para avaliar o possivel dano as abelhas, pois a dose testada em laboratério pode ser
bem diferente das doses que contaminam esses insetos benéficos no campo.
Portanto, talvez seja necessario revisar o conceito de dose ambientalmente relevante.

Para calcular a exposicdo por contato durante a aplicagao foliar usando o
modelo BeeREX, é usada uma proporc¢ao de 2,4 ug de p.a. por abelha para cada kg
de p. a. por hectare tratado. Esse valor foi observado por Koch e Weisser (1997) como
0 maximo em que um tragador fluorescente foi aplicado em pomares de maga e
campos de Phacelia durante a floragdo, na presenca de abelhas forrageiras.
Observamos a exposigao por contato das abelhas com 1 a 9 ug de cada p. a. usando
0,089 a 0,2076 p. a. kg/ha, conforme determinado pela analise quimica da solugéo
aplicada. Dados os valores de nosso estudo e os do meétodo preconizado,
consideramos que um unico valor pode nao ser representativo e usado como base
para todos os p. a.

A toxicidade dos produtos quimicos agricolas para as abelhas é normalmente
avaliada por testes agudos orais e de contato (OECD, 1998a, 1998b) e exposicéo
cronica de larvas (OECD, 2016) e adultos (OECD, 2017). Na avaliagao de risco, esses
pontos finais sdo empregados posteriormente para calcular o quociente de perigo
usando uma taxa de aplicacdo no campo recomendada pelo fabricante. No entanto,
determinar a dose a qual o inseto pode ser exposto no campo é crucial para a analise
de risco. E a partir da dose de exposicdo que serdo feitas as inferéncias sobre o risco
ambiental do agrotéxico (Carreck; Ratnieks, 2014).

Quanto as limitagdes do nosso estudo, a solubilidade relativa de cada um dos
trés p. a. e o fato de que o fungicida comercial avaliado € uma suspens&o concentrada
que é dificil de manter completamente misturada podem ter contribuido para a
distribuicdo heterogénea dos p. a. detectados nas abelhas. No entanto, é importante
observar que seguimos as recomendagdes agrondmicas para o uso de fungicidas. Os
testes de sala de pulverizacdo aqui apresentados visam a contribuir para a
determinacao das doses que podem afetar as abelhas por contato. Para aplicar esse
método para inferir a dose letal por contato, em substituicdo ao método atualmente
recomendado (OECD, 1998b), seria necessario alterar a forma como as abelhas séo

fixadas as plantas, para que ndo sejam danificadas.
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2.5 Conclusao

A exposicdo das abelhas tende a ser maior quando elas estio visitando as
partes superiores das plantas no momento da aplicagdo e quando sdo usados bicos
que produzem goticulas finas. O método de pulverizagao controlada que foi aplicado
nesta pesquisa pode ajudar a estimar a quantidade de agrotdxico que contamina as
abelhas nativas por contato ao aplicar o agrotéxico de acordo com as recomendagdes

agronémicas.
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CAPITULO 3 — Preferéncia e influéncia da suplementagio proteica no desenvolvimento

de colonias de abelhas Scaptotrigona postica

RESUMO - A suplementacao alimentar € uma alternativa importante para a
manutengdo da saude e desenvolvimento de colénias de abelhas em periodos de
escassez de recursos naturais. Este estudo avaliou a preferéncia alimentar e os
efeitos dos suplementos nutricionais fermentados em colénias de Scaptotrigona
postica. Os suplementos testados, compostos por levedo de cerveja, proteina isolada
de soja, agucar, pao de abelhas meliferas ou sabura de S. postica, além de agua ou
leite de soja, foram fermentados a 28°C e 70% de umidade por sete dias. Todas as
dietas foram consumidas de maneira equivalente, indicando que o pao de abelhas
pode substituir o sabura, promovendo fermentagao eficiente e boa aceitagao pelas
abelhas. A inclus&o do leite de soja ndo reduziu o consumo e pode agregar valor
nutricional a formulagao. Durante 13 semanas, 10 colénias foram monitoradas, com
metade recebendo semanalmente 20 g de suplementagdo e a outra metade sem
suplementacédo. O peso das colbnias, a area dos discos de cria e o peso das abelhas
prestes a emergir foram avaliados. Houve diferenga significativa no peso das col6nias
entre os grupos (p = 0,016 para o grupo sem suplementacgao e p = 0,027 para o grupo
suplementado). As abelhas de colbnias suplementadas apresentaram meédias de
peso vivo (18,34 mg) e peso seco (3,88 mg) superiores aos do grupo controle (16,15
mg e 3,37 mg, respectivamente), embora a relagdo média de peso seco:peso vivo
tenha se mantido estavel. Os resultados destacam os beneficios da suplementagao
proteica no desenvolvimento individual das abelhas, mesmo sem influenciar
diretamente o estoque alimentar das colbénias. Entretanto, € essencial garantir a
procedéncia do pao de abelhas meliferas, pois materiais contaminados podem
disseminar doencgas, comprometendo a saude das coldnias. Assim, 0 uso de
suplementos proteicos fermentados, especialmente com pao de abelhas de origem
confiavel, € uma estratégia eficaz para melhorar o desempenho de S. postica em
periodos de escassez alimentar.

Palavras-chave: Abelhas sem ferrdo, alimentagao suplementar, consumo de alimento,
Meliponineos, parametros biométricos
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CHAPTER 3 - Preference and influence of protein supplementation on the development

of Scaptotrigona postica bee colonies

ABSTRACT - Food supplementation is an important alternative for maintaining
the health and development of bee colonies during periods of scarcity of natural
resources. This study evaluated food preference and the effects of fermented
nutritional supplements on Scaptotrigona postica colonies. The tested supplements,
consisting of brewer's yeast, soy protein isolate, sugar, honey bee bread or S. postica
suet, as well as water or soy milk, were fermented at 28°C and 70% humidity for seven
days. All the diets were consumed in an equivalent way, indicating that bee bread can
replace sabura, promoting efficient fermentation and good acceptance by the bees.
The inclusion of soy milk did not reduce consumption and could add nutritional value
to the formulation. For 13 weeks, 10 colonies were monitored, with half receiving 20g
of supplementation every week and the other half receiving no supplementation. The
weight of the colonies, the area of the brood disks and the weight of the bees about to
emerge were evaluated. There was a significant difference in colony weight between
the groups (p = 0.016 for the non-supplemented group and p = 0.027 for the
supplemented group). Bees from supplemented colonies had higher average live
weight (18.34 mg) and dry weight (3.88 mg) than the control group (16.15 mg and 3.37
mg, respectively), although the average dry weight:live weight ratio remained stable.
The results highlight the benefits of protein supplementation for individual bee
development, even without directly influencing the colonies' food stock. However, it is
essential to guarantee the origin of honey bee bread, as contaminated materials can
spread diseases, compromising the health of the colonies. Thus, the use of fermented
protein supplements, especially with bread from bees of reliable origin, is an effective
strategy for improving the performance of S. postica in periods of food shortage.

Keywords: Biometric parameters, food consumption, Meliponineos, stingless bees,
supplementary feeding,
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3.1 Introdugao

Uma estratégia essencial no manejo nutricional de abelhas é a suplementagao
proteica, particularmente em periodos de escassez de recursos florais, quando as
fontes naturais de pdlen se tornam insuficientes para atender as demandas
metabdlicas das colbnias (Roubik, 1995; Michener, 2007). Entre as abelhas sem
ferrao, a Scaptotrigona postica (abelha mandaguari) destaca-se por sua relevancia
ecologica e econdmica em regides tropicais. Entretanto, mudangas ambientais e a
intensificagao agricola tém representado desafios significativos para essas coldnias,
impactando negativamente seu desenvolvimento e estabilidade (Venturieri, 2008;
Klein et al., 2007). Nesse cenario, 0 manejo nutricional por meio da suplementagao
alimentar desponta como uma solugao eficaz para mitigar os efeitos das adversidades
ambientais e garantir o bom desempenho das col6nias (Somerville, 2005).

A suplementacéao nutricional apresenta beneficios comprovados na saude das
colonias de Apis mellifera, promovendo o fortalecimento do sistema imunoldgico, a
prevencdo de doencas e o aumento da longevidade e vitalidade das abelhas
(DeGrandi-Hoffman et al., 2010; Alaux et al., 2010). Esses efeitos tornam-se
especialmente relevantes durante periodos de escassez floral, quando a oferta de
polen, principal fonte de proteinas, é insuficiente (Nogueira-Neto, 1997). Nessas
circunstancias, a deficiéncia nutricional pode comprometer o desenvolvimento das
crias, reduzir a eficiéncia das operarias e desestabilizar a colbénia como um todo
(Brodschneider e Crailsheim, 2010).

Embora esses beneficios estejam bem documentados para Apis mellifera,
faltam estudos especificos sobre a suplementacéo da dieta de abelhas sem ferrdo. E
provavel que praticas de suplementagdo nutricional também oferecam vantagens
semelhantes para essas espécies, especialmente em periodos de escassez de
recursos florais (Venturieri, 2008). Contudo, pesquisas adicionais sao necessarias
para confirmar esses efeitos e desenvolver protocolos adequados para as abelhas
sem ferrao.

Os nutrientes essenciais para as abelhas incluem carboidratos, proteinas,
lipidios, vitaminas e minerais, que desempenham papéis fundamentais na saude e no
funcionamento das col6nias. Os carboidratos fornecem energia para o forrageamento

e a manutencgao das fungdes vitais, enquanto as proteinas s&o indispensaveis para o
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desenvolvimento das crias e a producao de geleia real (Pudasaini et al., 2020). Ja os
lipidios auxiliam na formagao de cera e no metabolismo energético, e as vitaminas e
minerais contribuem para o fortalecimento do sistema imunolégico (Ferreira et al.,
2018). Suplementos nutricionais bem formulados podem preencher essas lacunas,
contribuindo para a manutencdo da saude e estabilidade das colénias frente aos
desafios ambientais (Carvalho-Zilse, 2012). DeGrandi-Hoffman et al. (2010) além de
investigaram os efeitos de suplementos proteicos na saude das colbnias de Apis
mellifera, observaram as variagdes na aceitacido desses alimentos pelas abelhas, o
que indica a necessidade de ajustar as formulagdes para garantir sua eficacia.

Entre as ferramentas empregadas para avaliar a eficacia da suplementacgao
proteica em colénias de abelhas nativas, destacam-se a medi¢cao do peso das colbnias
e a analise da area dos discos de cria. O peso da colénia é um indicador direto da
saude geral e do estoque de recursos, enquanto a area dos discos de cria reflete a
capacidade reprodutiva e o crescimento da coldnia (Venturieri, 2008; Brodschneider e
Crailsheim, 2010). Estudos indicam que colbnias suplementadas apresentam discos
de cria maiores e peso mais estavel, mesmo em condi¢des adversas, evidenciando
que a suplementagado nutricional pode mitigar os efeitos negativos da escassez
alimentar (Costa e Venturieri, 2009; Zangirolami e Junior, 2022).

A utilizagao de suplementos alimentares, como pdlen conservado, levedura de
cerveja e farinha de soja, tem sido objeto de diversas investigagdes como alternativas
em periodos de escassez de recursos naturais. Camargo (1976) desenvolveu uma
dieta semi-artificial para abelhas da subfamilia Meliponinae, utilizando pdlen de Typha
dominguensis misturado com mel e sabura, que apds fermentagdo mostrou-se eficaz
na alimentacdo dessas abelhas. Costa e Venturieri (2009) avaliaram o impacto de
diferentes dietas em operarias de Melipona flavolineata, concluindo que uma dieta a
base de extrato de soja proporcionou desenvolvimento adequado das glandulas
hipofaringeanas e dos ovdcitos, sendo uma alternativa viavel ao pélen natural. Penedo
et al. (1976) investigaram o valor nutritivo de misturas de polen com levedura de
cerveja para Scaptotrigona postica, encontrando resultados satisfatorios no
desenvolvimento das abelhas. Esses estudos indicam que suplementos como
levedura de cerveja e farinha de soja podem ser utilizados na alimentagao de abelhas

sem ferrdo durante periodos de escassez de recursos florais.
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Embora a suplementagao nutricional traga vantagens, ela nao substitui os
beneficios de uma dieta natural diversificada, que é obtida diretamente de flora com
grande biodiversidade, que disponibiliza todos os nutrientes necessarios para a
manutengdo das colbnias a longo prazo (Vit et al., 2018). Assim, a suplementagao
deve ser considerada uma medida complementar, particularmente em cenarios onde
as condi¢cdes ambientais limitam o acesso a recursos naturais, especialmente em
épocas de escassez de alimentos.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a preferéncia alimentar de
Scaptotrigona postica por suplementos nutricionais proteicos fermentados,
explorando a possibilidade de utilizar o pao de abelhas meliferas (Apis mellifera) como
uma alternativa viavel ao sabura, e analisar os impactos da suplementacao proteica
fermentada no desenvolvimento das colonias de S. postica, com especial atencao ao
tamanho da area dos discos de cria, peso das colénias e peso das abelhas prestes a

emergir.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Local do experimento e colonias de abelhas

O experimento foi realizado na UNESP, Campus de Dracena/SP, entre os
meses de novembro de 2023 e fevereiro de 2024. O manejo alimentar foi conduzido
entre os dias 3 de novembro de 2023 e 10 de fevereiro de 2024. Foram utilizadas 10
colonias de abelhas Scaptotrigona postica, alojadas em colmeias modelo INPA com
dimensdes de 20 x 20 x 50 cm. Todas as colbnias foram provenientes do Meliponario
Experimental da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas da Universidade

Estadual Paulista (UNESP), Campus de Dracena (Figura 1).
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Laboratério de Ecologia e Insetos
Uteis

o Labmet

Melipondrio com colénias de
abelhas Scaptotrigona postica

Figura 1. Area da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas, da UNESP —
Universidade Estadual Paulista, Campus de Dracena, na qual foi instalado
o meliponario experimental utilizado nesta pesquisa e os laboratérios onde
foram realizadas as analises. Fonte: Google Maps.

3.2.2 Preparacao do suplemento proteico e avaliacao da preferencia para abelha
Scaptotrigona postica

Foram elaborados quatro tipos de suplementos proteicos com composigdes
especificas, detalhadas na Tabela 1. Cada suplemento continha 15 g de levedo de
cerveja, 20 g de proteina isolada de soja e 20 g de agucar, variando na adicdo de 5 g
de pao das abelhas ou 5 g de sabura de Scaptotrigona postica, além de 40 ml de agua

ou leite de soja, conforme descrito.
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Tabela 1. Composicdo dos suplementos proteicos utilizados no experimento para
avaliar a preferencia pelas abelhas Scaptotrigona postica.

Ingredientes Suplementos

1 2 3 4
Acucar (g) 20 20 20 20
Levedo de cerveja (g) 15 15 15 15
Proteina Isolada de Soja (g) 20 20 20 20
Pao das abelhas (g) 5 0 5 0
Sabura de S. postica (g) 0 5 0 5
Agua (mL) 40 40 0 0
Leite de soja (mL) 0 0 40 40

Os ingredientes utilizados na elaboragdo dos suplementos proteicos foram
obtidos de diferentes fontes. O pao de abelhas (Apis mellifera) foi coletado no dia da
preparacgao, diretamente de um quadro de uma coldnia saudavel do apiario da UNESP
de Dracena. Ja o sabura (pdlens armazenados por abelhas sem ferrdo) foi obtido de
duas colbénias de Scaptotrigona postica do meliponario da mesma instituicdo, também
coletado no dia da preparagao. Em relacad ao levedo de cerveja, proteina isolada de
soja, e o leite de soja em p6 foram adquiridos em uma loja de produtos naturais da
cidade, garantindo padronizagao na qualidade dos ingredientes. O acugar utilizado foi
0 acgucar cristal, e a agua mineral foi fervida para preparagao tanto da mistura como
do leite se soja.

Para uma melhor homogenizagdo o polen ou sabura e a agucar foram
dissolvidos na parte liquida da mistura (agua ou leite de soja), depois acrescentados
aos poucos na mistura feita com os outros ingredientes, para evitar empelotamento.
Apds a mistura dos ingredientes os suplementos foram acondicionados em potes
plasticos de 250 ml com tampa que continha pequenas aberturas na tampa para saida
do gas e, permaneceram em camara de germinagao com temperatura (28°C) e

umidade (70%) controladas por sete dias (Figura 2b e c).
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Figura 2. Ingredientes misturados e homogenizados antes do processo de
fermentacao (A) e apds o processo fermentativo (B), as quatro mistura em
camara de germinacgao para fermentagao (C). Fonte: Arquivo Pessoal.

Ao final do periodo de fermentacgéo, os suplementos foram transferidos para
pequenos alimentadores plasticos (Figura 3a), devidamente identificados e pesados,
com o objetivo de avaliar a preferéncia das col6nias. O experimento foi realizado com
oito colbnias de Scaptotrigona postica, que receberam simultaneamente os quatro
tipos de suplementos proteicos, disponibilizados para consumo por um periodo de 24
horas (Figura 3b). Apds esse intervalo, os alimentadores foram recolhidos, e as sobras
de suplemento foram pesadas para determinar o consumo de cada tipo de

suplemento.
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Figura 3. Alimentadores plasticos coloridos de acordo com a cor identificada nas
diferentes dietas (A) e o fornecimento simultdneo dentro das col6nias de
Scaptotrigona postica (B).

3.2.3 Avaliagcao do desempenho das col6nias de Scaptotrigona postica

Ja para analise do desempenho das colbénias, 12 colénias do meliponario
experimental foram divididas em dois grupos. O primeiro grupo, composto por seis
coldnias, recebeu suplementacéo proteica elaborada com levedo de cerveja, proteina
isolada de soja, agucar, leite de soja e pao de abelha coletado de coldnias de Apis
melifera do apiario da Unesp de Dracena. Os ingredientes foram misturados e
acondicionados em potes plasticos de 250 ml com tampa perfurada, fermentados em
ambiente controlado (28°C e 70% de umidade relativa) por uma semana. Cada col6nia
suplementada (CS) recebeu 20 g do suplemento proteico semanalmente, durante as
13 semanas de manejo alimentar. O segundo grupo de coldénias ndo recebeu
suplementagao alimentar (grupo controle — SS). Ambos os grupos de col6nias tiveram
livre acesso ao campo para coleta de néctar, polen, agua e resinas.

O desempenho das colénias de Scaptotrigona postica foi monitorado



53

semanalmente por meio da pesagem da colmeia, que incluia tanto a caixa quanto a
colonia. Todas as col6nias estavam instaladas em caixas modelo INPA, com o mesmo
peso inicial, garantindo condi¢gdes padronizadas para o experimento. As medigdes
foram realizadas com uma balanga eletronica digital de alta precisdo, modelo Suryha,
com capacidade maxima de 100 kg (Figura 4a), permitindo avaliagbes consistentes
ao longo do periodo experimental.

A area do primeiro disco superior completamente formado foi utilizada como
indicador adicional do desempenho das col6nias. Para essa mensuracéo, foi utilizada

uma régua de 20 cm e realizada sempre pela mesma pessoa, garantindo medigdes

precisas e padronizadas (Figura 4b).

v

Figura 4. Pesagem das colOnias de Scaptotrigona postica realizada com auxilio de
balancga eletronica (A) e medigdo do segundo disco de cria com auxilio de
uma régua (B). Fonte: Arquivo Pessoal.

Ao final das 13 semanas de experimento, foi realizada a coleta de discos
maduros de cria em Scaptotrigona postica para analise do peso vivo e seco de abelhas
adultas prestes a emergir. Foram retirados 10 discos maduro de cria das 12 colénias
do meliponario, sendo desconsideradas duas colénias mais fracas de cada grupo
alimentar, totalizando 10 discos de cria, sendo cinco de cada grupo alimentar. Esses
discos foram cuidadosamente transportados em bandejas identificadas de acordo com

0 grupo alimentar até o laboratdrio.
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No laboratério, as abelhas prestes a emergir foram coletadas diretamente dos
discos com o auxilio de agulha esterilizada (Figura 5), para cada disco maduro, foram

coletadas 10 abelhas, totalizando 100 individuos para a analise.

Figura 5. Coleta de abelhas adultas prestes a emergir, com agulhas esterilizadas, em
quadros de cria maduros retirados das colbnias de abelhas Scaptotrigona
postica. Fonte: Arquivo pessoal.

Foram coletadas 50 abelhas adultas prestes a emergir de cada grupo alimentar
(SS e CS). Os individuos foram organizados em grupos de 10 e dispostos sobre papel
filtro para a pesagem inicial. O peso vivo de cada grupo de 10 abelhas foi registrado
utilizando uma balanga analitica de alta precisdo. O papel filtro contendo as abelhas
foi transferido para potes plasticos com capacidade de 250 mL, equipados com
tampas perfuradas para garantir a troca gasosa. Esses potes foram submetidos a um
processo de anestesia em freezer, mantido a -18°C, por um periodo de 10 minutos.
Apds a confirmagao da morte, cada grupo foi transferido para cadinhos previamente
pesados em uma balanga analitica de alta precisao.

Em seguida, os potes foram colocados em uma estufa com circulagao de ar
mantida a 105°C, permanecendo por 16 horas (AOAC, 1990). Apds a secagem, 0s
cadinhos foram retirados da estufa, estabilizados a temperatura ambiente e

novamente pesados para determinar o peso seco.
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3.2.4 Anilises estatisticas

Para a analise de preferéncia dos suplementos avaliados, foi realizado o teste
de Kruskal-Wallis, uma vez que os dados ndo apresentaram distribuigdo normal. O
nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05), e, em caso de diferengas
significativas, foi aplicado o teste de Tukey para identificar eventuais diferengas.

Para avaliar o desempenho das colbnias, utilizou-se a analise de regressao e
analise de variancia (ANOVA), sendo que as variaveis dependentes foram a area dos
discos de cria, 0o peso das colbnias e 0s pesos vivo e seco das abelhas recém-
emergidas, enquanto as variaveis independentes incluiram o fornecimento de
suplementagao alimentar (grupo suplementado versus grupo sem suplementagao) e
o tempo (13 semanas) (SAS Institute, 2013).

3.3 Resultados
3.3.1 Preferéncia por suplementos nutricionais com diferentes ingredientes em colénias
de abelhas mandaguari

Todos os suplementos foram parcialmente consumidos pelas abelhas, sem
preferéncia significativa detectada pelo teste de Kruskal-Wallis (p=0,5484). O
suplemento 1 apresentou valores de consumo variando entre 0,40 g (minimo) e 6,80
g (maximo), enquanto o suplemento 2 variou de 0,47 g a 4,70 g. Ja o suplemento 3
apresentou os maiores valores de consumo, variando de 0,36 g a 6,81 g, e O
suplemento 4 registrou os menores valores, variando de 0,31 g a 3,03 g. Esses
resultados indicam que, embora haja variagdo no padrao de consumo entre os
suplementos, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre
as dietas testadas, sugerindo que as abelhas n&o apresentaram preferéncia por
nenhum dos suplementos oferecidos (Tabela 2).
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Tabela 2. Consumo das dietas em gramas realizado pelas oito colénias de abelhas
Scaptotrigona postica, num periodo de 24 h.

Consumo Desvio
Dietas n Médio (g) Padrao Minimo  Maximo
1 8 1,97a’ 2,32 0,40 6,80
2 8 1,53a 1,51 0,47 4,70
3 8 2,39a 2,38 0,36 6,81
4 8 1,13a 1,02 0,31 3,03

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p > 0,05), de acordo com o
teste de Kruskal-Wallis.

3.3.2 Desempenho das col6nias de Scaptotrigona postica que receberam ou nao
suplementagao proteica

Durante as 13 semanas de manejo alimentar, observou-se uma variagao linear
significativa no peso das col6nias de Scaptotrigona postica em ambos os grupos
experimentais: sem suplementacdo proteica (p = 0,016) e com suplementagao
proteica (p = 0,027) (Figura 6), o que indica que ha diferenca estatisticamente
significativa nos pesos das colénias ao longo do tempo dentro de cada grupo. O
coeficiente angular do grupo suplementado (0.03754) foi 19x superior ao do controle
(0.03149), evidenciando que a suplementagao proteica ndo s6 aumentou o peso basal

das coldnias, mas também acelerou seu crescimento semanal (p < 0.05) (Figura 6).

Sem Suplementacéo Com Suplementacio

Peso

Observations
Parameters 2
Error DF
MSE 08728
R-Square  0.0161
Adj R-Square 0.0031

T
75
Semana

Fit 00 95% Confidence Limits

Y=4.25109+0.03149X

T
125

- 95% Prediction Limits

n {

76|

Observaticns 78
© | | Parameters 2
Error DF 76
MSE 07304
R-Square 0.027
g 8 || Adi R-Square 0.0142
© o

T
75
Semana

Fit E 95% Confidence Limits

Y=4.51490+0.03754X

T
100

95% Prediction Limits

Figura 6. Evolugdo do peso das colbnias de abelhas mandaguari (Scaptotrigona
postica) ao longo de 13 semanas de manejo alimentar sem suplementacgao
e com suplementagao proteica.



57

Os resultados da area dos discos de cria ao longo de 13 semanas nas colénias
de Scaptotrigona postica mostram um aumento progressivo tanto nas colénias sem
suplementagcdo proteica (p=0,26) quanto nas colbnias com suplementagao
(p=0,1287). As linhas de regresséo linear indicam tendéncias positivas em ambos os
grupos, com coeficientes de determinagao ajustados (R?) de 0,2562 para o grupo sem
suplementagao e 0,1172 para o grupo suplementado (Figura 7). Esses dados sugerem
que, embora tenha havido crescimento nos dois grupos, a suplementagdo né&o
influenciou significativamente a expansao da area dos discos de cria, mas o grupo
suplementado obteve uma média maior (52,64 cm?) em relagdo ao grupo sem
suplemntacéo (36,92 cm>).
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Figura 7. Evolugdo do area do segundo disco de cria das colénias de abelhas
mandaguari (Scaptotrigona postica) ao longo de 13 semanas de manejo
alimentar sem suplementacao e com suplementacao proteica.

As abelhas do grupo com suplementacgéo (CS) apresentaram peso maior do
que as do grupo sem suplementacéao (SS). Essa diferenga foi significativa tanto para
a avaliacao do peso vivo quanto para o peso seco das amostras de abelhas.

Conforme apresentado na Tabela 3, as abelhas provenientes de coldnias
suplementadas (CS) exibiram peso vivo (16,15 mg) e peso seco (3,37 mg) menores
em comparacgao as abelhas de colénias sem suplementacao (SS), que registraram
peso vivo de 18,34 mg e peso seco de 3,88 mg (p < 0,010). Essa diferenca foi
significativa tanto para o peso vivo quanto para o peso seco das amostras de abelhas.
No entanto, ndo houve uma diferenga estatisticamente significativa na proporgao entre

peso Seco e peso Vivo entre os dois grupos em avaliagao pelo teste de Tukey.



58

Tabela 3. Peso vivo e peso seco (mg) e relagdo peso seco:peso vivo de abelhas
mandaguari preta adultas ao emergir, obtidas de colbnias com
suplementagao (CS) ou sem suplementacéo (SS).

Efeito Peso Vivo (PV) Peso Seco (PS) PS:PV

. ) CS 16,15a" 3,37a 0,21a
Allmentagao g 18,34b 3,88b 0,21a
Erro padrao 0,280 0,088 0,002
Valor de P <0,010 <0,010 0,120

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.

3.4 Discussao
3.4.1 Preferéncia por suplementos proteicos em coldnias de abelha mandaguari

Os resultados indicaram que as colbnias de abelhas Scaptotrigona postica
consumiram todas as dietas fornecidas de maneira equivalente, sem demonstrar
preferéncia significativa, conforme evidenciado pela analise estatistica (p > 0,05).
Esse comportamento reforga a capacidade de adaptagao alimentar das abelhas sem
ferrao, que, de acordo com Menezes et al. (2013), podem apresentar aceitagdo de
diferentes fontes alimentares devido a interagdo com microrganismos uteis em sua
dieta. Esses microrganismos desempenham um papel fundamental no
aproveitamento e digestdo de nutrientes, contribuindo para a palatabilidade alimentar
dessas abelhas, especialmente em cenarios de escassez.

Embora nao tenham sido observadas diferencas estatisticas, os valores
absolutos revelaram variagdes no consumo entre os suplementos. O suplemento trés
apresentou o maior consumo total (19,17 g), enquanto o suplemento quatro teve o
menor consumo (9,07 g). Essas diferengcas podem ser atribuidas a fatores como
palatabilidade e composig¢ao nutricional, que influenciam diretamente a aceitacdo de
alimentos pelas abelhas. Além disso, o estagio de desenvolvimento das colénias pode
ter desempenhado um papel relevante, ja que colbénias mais desenvolvidas
geralmente apresentam maior demanda metabdlica e reprodutiva, o que aumenta o
consumo de alimentos (Venturieri, 2008).

A literatura destaca que a proporgao de carboidratos e proteinas, além da
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textura e sabor dos suplementos, sdao determinantes na aceitagcdo de dietas pelas
abelhas sem ferrao (Venturieri, 2008; Costa; Venturieri, 2009). Assim, a menor
aceitacado do suplemento quatro pode estar relacionada a sua composi¢ao especifica,
que pode ter sido menos atrativa ou menos adequada as necessidades das coldnias
no periodo avaliado. No entanto, a aceitacdo geral das dietas sugere que os
suplementos fornecidos podem atender as necessidades basicas das colbnias.

O uso do pao de abelhas meliferas como substituto do sabura demonstrou ser
uma estratégia viavel neste estudo, promovendo uma fermentagdo adequada e sendo
amplamente aceito pelas abelhas. Contudo, é fundamental que o pao de abelhas seja
proveniente de colbnias saudaveis, uma vez que patdégenos como Nosema spp. e
virus podem comprometer sua qualidade e representar riscos para a saude das
colonias suplementadas (Genersch, 2010). Materiais contaminados podem atuar
como vetores de doencgas, reforgando a necessidade de medidas rigorosas de
controle sanitario na coleta e utilizagao desse ingrediente.

Adicionalmente, a inclusdo do leite de soja nas dietas ndo impactou
negativamente o consumo pelas colénias, sugerindo um valor nutricional agregado as
formulacgdes. Estudos indicam que dietas contendo leite de soja fermentado podem
fornecer proteinas de alta qualidade e compostos bioativos, beneficiando o
desenvolvimento das abelhas (Costa; Venturieri, 2009). A fermentagdo promovida
tanto pelo pao de abelhas quanto pelo leite de soja pode aumentar a biodisponibilidade
de nutrientes e reduzir compostos antinutricionais, favorecendo a aceitagdo e a
eficacia da suplementacgao alimentar.

Esses achados corroboram os de Vollet-Neto et al. (2010), que destacou a
viabilidade e eficacia econdmica de dietas a base de extrato de soja fermentado como
alternativas ao polen natural. Além disso, Menezes et al. (2013) reforcam que
ingredientes fermentados na dieta das abelhas sem ferrdo podem melhorar a saude
das col6nias devido a presenga de microrganismos benéficos, que auxiliam no
metabolismo de nutrientes e na protegéo contra patogenos.

Por fim, os dados reforcam o grande potencial de adaptacédo alimentar de
Scaptotrigona postica, uma caracteristica essencial para a manutencéo da saude e
produtividade das coldnias. Cremonez et al. (1998) enfatizam que suplementos bem

formulados sdo fundamentais para sustentar colénias em periodos de escassez,
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garantindo sua sobrevivéncia e desenvolvimento. Assim, a combinagdo de fontes
proteicas variadas com carboidratos fermentados e outros componentes atrativos
representa uma estratégia eficaz para assegurar o desempenho de colbnias sob
condicdes adversas.

3.4.2 Comparagao do desenvolvimento de colénias de abelhas mandaguari que
receberam ou nao suplementos nutricionais

O desempenho das colbnias de Scaptotrigona postica ao longo das 13
semanas de manejo alimentar revelou uma variagao significativa no peso das colbénias
em ambos os grupos experimentais: sem suplementacéo proteica (p = 0,016) e com
suplementacgao proteica (p = 0,027). Apesar da significancia estatistica, a magnitude
da variagdo foi pouca, sugerindo que a suplementagdo ndo gerou um impacto
consideravel no acumulo de recursos alimentares. Esses resultados indicam que,
embora o peso das colénias tenha variado ao longo do tempo, a suplementagéo
proteica ndo contribuiu de forma expressiva para o incremento de peso total das
coloénias. O aumento progressivo observado na area dos discos de cria, portanto,
parece estar mais associado ao desenvolvimento natural das col6nias e ao manejo
adotado, do que diretamente as reservas nutricionais adicionais fornecidas (Cremonez
et al., 1998; Vollet-Neto, 2010).

O crescimento na area dos discos de cria, evidenciado pelas tendéncias
lineares positivas em ambos os grupos (R? = 0,2562 para o grupo sem suplementagao
e R? = 0,1172 para o grupo suplementado), reflete a adaptagdo das colénias as
condicdes de manejo alimentar. A suplementagcdo nao influenciou de maneira
significativa a expansao dessa area (p > 0,05), reforcando que outros fatores, como a
qualidade da flora local, a temperatura e a umidade, podem ter desempenhado papéis
mais relevantes nesse processo (Nogueira-Neto, 1997). Além disso, a presencga de
microrganismos benéficos associados aos ninhos pode ter contribuido para o
desenvolvimento reprodutivo, como sugerido por Menezes et al. (2015), que
destacaram a influéncia positiva desses microrganismos na sobrevivéncia e
desenvolvimento das crias em abelhas sem ferréo.

A suplementacéo proteica influenciou significativamente os pesos vivo e seco

das abelhas recém-emergidas. As abelhas oriundas de colbnias suplementadas
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apresentaram pesos menores (16,15 mg para peso vivo e 3,37 mg para peso Seco)
em comparagao as abelhas de colénias sem suplementagao (18,34 mg para peso vivo
e 3,88 mg para peso seco, p < 0,010). Contudo, a proporgéo peso seco:peso vivo foi
equivalente entre os grupos (0,21), indicando que, apesar das diferencas nos valores
absolutos, a composicao corporal das abelhas permaneceu balanceada. Esses
achados sugerem a necessidade de ajustar a composi¢cao das dietas suplementares
para maximizar os beneficios nutricionais.

A palatabilidade das dietas suplementares também foi um fator relevante para
0 consumo e, consequentemente, para o aporte nutricional. Aimeida Neto et al. (2015)
enfatizam que a aceitacdo dos alimentos pelas abelhas depende diretamente de
fatores como textura, sabor e valor nutricional. Assim, as diferencas nos pesos das
abelhas podem ser atribuidas ndo apenas a suplementacéao proteica, mas a interagao
entre o valor nutricional e a atratividade das dietas. Além disso, Pires (2009)
demonstrara que fontes proteicas alternativas, como extrato de soja fermentado,
podem melhorar significativamente o valor nutricional das dietas, otimizando o
desenvolvimento larval.

A suplementagao proteica, portanto, se apresenta como uma estratégia
promissora para favorecer o desenvolvimento de colénias de Scaptotrigona postica,
especialmente em periodos de escassez de recursos naturais. Cremonez et al. (1998)
investigaram a eficiéncia de dietas proteicas para abelhas Apis mellifera, enquanto
Vollet-Neto et al. (2010) avaliou o desempenho de col6nias da mesma espécie ao
serem alimentadas com diferentes suplementos proteicos. Ambos os estudos
demonstraram que dietas bem formuladas podem promover o nascimento de abelhas
mais vigorosas e resistentes a condi¢des adversas, além de contribuir para a
longevidade das coldnias e o aumento da produtividade. Esses resultados reforgcam a
importancia de investir no aprimoramento de formulagdes nutricionais que atendam
as necessidades especificas das colénias de abelhas sem ferrdo e maximizem seu
desempenho reprodutivo e produtivo (Nogueira-Neto, 1997; Pereira, 2005; Pires,
2009).

3.5 Conclusao

Conclui-se que o pao de abelhas meliferas pode ser utilizado como uma
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alternativa eficiente ao sabura na formulacao de suplementos proteicos fermentados
para Scaptotrigona postica, garantindo fermentagcdo adequada e boa aceitagao pelas
abelhas. A suplementagéo proteica influenciou significativamente o peso total das
colénias e as abelhas provenientes de colb6nias suplementadas apresentaram peso
vivo e seco superiores (18,34 mg e 3,88 mg, respectivamente) quando comparadas
as do grupo controle (16,15 mg e 3,37 mq). Esses resultados destacam os beneficios
da suplementacédo para o desenvolvimento individual das abelhas, reforcando sua

importancia como estratégia nutricional em periodos de escassez alimentar.
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CAPITULO 4 - Efeito da suplementagao proteica na bioenergética mitocondrial
de abelhas Scaptotrigona postica expostas a fungicidas de agao

tripla

RESUMO - A producdo de energia nas mitocondrias € fundamental para o
funcionamento metabdlico da maioria dos seres vivos, incluindo as abelhas. Contudo, a
exposicao a certos xenobidticos pode implicar em diminuicdo da bioenergética mitocondrial
destes insetos benéficos. Sugere-se que melhores condigdes nutricionais podem mitigar esses
efeitos prejudiciais, favorecendo-se assim a saude das abelhas. Neste estudo, foram
avaliados os efeitos da exposi¢gdo por contato aos fungicidas bixafem, protioconazol,
trifloxistrobina, isolados ou em mistura, na bioenergética mitocondrial do térax de abelhas
Scaptotrigona postica. Doze colbnias desta espécie de abelhas nativas sem ferrdo foram
mantidas em condi¢des controladas, diferindo-se pela suplementagao alimentar das coldnias
de um grupo. A produgdo de energia mitocondrial em Scaptotrigona postica foi
significativamente afetada pela exposicdo aos fungicidas bixafem, protioconazol e
trifloxistrobina, tanto isoladamente quanto em combinagédo. Os experimentos “in vitro” (0-150
pM) e “in vivo” (0,7 e 2,1 pg/abelha) revelaram que todos os tratamentos reduziram o consumo
de oxigénio nos estados Il e lll da respiragéo, com inibi¢gdes entre 40-70% nas concentracdes
mais altas (50-150 puM). A trifloxistrobina foi o composto mais impactante, seguido pela
combinagao dos trés fungicidas, enquanto o bixafem apresentou efeitos menos pronunciados,
porém ainda significativos. A concentracdo de ATP também foi reduzida em todos os
tratamentos, atingindo quedas de até 60% nos casos mais severos. Abelhas de coldonias sem
suplementacdo nutricional mostraram maior sensibilidade, com reducdes de 30-50% no
consumo de oxigénio, contra 20-35% nas abelhas suplementadas. Embora a suplementagao
tenha atenuado os efeitos, ndo os eliminou completamente, mantendo diferengas significativas
em relagéo aos controles. Os resultados indicam que os fungicidas comprometem a fungao
mitocondrial, afetando diretamente os processos fisiologicos essenciais como voo,
forrageamento e termorregulagdo. A combinagado dos trés principios ativos nao demonstrou
efeito sinérgico, mas sim impactos aditivos. Esses achados destacam a importancia de se
considerar os impactos individuais dos fungicidas e suas intera¢des, além de estratégias de
manejo que minimizem os efeitos negativos sobre a saude das abelhas.

Palavras-chave: Adenosina trifosfato, bixafem, Meliponini,  mitocOndria,
protioconazol, trifloxistrobina



66

CHAPTER 4 - Effect of protein supplementation on colony development and
mitochondrial function in Scaptotrigona postica exposed to a

triple action fungicide

ABSTRACT - The production of energy in mitochondria is fundamental to the
metabolic functioning of most living beings, including bees. However, exposure to
certain xenobiotics can lead to a decrease in mitochondrial bioenergetics in these
beneficial insects. It is suggested that better nutritional conditions can mitigate these
harmful effects, thus favoring bee health. This study evaluated the effects of contact
exposure to the fungicides bixafem, prothioconazole and trifloxystrobin, alone or in a
mixture, on the mitochondrial bioenergetics of the thorax of Scaptotrigona postica
bees. Twelve colonies of this species of native stingless bees were kept under
controlled conditions, differing by the food supplementation of the colonies in one
group. Mitochondrial energy production in Scaptotrigona postica was significantly
affected by exposure to the fungicides bixafem, prothioconazole and trifloxystrobin,
both alone and in combination. The “in vitro” (0-150 uM) and “in vivo” (0.7 and 2.1
pg/bee) experiments revealed that all treatments reduced oxygen consumption in
states Il and Il of respiration, with inhibitions of between 40-70% at the highest
concentrations (50-150 uM). Trifloxystrobin was the most impactful compound,
followed by the combination of the three fungicides, while bixafem showed less
pronounced but still significant effects. The ATP concentration was also reduced in all
treatments, reaching drops of up to 60% in the most severe cases. Bees from colonies
without nutritional supplementation showed greater sensitivity, with reductions of 30-
50% in oxygen consumption, compared to 20-35% in supplemented bees. Although
supplementation attenuated the effects, it did not eliminate them completely,
maintaining significant differences compared to the controls. The results indicate that
fungicides compromise mitochondrial function, directly affecting essential physiological
processes such as flight, foraging and thermoregulation. The combination of the three
active ingredients did not show a synergistic effect, but rather an additive impact.
These findings highlight the importance of considering the individual impacts of
fungicides and their interactions, as well as management strategies that minimize
negative effects on bee health.

Keywords: Adenosine triphosphate, Bixafem, Meliponini, mitochondria,
prothioconazole, trifloxystrobin
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4.1Introdugao

A bioenergética mitocondrial € um processo essencial para a produgao de
energia nas células e desempenha um papel crucial na vida das abelhas. Essas
atividades, como o voo por longas distancias e manutengao da temperatura do ninho,
exigem grande esforco metabdlico, que é possivel por meio da produgao de ATP nas
mitocdndrias, a principal fonte de energia celular (Lima, 2023). Estas organelas,
responsaveis por esse processo, adaptam sua estrutura e funcionamento de acordo
com o tipo de célula e o estado fisiolégico do individuo, refletindo as necessidades
energéticas especificas de cada situagao (Fidelis et al., 2024; Ferraz, 2024). Assim, 0os
processos respiratorios mitocondriais, como o ciclo de Krebs e a fosforilagao oxidativa,
sdo indispensaveis para garantir a produ¢ao de energia nos organismos (Lehninger et
al., 2008).

A respiragao mitocondrial ocorre em diferentes estados funcionais, conforme
descrito por Chance e Williams (1955) em seu classico modelo dos estados
respiratorios. O estado |l caracteriza-se pela presenca de substratos respiratérios
(como NADH ou succinato) na auséncia de ADP, resultando em baixa taxa de
consumo de oxigénio devido a limitagdo pelo acumio de gradiente de prétons. Ja
o estado Ill, induzido pela adicdo de ADP, representa a condigdo de fosforilacdo
oxidativa ativa, com maxima taxa respiratéria enquanto houver ADP disponivel para a
ATP sintase (Nicholls e Ferguson, 2013). Essa transi¢cao entre estados é fundamental
para avaliar a eficiéncia do acoplamento mitocondrial e a integridade da cadeia
respiratoria.

Quanto aos complexos da cadeia respiratéria, o complexo | (NADH
desidrogenase) catalisa a oxidacdo de NADH com reducdo de ubiquinona, sendo
sensivel a inibicdo por rotenona, enquanto o complexo |l (succinato
desidrogenase) oxida succinato a fumarato, transferindo elétrons diretamente para a
ubiquinona de forma independente do complexo | (Brandt, 2006). A avaliagao isolada
do complexo Il, realizada através da inibicdo do complexo | com rotenona (2,5 uM),
permite discriminar contribuicdes especificas de cada via eletrbnica a respiragao
mitocondrial, como demonstrado em estudos classicos de bioenergética (Kuznetsov
et al., 2008).

Apesar da grande eficiéncia de produgdo de energia inerente as abelhas
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sociais, fatores externos, como a exposi¢ao a poluentes e agrotéxicos, tém mostrado
impactos prejudiciais sobre estes insetos (Nicodemo et al., 2020; Fidelis et al., 2024)
Fungicidas, por exemplo, podem interferir diretamente no funcionamento das
mitocéndrias, reduzindo a producdo de ATP e comprometendo a saude e a
sobrevivéncia das colénias, uma vez que este é o principal modo de agéo de alguns
destes compostos (Alves et al., 2024; Freitas et al., 2024b; Ferraz, 2024).

Além dos efeitos dos agrotdxicos, a alimentagédo das abelhas desempenha um
papel crucial em sua capacidade de resisténcia a fatores adversos. Quando ha
escassez de alimento no ambiente, as abelhas tornam-se mais vulneraveis e
enfrentam maior dificuldade para lidar com desafios ambientais, incluindo a exposicao
a agrotoxicos (Naug, 2009; Barascou et al., 2021).

Entre os agrotoxicos, o fungicida comercial a base de bixafem, protioconazol e
trifloxistrobina, tem sido associado a efeitos adversos sobre a saude das abelhas
(Pacifico da Silva et al., 2016; Alves et al., 2024). Estudos indicam que a exposigao a
esses compostos pode comprometer o metabolismo energético e a fungéo
mitocondrial, impactando negativamente o desempenho e a sobrevivéncia das
colonias (Campbell et al., 2016; Rossi et al., 2020; Fidelis et al., 2024).

Segundo Alves et al. (2024), os riscos tornam-se ainda mais criticos quando a
exposi¢cao ao fungicida ocorre em condi¢cdes de restricdo alimentar, pois a falta de
nutrientes essenciais pode reduzir a capacidade das abelhas de mitigar os efeitos
toxicos dos agrotoxicos. Dessa forma, a associagéo entre fatores ambientais adversos
e agroquimicos potencializa os danos as populagdes de polinizadores, tornando
fundamental a investigacao de estratégias para minimizar esses impactos.

As abelhas sociais sem ferrdo Scapftotrigona postica, popularmente chamadas
de mandaguari, sdo amplamente distribuidas no Brasil, destacando-se como um
modelo importante para compreensao dos impactos dos agrotoxicos e da escassez
de alimento sobre a saude das abelhas. Essa espécie possui um papel essencial na
polinizagcédo e esta diretamente ligada a produtividade agricola e a conservagao de
diversas plantas nativas. Estudos indicam que a nutrigdo adequada desempenha um
papel essencial na manutencido da saude e na resiliéncia dessas abelhas, sendo um
fator determinante para sua capacidade de enfrentar estresses ambientais, como a

exposicado a fungicidas. A oferta equilibrada de nutrientes ndo apenas fortalece o
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sistema imunolégico, mas também influencia diretamente o desenvolvimento, a
longevidade e a resisténcia dessas abelhas aos impactos dos agrotoxicos (Menezes
et al., 2015; Paludo et al., 2018).

No entanto, apesar de avangos no conhecimento sobre os efeitos de
agrotoxicos e restrigdes alimentares, ainda ha muito a ser descoberto sobre como
esses fatores, especialmente em conjunto, afetam a bioenergética mitocondrial
dessas abelhas. Diante disso, buscou-se investigar se a exposigdo aos fungicidas
bixafem, protioconazol e trifloxistrobina, isolados ou em mistura, pode se manifestar
diferentemente na bioenergética mitocondrial de abelhas Scaptotrigona postica

oriundas de colbnias que tiveram ou nao a alimentacao suplementada.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Local de realizagao das pesquisas e manejo das coldonias de abelhas
nativas

Foram utilizadas 12 colénias de abelhas Scaptotrigona postica, mantidas em
colmeias INPA com dimensdes de 20x20x50 cm (modelo padrao do Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazoénia, 2005), conforme descrito por Kerr et al. (adaptado
para Scaptotrigona spp.). Antes da divisdo dos grupos, as colbénias foram avaliadas e
receberam notas de 1 a 5, sendo 5 atribuido as colénias mais fortes. Em seguida, os
dois grupos experimentais foram formados por selegédo aleat6ria, porém equilibrada,
considerando a distribuicdo dessas notas, a fim de evitar diferengas significativas entre
0S grupos.

As colbnias foram alojadas no Meliponario Experimental da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Tecnologicas da Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Caéampus de Dracena. O periodo experimental ocorreu entre novembro de 2023 e
junho de 2024, com o manejo alimentar iniciado em 04 de novembro de 2023 até 04
de maio de 2024, totalizando 26 semanas de suplementacao.

O primeiro grupo, composto por seis colonias, recebeu suplementagao proteica
elaborada com 15 g de levedo de cerveja, 20 g de proteina isolada de soja, 20 g de
agucar, 40 ml de leite de soja e 5 g de pao de abelha coletado de colénias de abelhas
meliferas do apiario da Unesp de Dracena. Os ingredientes foram misturados e

acondicionados em potes plasticos novos de 250 ml com tampa perfurada (para saida
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de gases), fermentando em camara B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) sob
condig¢des controladas (28°C e 70% de umidade relativa) por uma semana.

A quantidade de 20 g semanais ofertada a cada colénia do grupo suplementado
(CS) foi determinada por meio de observagdes preliminares do consumo, garantindo
que nao houvesse sobras de alimento que pudessem atrair inimigos naturais. Essa
precaucao foi especialmente critica devido a abertura semanal das col6nias para
coleta de dados (area de disco de cria) e troca de recipientes alimentares. As outras
seis col6nias formaram o segundo grupo, que nao recebeu suplementacéo alimentar
(SS). Ambas as colbnias tiveram livre acesso ao campo para coleta de néctar, pdlen,

agua e resinas.

4.2.2 Substancias quimicas e dosagens

Foi adquirido os principios ativos bixafem, protioconazol e trifloxistrobina da
Sigma-Aldrich. Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico de alta
pureza.

Na avaliagdo da respiragdo mitocondrial “in vitro” e da produconcentragao de
ATP, foram estabelecidas concentragdes de 0, 10, 25, 50, 100 e 150 uM, considerando
os trés principios ativos tanto isoladamente quanto em combinacio. Para a avaliacao
da respiracdo mitocondrial “in vivo”, foram utilizadas duas doses de principios ativos:
0,7 pg (dose 1) e 2,1 ug (dose 2) para 0,5 yl de metanol (Freitas et al., 2024a) tanto
para os trés principios ativos isolados quanto em combinagao, e apenas metanol para

o grupo controle. Todos os testes foram realizados em triplicata.

4.2.3 Obtengao do homogenato do térax de abelhas e dosagem de proteina

A coleta das abelhas era realizada com auxilio de potes plasticos (250 ml)
perfurados e identificados pelo tipo de manejo alimentar, colocados na entrada da
colbnias, aplicando leves batidas na caixa para que as abelhas adultas saissem e os
potes eram tampados e recebiam nova identificagdo com numero da caixa da col6nia
que haviam sido coletadas. Um cuidado foi de ndo misturar abelhas de outras colbnias
evitando ataques entre elas. Apds coleta as abelhas foram anestesiadas a 4°C por
aproximadamente 2 minutos e, em seguida, as mitocondrias do térax das abelhas

adultas eram isoladas, conforme descrigdo de Hoskins et al. (1956), com
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modificagdes: do meio de homogeneizacdo (sacarose 0,25 M), do tampao de
isolamento (EGTA e Tris-HCI) e da centrifugagao (trés etapas). Com o auxilio de uma
tesoura realizou-se a separagdo do térax das abelhas do resto do corpo, sendo
descartado o restante e os térax foram colocados em almofariz contendo o meio de
isolamento (250 mM sacarose, 1 mM EGTA e 10 mM HEPES-KOH, pH 7.2), mantido
a 4°C, depois de macerado com um pistilo de porcelana foram filtrados em gaze
dobrada por oito vezes.

Obteve-se a fragdo mitocondrial centrifugando a suspenséo a 1.000 g por 10
minutos a 4°C e o sobrenadante resultante centrifugado a 15.000 g por 15 minutos a
4°C. O sedimento foi suspenso com 10 mL de meio contendo sacarose 250 mM, EGTA
0,3 mM e HEPES-KOH 10 mM, pH 7,2, e centrifugado novamente a 10.000 g por 15
minutos a 4°C. O sedimento mitocondrial final foi suspenso com 1 mL de meio
contendo sacarose 250 mM e HEPES-KOH 10 mM, pH 7,2, mantido a 4°C e utilizado
dentro de um periodo de trés horas.

A atividade mitocondrial foi avaliada em meio contendo 125 mM de sacarose,
65 mM de KCI e 10 mM de HEPES-KOH (pH 7,4, 30°C), com adi¢céo de piruvato (4
mM) + malato (4 mM) para estimulagédo via NADH, ou succinato (4 mM) + rotenona
(2,5 mM) para inibicdo do complexo | e avaliagao especifica do complexo Il (Cain e
Skilleter, 1987).

4.2.4 Avaliagao da bioenergética mitocondrial “in vitro” e “in vivo”

A bioenergética mitocondrial foi avaliada em abelhas expostas a trés fungicidas
(bixafem, protioconazol e trifloxistrobina), seja de forma isolada ou em combinagao (bix, pro,
tri), por meio de experimentos “in vitro” e “in vivo”.

Para as analises “in vitro”, foi empregado um total de 1920 térax de abelhas,
oriundas de colbénias com suplementagao alimentar (CS). Esse numero abrange as
analises realizadas em dois conjuntos de substratos (malato/piruvato e
succinato/rotenona) no estado Ill da respiragdo mitocondrial. Em cada ensaio foram
uitiladas 960 térax, divididos em quatro tratamentos (trés principios ativos isolados e
uma combinagao dos trés p. a.), cada um testado em seis doses (0, 10, 25, 50, 100 e
150 pl) com trés repeticdes. O fator manejo alimentar (com e sem suplementagéo)
nao foi considerado devido a indisponibilidade de abelhas provenientes de colbnias

sem suplementacao para esse fim.
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Para as analises “in vivo”, foram utilizadas 2700 abelhas adultas coletadas na
entrada das colbnias, sendo metade de cada grupo: colénias com suplementagao
alimentar (CS) e colonias sem suplementacdo alimentar (SS). Cada amostra foi
composta por 50 abelhas, com trés réplicas para cada tratamento. Os tratamentos
consistiam na exposicao de abelhas por contato no dorso do térax com uma solugéo
de contendo um dos trés principios ativos (bixafem, protioconazol ou trifloxistrobina)
ou a combinagao dos trés (bix, pro, tri) em duas doses (0,7 pg/ abelhas ou 2,1
pg/abelha) e um grupo controle. Para o grupo controle foi utilizado apenas metanol.

As abelhas foram anestesiadas em freezer e, em seguida, tratadas com 0,5 pl
por contato, com a utilizacdo de pipeta eletrénica, no dorso do térax com um dos
tratamentos. Apds a aplicagdo, as abelhas foram realocadas em potes plasticos,
respeitando sempre formar grupos oriundos da mesma col6nia e alimentadas ad
libitum com solugcdo de sacarose a 50% (Suchail et al., 2009). Apés uma hora, as
abelhas mortas foram descartadas, e as abelhas vivas foram anestesiadas novamente
em freezer para coleta do térax, a preparacédo do homogenato e a determinacéo da
proteina mitocondrial. Para garantir a reprodutibilidade das analises, foi necessario um
minimo de 25 abelhas vivas por repeticao de cada tratamento.

O consumo de oxigénio pelas mitocéndrias foi medido utilizando um medidor
de oxigénio dissolvido (Strathkelvin Precision Dissolved Oxygen Respirometer,
Strathkelvin Instruments Limited, Glasgow, Scotland, UK), equipado com um eletrodo
tipo Clark. As mitocondrias (1 mg de proteina/mL) foram incubadas em uma camara
termostatizada a 30°C, contendo um meio composto por 125 mM de sacarose, 65 mM
de KCI, 10 mM de K2HPO4, 0,5 mM de EGTA e 10 mM de HEPES-KOH pH 7,2, sob
agitacdo. Os substratos utilizados foram piruvato (4 mM) com malato (4 mM) ou
succinato (10 mM) associado rotenona (2,5 mM), um inibidor do complexo |. As taxas
de consumo de oxigénio foram registradas pelo software Strathkelvin Oxygen 782

System (versao 3.0, 2005) e expressas como nmol O2.min"'.mg de proteina.

4.2.5 Quantificagao da concentragao de ATP por quimioluminescéncia em térax
de abelhas
Foram coletados 3.600 térax de abelhas oriundas de colbnias com

suplementacao alimentar (CS), avaliando-se a concentragcdo de ATP pelo método de
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qguimioluminescéncia utilizando o sistema luciferina-luciferase de vaga-lume por meio
de um kit Bioluminescent Assay Kit Sigma (St. Louis, MO, USA) em um aparelho
Luminémetro modelo Sirius | (Berthold Detection Systems, Pforzheim, Alemanha).
Previamente a suspensao de mitocdndrias foi tratada nas condi¢gdes de respiragao
com malato (4 mM) e piruvato (4 mM) e centrifugada 12.000 g por 10 minutos, a 4°C.
O sedimento obtido foi tratado com 1 mL de &acido percloracético 1 M gelado e
novamente centrifugado a 12.000 g por 10 minutos a 4°C. Foram retiradas aliquotas
de 100 pL de cada amostra e elas foram neutralizadas com KOH 2 M. Em seguida foi
adicionado TrisHCI 100 mM, pH 7,8, sendo as amostras centrifugadas a 12.000 g, por
120 minutos a 4°C, e os sobrenadantes resultantes foram avaliados, em ftriplicata, no
Lumindmetro seguindo as recomendac¢des do fabricante do kit. Assim como na
avaliacdo de bioenergética “in vitro” o fator manejo alimentar (com e sem
suplementagdo) nao foi considerado devido a indisponibilidade de abelhas

provenientes de colonias sem suplementagao para esse fim.

4.2.6 Analises estatisticas

Para a avaliacdo das variaveis relacionadas a bioenergética mitocondrial, foi
conduzido um experimento em delineamento inteiramente casualizado, estruturado
em um esquema fatorial. O estudo “in vitro” e concentragdo de ATP incluiram quatro
tratamentos com fungicidas (trés principios ativos individuais e uma combinag&o dos
trés) e seis doses (0, 10, 25, 50, 100 e 150 pyM). Para as analises “in vivo” foi
considerado o fator manejo nutricional das colénias com dois tratamentos (com e sem
suplementagao alimentar), quatro fungicidas (trés principios ativos isolados e uma
combinacgao dos trés p. a.) e trés doses (controle, 0,7 yg/abelha e 2,1 pg/abelha). Como
os dados obtidos ndo seguiram distribuicdo normal, foi aplicado um modelo misto
linear generalizado com fungdo de ligagdo logaritmica, apropriada para a
distribuicdo dos dados. A comparagao de cada fungicida nas concentragdes (“in vitro”)
e doses (“in vivo”) utilizadas foi realizada por meio do teste de Tukey, com um nivel
de significancia de 5% (SAS Institute, 2020).
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4.3 Resultados
4.3.1 Efeito do bixafem, protioconazol, trifloxistrobina e sua combinagado na
respiragao mitocondrial “in vitro”

O consumo de oxigénio das mitocéndrias do térax das abelhas Scaptotrigona
postica foi avaliado utilizando os substratos malato e piruvato em diferentes
tratamentos com fungicidas (bixafem, protioconazol, trifloxistrobina e a combinagao
bix, pro, tri) e doses crescentes (0, 10, 25, 50, 100 e 150 uM). O controle (dose 0)
apresentou o maior consumo de oxigénio, utilizando malato e piruvato, com uma
média de aproximada de188 nmol nmol O2.min"".mg de proteina!, com diferenga
estatistica em relagao a todos os tratamentos com fungicidas (Figura 1).

No tratamento com Bixafem, o consumo de oxigénio variou em torno de 80 nmol
O2.min-'.mg de proteina™! nas doses de 10 e 50 uM até cerca de 70 nmol O2.min"".mg
de proteina' nas outras doses (25,100 e 150 uM), indicando uma redug&o significativa
em relagdo ao controle (+ 188 nmol O2.min"".mg de proteina™). Estatisticamente, as
doses de 10 e 50 uM nao diferiram entre si, assim como as doses de 25, 100 e 150 pM.
Contudo, houve diferenga significativa quando se comparam esses dois grupos de
doses (10/50 vs. 25/100/150) ( Figura 1).

Para o protioconazol, o consumo de oxigénio no controle (0 uM) foi de
aproximandamente 188 nmol O2.min"'.mg de proteina'. Nas doses de 10 e 25 uM o
consumo ficou em torno de 68 nmol O2.min"'.mg de proteina!, houve redugio
significativa (p < 0,05) em relacdo ao controle, sem diferenca estatistica entre essas
duas concentragbes. Ja nas doses de 50,100 uM (59 nmol O2.min"'.mg de
proteina’) e 150 uM (55 nmol O2.min"".mg de proteina'), a redugdo no consumo de
oxigénio foi ainda maior, mantendo-se significativamente diferente do controle, porém
sem diferencas estatisticas entre si. Portanto, em todas as concentragdes de
protioconazol avaliadas, a diminui¢do do consumo de oxigénio foi significativa quando
comparada ao controle e ligeiramente mais acentuada do que a observada com
bixafem (Figura 1).

A exposicgao a trifloxistrobina reduziu significativamente (p<0,05) o consumo de
oxigénio em comparagao ao controle (0 uM), cujo valor foi de aproximadamente 188
nmol O, min~"-mg de proteina-'. Entre 10 e 50 uM, os valores oscilaram em torno de

68 - 69 nmol O,'min~*-mg de proteina’, ndo apresentando diferenga estatistica entre
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essas doses. Na concentracdo de 100 uM, entretanto, observou-se uma diminuigao
para cerca de 56 nmol O,-min~"-mg de proteina” (p<0,05) em relagdo as outras
doses, enquanto em 150 yM houve um aumento para aproximadamente 71 nmol
O,'min""*mg de proteina’. Embora todas as doses testadas tenham apresentado
reducado significativa em relagdo ao controle, ndo se verificou um efeito dose-
dependente, visto que a dose de 100 uM se destacou por produzir a maior redugao
de consumo, seguida de uma elevacéo nos valores a 150 uM (Figura 1).

A combinagao dos trés fungicidas (bix, pro, tri) apresentou maior consumo de
oxigéncio em relagao aos fungicidas avaliados individualmente. O consumo variou de
aproximadamente 80 nmol O,-min~"-mg de proteina™ (10 uM) a 73 nmol O, min~"-mg
de proteina’ (150 uM), sendo que a dose de 25 uM atingiu cerca de 90 nmol
O,'min""*mg de proteina’ sendo menor que o grupo controle e com diferenga
significativa (p<0,05) tanto ao controle como entre as demais concentracdes. As
concentragdes de 10, 50, 100 e 150 uM (80, 74, 76 e 73 nmol O,-min~"-mg de proteina
' respectivamente) nao diferiram estatisticamente entre si, somente em relagéo ao

grupo controle (Figura 1).
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Figura 1. Consumo de oxigénio “in vitro” da respiracéo do “Estado IlI”, de mitocondrias
isoladas do térax de abelhas mandaguari, em diferentes tratamentos com
fungicidas (Bixafem, Protioconazol, Trifloxistrobina e a combinacg&o Bix, Pro,
Tri) e doses crescentes (10, 25, 50, 100 e 150 uM) e controles energizadas
com Piruvato 4 mM + Malato 4 mM; abelhas de colénias que tinham
alimentagdo com suplementagdo. Médias seguidas pela mesma letra nao
diferem significativamente entre si (p > 0,05), de acordo com o teste de
Tukey.
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O consumo de oxigénio nas mitocondrias das abelhas Scaptotrigona postica foi
avaliado utilizando os substratos succinato e rotenona em diferentes tratamentos com
fungicidas (bixafem, protioconazol, trifloxistrobina e a combinac&o bix, pro, tri) e doses
crescentes (0, 10, 25, 50, 100 e 150 yM). O controle (dose 0) resultou com maior
consumo de oxigénio, com uma meédia de 165 nmol O,-min™"-mg de proteina™, com
diferenca estatistica em relagao a todos os tratamentos com fungicidas (Figura 2).

Os resultados mostram que, em comparagdo ao controle (0 uM, 165
nmol O, -min"**mg de proteina™), todas as doses de bixafem reduziram
significativamente o consumo de oxigénio. Ao agrupar as médias, observa-se que as
doses de 10 uyM (65 nmol O, min~"-mg de proteina™), 25 yM (64 nmol O,-min~"-mg
de proteina™) e 100 uyM (66 nmol O, -min™*mg de proteina™) nao diferiram
estatisticamente entre si, formando um primeiro grupo. Ja as doses de 50 pyM (59 nmol
O,'min"*mg de proteina™) e 150 pM (45 nmol O,-min™*mg de proteina™)
compuseram um segundo grupo, também sem diferenga entre elas, mas diferente das
trés doses anteriores. Embora todas as concentragdes de bixafem tenham resultado
em reducgdes significativas em relagao ao controle, essas redugdes se distribuiram em
dois grupos distintos: (1) 10, 25 e 100 uM, com valores proximos entre si; e (2) 50 e
150 yM, que apresentaram consumo de oxigénio ainda mais baixo (Figura 2).

O uso do fungicida protioconazol resultou em consumo reduzido de oxigénio
em comparagao ao controle (0 uM, 165 nmol O,-min~"-mg de proteina™). A dose de
10 uM apresentou valor médio de 80 nmol O,-min™"-mg de proteina™, diferindo
estatisticamente das demais doses testadas. As doses de 25, 50 e 100 uM
apresentaram consumo médio de 59, 57 e 65 nmol O,-min~"-mg de proteina™, sem
diferencas estatisticas entre elas. A dose de 150 pM, com consumo de
aproximadamente 53 nmol O,-min™"-mg de proteina™, foi significativamente inferior
ao controle, mas semelhante as doses intermediarias (Figura 2).

Em relag&o ao controle (0 uM, 165 nmol O,-min~"-mg de proteina™), todas as
doses de trifloxistrobina (10, 25, 50, 100 e 150 yM) provocaram redugéao significativa
no consumo de oxigénio. Observou-se que as doses de 10, 25 e 50 uM néo diferiram
estatisticamente entre si, com valores em torno de 64 a 69 nmol O, min~"-mg de
proteina™. Ja as concentragdes de 100 uM (56 nmol O,-min™"-mg de proteina™) e

150 uM (60 nmol O, min~'-mg de proteina™) também nao apresentaram diferenca
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significativa uma em relagéo a outra, mas mostraram valores de consumo de oxigénio
menor que o grupo anterior. Dessa forma, embora todas as concentragdes tenham
apresentado redugcédo em relagdo ao controle, elas se distribuiram em dois grupos
distintos: (1) 10, 25 e 50 uM e (2) 100 e 150 uM, que diferiram estatisticamente entre
si (Figura 2).

O tratamento com a combinacgao dos trés fungicidas (bix, pro, tri) apresentaram
reducéo significativa no consumo de oxigénio em todas as doses (10, 25, 50, 100 e
150 uM) em realagao ao controle (dose 0 pM, 165 nmol O, -min~"-mg de proteina™).
As concentragdes de 10 uM (87 nmol O, min~"-mg de proteina™) e 25 uM (79 nmol
O,-min™"-mg de proteina™) nao diferiram estatisticamente entre si, mas ambas se
distinguiram do controle e das demais doses. Ja as concentragdes de 50 uM (70 nmol
O,-min~"-mg de proteina™), 100 uM (75 nmol O,-min~*-mg de proteina™) e 150 yM (76
nmol O,-min~'-mg de proteina™) também nao apresentaram diferengas entre si, mas
formaram um grupo separado, mantendo valores de consumo de oxigénio ainda
menores quando comparados as doses de 10 e 25 yM (Figura 2).
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Figura 2. Consumo de oxigénio “in vitro” da respiragao do “Estado IlI” em mitocdndrias
isoladas do térax de abelhas mandaguari, em diferentes tratamentos com
fungicidas (Bixafem, Protioconazol, Trifloxistrobina e a combinagao Bix, Pro,
Tri) e doses crescentes (10, 25, 50, 100 e 150 uM) e controles energizadas
com Succinato 4 mM (+ Rotenona 2,5 uM); abelhas de colénias que tinham
alimentagcdo com suplementagdo. Médias seguidas pela mesma letra nao
diferem significativamente entre si (p > 0,05), de acordo com o teste de
Tukey.
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4.3.2 Efeito do bixafem, protioconazol, trifloxistrobina e a combinag¢ao dos trés
p- a. na respiragao mitocondrial “in vivo”

A respiragdo mitocondrial de mitrocondrias extraidas do térax de abelhas
mandaguari, energizadas com Piruvato 4 mM + Malato 4 mM, o consumo de oxigénio
(nmol O, min~*-mg~" de proteina') foi significativamente impactado pelas doses dos
fungicidas (bixafem, protioconazol, trifloxistrobina e a combinagao dos trés) e pela
suplementacgao nutricional (Figura 3).

Ao analisar as abelhas provenientes de colénias sem suplementacao alimentar,
observou-se que o grupo controle teve o maior consumo de oxigénio, com valores
préximos a 230 nmol O,-min~"-mg de proteina™, nivel significativamente superior
(p <0,05) ao registrado em todos os tratamentos com fungicidas e doses avaliadas.
Para o bixafem, a dose de 0,7 ug/abelha apresentou consumo de aproximadamente
185 nmol O, min~"-mg de proteina™, e a dose de 2,1 yg/abelha resultou no consumo
de cerca de 165 nmol O,-min~'-mg de proteina™, com diferengas estatisticas em
relagcdo ao controle e entre as doses. Para o protioconazol, os consumos foram de
185 nmol O,'min™"-mg de proteina™ na dose de 0,7 pg/abelha e 160 nmol
O,-min~"-mg de proteina™ na dose de 2,1 pg/abelha, diferindo estatisticamente do
controle e entre as doses. Para a trifloxistrobina, os valores foram de 150 nmol
O,-min™"-mg de proteina™ na dose de 0,7 pg/abelha e 180 nmol O, -min~"-mg de
proteina™ na dose de 2,1 pg/abelha, com diferengas significativas em relagdo ao
controle e entre as doses. Na combinacgao dos trés fungicidas, o consumo foi de 197
nmol O,-min~'-mg de proteina™ na dose de 0,7 ug/abelha e 197 nmol O, -min~"-mg de
proteina™ na dose de 2,1 ug/abelha, sem diferenca entre as doses, porém ambos diferem
significativamente do controle, com redu¢c&o do consumo de oxigénio.

Ao analisar o grupo de abelhas oriundas de coldnias com suplementagao
alimentar, verificou-se que o consumo de oxigénio no controle ficou em torno de
183 nmol O,-min™"-mg de proteina™, apresentando diferenca estatisticamente
significativa (p <0,05) em relagio ao controle de colénias sem
suplementagao (230 nmol O,-min~"-mg de proteina™). Para o bixafem, os consumos
das duas doses (0,7 e 2,1 yg/abelha) foram em torno de 165 nmol O, min~"-mg de
proteina™, sem diferenca entre as doses, mas com diferengas estatisticas relagao ao

controle. Para o protioconazol, os valores foram de 171 nmol O,-min~"-mg de proteina™
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na dose de 0,7 ug/abelha que diferiu estatisticamente em relagéo ao controle e a dose
maior de 2,1 pg/abelha que foi proxima a 188 nmol O,-min~"-mg de proteina ™ nao
diferindo estatisticamente do controle. Para a trifloxistrobina, os consumos foram de
156 nmol O,-min™*-mg de proteina ™' na dose de 0,7 pg/abelha, com diferencga
significativa em relagéo ao controle e a dose maior (2,1 ug/abelha), que resultou num
consumo de 182 nmol O, min~"-mg de preteina™, sem diferenca estatistica em relagéo
ao controle. E na combinagaos dos trés fungicidas, o consumo foi de 180 nmol
O,-min™"-mg de proteina ™' na dose de 0,7 pg/abelha e 165 nmol O,-min™"-mg de
proteina ~' na dose de 2,1 ug/abelha, significativamente menores que o controle e com

diferenca estatistica entre as doses.
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Figura 3. Consumo de oxigénio do estado Il da respiragédo “in vivo” em mitocéndrias
isoladas do térax de abelhas mandaguari, extraidos apdés 1 hora de
exposigao por contato ao bixafem, protioconazol, trifloxistrobina isolados ou
em combinacao (Bix, Pro, Tri), nas concentragbes de 0,7 e 2,1 pg/abelha, e
do grupo controle, energizadas com piruvato 4 mM + malato 4 mM. As
abelhas eram provenientes de colénias sem e com suplementagao alimentar.
Para cada parametro, as médias seguidas pela mesma letra dentro do
mesmo p. a. € a combinagao (bix, pro, tri) ndo diferem significativamente
entre si (p > 0,05), de acordo com o teste de Tukey.
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Os resultados apresentados na Figura 4 demonstram o consumo de oxigénio
mitocondrial (nmol O, min™*-mg™" de proteina’) no estado Ill da respiragdo
mitocondrial, em mitocéndrias extraidas do térax de abelhas Scaptotrigona postica
energizadas com succinato (4 mM) (+ rotenona 2,5 uyM). O controle registrou o maior
consumo de oxigénio em ambos os grupos com diferenga no manejo alimentar,
sendo significativamente superior nas abelhas sem suplementagao nutricional (£ 277
nmol O, min~"-mg de proteina™) em comparagéo as abelhas com suplementagéo (+
204 nmol O,-min~"-mg de proteina™) (p < 0,05).

Para o bixafem, a dose de 0,7 ug/abelha resultou no consumo de
aproximadamente 165 nmol O,-min~™"-mg de proteina™, e a dose de 2,1 ug/abelha
apresentou consumo de cerca de 185 nmol O,-min™"-mg de proteina™, com diferengas
estatisticas em relagdo ao controle (£ 277 nmol O,-min™"-mg de proteina™) e entre as
doses. Para o protioconazol, os consumos foram em torno de 150 nmol O,-min™"-mg
de proteina™ na dose de 0,7 pg/abelha e 170 nmol O, min~"-mg de proteina™ na
dose de 2,1 pg/abelha, diferindo estatisticamente do controle e entre as doses. Em
relagéo a trifloxistrobina, os valores aproximados foram de 165 nmol O,-min~"-mg de
proteina™ na dose de 0,7 pg/abelha e 140 nmol O,-min~"-mg de proteina™ na dose
de 2,1 pg/abelha, com diferengas significativas em relagdo ao controle e entre as
doses. Na combinacédo dos trés fungicidas, o consumo foi de 174 nmol O,-min™"-mg
de proteina™ nas duas doses de 0,7 e 2,1 pg/abelha, sem diferenga entre as doses, porém
ambos diferem significativamente do controle (x 277 nmol O,'min~"-mg de proteina™),
com redugao do consumo de oxigénio.

No grupo de abelhas das coldénias com suplementagdo alimentar podemos
verificar que o consumo de oxigénio do controle para o bixafem ficou em torno de
204 nmol O, min~'-mg de proteina™, apresentando diferenga estatisticamente
significativa entre as duas doses avaliadas (150 nmol O,-min~"-mg de proteina™) e
sem diferenga estatistica entre as doses. Para o protioconazol, os valores foram de 165
nmol O, -min~mg de proteina™ na dose de 0,7 pg/abelha que nao diferiu
estatisticamente em relagdo a dose maior de 2,1 ug/abelha que foi proxima a 170 nmol
O,-min~"-mg de proteina =, e ambas as dodes diferiram estatisticamente do controle.
Para a trifloxistrobina, os consumos foram de 135 e 143 nmol O, min~"-mg de proteina

~' nas dose de 0,7 e 2,1 ug/abelha, respectivamente, com diferenga significativa
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apenas em relagao ao grupo controle. Para a combinagaos dos trés fungicidas, o

consumo foi de aproximadamente 146 nmol O,-min~"-mg de proteina ~' em ambas as

diferenca estatistica entre as doses.
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Figura 4. Consumo de oxigénio do estado Ill da respiragéo “in vivo” em mitocondrias
isoladas do térax de abelhas mandaguari, extraidos apdés 1 hora de
exposicao por contato ao bixafem, protioconazol, trifloxistrobina isolados ou
em combinacao (Bix, Pro, Tri), nas concentragdes de 0,7 e 2,1 pg/abelha, e
do grupo controle, energizadas com succinato 4 mM (+ rotenona 2,5 pM). As
abelhas eram provenientes de coldnias sem e com suplementacao alimentar.
Para cada parametro, as médias seguidas pela mesma letra dentro do
mesmo p. a. € a mistura (Bix, Pro, Tri) ndo diferem significativamente entre
si (p > 0,05), de acordo com o teste de Tukey.

4.3.3 Efeito do bixafem, protioconazol, tribloxistrobina e sua combinagao na
concentragao de ATP mitocondrial

A medida da concentracdo de ATP em mitocéndrias expostas as diferentes
condi¢des experimentais revelou variagdes significativas entre os tratamentos (p <
0,05) (Figura 5). O controle apresentou o maior valor médio de ATP, com concentragao
positiva em torno de 37,5 nmol.mg de proteina™, sendo significativamente superior a

todos os tratamentos. A exposi¢cao a rotenona demonstrou inibicdo do complexo |, o
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que era esperado para podermos analisar o complexo |l.

Para o bixafem, o grupo controle (37,5 nmol-mg de proteina™) mostrou-se
significativamente diferente de todas as concentra¢des avaliadas, sendo que a dose
de 10 uM (32 nmol-mg proteina™) também resultou em diferenga estatistica em
relagdo as outras concentragdes que (25, 50, 100 e 150 uM) que apresentaram
valores aproximados de 25,5 nmol-mg proteina™, ndo difererindo estatisticamente
entre essas doses mais altas (Figura 5).

Em relagao ao fungicida protioconazol o controle (37,5 nmol-mg de proteina™)
apresentou valor superior com diferenga estatistica para todas as concentragdes (10,
25, 50, 100 e 150de 25 pM), sendo que somente a menor concentragéo (10 uM com
consumo de 32 nmol-mg de proteina™) diferiu estatisticamente das outras
concentragdes que resultaram com um consumo médio de 26 nmol-mg de proteina™.
(Figura 5). A menor média foi observada em 150 uM sendo que diferiu estatisticamente
do controle, rotetona e todas as outras concentragdes (10, 25, 50 e 10 uM).

Ja a trifloxistrobina as médias foram as mais baixas, com os valores variando
entre 20 e 22 nmol.mg de proteina™ (50, 100 e 150 uM), sem diferenga estatistica
entre elas. O grupo controle (37,5 nmol-mg de proteina™), a dose de 10 uM (30
nmol-mg de proteina™) e 25 uyM (26 nmol-mg de proteina™), foram diferentes
significativamente entre si e em relagdo as concentragcbes mais altas (50, 100 e 150
MM). O tratamento com a combinagao dos trés p. a. (Bix, Pro, Tri) o grupo controle
(37,5 nmol-mg de proteina™) permaneceu significativamente mais alto do que todos
as outras concentragdes (10, 25, 50, 100 e 150 yM). A concentracédo de 10 uM (32
nmol-mg de proteina™) foi superior as concentracdes de 25 (24 nmol-mg proteina™),
50 (26 nmol-mg proteina™), 100 (26 nmol-mg proteina™) e 150 yM (25 nmol-mg

proteina™).
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Figura 7. Concentracdo de ATP em mitocbndrias isoladas do térax de abelhas
Scaptotrigona postica, e energizadas com Piruvato 4 mM + Malato 4 mM,
pelo método de quimioluminescéncia, em diferentes tratamentos com
fungicidas (Bixafem, Protioconazol, Trifloxistrobina e a combinacg&o Bix, Pro,
Tri) e doses crescentes (10, 25, 50, 100 e 150 yM), controle e rotenona;
abelhas de colénias que tinham alimentagdo com suplementacdo. Médias
seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente entre si (p > 0,05),
de acordo com o teste de Tukey.

4.4 Discusséao
4.4.1 Efeito dos principios ativos e sua combinag¢ao na respiragao mitocondrial
“in vitro”

Os resultados obtidos neste estudo revelam padrbes complexos e
diferenciados de inibicdo da respiragao mitocondrial em Scaptotrigona postica quando
exposta aos fungicidas bixafem, protioconazol e trifloxistrobina, tanto isoladamente
quanto em combinacdo. A analise detalhada dos dados permite observar que os
efeitos variam significativamente em fungdo do complexo mitocondrial avaliado, da
dose aplicada e do estado nutricional das abelhas, oferecendo importantes insights
sobre os mecanismos de acdo desses compostos e suas implicagdes para a saude
dos polinizadores, corroborando estudos prévios que destacam a sensibilidade
diferencial dos polinizadores a agroquimicos (Mao et al., 2017; Azpiazu et al., 2019).

Ao examinar especificamente o complexo |, avaliado através do sistema malato
+ piruvato, constatou-se que o protioconazol apresentou a maior eficacia inibitoria,

reduzindo o consumo de oxigénio em 60-70% em relagdo ao controle. Este resultado
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esta em perfeita concordancia com trabalhos anteriores que demonstraram a
capacidade dos fungicidas triazéis em interferir com a atividade da NADH
desidrogenase, componente central do complexo | (Zhu et al., 2014; Huang et al.,
2022). A acgéo potente e consistente deste fungicida em todas as concentragdes
testadas sugere uma interagcéo especifica e de alta afinidade com seus sitios-alvo na
cadeia respiratoria, levando a um comprometimento significativo da fosforilagéo
oxidativa. E particularmente relevante notar que mesmo nas doses mais baixas, o
protioconazol foi capaz de causar redug¢des substanciais na atividade respiratoria (30-
40% em 10 yM), indicando seu potencial para causar impactos subletais mesmo em
concentragdes que nao provocam mortalidade aguda, um padrao similar ao observado
em Apis mellifera (Mao et al., 2017).

A avaliagdo do complexo ll, realizada através do sistema succinato + rotenona,
revelou um panorama distinto, porém igualmente preocupante. Todos os fungicidas
testados mantiveram atividade inibitéria significativa, embora com padrdes variaveis.
O protioconazol, embora menos eficaz neste sistema (51-68% de redugéo) do que no
complexo |, ainda assim demonstrou consideravel capacidade de interferéncia,
reforcando a ideia de que seu mecanismo de agao pode envolver multiplos
componentes da cadeia respiratéria. O bixafem apresentou um comportamento
particularmente interessante no complexo Il, com dois niveis distintos de inibigao (60-
73%) que nao seguiram um padrdo dose-dependente. Esta observagao corrobora
estudos recentes que sugerem mecanismos complexos de acdo para as
carboxamidas, possivelmente envolvendo tanto a interagdo direta com a succinato
desidrogenase (Luo e Ning, 2022) quanto efeitos indiretos na organizagéo
supramolecular da cadeia respiratéria (Johnson et al., 2021).

A trifloxistrobina merece atengao especial devido ao seu perfil inibitorio atipico.
Embora seja classicamente descrita como inibidora do complexo Il (Campbell et al.,
2016), nossos resultados demonstram efeitos significativos tanto no complexo |
quanto no |l. No complexo |, observou-se uma resposta nao linear com pico de inibigao
em 100 uM, enquanto no complexo Il a inibigao foi mais estavel (~60%), mas com dois
patamares distintos. Este comportamento sugere que, além de seu alvo principal no
complexo lll, a trifloxistrobina pode interferir indiretamente com outros componentes

da cadeia respiratoria, possivelmente através de alteragdes no pool de ubiquinona ou
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no equilibrio redox mitocondrial (Wang et al., 2017).

A anadlise da combinagao dos trés fungicidas revelou dados particularmente
relevantes para a avaliagao de risco ambiental. Observou-se que a mistura produziu
efeitos aditivos, mas n&o sinérgicos, em ambos os complexos avaliados. Este achado
€ consistente com estudos recentes em abelhas meliferas que demonstraram
auséncia de sinergismo em misturas de fungicidas com modos de acgao distintos (Tosi
et al., 2017). Contudo, é crucial destacar que mesmo na auséncia de potencializagao,
o comprometimento generalizado da fosforilagdo oxidativa representa uma séria
ameacga para a homeostase energética das abelhas, especialmente quando
consideramos a exposigao crénica a multiplos agroquimicos em condigdes de campo,
conforme observado em estudos com diferentes espécies de polinizadores (Azpiazu
et al., 2019).

Os aspectos ecoldgicos destes achados tornam-se ainda mais relevantes
quando consideramos o contexto real de exposicdo das abelhas em ambientes
agricolas. A inibicdo persistente de ambos os complexos respiratorios principais pode
comprometer gravemente a flexibilidade metabdlica necessaria para atividades
fisiolégicas criticas, como demonstrado em estudos que relacionaram a disfungao
mitocondrial com redu¢ao na capacidade de voo e termorregulagcdo em abelhas
(Nicodemo et al., 2020). Além disso, a combinagdo de estressores nutricionais e
quimicos pode exacerbar esses efeitos, como sugerido pela menor resisténcia
observada em abelhas com deficiéncias alimentares, um padrédo consistente com

observacgdes em outros sistemas biolégicos (Tosi et al., 2017; Azpiazu et al., 2019).

4.4.2. Efeito dos principios ativos e sua combinag¢ao na respiragao mitocondrial
“in vivo”

Os resultados deste estudo demonstram efeitos diferenciados dos fungicidas
bixafem, protioconazol e trifloxistrobina na respiragdo mitocondrial de Scaptotrigona
postica, com variagdes importantes conforme o complexo respiratério avaliado e o
estado nutricional das colonias. O protioconazol apresentou acgdo inibitoria
particularmente potente no complexo |, reduzindo o consumo de oxigénio em 28-30%
nas abelhas sem suplementacgao alimentar e 6-17% nas suplementadas. Este padrao

corrobora estudos que identificaram os triazéis como inibidores eficientes da NADH
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desidrogenase em abelhas (Mao et al., 2017). A menor eficacia observada nas
abelhas suplementadas sugere que o estado nutricional pode modular a sensibilidade
a este grupo de fungicidas, possivelmente através de mecanismos de detoxificagéo
mais eficientes (DeGrandi-Hoffman et al., 2015).

A ftrifloxistrobina, embora classicamente descrita como inibidora do complexo
lIl, apresentou efeitos pronunciados no complexo I, com reducdes de 40-49% nas
abelhas sem suplementacio e 29-34% nas suplementadas. Este achado expande o
conhecimento atual sobre o espectro de acido das estrobilurinas em abelhas,
sugerindo que podem atuar em multiplos pontos da cadeia respiratéria (Oliveira et al.,
2021).

O bixafem mostrou um perfil de ag&o distinto, com efeitos intermediarios em
ambos os complexos e padrdes de resposta ndo lineares. Esses padrdes sao
caracteristicos de compostos que atuam na cadeia respiratdria mitocondrial, podendo
envolver tanto a inibicdo direta da succinato desidrogenase (Stammler et al., 2015)
quanto a inducdo de estresse oxidativo através da geragao de espécies reativas de
oxigénio (Li et al., 2003), mecanismos que explicam seus efeitos multifacetados.
Esses mecanismos sdo particularmente relevantes para carboxamidas como o
bixafem, que apresentam sitios de acdo conservados entre fungos e animais
(Lummen, 2007).

A combinagcdo dos trés principios ativos resultou em efeitos aditivos,
consistente com estudos em Apis mellifera (Tosi et al., 2017), porém com diferengas
que podem refletir variagbes interspecificas (Nicodemo et al., 2020). Abelhas
suplementadas apresentaram maior resisténcia aos efeitos inibitérios, relacionada
possivelmente a maior disponibilidade de antioxidantes (Johnson et al., 2018) e
melhor regulagado mitocondrial (Alaux et al., 2019).

O manejo alimentar mostrou-se um fator crucial na modulagdo dos efeitos.
Abelhas com suplementacéo alimentar apresentaram consumo basal de oxigénio 15-
26% menor que as nao suplementadas, porém maior resisténcia aos efeitos inibitorios
dos fungicidas, especialmente nas doses mais baixas. Este fenbmeno pode estar
relacionado a: (1) maior disponibilidade de antioxidantes endégenos (Johnson et al.,
2018); (2) melhor regulagao da fungao mitocondrial, com aumento na expressao de

genes da cadeia respiratéria (Alaux et al., 2019); e (3) ativagado mais eficiente de vias
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de detoxificagao (DeGrandi-Hoffman et al., 2015).

Contudo, mesmo nas abelhas suplementadas, as doses mais altas dos
fungicidas ainda causaram redugdes significativas no consumo de oxigénio, indicando
que a nutricdo, embora protetora, ndo confere imunidade completa aos efeitos dos
agroquimicos. Estes resultados tém importantes repercussdes ecoldgicas, pois a
reducado na capacidade respiratdria pode afetar voo e forrageamento (Vaudo et al.,
2018), termorregulacao (Abou-Shaara et al., 2017) e imunidade (Alaux et al., 2017),
destacando algumas necessidade, sendo elas uma revisdo dos protocolos de
avaliagao de risco para abelhas nativas, além de uma maior atencao aos efeitos
combinados de multiplos agroquimicos, desenvolvimento de estratégias de
suplementagao nutricional como ferramenta de mitigagdo e estudos adicionais sobre
as bases moleculares das diferencas interspecificas na resposta a estressores

quimicos.

4.4.3 Efeito dos princicpios ativos e sua combinagao na concentragao de ATP

Os resultados deste estudo demonstram os impactos significativos dos
fungicidas bixafem, protioconazol e ftrifloxistrobina na produgcédo de ATP em
mitocdndrias isoladas do térax de Scaptotrigona postica. O grupo controle apresentou
niveis basais de ATP de 37,5 nmol-mg proteina™, estabelecendo a capacidade
maxima do sistema mitocondrial em condicdes 6timas. O bixafem exibiu um padrao
de inibicao bifasico, reduzindo os niveis de ATP para 32 nmol-mg proteina™ na dose
de 10 yM e estabilizando em torno de 25,5 nmol-mg proteina™ nas concentragdes
mais elevadas (25-150 yM). Este comportamento sugere multiplos mecanismos de
acao, conforme observado por Johnson et al. (2021) em estudos com carboxamidas
em sistemas mitocondriais de invertebrados.

O protioconazol demonstrou acao inibitéria potente, com redug¢des acentuadas
ja na menor concentragao testada (10 uM), padrao consistente com os achados de
Biddinger et al. (2013) sobre triazois. Na dose mais elevada (150 yM), observou-se o
efeito mais pronunciado, sugerindo interagdo com componentes do complexo |,
conforme proposto por Zhu et al. (2014). A trifloxistrobina causou as redug¢des mais
acentuadas (20-22 nmol-mg proteina™), expandindo o conhecimento sobre

estrobilurinas além de seu conhecido efeito no complexo Il (Bartlett et al., 2002).
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A combinacdo dos trés principios ativos resultou em efeitos aditivos, sem
evidéncia de sinergismo, conforme descrito por Tosi et al. (2017). As redugdes
persistentes nos niveis de ATP (24-32 nmol-mg proteina™) sugerem impactos
subletais relevantes em condicbes de campo, particularmente em exposicoes
cronicas, como discutido por Nicodemo et al. (2014) e Fidelis et al. (2024).

As reducbes observadas (até 47% do controle) tém implicagdes fisioldgicas
criticas, comprometendo fungdes energéticas intensivas como o voo, que demanda
cerca de 97% da capacidade mitocondrial maxima (Suarez et al., 2005). Comparagdes
com Apis mellifera (DeGrandi-Hoffman et al., 2015; Alaux et al.,, 2017) revelam
diferengas marcantes na sensibilidade, destacando a necessidade de estudos
especificos para abelhas nativas. Essas variagdbes podem estar relacionadas a
diferengas na organizagao dos complexos respiratorios ou eficiéncia de detoxificagéo
(Mao et al., 2017).

Estes resultados reforcam a necessidade de revisdo dos protocolos de risco
para abelhas nativas, incorporando parametros bioenergéticos e considerando os
efeitos combinados de agroquimicos, visando o desenvolvimento de praticas agricolas

mais sustentaveis para a conservacao dos polinizadores.

4.5 Conclusao

Os fungicidas bixafem, protioconazol e trifloxistrobina comprometeram
significativamente a bioenergética mitocondrial de Scaptotrigona postica, reduzindo o
consumo de oxigénio e a concentragdo de ATP, com efeitos mais pronunciados em
doses elevadas (50 - 150 yM) e em abelhas sem suplementagao nutricional. Embora
a suplementacédo alimentar tenha atenuado parcialmente esses impactos, ndo os
neutralizou completamente, evidenciando a vulnerabilidade das colénias mesmo em
condigdes nutricionais favoraveis. A combinagdo dos fungicidas resultou em efeitos
aditivos, reforcando a necessidade de avaliar interagbes entre agroquimicos em
condicdes realistas de exposicao. Esses resultados destacam a importancia de revisar
estratégias de manejo agricola e apicola, integrando a redu¢do do uso de agrotoxicos
com o fortalecimento nutricional das colbnias, visando a conservagao dos

polinizadores e dos servicos ecossistémicos que prestam.
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CAPITULO 5 — Efeito da suplementagdo nutricional sobre o sistema
antioxidante em abelhas Scaptotrigona postica expostas a

fungicidas

RESUMO - O sistema antioxidante desempenha um papel essencial na
manutengao do equilibrio celular em organismos vivos, mas pode ser comprometido
por fatores externos, como agrotoxicos e condi¢gdes nutricionais inadequadas. Este
estudo avaliou a eficacia da suplementagdo alimentar na mitigacdo do estresse
oxidativo induzido por fungicidas em abelhas Scaptotrigona postica. Doze colénias
foram divididas em dois grupos: cinco receberam suplementac¢ao alimentar com uma
dieta fermentada enriquecida a base de proteina isolada de soja, levedo de cerveja,
pao de abelha, agucar e leite de soja durante 13 semanas, enquanto as outras seis
nao foram suplementadas. Apds esse periodo, as abelhas foram expostas por contato
com duas doses (0,7 e 2,1 pyg) dos fungicidas bixafem, protioconazol, trifloxistrobina
isolados ou a combinacéao dos trés principios ativos. Verificamos que a suplementagao
alimentar atenuou parcialmente os efeitos dos fungicidas, promovendo a estabilidade
dos niveis de glutationa reduzida (GSH), de malondialdeido (MDA) e, modulando a
atividade da catalase (CAT). Embora a atividade da glutationa peroxidase (GPx) tenha
permanecido inalterada, a exposi¢cado aos fungicidas — especialmente em doses mais
elevadas ou com a combinagdo dos trés compostos — ocasionou alteracdes
significativas em outros marcadores, como os niveis de NAD(P)H e a oxidagao dos
grupos tidis de proteinas. Esses achados indicam que, embora a suplementagao
fortaleca a resisténcia antioxidante das abelhas, ela ndo confere protecdo completa
frente ao estresse oxidativo induzido pelos fungicidas. A analise integrada dos
marcadores bioquimicos evidencia, assim, a complexidade das respostas
antioxidantes e os limites dessa estratégia diante da agdo dos xenobidticos.

Palavras-chave: Abelha mandaguari, catalase, glutationa, nutricdo, restricao
alimentar
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CHAPTER 5 - Effect of nutritional supplementation on the antioxidant system in

Scaptotrigona postica bees exposed to fungicides

ABSTRACT - The antioxidant system plays an essential role in maintaining
cellular balance in living organisms, but it can be compromised by external factors such
as pesticides and inadequate nutritional conditions. This study evaluated the
effectiveness of food supplementation in mitigating fungicide-induced oxidative stress
in Scaptotrigona postica bees. Twelve colonies were divided into two groups: five
received food supplementation with an enriched fermented diet based on isolated soy
protein, brewer's yeast, bee bread, sugar and soy milk for 13 weeks, while the other six
were not supplemented. After this period, the bees were exposed by contact with two
doses (0.7 and 2.1 ug) of the fungicides bixafem, prothioconazole, trifloxystrobin alone
or a combination of the three active ingredients. We found that dietary supplementation
partially attenuated the effects of the fungicides, promoting stable levels of reduced
glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA) and modulating catalase (CAT) activity.
Although the activity of glutathione peroxidase (GPx) remained unchanged, exposure
to fungicides - especially at higher doses or with the combination of the three
compounds - caused significant changes in other markers, such as NAD(P)H levels
and the oxidation of protein thiol groups. These findings indicate that although
supplementation strengthens bees' antioxidant resistance, it does not provide complete
protection against fungicide-induced oxidative stress. The integrated analysis of
biochemical markers thus highlights the complexity of antioxidant responses and the
limits of this strategy in the face of the action of xenobiotics.

Keywords: Mandaguari bee, catalase, ROS, glutathione, nutrition, food restriction
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5.1 Introducao

A crescente utilizagao de fungicidas na agricultura moderna, impulsionada pela
necessidade de controle de pragas e doengas, tem gerado preocupagdes quanto aos
impactos sobre organismos nao-alvo, especialmente os polinizadores. As abelhas sem
ferrdao, como a Scaptotrigona postica, desempenham um papel essencial na
polinizacao, contribuindo para a reproducéao de culturas agricolas e para a manutengao
da diversidade vegetal nesses ambientes (Klein et al., 2007; Imperatriz-Fonseca et al.,
2012). Contudo, o uso intensivo de agrotéxicos, como os fungicidas, representa uma
ameaca significativa para a saude e a sobrevivéncia desses polinizadores, podendo
desencadear efeitos deletérios, a partir do estresse oxidativo (Alves et al., 2024; Kato
et al, 2024; Freitas et al., 2024b; Ferraz; 2024).

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre a produgao de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e a capacidade do organismo de neutraliza-las,
resultando em danos ao DNA, proteinas e lipidios, além de comprometer funcdes
fisiologicas essenciais, como o sistema imunologico e a reproducéo (Sies, 1993;
Balieira et al., 2018). Esses impactos podem reduzir a longevidade, a capacidade de
aprendizado e memoria, e a resisténcia a patdégenos e agrotoxicos, afetando
diretamente a sobrevivéncia das colbénias (Morimoto et al., 2011; Klein et al., 2017).
Além disso, fatores ambientais, como mudancas climaticas e a reducdo da
disponibilidade de recursos alimentares, agravam a vulnerabilidade das abelhas ao
estresse oxidativo (Schmehl et al., 2014; Sanchez-Bayo & Wyckhuys, 2019; Soroye et
al., 2020).

O sistema antioxidante das abelhas, composto por enzimas como superdxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase, desempenha um papel crucial na
protecao contra o estresse oxidativo. Entretanto, sua eficacia depende da nutricdo
adequada, frequentemente prejudicada em ambientes agricolas dominados por
monoculturas e pelo uso de agrotéxicos (Vaudo et al., 2015; Wright et al., 2018). Nesse
contexto, a suplementagéo alimentar tem sido sugerida como uma estratégia para
mitigar os danos causados por estressores ambientais. Estudos indicam que a
suplementacao pode fortalecer as defesas antioxidantes e melhorar a resisténcia das
abelhas, embora suas limitagdes em cenarios de exposi¢ao prolongada a fungicidas
ainda precisem ser mais bem compreendidas (Mao et al., 2017; Balieira et al., 2018).
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A exposicao a fungicidas modernos, como bixafem, protioconazol e
trifloxistrobina, que sao aplicados misturados nas lavouras, representa um desafio
adicional. Esses compostos, amplamente utilizados em culturas como soja, milho e
algodéo, tém sido associados a danos no sistema antioxidante das abelhas, resultando
em maior estresse oxidativo e em consequéncias prejudiciais para esses insetos
(Carneiro et al., 2020; Batista et al., 2020). Além disso, a interacéo entre fungicidas,
doengas e outros estressores ambientais amplifica os impactos negativos,
comprometendo a saude e a sobrevivéncia das colénias (Schmehl et al., 2014; Schulz
etal., 1998).

O objetivo deste trabalho foi investigar as limitagbes da suplementacao
alimentar na prevencgao do estresse oxidativo ocasionado pela exposicao por contato
aos fungicidas bixafem, protioconazol e ftrifloxistrobina, tanto isolados quanto em

combinacgao. em abelhas Scaptotrigona postica

5.2 Material e Metodos
5.2.1 Local do experimento e manejo alimentar das colénias de abelhas

O experimento foi conduzido no Meliponario Experimental da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas da Universidade Paulista (Unesp), localizado na
cidade de Dracena, Estado de Sdo Paulo, Brasil (21°45'8” S, 51°55'63” O, 421 m de
altitude). O manejo alimentar iniciou dia 04 de novembro de 2023 até 10 de fevereiro
de 2024, totalizando 13 semanas.

Foram utilizadas 12 colonias de abelhas Scaptotrigona postica, mantidas em
colmeias padréo INPA (20 x 20 x 50 cm) e divididas em dois grupos experimentais. O
primeiro grupo, composto por seis colénias, recebeu suplementagdo proteica
elaborada com 15 g de levedo de cerveja, 20 g de proteina isolada de soja, 20 g de
agucar, 40 ml de leite de soja e 5 g de pao de abelha coletado de col6nias de abelhas
meliferas do apiario da Unesp de Dracena. Os ingredientes foram misturados e
acondicionados em potes plasticos de 250 ml com tampa perfurada (para saida de
gases), fermentando em camara B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) sob condi¢des
controladas (28°C e 70% de umidade relativa) por sete dias. A quantidade de 20 g
semanais ofertada a cada col6nia do grupo suplementado (CS) foi determinada por

meio de observagdes preliminares do consumo, garantindo que ndo houvesse sobras
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de alimento que pudessem atrair inimigos naturais

O segundo grupo experimental, também composto por seis colbénias (SS), ndo
recebeu suplementacéo alimentar. Todas as col6nias, independentemente do grupo,
tiveram livre acesso ao ambiente externo para coleta de recursos naturais, como

néctar, polen, agua e matérias-primas para a produgao de propolis.

5.2.2 Exposigao topica aos fungicidas e condicdes experimentais

Durante quatro dias consecutivos, apos o periodo de manejo nutricional das
colonias, as abelhas campeiras de ambos os grupos (com e sem suplementagao
alimentar) foram coletadas utilizando potes plasticos perfurados posicionados na
entrada das colmeias, garantindo a obten¢cdo de abelhas adultas. Em cada um dos
quatro dias, cerca de 70 abelhas foram coletadas das seis colonias de cada um dos
dois grupos de manejo alimentar. As abelhas foram colocadas em recipientes plasticos
transparentes com um volume de 0,25 L e tampas com orificios que permitem a troca
de gases. No laboratorio, os recipientes foram colocados em um freezer (-18 °C) por
alguns minutos para anestesiar as abelhas.

Os principios ativos bixafem (Bix), protioconazol (Pro) e trifloxistrobina (Tri),
adquiridos da Sigma-Aldrich, foram utilizados isolados ou em combinagédo dos trés
(Bix, Pro, Tri). As solugdes dos fungicidas foram preparadas utilizando acetona como
solvente, nas dosagens de 0,7 ug (dose 1) e 2,1 ug (dose 2) em um volume final de
0,5 uL, e todos os reagentes utilizados eram de grau analitico com alta pureza. As
doses foram determinadas com base em um estudo que teve como objetivo estimar
as doses que podem afetar as abelhas mandaguari (Scaptotrigona postica), quando
um fungicida comercial contendo os trés p. a. é aplicado, de acordo com as
recomendagdes agronémicas (Bayer, 2019; Freitas et al., 2024b). Para cada um dos
dois grupos controle (um com abelhas de coldénias sem suplementagéo e outro com
abelhas de colénias com suplementagéo), apenas acetona sem nenhum pricipio ativo
foi aplicada no torax das abelhas. Sob anestesia, as abelhas foram tratadas
topicamente uma vez com uma das duas doses (0,7 e 2,1 ug) de cada p. a. ou com
todos os trés fungicidas juntos com as mesmas doses.

Apds a aplicagao, os individuos foram acondicionados em potes plasticos,

garantindo a separacao por colénia de origem para evitar conflitos intraespecificos.
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Posteriormente, os potes foram mantidos em uma estufa sob condi¢cbes controladas
de temperatura (33 °C) e umidade relativa do ar (70%) por um periodo de 1 hora.
Durante esse periodo, as abelhas receberam alimentacao ad libitum com uma solugao
de xarope de acgucar (2:1) contendo duas partes de sacarose de cana-de-agucar e
uma parte de agua, por volume. Passado uma hora de exposi¢ao por contato aos
principios ativos, 50 abelhas vivas, que receberam o mesmo tratamento foram
escolhidas aleatoriamente de colbnias com e sem suplementagao para obtencdo do
homogenato. Em resumo, foram utilizadas 1350 abelhas de col6nias em cada grupo
de (50 abelhas x 3 réplicas x 4 fungicidas x 2 doses + 50 abelhas x 3 réplicas do grupo

de controle).

5.2.3 Obtencao do homogenato do térax das abelhas mandaguari

Apds uma hora da exposi¢ao aos fungicidas, as abelhas vivas que receberam
o mesmo tratamento foram novamente anestesiadas, sendo colocadas em um
ambiente refrigerado a 4 °C por cerca de dois minutos. Em seguida, utilizando uma
tesoura de precisdo, foi realizado o corte cuidadoso para separar o térax do restante
do corpo, descartando as pernas e asas. Os térax foram transferidos para um almofariz
contendo 10 mL de uma solugdo de isolamento composta por sacarose (250 mM),
EGTA (1 mM) e HEPES-KOH (10 mM), com pH ajustado para 7,2. Essa solugao foi
mantida refrigerada a 4 °C para preservar a integridade das amostras durante o
processamento. Os térax foram entdo macerados manualmente com um pistilo de
porcelana até formar uma suspensdao homogénea.

O material macerado foi filtrado oito vezes utilizando gaze dobrada, seguindo o
método descrito por Hoskins et al. (1956), com modificagbes: do meio de
homogeneizagao (sacarose 0,25 M), do tampao de isolamento (EGTA e Tris-HCI) e da
centrifugacgao (trés etapas). Com o auxilio de uma tesoura realizou-se a separagao do
térax das abelhas do resto do corpo, sendo descartado o restante e os térax foram
colocados em almofariz contendo o meio de isolamento (250 mM sacarose, 1 mM
EGTA e 10 mM HEPES-KOH, pH 7.2), mantido a 4°C, depois de macerado com um
pistilo de porcelana foram filtrados em gaze dobrada por oito vezes. Esse processo
permitiu a obtencdo de um filtrado limpo e adequado para as analises posteriores,

removendo particulas solidas e outros residuos.
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5.2.4 Concentragao de oxidantes enzimaticos
Todas as analises foram realizadas em quatro repeticdes independentes para

garantir a confiabilidade dos resultados.

5.2.4.1 Determinacgao da atividade de glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) foi avaliada por meio do
meétodo direto descrito por Flohé e Gunzler (1984), que utiliza a oxidagao da glutationa
reduzida (GSH) catalisada pela GPx, resultando na consequente oxidagdo do NADPH.
A reacao foi realizada em um sistema contendo 1,5 mL de solucéo reacional composta
por 1,0 mM de GSH, 0,2 mM de NADPH, 0,25 mM de H,0O,, 0,5 mM de EDTA e 0,1 M
de tampéao fosfato de sédio (pH 7,6), além de homogenato do térax ajustado para 1
mg de proteina/mL. A reagao foi conduzida a 30 °C, e a atividade enzimatica foi
monitorada continuamente utilizando um espectrofotometro Beckman-Coulter modelo
DU-800. A absorbancia foi medida a 340 nm, registrando-se a diminuigao
correspondente a oxidagcao do NADPH. A atividade da GPx foi expressa em termos de
NADPH oxidado, considerando-se uma unidade de atividade como a oxidacao de 1
pmol de NADPH por minuto. A atividade especifica foi calculada e expressa em
unidades por mg de proteina por minuto (U/mg de proteina/min).

5.2.4.2 Determinagao da atividade da enzima catalase (CAT)

A avaliagdo da atividade da enzima catalase foi realizada com o homogenato
de torax de abelhas (1 mg de proteina/mL) em 1,75 mL de tampé&o fosfato de potassio
50 mM (pH 7). A reagéo foi iniciada pela adigao de 200 pL de H2O2 10 mM. A atividade
da catalase foi definida como a quantidade da enzima requerida para decompor 1 umol
de H202 por minuto, a 25°C e pH 7. A absorvancia foi lida em espectrofotdmetro
Beckman-Coulter modelo DU-800 a 230 nm. A atividade especifica foi expressa em

unidades por mg de proteina por minuto (U/mg de proteina/min) (AEBI, 1974).

5.2.5 Concentracao de oxidantes nao enzimaticos
5.2.5.1 Determinagao da concentragao de glutationa reduzida (GSH)
A concentragcao de GSH no homogeneizado de térax foi determinada conforme

o método descrito por Hissin e Hilf (1976), utilizando tubos do tipo Eppendorf de 2 mL.
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Para a analise, 1 mg de proteina do homogeneizado foi diluido em um meio contendo
125 mM de sacarose, 65 mM de KCl e 10 mM de HEPES-KOH (pH 7,4), completando
um volume final de 1 mL. Apés homogeneizagao leve, foram adicionados 500 pL de
acido tricloroacético (TCA) a 13%, seguido de agitagdo vigorosa. A mistura foi
centrifugada a 9000 g por 3 minutos, e o sobrenadante resultante foi transferido para
analise. Para a reacgéo, 1800 yL de tampéao contendo 0,1 M de NaH,PO, (pH 8,0) e 5
mM de EDTA foram adicionados a tubos de ensaio de 5 mL, juntamente com 100 pL
do sobrenadante e 100 yL de o-ftalaldeido (OPT) a 1 mg/mL. Os tubos foram agitados
e mantidos no escuro a temperatura ambiente por 15 minutos. A leitura da
fluorescéncia foi realizada em um espectrofluorimetro Shimadzu modelo RFPC 5301,

com excitagcao a 350 nm e emissao a 420 nm.

5.2.5.2 Estado oxidativo dos nucleotideos de piridina (NAD(P)H)

Amostras de homogeneizado de térax, ajustadas para uma concentragao de 1
mg de proteina/mL, foram adicionadas a um meio de reagdo composto por 125 mM de
sacarose, 65 mM de KCl e 10 mM de HEPES-KOH (pH 7,4), totalizando um volume
final de 2 mL. ApdOs a preparagao, as amostras foram submetidas a leitura em um
espectrofluorimetro Shimadzu modelo RFPC 5301, com os comprimentos de onda
ajustados para 366 nm (excitagcdo) e 450 nm (emissdo). Os resultados foram
registrados como Unidades Relativas de Fluorescéncia (URF), permitindo a

quantificacdo dos niveis de fluorescéncia emitidos pelo sistema de reagéao.

5.2.6 Danos oxidativos
5.2.6.1 Avaliacao da lipoperoxidagao

A peroxidacdo dos lipideos de membrana (lipoperoxidagéo) foi avaliada pelo
método das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), conforme descrito
por Buege e Aust (1978). Para a analise, 5 mg de proteina do homogeneizado foram
transferidos para tubos de ensaio, aos quais foram adicionados 0,2 mL de dodecil
sulfato de sodio (SDS) a 8,1%, 1,5 mL de acido acético a 20% (pH ajustado para 3,5)
e 1,5 mL de acido tiobarbiturico (TBA) a 0,67% (solugdo aquosa). O volume final foi
ajustado para 4 mL com agua ultrapura (Milli-Q). Os tubos foram incubados em banho-

maria a 95 °C por 60 minutos para promover a formagao do complexo MDA-TBA. Apds
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o periodo de incubacgao, os tubos foram imediatamente resfriados em banho de gelo.
Em seguida, foi adicionado 1 mL de agua Milli-Q, e o complexo MDA-TBA foi extraido
com 5 mL de n-butanol. Os tubos foram agitados suavemente para facilitar a extragéo
e centrifugados a 2000 g por 10 minutos. A fase orgénica (superior) foi
cuidadosamente coletada, e a absorbancia foi medida a 535 nm utilizando um
espectrofotbmetro. A concentracao de lipoperdxidos foi calculada utilizando o
coeficiente de extingcdo molar de 1,56 x 10° M™", sendo os resultados expressos em
termos de concentracdo do complexo MDA-TBA. Este procedimento assegura a
quantificacado precisa da lipoperoxidagdo como um marcador de dano oxidativo.

5.2.6.2 Oxidagao de grupos tidis de proteinas

A concentragdo de grupos tidis (-SH) de proteinas foi determinada utilizando o
reagente de Ellman (DTNB), conforme descrito por Sedlak e Lindsay (1968), com
modificagbes. Para a analise, uma aliquota do homogeneizado contendo 5 mg de proteina foi
tratada com 1 mL de acido tricloroacético (TCA) a 5% em solugéo contendo 5 mM de EDTA.
A mistura foi submetida a centrifugagao a 2500 g por 5 minutos, e o precipitado proteico obtido
foi lavado duas vezes com a mesma solugcdo de TCA-EDTA para a remocgdo de
contaminantes. As proteinas precipitadas foram redissolvidas em 3 mL de tampao Tris-
HCI0,1 M (pH 7,4), contendo 5 mM de EDTA e 0,5% de dodecil sulfato de sédio (SDS),
garantindo a solubilizacdo completa das proteinas. Aliquotas dessa solugao foram
tratadas com DTNB (concentragao final de 0,1 mM) preparado em 2 mL de tampéao
Tris-EDTA (pH 8,6). As amostras foram incubadas no escuro para evitar interferéncias
na reagao. A absorbancia foi medida em um espectrofotometro Beckman-Coulter
modelo DU-800 a 412 nm. Para controle, os valores foram ajustados subtraindo-se
um branco obtido pelo tratamento das amostras com 5 mM de N-etilmaleimida antes
da reacdo com DTNB. A concentracdo de grupos tiois foi calculada utilizando o
coeficiente de extingdo molar de 13.600 M™ cm™, e os resultados foram expressos

em termos de concentrag&o de grupos tidis por miligrama de proteina.

5.2.7 Analises estatisticas
Para a analise dos dados de cada uma das variaveis do metabolismo oxidativo
foi empregado um planejamento fatorial de dois fatores. O estudo incluiu dois manejos

nutricionais das colbnias (com e sem suplementagao alimentar), quatro tratamentos
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com fungicidas (trés ingredientes ativos individuais e uma combinagao dos trés) e trés
doses (controle, 0,7 yg/abelha e 2,1 ug/abelha). Os dados obtidos ndo seguiram uma
distribuicdo normal, foi aplicado um modelo misto linear generalizado com fungao de
ligacdo logaritmica, apropriada para a distribuicdo dos dados. A comparagao entre os
tratamentos foi realizada por meio do teste de Tukey, com um nivel de significancia
de 5% (SAS Institute, 2020).

5.3 Resultados
5.3.1 Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) apresentou os seguintes
valores médios (mU/mg): no grupo sem suplementagéo, o controle registrado 39,5
mU/mg, enquanto os tratamentos com fungicidas, avaliados nas doses de 0,7 ug e 2,1
Mg, tiveram médias de aproximadamente 42,3 mU/mg e 41,5 mU/mg,
respectivamente. No grupo com suplementagao, o controle apresentou 37 mU/mg e
os tratamentos, para ambas as doses (0,7 ug e 2,1 ug), evidenciaram uma média de
36 mU/mg. Em todos os casos, as diferengas entre os tratamentos e os respectivos

controles ndo foram estatisticamente significativas (p > 0,05) (Figura 1).
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Figura 1. Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) no homogenato do torax
de abelhas Scaptotrigona postica, uma hora apds a exposi¢ao por contato a
bixafem, protioconazol ou ftrifloxistrobina, ou a combinagdo dos trés
fungicidas (bix, pro, tri), em duas concentragdes (0,7 e 2,1 ug por abelha) e
controle; abelhas de colénias que receberam ou n&o suplemento alimentar.
Para cada parametro, as médias seguidas pela mesma letra dentro do
mesmo p. a. e a combinacéo (trés p. a.) ndo diferem significativamente entre
si (p > 0,05), de acordo com o teste de Tukey.

5.3.2 Atividade da enzima catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase (CAT), expressa em U/mg de proteina/minuto,
apresentou alteragdes significativas (p < 0,05) em resposta a exposi¢cao aos fungicidas
testados, com padrées distintos entre os grupos com e sem suplementagao
nutricional. No grupo sem suplementagao, a atividade basal da CAT no controle foi
de 3,5 U/mg de proteina/minuto. A exposi¢cao ao bixafen (0,7 ug) elevou a atividade
para 4,4 U/mg, enquanto o protioconazol (0,7 pjg)induziu um aumento mais
pronunciado, atingindo 4,8 U/mg. O efeito mais marcante foi observado com
a trifloxistrobina, que elevou a atividade enzimatica para 5,6 U/mg em ambas as doses
testadas (0,7 e 2,1 pg). A combinacao dos trés fungicidas (Bix, Pro, Tri) também
aumentou a atividade da CAT, com valores de 4,4 U/mg (0,7 pg) e 5,5 U/mg (2,1 pg)
(Figura 2).

Em contraste, no grupo com suplementacdo nutricional, a atividade basal da

CAT no controle foi de 3,4 U/mg de proteina/minuto. O bixafen aumentou a atividade
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para4,0 Umg (0,7 ug)e4,7 Umg (2,1 ug), enquanto o protioconazol reduziu
significativamente a atividade para 3,0 U/mg (0,7 pg)e 3,2 U/mg (2,1 pg).
A trifloxistrobina apresentou um efeito bifasico: na dose de 0,7 ug, a atividade foi
drasticamente reduzida para 2,4 U/mg, enquanto na dose de 2,1 ug, manteve-se no
nivel basal (3,4 U/mg). A combinagao dos fungicidas (Bix, Pro, Tri) resultou em valores

de 3,0 U/mg (0,7 pg) e 2,2 U/mg (2,1 pg) (Figura 2).
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Figura 2. Atividade das enzima catalase (CAT) no homogenato do térax de abelhas
Scaptotrigona postica, uma hora apds a exposigao por contato a bixafem,
protioconazol ou trifloxistrobina, ou a combinagdo dos trés fungicidas (bix,
pro, tri), em duas concentragdes (0,7 e 2,1 ug por abelha) e controle; abelhas
de colbnias que receberam ou ndo suplemento alimentar. Para cada
parametro, as médias seguidas pela mesma letra dentro do mesmo p. a. e a
combinacgao (trés p. a.) n&do diferem significativamente entre si (p > 0,05), de
acordo com o teste de Tukey.

5.3.3 Concentracao de glutationa reduzida (GSH)

A concentragao de glutationa reduzida (GSH) foi determinada no homogenato
do térax de abelhas Scaptotrigona postica uma hora apds exposigao por contato aos
fungicidas, utilizando duas doses (0,7 e 2,1 yg/abelha), em colénias com e sem
suplementagdo alimentar (Figura 3). No grupo sem suplementagdo (controle:
8,5 nmol/mg de proteina), a exposi¢ao ao bixafem resultou em niveis médios de GSH
de aproximadamente 8,4 nmol/mg em ambas as doses, sem diferenga estatistica em

relagdo ao controle. No caso do protioconazol, a dose de 0,7 ug reduziu
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significativamente os niveis de GSH para 8,1 nmol/mg em relagcdo ao controle,
enquanto a dose de 2,1 ug (8,4 nmol/mg de proteina) ndo apresentou diferenca
significativa em comparagao ao controle. Para a trifloxistrobina somente a dose 0,7 ug
(8,2 nmol/mg de proteina) reduziu significativamente em relagdo ao controle. Em
relagcdo a combinagédo dos trés fungicidas os valores em ambas as dosagens nao
diferiram significativamente em relagéo ao controle (Figura 3).

No grupo com suplementacdo (controle: 8,3 nmol/mg de proteina), os
fungicidas provocaram aumento dos niveis de GSH. O bixafem elevou os valores para
uma média de aproximadamente 8,7 nmol/mg de proteina (0,7 e 2,1 ug), apresentando
diferenca estatistica em relacdo ao controle, mas nao entre as duas doses. O
protioconazol aumentou os niveis de GSH, registrando 9,0 nmol/mg de proteina na
dose de 0,7 ug (diferenca estatisticamente significativa vs. controle) e 8,5 nmol/mg de
proteina na dose de 2,1 ug sem diferenga estatistica em relacédo ao controle. A
trifloxistrobina (8,1 nmol/mg de proteina) nao diferei estatisticamente entre as doses
e o controle, porém a combinagdo dos fungicidas na dose de 2,1 (8,5 nmol/mg de
proteina) aumentou significativamente em comparacédo a dose 0,7 pg, porém sem

apresentar diferengas entre as doses testadas e o controle (Figura 3).
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Figura 3. Concentragdo de glutationa reduzida (GSH) no homogenato do térax de
abelhas Scaptotrigona postica, uma hora apds a exposi¢cao por contato ao
bixafem, protioconazol ou trifloxistrobina, ou a combinagao dos trés (Bix, Pro,
Tri), em duas concentragdes (0,7 e 2,1 ug por abelha) e controle; abelhas de
colbénias oriundas que receberam ou nao suplemento alimentar. Para cada
parametro, as médias seguidas pela mesma letra dentro do mesmo p. a. e a
combinacgao (trés p. a.) n&do diferem significativamente entre si (p > 0,05), de
acordo com o teste de Tukey.

5.3.4 Estado oxidativo dos nucleotideos de piridina (NAD(P)H)

A atividade dos nucleotideos de piridina, expressa em unidades relativas de
fluorescéncia (URF), foi significativamente alterada pela exposi¢do aos fungicidas,
com respostas diferentes entre as colonias sem (SS) e com (CS) suplementagéo
alimentar (Figura 4).

No grupo sem suplementagao (controle: 57,4 URF), o bixafem, na dose de
0,7 ug, reduziu significativamente a atividade para 52,3 URF, enquanto a dose de
2,1 ug (58,6 URF) n&o diferiu do controle. Para o protioconazol, observou-se um efeito
bifasico: a dose de 0,7 ug aumentou significativamente a atividade para 64,6 URF,
mas a dose de 2,1 pyg reduziu-na significativamente para 41,4 URF. De forma
semelhante, a trifloxistrobina elevou significativamente a atividade para 66,8 URF na
dose de 0,7 ug e reduziu-na para 41,9 URF na dose de 2,1 ug. Na combinagao dos
trés fungicidas (Bix, Pro, Tri), ambas as doses (0,7 pg e 2,1 ug) produziram redugdes
significativas, com valores de 46,6 URF e 50,6 URF, respectivamente, em comparagéo

ao controle (Figura 4).
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No grupo com suplementacao (controle: 33,3 URF), os efeitos foram distintos.
O bixafem aumentou significativamente a atividade para 48,6 URF (0,7 pg) e 58,8 URF
(2,1 pg). O protioconazol, na dose de 0,7 ug, elevou significativamente a atividade para
59,2 URF, enquanto a dose de 2,1 ug (34,4 URF) ndo apresentou diferenga estatistica
em relagdo ao controle. Quanto a trifloxistrobina, a dose de 0,7 ug aumentou
significativamente os valores para 46,2 URF, mas a dose de 2,1 ug (49,4 URF) néo
diferiu estatisticamente do controle. Por fim, a combinagcdo Bix, Pro, Tri reduziu
significativamente a atividade para 32,5 URF (0,7 pg) e 28,5 URF (2,1 pg) quando

comparada ao controle (Figura 4).
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Figura 4. Concentragéo de nucleotidio de piridina (NAD(P)H) no homogenato do térax
de abelhas Scaptotrigona postica, 1 hora apds a exposigao por contato ao
Bixafem, protioconazol ou trifloxistrobina, ou os trés em combinagéo (Bix,
Pro, Tri), em duas concentracbes (0,7 e 2,1 ug por abelha) e controle;
abelhas de colénias com manejo alimentar sem suplementagéo (amarelo) ou
com suplementagao (laranja). Para cada parametro, as médias seguidas
pela mesma letra dentro do mesmo p. a. e a combinagao dos trés (trés p. a.)
nao diferem significativamente entre si (p > 0,05), de acordo com o teste de
Tukey.

5.3.5 Avaliagcao da lipoperoxidagao
A atividade de malondialdeido (MDA), indicador de peroxidacédo lipidica, foi

avaliada em abelhas expostas aos fungicidas bixafem, protioconazol, trifloxistrobina e
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sua combinagéao (Bix, Pro, Tri), considerando os grupos com e sem suplementagéo
alimentar. Os valores médios foram relativamente consistentes entre os tratamentos,
variando pouco em relagdo ao controle. No grupo sem suplementagao alimentar, os
niveis de MDA variaram de 0,11 a 0,12 nmol/mg de proteina para todos os fungicidas
e suas doses, mostrando resultados similares ao controle (0,11 nmol/mg de proteina).
As doses de 0,7 ug e 2,1 ug de bixafem e protioconazol, bem como trifloxistrobina e a
combinagao (bix, pro, tri), n&do apresentaram diferengas significativas quando
comparadas ao controle (Figura 5).

Para o grupo com suplementagao alimentar, os niveis de MDA mantiveram-se
semelhantes ao controle (0,11 nmol/mg de proteina), com variagbes pequenas entre
os tratamentos. As doses de 0,7 ug e 2,1 ug de bixafem e protioconazol apresentaram
valores de 0,11 nmol/mg de proteina, enquanto a dose mais baixa de trifloxistrobina
(0,7 pg) apresentou uma pequena redugao para 0,10 nmol/mg de proteina, embora

estatisticamente nao significativa (Figura 5).
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Figura 5. Determinagdo da lipoperoxidagdo no homogenato do térax de abelhas
Scaptotrigona postica, uma hora apos a exposi¢ao por contato a bixafem,
protioconazol ou trifloxistrobina, ou a combinacgao dos trés fungicidas (bix,
pro, tri), em duas concentragdes (0,7 e 2,1 ug por abelha) e controle; abelhas
de colbnias que receberam ou nao suplemento alimentar. Para cada
parametro, as médias seguidas pela mesma letra dentro do mesmo p. a. e
a combinagao (trés p. a.) nao diferem significativamente entre si (p > 0,05),
de acordo com o teste de Tukey.
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5.3.6 Avaliagao da oxidagao de grupos tidis de proteinas

No grupo sem suplementacdo alimentar, a adigdo dos fungicidas ao
homogenato provocou alteragdes significativas na concentragdo de grupos tidis em
comparagao ao controle (2,13 nmol/mg de proteina). Para o bixafem, a dose de 0,7 ug
elevou os niveis para 3,88 nmol/mg, enquanto a dose de 2,1 ug reduziu-os para
1,99 nmol/mg, ambos significativamente diferentes do controle. O protioconazol
também apresentou diferengas significativas, com valores mais elevados na dose de
2,1 ug (4,47 nmol/mg) quando comparados ao controle (2,13 nmol/mg). Ja a aplicagéo
de trifloxistrobina aumentou os niveis de grupos tidis, atingindo 2,77 nmol/mg na dose
de 0,7 pg e 5,05 nmol/mg na dose de 2,1 ug, valores também significativamente
distintos do controle. A combinagéo de fungicidas (bix, pro, tri) também apresentou
aumentos significativos em 2,1 pg (3,09 nmol/mg), enquanto a dose de 0,7 pg (2,49
nmol/mg) ndo mostrou diferenga significativa em relagao ao controle (Figra 6).

No homogenato das abelhas provenientes do grupo com suplementagao
alimentar, ndo foram observados aumentos significativos na atividade de grupos tidis
em nenhum dos tratamentos. Em todos os casos, os valores ficaram consistentemente
abaixo do grupo controle suplementado (0,63 nmol/mg). Para bixafen, as doses de 0,7
Mg (0,46 nmol/mg) e 2,1 ug (0,61 nmol/mg) apresentaram redugdes significativas em
relagdo ao controle suplementado. Um padrao semelhante foi observado para
trifloxistrobina, cujas doses de 0,7 pg (0,22 nmol/mg) e 2,1 pyg (0,41 nmol/mg)
apresentaram os menores valores de atividade entre todos os tratamentos (Figura 6).
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Figura 6. Avaliagdo da oxidagao de grupos tidis de proteinas no homogenato do térax
de abelhas Scaptotrigona postica, uma hora apds a exposicao por contato a
bixafem, protioconazol ou trifloxistrobina, ou a combinacdo dos trés
fungicidas (Bix, Pro, Tri), em duas concentragdes (0,7 e 2,1 ug por abelha) e
controle; abelhas de colbnias que receberam ou nao suplemento alimentar.
Para cada parametro, as médias seguidas pela mesma letra dentro do
mesmo p. a. e a mistura (trés p. a.) ndo diferem significativamente entre si (p
> 0,05), de acordo com o teste de Tukey.

5.4 Discussao

A defesa antioxidante em abelhas depende de uma rede integrada de
mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos, fundamentais para mitigar os danos
causados pelas espécies reativas de oxigénio (ERO). Dentre as enzimas
antioxidantes, destacam-se a glutationa peroxidase (GPx) e a catalase (CAT). A GPx
participa da detoxificacdo de hidroperdxidos lipidicos e outros peroxidos, enquanto a
CAT decompbe o peroxido de hidrogénio (H,O,) em agua e oxigénio, prevenindo o
acumulo de ERO (Aebi, 1974; Flohé; Gunzler, 1984; Dolezal; Toth, 2018). Além disso,
uma nutricdo adequada é essencial para a manutencéao e otimizagao desses sistemas,
pois fornece os precursores para a sintese enzimatica e modula a expressao génica
envolvida nas respostas ao estresse oxidativo (Ferraz, 2024).

E importante destacar que o presente estudo foi realizado com abelhas nativas,
Scaptotrigona postica, enquanto muitos dos estudos referenciados utilizaram abelhas
meliferas, Apis mellifera. Essa distingdo é relevante, pois as respostas fisioldgicas e

metabodlicas podem variar entre as espécies, influenciando a interpretacao
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comparativa dos dados (Brodschneider; Crailsheim, 2010; Nicolson; Human, 2013).

No presente estudo, a atividade da GPx nao apresentou alteracdes
estatisticamente significativas em abelhas expostas aos fungicidas, tanto em
condigdes de suplementagao quanto de restricdo alimentar (doses de 0,7 e 2,1 ug por
abelha). Embora estudos realizados com Apis mellifera tenham indicado que
estresses oxidativos intensos podem reduzir a atividade da GPx (Balieira et al., 2018;
Nicodemo et al., 2020; Schuhmann et al., 2021; Pal et al., 2022; Sule et al., 2022), os
dados atuais sugerem que, nas doses empregadas, mecanismos compensatorios ou
uma inerente resisténcia enzimatica podem ter preservado sua funcdo em
Scaptotrigona postica.

Ademais, Wahl e Ulm (1983) ja haviam discutido que a restri¢ao alimentar pode
comprometer a sintese e ativagdo de enzimas antioxidantes criticas. Em linha com
esses achados, Schuhmann et al. (2022) observaram que o protioconazol pode
interferir na via de detoxificagdo ao inibir as monoxigenases do citocromo P450,
agravando os efeitos adversos. Essa perspectiva reforca a importancia de uma
nutricdo adequada para manter os mecanismos de defesa enzimaticos.

Em contrapartida, a CAT foi significativamente modulada pela exposi¢gao aos
fungicidas, embora de forma dependente do estado nutricional. No grupo sem
suplementagao (controle de 3,5 umol/mg por minuto), fungicidas como o bixafem e o
protioconazol na dose de 0,7 ug, bem como a trifloxistrobina em ambas as doses,
induziram aumentos significativos na atividade da CAT, uma provavel resposta
adaptativa para neutralizar o excesso de H,0,. Ja4 no grupo suplementado (controle
de 3,4 ymol/mg por minuto), embora o bixafem continuasse a estimular a atividade, o
protioconazol, a trifloxistrobina e a combinacdo destes demonstraram efeitos
inibitérios ou mantiveram a atividade préxima aos valores basais, sugerindo que a
suplementagcdo promove uma homeostase mais estavel e reduz a necessidade de
respostas compensatorias intensas (Yazlovytska et al., 2023; Alves et al., 2024).

A concentragao de glutationa reduzida (GSH) também evidenciou a influéncia
do estado nutricional. Em abelhas sem suplementagao (controle de 8,5 nmol/mg),
fungicidas como o protioconazol e a trifloxistrobina na dose de 0,7 ug reduziram
significativamente os niveis de GSH, indicando um comprometimento do sistema

antioxidante. Em contraste, no grupo suplementado (controle de 8,3 nmol/mg), os
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tratamentos com bixafem e protioconazol na dose de 0,7 uyg promoveram aumentos
significativos nos niveis de GSH, demonstrando o efeito protetor da dieta enriquecida.
Essa diferenga pode refletir a maior capacidade das abelhas bem nutridas de atender
a demanda metabdlica por antioxidantes e manter a integridade do equilibrio redox
(Alves et al, 2024; Freitas et al., 2024a).

Adicionalmente, a influéncia do estado nutricional se estende a outros aspectos
fisiologicos. Estudos indicam que abelhas provenientes de coldénias com restricdo
alimentar, especialmente durante a fase de cria, consomem menos alimento e,
consequentemente, apresentam menor sobrevida e desempenho reduzido em
fungdes vitais, como o cuidado da cria e o forrageamento (Brodschneider; Crailsheim,
2010). Em contrapartida, abelhas que se desenvolvem em condigdes de alimentagao
adequada, conforme observado em estudos com Apis mellifera (Alaux et al., 2010;
DeGrandi-Hoffman et al., 2018), demonstram maior eficiéncia na detoxificagdo e na
manutencio dos mecanismos antioxidantes. A diversidade alimentar, promovida pela
coleta em multiplas fontes vegetais, proporciona uma dieta mais equilibrada e rica em
metabdlitos secundarios com potencial agao protetora contra agrotéxicos (Vaudo et
al., 2015; Palmer-Young et al., 2019; Ardalani et al., 2021).

Outros marcadores, como os niveis de malondialdeido (MDA) e os grupos tiois
(SH), reforcam a importancia da nutricdo na manutengcdo da homeostase celular. A

estabilidade dos niveis de MDA sugere protegcdo das membranas lipidicas, enquanto

as variagdes nos grupos tidis indicam que uma dieta adequada fortalece as defesas
enddgenas (Balieira et al., 2018; Nicodemo et al., 2020; Alves et al., 2024, Freitas et
al., 2024a). Alem disso, fatores como o peso inicial e a longevidade das abelhas
também sao influenciados pelo manejo nutricional, sendo que abelhas provenientes
de colbnias com suplementagao apresentam maior peso e sobrevivéncia (Kaznowski
et al., 2005; Di Pasquale et al., 2013; Ihle et al., 2014). A disponibilidade de agua, por
sua vez, desempenha um papel complementar na imunidade e nos processos de
detoxificagdo (Nearman e vanEngelsdorp, 2022).

Em sintese, os resultados deste estudo demonstram que a eficacia dos
sistemas antioxidantes em Scaptotrigona postica € modulada tanto pela exposi¢cao
aos fungicidas quanto pelo estado nutricional. Embora a atividade da GPx tenha
permanecido inalterada, as variagdes na atividade da CAT e na concentracdo de GSH
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evidenciam que uma suplementacdo alimentar adequada exerce um efeito protetor,
promovendo a manutencdo dos niveis basais e uma resposta antioxidante mais
equilibrada. Esses achados reforcam a importdncia de considerar a qualidade
nutricional — que inclui a diversidade e a qualidade do alimento, bem como o acesso
a agua — como um fator determinante na resisténcia das abelhas frente aos desafios
ambientais e quimicos, ressaltando ainda as diferengas entre Scaptotrigona postica e

Apis mellifera.

5.5 Conclusao

A exposigao a fungicidas modulou o sistemas antioxidante em Scaptotrigona
postica de forma dependente do principio ativo, da dose e do estado nutricional. A
atividade da GPx nao sofreu alteragdes, mas a CAT e os niveis de GSH foram
significativamente impactados, com a suplementacgéo alimentar demonstrando efeito
protetor. Esses achados ressaltam a importadncia de uma nutricdo adequada para

mitigar os impactos dos agrotoxicos na saude das abelhas.
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