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RESUMO

A abelha Tetragonisca angustula é um polinizador indispensavel na cultura do
morango, pois aumenta significativamente sua produgdio, porém, ndo se sabe qual a
influéncia dos defensivos utilizados no morangueiro sobre essa abelha. Este trabalho teve
como objetivo verificar, por meio de técnicas de biologia molecular, a ocorréncia de
alteragdes na expressio de proteinas da abelha Tefragonisca angustula, provocados pela
utilizagdo de defensivos agricolas utilizados na cultura de morangos. Para isso foi utilizado o
método de bioensaio de contato residual e apds a exposigdo aos defensivos agricolas, as
abelhas foram separadas de acordo com o tratamento ¢ concentragdo e, em seguida,
processadas para teste de verificagdo do efeito dos defensivos agricolas por meio de enzimas
Esterases, pela analise do Padrdo Protéico e pelo Teste do Cometa. Foi possivel verificar que
os produtos analisados, Captan (fungicida), Propargite (acaricida), Deltametrina (inseticida) e
Malation (inseticida), influenciaram o perfil de protéinas e outras enzimas importantes para

esta abelha, porém nio se detectou pelo método empregado, degradagdo de DNA.

Palavras-chave: Tefragonisca angustula, morango, defensivos agricolas, Teste do

Cometa, Esterases, Proteina Total.
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1 INTRODUGAO

1.1 Consideragcées Gerais

O morangueiro originou-se do cruzamento natural das espécies fFragaria virginiana ¢
Fragaria chiloenses oriundas da América do Norte e do Chile, respectivamente, plantadas
lado a lado em jardins europeus, com finalidades ornamental e medicinal (MEZZALIRA,
1986). Segundo a classificagdo boténica o morangueiro pertence a Familia Rosaceae, ao
género Fragaria e A espécie Fragaria x ananassa Duchesne (HANCOCK, 1990).

A progeénie do hibrido resultante desse cruzamento, de ampla variabilidade genética, €,
até hoje, o sustentaculo dos programas de melhoramento da cultura (PASSOS, 1999). A nivel
mundial, o morango é o fruto cultivado de distribui¢do mais ampla, devido a essa diversidade
genotipica e a grande capacidade de adaptacio ambiental (LARSON, 1994).

No Centro Estadual de Armazéns Gerais do Estado de S@o Paulo (CEAGESP) a
comercializagdo de morango foi de 3.650 toneladas, com média anual de 304,17 toneladas, no
ano de 2002. O balango mundial de morangos frescos consumidos no mesmo ano foi de
496.000 toneladas, sendo os Estados Unidos o principal pais produtor (AGRIANUAL, 2002).

Em Minas Gerais, o morangueiro é tradicionalmente cultivado no sul do estado,
apresentando elevada importéncia socio-econdmica para a regido, gerando empregos nas
propriedades rurais. Entretanto, a cultura apresenta um alto custo de produgdo, necessitando
de dedicagdo do produtor para obter sucesso econdmico (ALVARENGA et al., 1999;
RESENDE et al., 1999).

E uma planta herbacea, de porte baixo e, embora perene, apresenta queda na
produtividade e na qualidade dos frutos em certos periodos do ano (PIRES, 1998). As flores
de todos os cultivares comerciais do morangueiro sdo bissexuais e autoférteis (CRANE;
WALKER, 1984). Os morangos (a polpa) resultam do desenvolvimento do receptéculo floral
que acumula aglcares e vitaminas, amadurecendo como um fruto verdadeiro, que sd3o os
minasculos carogos pretos dispostos ao redor da polpa ¢ que sdo denominados aquénios
(NITSCH, 1950).

Em um experimento classico, Nitsch (1950) verificou que os aquénios controlam o
crescimento do receptaculo durante o seu desenvolvimento e que na natureza ndo ha o
crescimento do morango sem que o 6vulo contido no aquénio tenha sido fertilizado.

A remogdo total dos aquénios interrompe completamente o crescimento da polpa do

morango ¢ a ndo fertilizagdo ou remogdo de alguns deles resultam em morangos com



diferentes padrdes de deformagao. Flores completamente fertilizadas resultam em frutos bem
formados, de bom tamanho e de maturagio precoce, sendo o peso aproximadamente
proporcional ao numero de 6vulos fecundados (NITSCH, 1950; CHAGNON et al., 1989).
Além disso, o morangueiro tem a particularidade de produzir flores com diferentes potenciais
de frutificac@io de acordo com o niimero de pistilos que possui, o que depende da sua posicéo
na hierarquia floral (CHAGNON et al., 1989).

Varios s3o os agentes que levam os graos de polen ao estigma receptivo, promovendo
a polinizagdo: inicialmente, o polen é pegajoso e, quando as anteras se abrem, alguns graos,
por acdo da gravidade (autopolinizagdo espontdnea), caem sobre o estigma da mesma flor
(JAYCOX, 1970); posteriormente, quando os graos de polen tornam-se secos, o vento auxilia
no processo de polinizagdo. Os insetos também siio importantes agentes na polinizagéo do
morangueiro, pois além de balangarem e movimentarem as flores, promovendo a
autopolinizagdio (CONNOR; MARTIN, 1973; NYE; ANDERSON, 1974; ZEBROWSKA,
1998), promovem também a polinizagdo cruzada (JAYCOX, 1970, ZEBROWSKA, 1998).

Connor e Martin (1973) avaliando a polinizagdo de 11 cultivares de morango,
concluiram que a autopolinizagdo espontdnea foi responsavel por 53% dos aquénios
fecundados; a a¢do do vento elevou este valor para 67% (autopolinizagdo + a¢@o do vento) e a
polinizagdo por insetos, para 91% (autopolinizagdo + insetos).

Conforme CHAGNON et al., (1993), a taxa de polinizagdo dos aquénios raramente
supera 60% se ndo houver o transporte de polen pelos insetos. Esses autores encontraram, na
auséncia da polinizagdo por insetos, taxas de malformagéo de 46,5% e concluiram que a
polinizagio entomofila tem, portanto, um papel essencial na redugdo destas taxa e,
consequentemente, aumento na produtividade da cultura do morango. Outros autores
(Couston, 1991; Svensson, 1991; e Zebrowska, 1998), em diversos cultivares de morango,
obtiveram um acréscimo da ordem de 35% na produgdo de frutos em termos de peso fresco,
quando os insetos ndo foram impedidos de polinizarem as suas flores.

Na presenca de insetos polinizadores, os ganhos na produg@o podem ocorrer em todos
ou em alguns de seus componentes (numero de frutos, peso fresco, formato, tamanho), em
funcdo das caracteristicas de cada cultivar (ANTONELLI et al., 1983).

Outro fator a ser considerado quando se avalia a importancia da polinizagdo por
insetos na produ¢do de morangos € a hierarquia floral. Como as flores primarias possuem o
maior numero de pistilos ¢ isto se traduz em um maior numero de 6vulos a serem fecundados,
essas flores podem apresentar uma dependéncia maior da polinizagdo por insetos para serem
completamente polinizadas (CHAGNON et al.. ZEBROWSK. 1998). Por essa razao, o



acréscimo na produgdo de frutos promovido pela polinizagdo por insetos deve ser atribuido
principalmente a polinizagdo dessas flores (ZEBROWSKA, 1998). Além disso, as flores
primérias, de um modo geral, apresentam anteras com altura inferior a do receptaculo, o que
contribui para uma reducdo na eficiéncia da autopolinizag¢@o espontinea e da autopoliniza¢do
pelo vento (CONNOR; MARTIN, 1973).

A polinizagio do morangueiro recebe pouca atengdo porque alguns cultivares
produzem uma boa colheita, mesmo sem uma provisio suplementar de abelhas
(ANTONELLI et al., 1988). Entretanto, o uso de uma provisdo adicional de polinizadores
geralmente resulta em um aumento na produgdo (ANTONELLI et al., 1988, CHAGNON et
al., 1989; FREE, 1993; COUSTON, 1991, SVENSSON, 1991, ZEBROWSKA, 1998).

As abelhas da espécie Apis mellifera, reconhecidas como o principal polinizador de
diversos cultivares (NYE; ANDERSON, 1974, ANTONELLI et al., 1988; GOODMAN;
OLDROYD, 1988; CHAGNON et al, 1989, SVENSSON, 1991; FREE, 1993), sdo
manejadas em diversos paises de clima temperado para a polinizagdo do morangueiro.
Contudo, segundo Jaycox (1970) e Crane e Walker (1984), essas abelhas somente podem
auxiliar na polinizagdo destas flores se suas colméias estiverem proximas a cultura, pois ndo
se deve esperar que elas voem a longas distdncias para o morangueiro, uma vez que as flores
s30 pouco atrativas em relagdo a outras floradas.

Segundo Malagodi-Braga (2002) as abelhas Apis mellifera, referidas como os
principais polinizadores de areas subtropicais, também contribuem significativamente para a
polinizagdo do morangueiro nas regides tropicais como o Brasil, porém, o destaque € para a
abelha Tetragonisca angustula (Figura 1), comumente chamada jatai, pertencente a familia
Apidae, subfamilia Meliponinae e tribo Trigonini, um dos meliponineos encontrados em
maior nimero de paises, distribuindo-se na regido neotropical desde a Argentina até o México
e ocorrendo em todo o territorio brasileiro (NOGUEIRA-NETO, 1970; ROUBIK, 1983,
ROUBIK 1989; CAMARGO; POSEY, 1990). 7. angustula é um dos polinizadores mais
abundantes nas flores do morangueiro, o que, deve estar associado a grande plasticidade de
nidificagdo, ocupando ocos nos mais variados locais (cercas, muros de pedra ou alvenaria,
paredes, caixotes abandonados, telhados, etc. € em ambientes naturais ou pouco alterados,
utilizando mais comumente ocos de arvores onde, nidificam, com freqii€ncia, na sua parte

basal), em areas com grande influéncia antropica (NOGUEIRA-NETO, 1997).



Figura 1: Abelha sem ferrdio 7. angustula (Hymenoptera, Trigonini). A. Vista frontal da operaria. B. Vista
lateral da operaria. C. Curbiculas na perna da operaria (seta).
Fonte: http://www.apicultura.com.br/forum/phpbb2/files/tetragonisca_angusmla.jpg, 2007.

A facilidade que a 7. angustula tem para ocupar lugares variados para nidificagdo,
adaptando-se as grandes cidades, influencia positivamente o sucesso evolutivo da espécie,
mesmo com os grandes desmatamentos e as queimadas constantes nas florestas naturais do

Brasil (NOGUEIRA-NETO, 1970) (Figura 2).

Figura 2: Morfologia da entrada do ninho da abelha 7. angustula. A. Uma entrada, nidificado em um tronco de
arvore. B. Duas entradas, nidificados em um muro de pedras.
Fonte: www.apacame.org.br/mensagemdoce/80/jatai2. jpg, 2007,

O mel da jatai é conhecido popularmente pelas suas possiveis propriedades
terapéuticas e novos estudos estdo comprovando o efeito benéfico para a saide humana
(IWAMA; MELHEM, 1979, IMPERATRIZ-FONSECA et al., 1984). Foi comprovado que o
mel de 7. angustula apresenta agdo bactericida quando foram realizados testes de difusio em
agar com Escherichia coli e Staphylococcus aureus (BAZLEN, 1997).

As grandes plantagdes sdo mais vulneraveis & auséncia de polinizadores porque os
insetos podem ser menos abundantes na regiio central que nas bordas da cultura, resultando
em uma produgdo menor e de baixa qualidade. Ainda, a grande quantidade de defensivos
agricolas, pode repelir ou mesmo matar os polinizadores silvestres existentes, contribuindo
para uma diminui¢do ainda maior na produtividade (MALAGODI-BRAGA, 2002).



Devido a suscetibilidade dos principais cultivares plantados a diversas doengas e
pragas (PAULUS, 1990; DIAS, 1999; FADINI; ALVARENGA, 1999), tem sido praticado o
uso intensivo, muitas vezes indevido, de agrotoxicos na cultura do morangueiro. A
conscientizagdo sobre os riscos decorrentes do uso de agrotoxicos tem levado ao
desenvolvimento e aperfeigoamento de sistemas de produgdo organicos (PASCHOAL, 1994).
No entanto, os programas de melhoramento genético do morangueiro no Brasil (CAMARGO,
PASSOS, 1993; PASSOS, 1999; SANTOS, 1999), assim como nos demais paises,
caracterizam-se pela avaliacdo e sele¢do de clones em sistema de cultivo convencional. Dessa
forma, os cultivares recomendados tendem a apresentar menor desempenho no cultivo
organico (GLIESSMAN et al., 1990; GLIESSMAN et al, 1995). Novos patamares de
eficiéncia na agricultura sem agrotoxicos serdo obtidos, se programas de melhoramento
objetivarem o desenvolvimento de clones adaptados ao cultivo orgéanico.

O Instituto Biologico (CEAGESP), vinculado a Secretaria de Agricultura e
Abastecimento, concluiu que o morango ¢ uma das frutas que mais apresentam residuos de
agrotoxicos. No periodo de 1990 a 1995, 5,3% das amostras analisadas continham residuos de
praguicidas autorizados acima dos niveis permitidos e 22,4% das amostras continham
residuos de produtos cuja comercializacdo e uso agricola ja foram proibidos no pais em
funcdo de sua toxicidade (PNUD, 1999).

Nos agroecossistemas, os polinizadores estdo sob stress severo devido, em grande
parte, & acdo dos agrotoxicos usados indiscriminadamente nas culturas. Apesar de serem
utilizados em larga escala, a maioria dos estudos relacionados a toxicidade em abelhas
enfocaram Apis mellifera, principalmente, devido a sua importancia econdmica, mas sabe-se
pouco sobre os efeitos dos agrotoxicos em populagdes de abelhas nativas (NOGUEIRA-
NETO, 1953; MALASPINA, 1979; MACIEIRA, 1983; BALESTIERI; 1989).

O morangueiro ¢ suscetivel a varias doengas e pragas que podem provocar grandes
perdas quando ndo controladas adequadamente. Devido a este fato, sdo utilizados varios
produtos para aumentar a produtividade dessa cultura. O Orthocide 500 EC, também chamado
de Captan, ¢ um fungicida ndo sistémico, do grupo quimico Dicarboximida, com agio
preventiva no Controle de doengas fungicas. O mecanismo de agéo refere-se a reagdo do
principio ativo com certos tipos de proteinas, afetando atividades bioquimicas dos fungos em
diversos locais (Ficha Técnica do Produto). Nesta cultura, o fungicida Captan é utilizado
como Controle quimico protetor contra o “mofo cinzento”, causado pelo fungo Botrytis
cinerea (EMBRAPA, 2005). A concentragdo recomendada para a cultura do morango é de

240g de Captan para cada 100L de H0 (Ficha Técnica do Produto).



O Omite 720 EC, com o sindnimo Propargito, pertence ao grupo quimico sulfito de
alquila (fenoxiciclohexil, organosulfurado). E um acaricida especifico que atua por contato
inibindo a respiragdo celular (KADIR; KNOWLES, 1991). A respiracio celular é realizada
por meio de inumeras etapas no interior das mitocondrias e sua inibi¢do compromete a
formagdo de ATP e outros substratos intermediarios necessarios para as reag¢des bioquimicas.
Os inibidores da respiracdo celular atuam no transporte de elétrons e fosforilagio oxidativa
(CORBETT et al., 1984). O Propargito combate o “acaro rajado”, Tetranychus urticae. A
concentragio recomendada para a cultura do morango é de 30ml do produto para cada 100L
de Hz0 (Ficha Técnica do Produto).

O Malatol 500 CE, conhecido também como Malation é um inseticida e acaricida
fitossanitario  organofosforado que atua inibindo permanentemente a enzima
acetilcolinesterase, através de sua fosforilagdo, causando acumulo de acetilcolina e
consequentemente superestimulagio das terminagdes nervosas, tornando inadequada a
transmissdo de estimulos as células musculares, glandulares, ganglionares e ao sistema
nervoso central (ESKENAZI et al, 1999). Na cultura do morango ele combate a intimeras
pragas. A concentragdo recomendada para a cultura do morango € de 200ml do inseticida para
cada 100L de Hz0 (Ficha Técnica do Produto).

O Decis 25 CE, de sinonimia Deltametrina, é um inseticida do grupo quimico dos
piretroides que age por contato e ingestdo, atuando nos canais de sédio da membrana de
axonios, diminuindo e retardando a condutincia de sodio para o interior da célula e
suprimindo o efluxo de potassio. Também pode inibir a adenosina trifosfatase (ATPase), o
que afeta a condugdo de cations na membrana axonal. O resultado final é uma diminui¢do do
potencial de a¢do e a geragdo de impulsos nervosos repetitivos. Além disso, a deltametrina,
assim como outros piretroides do tipo 2, interfere na ligag¢do do GABA e do 4cido glutdmico
nos sitios receptores (Ficha Técnica do Produto). A concentragio recomendada para o

morangueiro ¢ de 50ml para cada 100L de H,0 (Ficha Técnica do Produto).

1.2 Esterases

As esterases pertencem a um grupo de enzimas que hidrolisam preferencialmente
ésteres de acidos carboxilicos, podendo atuar também sobre outros substratos que contenham
ligagOes amidas (OAKESHOTT et al., 1993).

Os estudos feitos com estas proteinas tém a finalidade de esclarecer melhor seu papel

biologico durante o desenvolvimento dos insetos. Dentre eles, destacam-se os que visam a



classificagdo dessas enzimas por meio de dois sistemas: especificidade por substratos e
inibidores de esterases (ANDRADE, 2000).

Estas enzimas podem, também, estar relacionadas com outras atividades fisiolégicas,
como a regulagdo dos niveis de Hormonio Juvenil (HIDAYAT; GOODMAN, 1994);
processos digestivos (ARGENTINE; JAMES, 1995) e no comportamento reprodutivo
(LABATE et al. 1990).

Estas enzimas podem ser classificadas em quatro classes (HOLMES; MASTERS,
1967, OAKESHOTT et al., 1993):

1. Arilesterases: inibidas somente por agentes sulfidrilicos e cations metalicos
bivalentes como Hg” e Cu; geralmente preferem substratos aromaticos;

2. Carboxilesterases: inibidas somente por organofosforados, com preferéncia por
esteres alifaticos de cadeia longa;

3. Colinesterases: inibidas por organofosforados e sulfato de eserina, com preferéncia
por substratos carregados (como ésteres de colina);

4. Acetilesterases: ndo sdo afetadas por nenhum dos inibidores e, geralmente, preferem
substratos alifaticos derivados do 4cido acético.

As esterases possuem ampla especificidade de substratos € s30 as enzimas mais
polimérficas em insetos e outros organismos. Nos insetos, as esterases sdo sintetizadas pelo

corpo gorduroso e s3o encontradas na hemolinfa e em outros tecidos (ANDRADE, 2000).

1.3 Proteina Total

As proteinas exercem papéis cruciais em todos os processos biologicos, entre eles:
catalise enzimatica, transporte e armazenamento, movimento coordenado, sustentacdo
mecanica, produco imunitaria, geracio de impulsos nervosos, controle do crescimento e
diferenciagdo, entre outros (HOY, 1994 apud CARVALHO 2000).

A separagdo eletroforética est4 entre os principais métodos utilizados para o
fracionamento e caracterizagio de todos os tipos de proteinas; é baseada na mobilidade dos
polipeptidios de acordo com seu tamanho e/ou carga elétrica liquida ou, ainda, em métodos
que separam os polipeptidios de acordo com suas cargas independente dos seus pesos
moleculares, por meio de um campo elétrico. Analise de proteinas por eletroforese tem sido
utilizada para detectar variagdes traducionais em insetos (HOY, 1994 apud CARVALHO,
2000).



1.4 Teste Cometa

O Teste do Cometa é utilizado para detectar lesdes genomicas que, apos serem
processadas, podem resultar em mutagdes. Esse teste pode ser utilizado para estudos de reparo
do DNA, trazendo informagdes importantes sobre a cinética e o tipo de lesdo reparada,
embora ndo possibilite inferir sobre a fidedignidade do processo de reparo. Uma vez que
danos no DNA sio fregilentemente em células e tecidos-especificos, uma metodologia como o
Teste do Cometa, que permite a detec¢do de danos e seu reparo em uma Unica célula e,
consequentemente, em determinada subpopulagdo celular, é de extrema relevancia para a
avaliacdo de compostos genotéxicos (RIBEIRO et al., 2003).

O comportamento do DNA em células individualizadas leva em conta sua organizagio
dentro do nuicleo. Para ser compactado, apos seu enovelamento com proteinas histonas, o
DNA forma algas de 5-200 Kb, as quais sdo aderidas a uma rede protéica ou “matriz nuclear”
(COOK; BRAZELL, 1976, RAZIN et al, 1995, ERIKSSON et al., 2002). Se células
embebidas em agarose tiveram suas membranas lisadas por detergentes e suas proteinas
nucleares (incluindo as histonas) extraidas com altas concentragoes de sais (2,5 M NaCl), o
DNA, maior e mais pesado que o restante dos componentes, ocupara o espago no gel
anteriormente preenchido por toda a célula, permanecendo retido numa estrutura residual
semelhante a um nicleo, designada como “nuclebide” (COOK; BRAZELL, 1976). Dentre as
poucas proteinas que resistem a esta extracdo, estdo as proteinas da matriz nuclear (OLIVE;
BASNATH, 1995). Portanto, por defini¢do, o nucledide é uma série de algas superenoveladas
de DNA, desprovido de histonas, aderida & matriz nuclear residual, do tamanho do nuicleo da
célula. Caso existam quebras na molécula de DNA, a estrutura do nucledide sofre alteragdes,
visto que as algas de DNA se desenovelam formando um halo (COOK: BRAZELL, 1976,
VOGELSTEIN et al., 1980).

Sabe-se que as abelhas da espeécie 7. angustula aumentam significativamente a
quantidade de morangos adequados a comercializacdo, devido a sua eficiéncia em relagdo a
polinizagdo desta cultura, na qual as flores visitadas por essa abelha originam morangos bem
formados. Na presenca da jatai, o nmimero de frutos deformados caj de 85 para 5%
(MALAGODI-BRAGA, 2002). Apesar das abelhas comprovadamente serem importantes
para a polinizagio, elas estdo sendo mortas ou repelidas devido a intensa utiliza¢do de
agrotoxicos para o controle de pragas, visto que o morango é um dos frutos que mais
apresenta residuos de agrotoxicos, ndo havendo, portanto, poliniza¢do natural e eficiente. Este

trabalho teve como objetivo demonstrar, por meio de técnicas de biologia molecular, a
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ocorréncia de alteragdes na cxpressao de genes sobre a abelha sem ferrdo T\ angustula,
provocados pela utilizagdo de defensivos agricolas utilizados na cultura de morangos, por

meio de enzimas Esterases, pela analise do Padrio proteico e pelo Teste do Cometa,

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL BIOLOGICO

Foram utilizadas abelhas operarias adultas (peso médio de S mg) de 7. angustula,
capturadas na entrada de uma colméia localizada no Meliponario Uberlandia (Uberlandia -
MG - S 18° 55”: W-GR 48° 17°) da Universidade Federal de Uberlandia. As coletas foram
feitas com o auxilio de um frasco pequeno, de boca estreita, posicionado em frente 3 entrada
da colméia de modo que as operarias que saiam da colénia passavam diretamente para o
referido frasco.

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Genética do Instituto de Genética e

Bioquimica desta mesma Universidade.

2.2 METODOS

2.2.1 Teste de Sensibilidade aos Defensivos Agricolas

O método de bioensaio adotado foi o de contato residual. Os bioensaios de
caracterizagdo toxicolégica para todos os testes foram repetidas 2 vezes durante o tempo total
do experimento. Cada repeticio foi constituida por uma placa como testemunha
(pulverizadas com agua destilada) e quatro placas por concentragio. Grupos de 6 abelhas
foram preparados para cada concentragdo dos defensivos € para o grupo Controle.

Para o preparo das solugdes foram utilizadas formulagdes dos defensivos agricolas
abaixo relacionados, diluidas em agua destilada e em concentragbes crescentes de seus

ingredientes ativos (Tabela 1).



Tabela 1: Produtos utilizados para o bioensaio em sua concentracdo reco

concentragdes crescentes de seus ingredientes ativos.
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mendada, diluidas em agua, ¢

Produto

Orthocide 500
EC (Captan)
Omite 720 EC
(Propargito)
Malatol 500
CE (Malation)

Deltametrina
25 CE

(Deltametrina)

Concentracio

Recomendada

240g/100L
H.0
30ml/100L
H.0
200ml/100L
H.0
50ml/100L
H,0

4,8g/L
(2X ou 200%)

0,6ml/L
(2X ou 200%)

4ml/L
(2X ou 200%)

50ml/L
(2X ou 200%)

Concentragoes Utilizadas

2,4g/L
(1X ou 100%)

0,3mV/L
(1X ou 100%)

2ml/L
(1X ou 100%)

25ml/L
(1X ou 100%)

1,2¢/L

(172X ou 50%)

0,15ml/L
(1/2X ou 50%)

1ml/L
(1/2 X ou 50%)

12,5ml/L
(1/2 X ou 50%)

0,6¢/L
(1/4X ou 25%)

0,075ml/L
(1/4X ou 25%)

0,5ml/L
(1/4X ou 25%)

6,25mi/L
(1/2 X ou 50%)

As abelhas foram anestesiada
fossem manipuladas e, posteriormente, colocadas em

com um circulo de papel de filtro de 8,2 cm de didmetro, a um

s com gas carbonico (CO2), suficiente apenas para que
placas de Petri de 100x20 mm, forradas

a temperatura e umidade

relativa médias de 27,1°C e 78,3%, respectivamente. Dentro de cada placa foi colocado um

Ao final, registrou-se a taxa d
agricolas e no Controle. Foram consideradas mortas as
leitura do teste.

Ap0s 0 tempo preé-
separadas de acordo com

de verificagdo do efeito dos defensivos ag

do padrio protéico e pelo Teste Cometa.

2.2.2 Extracio de Proteina e Teste Eletroforético

Para a extracdo de proteina tot
diferentes e, dentro desses, quatro concentracdes €
240 individuos. Os individuos foram macerados em nitrogénio liquid

s em tampdo de extragdo (Tris-HCl 0,02M pH 7,2; sacarose 0,25M; EGTA

solubilizado

alimentador, o qual consistiu em um pequeno recipiente contendo solug@o de sacarose 30%.
e mortalidade em cada concentragdo dos defensivos

abelhas sem movimento durante a

estabelecido de exposigdo aos defensivos agricolas, as abelhas foram
o tratamento e concentragio e, em seguida, processadas para teste

ricolas por meio de enzimas esterases, pela analise

al, utilizaram-se seis operarias para quatro tratamentos
duas réplicas por tratamento, totalizando

o, sendo, em seguida,

0,002M e EDTA 0,01M) e submetidos a centrifugacéio a 15.000G por 20 minutos a 4°C. O

sobrenadante foi coletado e a dosagem protéica re

alizada pelo método de Bradford (1976).
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O perfil protéico foi analisado por SDS-PAGE em gel de separagdo 16% (Tabela 2)
com o gel de empilhamento a 7% (Tabela 3). Foram aplicados 15ug de proteina total para
cada amostra.

A separagdo eletroforética dos polipeptideos foi conduzida em tamp@do Tris-HCI
25mM pH 8,5, EDTA 2mM, glicina 0,2M, SDS 2,5mM, sob voltagem constante de 110V por
3h30min. Os géis foram corados com solugdo de Coomassie Brilhant Blue R250 0,125%,
metanol 50% e acido acético 10%, sendo descorados em solu¢do de metanol 10% e acido

acético 12,5%.

Tabela 2: Gel de Separagfio a 16%, desnaturante.

Componentes Volume
Glicerol 935 ul.
Acrilamida - Bis-Acrilamida (49,5: 0,5) 1656 uL
Tampio TRis-HCI 3,0M pH 8,3 1656 pL
Agua deionizada 737 uL
Persulfato de Amodnia 10% 18 L
TEMED 3uL
Volume Final 5005 uL

Tabela 3: Gel de Empilhamento a 7% desnaturante.

Componentes Volume
Acrilamida - Bis-Acrilamida (49,5: 0,5) 280 uL
Tampdo TRis-HCI 3,0M pH 8,3 478 L
Agua deionizada 1240 pL
Persulfato de Amonia 10% 18 puL
TEMED 3 ul
Volume Final 2019 uL

O calculo do peso molecular aparente dos polipeptideos em gel foi determinado

tomando como pardmetro o marcador de alto peso molecular Kaleidoscope Prestained
Standards (BIO-RAD), o qual consiste de sete padrdes de bandas coloridas com alto peso

molecular, de variagdo de aproximadamente 6.500 a 200.000 Daltons. Essas bandas referem-



12

se a sete proteinas com peso molecular conhecido. As proteinas € seus respectivos pesos estdo
representados na figura 3.
Syosin 218 kD
A galactosayse 132

Bovirs setur albumie S e

Carboni anfiyiracs 457

oyrmars typsics nnitor

Lysozyme 184

Aproticin b

Kaleidoscops
p o
Standards

Figura 3: Padrdo de proteinas do Marcador Molecular Kaleidoscope Prestained Standards.

2.2.3 Esterases

2.2.3.1 Preparo das Amostras

Apos os tratamentos, as placas de Petri foram mantidas em estufa (Fanem 002 CB), a
temperatura de 25°C e umidade relativa de 60%. Durante os experimentos, as abelhas foram
alimentadas com solugdo de sacarose: agua (30%), colocado um alimentador, o qual consistiu
em um pequeno recipiente

Passado o tempo de exposi¢do as abelhas foram separadas de acordo com o tratamento
e maceradas em cadinho de porcelana com auxilio de bastao de vidro, em nitrogénio liquido
solubilizado em 400ul de tampdo de amostra (fosfato de sédio 0,01M, pH 6,5, contendo
glicerol a 10%, azul de bromofenol a 0,001%, sacarose a 20%, EDTA 0,001M e Triton X-100
a 0,5%) e submetidas a centrifugagdo a 10.000rpm por 10 minutos a 4° C e, posteriormente,
coletados os sobrenadantes.

A dosagem de proteinas, para a normaliza¢do da reagdo com Esterases, foi realizada
com base no principio proteina-corada, de acordo com Bradford (1976). Nesse método,
utilizou-se soroalbumina bovina (BSA) como proteina padrio. A curva padrio BSA foi

definida inicialmente como mostra a Tabela 4.
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Tabela 4: Preparacio da curva padrio BSA.

Tubos Volume BSA  Volume H;O  Volume Final

1 - 10 pl 100ul
2 Sul 95 ul 100ul
3 10 ul 90 ul 100pul
4 15w 85 ul 100ul
5 20 ul 80 ul 100ul
6 25 ul 75 wl 100ul
7 30 ul 70 ul 100l

A cada um dos tubos foi adicionado 3ml de reagente de Bradford. A leitura em
espectofotdmetro (HITACHIU-2000 Spectrophotometer) a 595nm foi feita depois de, no
minimo, 2 minutos, tempo suficiente para o reagente de Bradford sensibilizar as amostras.

Todas as amostras, incluindo a curva padrio, foram feitas em duplicata e os valores
das médias artiméticas das amostras foram utilizados.

A equagdo da reta foi obtida utilizando-se o programa EXCEL (MICROSOFT
OFFICE 2000), as médias das leituras das amostras foram substituidas nessa equagdo para se
obter a concentragdo de proteina de cada amostra. A partir da quantificacdo, padronizou-se a
concentragdo das amostras utilizadas. Foram aplicados 100ug de cada amostra em gel de

poliacrilamida nativo para analise.

2.2.3.2 Preparo dos Géis

Foram preparados Mini-Géis de Separagdo 12% nio desnaturante, em placa de vidro

de 12cm x 16,5cm, conforme descrigdo da Tabela 5.



Tabela 5: Mini-Gel de Scparagio a 12%, ndo desnaturante.

COMPONENTES VOLUMES
Agua deionizada 5,0ml
Acrilamida - Bis-acrilamida (30:0,8) 5,2ml
TampaoTRIS-HCL 1,5M pH 8,8 2,6ml
Persulfato de amdnia 10% 0,200ml
Temed 0,020ml
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Na Tabela 6 estdo sumariados os volumes de agua e solugBes estoque necessarios para

o preparo do Mini-Gel de Empilhamento 4%, néo desnaturante.

Tabela 6: Mini-Gel de Empilhamento 4% ndo desnaturante.

COMPONENTES VOLUMES
Agua deionizada 3,0ml
Acrilamida—Bis-acrilamida (30:1,6) 0,675ml
Tris-HCL 0,5M (Ph 6,8) 1,25ml
Persulfato de amonio 10%. 0,075ml
Temed 0,020ml

2.2.3.3 Condicgdes de Eletroforese

Os géis foram submetidos a uma pré corrida de 1Tha 150V e, posteriormente, a 200V

por 3h. Os compartimentos superior e inferior da cuba foram preenchidos com Tamp@o Tris-

Glicina (Tris 0,0125M, Glicina 0,096M) pH 8,3.

2.2.3.4 Identificacdo das Esterases

A identificacdo das bandas com atividade esterasica presentes nos géis foi baseada

nos métodos de coloragdo, de acordo com Steiner e Johson (1973) citado em Ceron (1988),

com pequenas modificacdes. Os géis foram pré-incubados a temperatura ambiente em 100ml

de tampao fosfato 0,1 M, pH 6,2 por 20 minutos. Apos esse periodo, foram submetidos a



coloragio por 45 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo de luz. A solugdo de coloragdo
foi preparada com 50mg de B-naftil acetato e/ou 50mg de o-naftil acetato, dissolvidos em
Iml de acetona e misturados com uma solugéio recém-preparada e filtrada, contendo 100ml
de tampao fosfato e 100mg de Fast Blue RR Salt (SIGMA). As atividades das o e 3 esterases
foram visualizadas nos géis como bandas de coloragdo preta e vermelha, indicando a
hidrélise preferencial do o ou do P naftil-acetato, respectivamente, ou ambos, dependendo do
substrato utilizado. Apos a coloragdo, os géis foram tratados com 100ml de solugdo de
descoloragio contendo alcool etilico comercial: acido acético: glicerol (250:100:15) diluidos
em 1L de 4gua, por 24 horas. Apos a descoloragdo, os géis foram prensados entre folhas de

papel celofane, fixados por garras e deixados secar a temperatura ambiente.

2.2.4 Teste do Cometa

O Teste Cometa em pH alcalino foi realizado como descrito por Singh e colaboradores
(1988) com pequenas modificagdes (HARTMANN; SPEIT, 1997) e esta representado no
esquema da Figura 4. Ap6s os tratamentos com os defensivos, as células foram colhidas, por
separacio mecénica através da macera¢do da abetha em solugdo de Hanks (contendo 20mM
EDTA, 10%DMSO) coletando o sobrenadante e dissolvidas em agarose low-melting point
0,75% (LMPA) e entdo espalhadas sobre uma lamina de microscopia com pré-cobertura de
agarose (1,5%). As laminas foram feitas em duplicata para cada tratamento. As células foram
lisadas com uma solucgio de contendo 2,5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM de Tris, 1% Triton
X-100 ¢ 10% DMSO, apresentando pH 10, por no minimo uma hora. Posteriormente, as
laminas foram colocadas em uma cuba de eletroforese horizontal. Para permitir o
desenrolamento do DNA, as laminas ficaram incubadas por 20 minutos em tampéo alcalino
feito na hora de uso contendo 300mM NaOH ¢ 1mM EDTA, pH~13.0 a 4°C. Uma corrente
elétrica de 300mA e 25V (0,90V/cm) foi aplicada por 20 minutos a 4°C. As laminas foram
entdo neutralizadas com 0,4M Tris, pH 7,5. Apds estarem secas, as mesmas foram coradas

com a solugd@o de brometo de etidio 0,5mM e cobertas com uma laminula grande (24x60mm).
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20ul suspens#o celular
+ 90ul agarose LMP

(0.75%)

Coloragdo

NNA - 20 mirutas

lé’ ) 1 Desonrolamento

h " Lami :e micr pi
pré-cobertas com
agarose (1.5%)

Analise das lami coradas em h
Neutralizac#io

(e ¢t 13-13,8

— HZ.5
v ;x 5 minutos h Eletroforese em pH alcalina

20 minutas

J00mM e 25V

microscopio Gptico

Figura 4: Esquema geral de realizagio do teste cometa em pH alcalino.

As células foram analisadas em microscopio optico de fluorescéncia Polyvar
(REICHERT-JUNG). Imagens de 100 células foram analisadas por lamina e classificadas
visualmente dentro de cinco classes de acordo com o tamanho da cauda, variando de células

sem dano a células com o maximo de dano (Figura 5).

Classe 3

Classe 1 Classe 2

Classe 4 Classe 5

Figura 5: Indice de dano ao DNA: cometas classe 1, sem dano; cometas classe 2, danos minimos; cometas
classe 3; danos médios, cometas classe 4, danos grandes e cometas classe 5 com o maximo de dano no DNA.




3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ

3.1 Teste de Sensibilidade a Defensivos Agricolas

Todos os individuos, com excegdo do Grupo Controle morreram num intervalo maximo
de 5:20 horas, nos tratamentos com Captan e Propargite e 1:56 horas com ao Deltametrina e o
Malation. Os individuos do Grupo Controle foram congelados logo apos a morte do ultimo
individuo dos Grupos Tratados. O quadro do tempo de vida dos individuos apos a aplicacdo
do Captan e do Propargito esta mostrado na Tabela 7 e dos tratamentos com Deltametrina e
Malation na Tabela 8.

Os resultados para o teste de sensibilidade demonstram que as abelhas T. angustula
foram mortas em tempos relativamente curtos e que os tempos de vida séo proporcionais as

doses utilizadas.

Tabela 7: Tempo de vida, em horas, dos individuos adultos de 7. angustula submetidos aos tratamentos Captan

e Propargito. * Concentracdes recomendadas pelo fabricante.

Tratamentos Tempo de vida
Minimo Maximo
Captan 2X 0:30 1:45
Captan 1X * 1:20 3.00
Captan 1/2X 1:55 4:10
Captan 1/4X 2:05 5:20
Propargito 2X 0:40 2:00
Propargito 1X * 0:50 2:30
Propargito 1/2X 1:15 3:50

Propargito 1/4X 2:15 4:35
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Tabela 8: Tempo de vida, em horas, dos individuos adultos de 7. angustula submetidos aos tratamentos Decis ¢

Malation. * Concentragdes recomendadas pelo fabricante.

Tratamentos Tempo de vida
Minimo Maximo
Decis 2X 0:05 0:14
Decis 1X * 0:12 0:29
Decis 1/2X 0:19 0:41
Decis 1/4X 0:36 1:02
Malation 2X 0:10 0:22
Malation 1X * 0:20 0:36
Malation 1/2X 0:32 0:47
Malation 1/4X 1:00 1:56

Os testes realizados em laboratdrio s3o padronizados de acordo com a ocorréncia na
natureza, ¢ como demonstrado, as abelhas estdo sendo mortas por produtos que ndo teriam
nenhum tipo de reagio (fungicida e acaricida) e, com isso, provocara a diminuigdo da taxa de
polinizagio dos morangueiros e conseqiientemente a produgdo de morangos sera diminuida
significativamente. Nesse sentido, a abelha 7. angustula pode ser utilizada como bioindicador

de polui¢io provocado por defensivos agricolas.

3.2 Esterases

Para identificagio das esterases foram utilizados os substratos a-naftil acetato e p-
naftil acetato.

As Figuras 6 e 8 mostram o padrdo de regides esterasicas obtido quando os geis de
poliacrilamida foram submetidos a coloragdo com o substrato a-naftil acetato. E nas Figuras
10 e 12 tém-se o perfil esterasico resultante da utilizagdo do substrato B-nafiil acetato.

Seis regides com atividade esterasica foram detectadas em individuos da populagdo de
T. angustula, tratadas com o fungicida Captan e o acaricida Propargito, utilizando-se o a
naftil-acetato como substrato. Essas regides foram numeradas como EST-1 a EST-6, a partir
da extremidade anédica do gel, sendo a banda correspondente a EST-1 a de migragdo mais
rapida (Figura 6). Géis corados utilizando-se o P naftil-acetato como substrato, mostram um
padrdo com cinco regides esterasicas (Figura 10).

Nos individuos Controle foram observadas cinco das seis bandas sendo a EST-3

presente apenas nos individuos tratados com Captan nas concentragdes 25% (1/4X) e ou 50%
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(1/2X) da recomendada pelo fabricante, porém ndo ocorrendo no Grupo Controle (Figura 6),
podendo referir-se como biomarcador de baixas concentragdes para o Captan.

A EST-5 ocorre apenas no Grupo Controle (Figura 6). A aplicagdo de Captan e
Propargito, em todas as concentragdes estudadas, provoca o desaparecimento total dessa
Esterase. E possivel levantar duas hipoteses: 0s produtos podem ter agido diretamente sobre
essa enzima, ou essa Esterase teria sido consumida na tentativa de metabolizar os defensivos.
Como o processo fisiologico e de desenvolvimento sio dindmicos, € o material foi processado
logo em seguida a morte da abelha, ndo é possivel afirmar a partir de qual momento essa
esterase comeca a desaparecer na abelha e se ¢ um produto diretamente resultante da
aplicagdo dos defensivos ou a expressio de um subproduto génico relacionado a esse
inseticida. De qualquer forma, a metabolizagdo dos produtos ndo foi eficiente para impedir a
morte do individuo. Pode-se ressaltar tambeém, que esta EST pode ser utilizada como
biomarcador de contaminagdo para o Captan e 0 Propargito.

Em todas as amostras do Grupo Tratado, houve uma diminuigiio na intensidade das
bandas quando comparadas ao Grupo Controle (sem qualquer tratamento), reforgando a

hipétese de que Esterases, de alguma forma, sofrem influéncia dos defensivos (Figura 6).

CAPTAN PROPARGITO

Controle 2X 1X 12X 1/4X 2X 1X 12X 1/4X

Whn

-

Figura 6: Perfil Esterasico de 7. angustula tratadas com Captan ¢ Propargito em gel de poliacrilamida 12%,

submetidos a coloragdo com o-naftil acetato.

A Figura 7 apresenta o zimograma das Esterases que ocorrem em operarias de T.
angustula submetidas ao tratamento com O fungicida Captan ¢ o acaricida Propargito.
Observa-se que:

EST-1 ocorre em todos os individuos (Controle e Tratados);
e EST-2 ocorre em todos os individuos (Controle e Tratados),
e EST-3 ocorre apenas no tratamento com o fungicida Captan nas concentragdes de 25

(1/4X) € 50%.
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e EST-4 ocorre em todos os individuos (Controle e Tratados);
e EST-5 apenas em individuos do Grupo Controle;

e EST-6 ocorre em todos os individuos (Controle e Tratados);

CAPTAN PROPARGITO
Controle 2X X 112X 1aX X X 12X 14X

EST-1 - - - . - - - - -
EST-2 . - - - - - - - -
EST-3 - -

EST4 - - - - - - - - .
EST-5 -

EST-6 - - - - - - - - .

Figura 7: Zimograma representativo das regides esterasicas dos individuos de Tetragonisca angustula, tratados
com o fungicida Captan e com 0 acaricida Propargito submetidos a coloracdo com o-naftil acetato.

Em relagio aos géis submetidos a coloracdo P-nafiil acetato (Figura 8), com os
tratamentos com Captan e Propargito, os padrdes esterasicos foram diferentes dos encontrados

na colorag@o com o substrato a-naftil acetato.

CAPTAN PROPARGITO

Controle 2X X 12X 14X 2X 1X 12X 14X

Figura 8: Perfil Esterasico de Tetragonisca angustula tratadas com Captan e Propargito em gel de

poliacrilamida 12%, submetidos a coloragdo com B-naftil acetato.

As EST-2, EST3 e ESTS, ocorreram em todos os individuos, demonstrando, portanto,
a ndo influéncia desses defensivos nessas Esterases. Sugere-se que essas Esterases sejam
codificadas por genes estruturais € que, provavelmente, estao relacionadas & papéis
fisiologicos importantes para o organismo. Porém, a EST-1 foi encontrada somente no grupo

Controle, fato decorrente da possivel inibicio dessas regides esterasicas pelos produtos
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utilizados. Além disso, essa Esterase pode ser um biomarcador para estes tratamentos (Figura
).
A EST-4 ocorreu apenas nos tratamentos Captan 25% (1/4X) e 50% (1/2X) e no

Propargito 25% (1/4X) (Figura 8). Supde-se que essas Esterases estdo sendo produzidas na

tentativa de inibir tais defensivos, visto que o tempo de exposigiio foi maior.

A Figura 9 apresenta o zimograma das Esterases, com coloragio com B-naftil acetato
que ocorrem em operarias de 7etragonisca angustula submetidas ou ndo ao tratamento com o

fungicida Captan e o acaricida Propargito. Observa-se que:

e EST-1 ocorre no grupo Controle;

¢ EST-2 ocorre em todos os individuos (Controle e Tratados);

e EST-3 ocorre em todos os individuos (Controle e Tratados);

e EST-4 apenas nos tratamentos Captan 25% (1/4X) e 50% (1/2X)e Propargito 25%
(1/2X).

e EST-5 ocorre em todos os individuos (Controle e Tratados);

CAPTAN PROPARGITO
Controle 2X X 12X 114X 2X X 12X 18X
EST-1 -
EST-2 - - - - - - - - -
EST-3 - - - - - - - - -
EST-4 - - -
EST-5 - - - - - - - - -

Figura 9 : Zimograma representativo das regides esterasicas dos individuos de 7etragonisca angustula, tratados

com o fungicida Captan ¢ com 0 acaricida Propargito submetidos a coloragdo com B-naftil acetato.

Na analise do padrio de bandas esterasicas obtido apOs os tratamentos com os
inseticidas Deltametrina e Malation, foram detectadas seis regides com atividade esterasica
com o substrato o-naftil acetato (figura 10) e cinco regides esterasicas para o substrato B-naftil

acetato (Figura 12).



22

DELTAMETRINA MALATION

Controle 2X 1X 12X 1/4X 2X 1X 12X 1/4X

— W R Y

Figura 10: Perfil Esterasico de Tetragonisca angustula tratadas com Deltametrina ¢ Malation em gel de
poliacrilamida 12%, submetidos a coloragdo com o -naftil acetato.

Para o substrato o-naftil acetato, a EST-1 ocorreu apenas nos individuos tratados com
Malation (Figura 10), podendo estas ser utilizadas como biomarcador para o Malation. Além
disso, apesar de o Malation ser um forte inibidor de Esterases, nesse exemplo, essas
apareceram somente neste tratamento.

A EST-3 ocorre em todos os tratamentos, porém com maior intensidade no Grupo
Controle (Figura 10). A EST-4 aparece apenas no grupo Controle. A aplicagdo dos dois
inseticidas, em todas as concentragdes estudadas, provoca o desaparecimento total dessa
Esterase. Os produtos podem ter afetado diretamente a atividade desta enzima, ou essa
Esterase teria sido consumida na tentativa de metabolizar os defensivos. Esta Esterase pode
ser utlizada com biomarcador para a Deltametrina e o Malation. Em todas as amostras houve
diminuico na intensidade das bandas quando comparadas ao Grupo Controle (sem qualquer
tratamento) (Figura 10), reforcando a hipotese de que Esterases, de alguma forma, estdo
relacionadas aos inseticidas, assim como mostra os resultados com os tratamentos com O
fungicida Captan e o acaricida Propargite.

A EST-5 ocorre em todos os individuos com excegdo do tratamento com Malation nas
concentragdes de 100% (1X) e 200% (2X) das indicadas, provavelmente devido a alta dose do
defensivo utilizada.

A Figura 11 apresenta o zimograma das Esterases de individuos adultos T. angustula
submetidas ao tratamento com 0S inseticidas Deltametrina e Malation submetidas a coloragé@o
com o-naftil acetato.

Observa-se que:

e EST-1 ocorre apenas nos individuos tratados com o inseticida Malation.
e EST-2 ocorre em todos os individuos (Controle e Tratados);

e EST-3 ocorre no grupo Controle e no tratamento com 0 Malation nas concentragdes
de 25% (1/4X), 50% (1/2X) € 100% (1X).



23

e EST-4 apenas em individuos do Grupo Controle;
e EST-5 ocorre em todos os individuos com excecdo do tratamento com Malation nas
concentragdes de 100% (1X) e 200% (2X).

« EST-6 ocorre em todos os individuos (Controle ¢ Tratados);

DELTAMETRINA MALATION

Controle 2X X 12X 14X 2X X 12X 14X
EST-1 - - - -
EST-2 - - - - - - - - -
EST-3 - - - -
EST4 -
EST-5 - - - - - - -
EST-6 - - - - - - - - -

Figura 11: Zimograma representativo das regides esterasicas dos individuos de Tetragonisca angustula, tratados
com os inseticidas Deltametrina e Malation submetidos a coloragdo com o -naftil acetato.

O padrio de esterases apresentado com o substrato B-naftil acetato (Figura 12),

apresentou um perfil diferente do obtido com o substrato a-naftil acetato.

DELTAMETRINA MALATION

Controle 2X 1X 12X 174X X X 12X 14X

Figura 12: Perfil Esterdsico de Tetragonisca angustula tratadas com Deltametrina e Malation em gel de
poliacrilamida 16%, submetidos a coloragio com $ -naftil acetato.

Nos individuos Controle foram observadas quatro das cinco bandas: EST-1, EST-2,
EST-3 e EST-5 (Figura 12). A EST-1 ndo ocorreu nos individuos tratados com Malation.
Sugere-se que O tratamento tenha inibido essas enzimas e se tratar de um biomarcador para o

Malation. A EST-2 ocorreu em todos os individuos sendo a EST-3 ocorreu no grupo Controle
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e nos tratamento Malation 25% (1/4X), 50% (1/2X) e 100% (1X). Sendo sensivel portanto ao
inseticida Deltametrina.

A EST-4 esteve presente nos tratamentos Deltametrina 25% (1/4X) e 50% (1/2X) e
Malation 25% (1/4X), demonstrando que as demais ESTs foram inibidas devido as altas
concentragdes dos aditivos. Por fim, a EST-5 foi inibida nos tratamentos Deltametrina 50%
(1/2X) e 100% (1X) e Malation 25% (1/4X) e 50% (1/2X) (Figura 12), possivelmente devido
as altas doses utilizadas. Em todas as amostras do Grupo Tratado, houve uma diminui¢@o na
intensidade das bandas quando comparadas ao Grupo Controle (sem qualquer tratamento),
reforcando a hipotese de que Esterases, de alguma forma, estio sendo influenciadas pelo
inseticida (Figura 12).

A Figura 13 apresenta o zimograma das Esterases de adultos de T. angustula
submetidas ou ndo ao tratamento com os inseticidas Deltametrina e Malation submetidas a
colorag@o com B-naftil acetato.

Observa-se que:

e EST-1 ocorre no Grupo Controle e nos individuos tratados com o inseticida

Deltametrina.

e EST-2 ocorre em todos os individuos (Controle e Tratados);

e EST-3 ocorre apenas no grupo Controle e no tratamento com o Malation nas
concentracdes de 25% (1/4X), 50% (1/2X) e 100% (1X).

e EST-4 ocorre nos tratamentos com Deltametrina 25% (1/4X) e 50% (1/2X) e Malation

25% (1/4X);

e EST-5 ocorre nos tratamentos com Deltametrina 50% (1/2X) e 100% (1X) e Malation

25% (1/4X) e 50% (1/2X).

DELTAMETRINA MALATION
Controle 2X X 12X 14X 2X X 12X 14X
EST-1 - - - - -
EST-2 - - - - - - - - .
EST-3 - - - -
EST-4 - - -
EST-5 - - - - -

Figura 13: Zimograma representativo das regides esterasicas dos individuos de Tetragonisca angustula, tratados

com os inseticidas Deltametrina ¢ Malation submetidos a coloragdio com P-naftil acetato.
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3.3 Proteina Total

Os resultados obtidos do perfil eletroforético de proteina total de individuos T.
angustula tratados com o fungicida Captan ¢ o acaricida Propargito, em gel desnaturante 16%

(SDS-PAGE) (Figura 14), mostram pequena variagdo entre os tratamentos e controle.

CAPTAN PROPARGITE
M Controle 2X 1X 12X 1/4X 2X 1X 12X 1/4X

15040 e
- ——— ——
bid%|

]

59

RTs

25

20

15

nnslp-

Figura 14: Perfil eletroforético de proteina total de 7. angustula tratadas com Captan e Propargito em gel de
poliacrilamida 16% (SDS-PAGE) corado com Comassie Blue R250. As setas indicam bandas diferencialmente
expressas, sendo as vermelhas, bandas com expressio diferente nos individuos ¢ a verde, bandas dose-
dependentes. M: Marcador de alto peso molecular SDS-7H Kaleidoscope Prestained Standards, pesos entre
10KDa ¢ 250KDa.

O peso molecular das proteinas diferencialmente expressas (Tabela 9) foi
determinado usando o Marcador de Alto Peso Molecular como referéncia e de acordo com
Weber e Osborn (1969). Ha uma variagéo de 5% a 10% do peso calculado para o peso real

das proteinas.

Tabela 9: Peso molecular a partir do método de Weber € Osborn (1969).

Banda no gel/Proteina 1 I it

Peso Molecular Calculado 200 KDa 14 KDa 12 KDa
Aproximado

O padrio protéico referido como banda I no gel, com o peso aproximado de 200 KDa,

ocorreu apenas nos tratamentos 1X Deltametrina ¢ 2X Malation, provavelmente tendo sido
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produzidas devido ao estresse quimico que a abelha sofreu na tentativa de metabolizar os
inseticidas.

No padrdo referido como II, com peso aproximado de 14 KDa, foi encontrado no
grupo Controle e no tratamento Captan, porém ndo ocorreu no tratamento Propargito,
entretanto foi observada uma diminui¢do da intensidade, mostrando se tratar de um padrao
protéico dose-dependente.

As bandas referidas como III, peso aproximado 12KDa, foram encontradas apenas no
grupo tratado com o fungicida Captan, com excegio da concentragdo de 25%, como
recomenda o fabricante. Supde-se que as proteinas encontradas nesse padréo protéico tenham
sido produzidas como resposta a toxicidade que o fungicida exerce sobre a abelha.

Os resultados obtidos do perfil eletroforético de proteina total dos tratamentos com 0
os inseticidas Deltametrina e Malation em T. angustula, em gel desnaturante, apresentaram
pequena variagdo entre os tratamentos em algumas proteinas, porém demonstra significativa

diferenga entre os tratamentos e o Controle (Figura 15).

DELTAMETRINA MALATION
M Controle 2X X 12X 1/4X 2X X 12X 1/4X

2500 k “ 1

% 5 .- i “
153 -
- l“ ~——
it e
7 v
]
¥
25
2l

Figura 15: Perfil eletroforético de proteina total de Tetragonisca angustula tratadas com Deltametrina e
Malation em gel de poliacrilamida 16% (SDS-PAGE) corado com Comassie Blue R250. As setas indicam
bandas diferencialmente expressas, sendo as vermethas, bandas com expressio diferente nos e a verde, bandas
expressas em concentragdes diferentes. M: Marcador de alto peso molecular SDS-7H Kaleidoscope Prestained
Standards, pesos entre 10KDa e 250KDa.

O peso molecular das proteinas diferencialmente expressas (Tabela 10) foi

determinado usando o Marcador de Alto Peso Molecular como referéncia e de acordo com



27

Weber e Osborn (1969). Ha uma variagdo de 5% a 10% do peso calculado para o peso real

das proteinas.

‘T'abela 10: Peso molecular a partir do metodo de Weber € Usborn (1969).

Banda no gel/Proteina 1 I m v A\

Peso Molecular Caleulado 200KDa 185KDa 140KDa 125KDa 90 KDa
Aproximado

A partir da figura 15, podemos perceber que a diferenca significativa reside nc padrédo
de algumas bandas presentes no Grupo Controle, representados pelos algarismos, L, IL, III, IV
e V. O desaparecimento deste padrdo de bandas nos grupos tratados pode ter ocorrido pelo
fato de que estes inseticidas degradam ou influenciam a produgdo destas proteinas.

Todas as concentragdes dos produtos Captan, Propargite, Decis, Malation, acima do
recomendado ou abaixo deste, interferiu na produgdo de proteinas na abelha Terragonisca
angustula, demonstrando que os inseticidas analisados sdo bastante agressivos para este

organismo.

3.4 Teste do Cometa

Através da Figura 15, podemos perceber os seguintes resultados: A: Cometa de cabeca
intacta, sem halo de difusdo periférica e sem cauda (sem dano em DNA). B: Tratado.
Inseticida Deltametrina no dobro da concentragdo recomendada. Cometa de cabeca intacta,
ténue halo de difusdo discreta e sem cauda (sem dano em DNA). C: Demais tratamentos
(Captan, Propargito, Deltametrina e Malation). Cometas de cabega intacta sem halo de difusdo
periférica e sem cauda (sem dano em DNA).

Neste estudo ndo foram encontrados indices significativos de danos do DNA em ceélulas
dos individuos dos grupos Tratado e Controle com os defensivos (Figura 15). A partir dos
resultados, pode-se inferir que os produtos utilizados neste estudo e nas condigdes da
aplicacdo, ndio sdo agentes genotoxicos, nas concentragdes utilizadas, para a abelha 7.

angustula.



28

A B C

Figura 16: Efeitos da voltagem de eletroforese sobre cometas. Cometas obtidos apos 30 minutos de eletroforese,
pH>13,a25Ve 300mA, corados por brometo de etideo e observados em microscopio Gtico de fluorescéncia. A:

Grupo Controle; B: Deltametrina 2X; C: Demais tratamentos.

Sobre isso, podemos supor também que ndo ocorreu nenhum dano no DNA devido ao
pouco tempo de exposigao dos tratamentos, ja que a morte mais tardia foi de 5:20 horas ou

que tenha ocorrido reparagao do DNA antes de sua analise.



29

4 CONCLUSAO

Os testes realizados para a verificagdo da atividade de inseticidas, fungicidas €
acaricidas utilizados na cultura do morangueiro sobre a abelha Tetragonisca angustula

demonstraram que:

1. Os defensivos agricolas analisados tém grande influéncia fisiologica na abelha
Tetragonisca angustula na produgdo € destrui¢do de enzimas e outras proteinas. Além disso,
os produtos utilizados matam as abelhas em diferentes variagbes de tempo, € €SSeS

relativamente baixos.

2- O fungicida e 0 acaricida, que teoricamente néo teriam influéncia nos insetos, eliminaram

as abelhas em um tempo considerado baixo (30 minutos) e ainda modificou © perfil protéico.

3- Pode-se ressaltar também que as baixas concentragdes utilizadas dos inseticidas, 25% e
50% do recomendado pelo fabricante, tiveram grande influéncia em producdo de proteinas €

no intervalo de morte dos individuos

4- Nio foram encontrados indices significativos de danos do DNA em células nos

tratamentos.

5. Faz-se necessario o estudo de métodos alternativos, como agricultura organica e utilizagdo
de controles biologicos, que visam a diminuigdo da utilizagio desses produtos nas lavouras

para manter 0 equilibrio entre 0 controle de pragas € a produtividade.
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