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APRESENTACAO

A busca por novos conhecimentos nas Ciéncias Agrarias é uma
prioridade, atualmente, tendo em vista ser esta uma ampla e difundida area que
abrange diversas vertentes de importancia para a humanidade. Aprofundar os
conhecimentos nessa ciéncia, por meio de estudos sistematicos e pesquisas
avancadas, proporciona avancos no conhecimento cientifico e o alcance de
resultados e solu¢des sustentaveis que beneficiam a toda populagao.

Estratégias de comunicacgéo entre o meio cientifico e o publico, necessitam
de constantes atualizag¢des, para que as informagdes possam ser acessiveis e
objetivas, e as problematicas atuais solucionadas.

O livro “Estudos Sistematicos e Pesquisas Avancadas 2”, apresenta,
como principal objetivo, a disseminacédo de resultados, gerados através de
pesquisas avancadas e inovagbes, com temas amplos e importantes para
melhor compreensdo dos desafios e oportunidades que sdo encontradas na
grande area de Ciéncias Agréarias. Sao dezessete capitulos com informacdes
de qualidade e diferentes perspectivas, sob olhar de pesquisadores, populagédo
agréria e do publico de modo geral.

Os organizadores e a Atena Editora agradecem aos autores por
compartilharem suas pesquisas por meio do presente E-book, contribuindo para
a difusdo do conhecimento cientifico.

Uma excelente leitura!

Julio César Ribeiro
Carlos Anténio dos Santos
Amanda Santana Chales
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RESUMO: A abelha Tetragonisca angustula
€ um polinizador indispensavel na cultura do
morango, pois aumenta significativamente
sua produgdo, porém, ndo se sabe qual
a influéncia dos defensivos agricolas
utilizados para o controle de pragas no
morangueiro sobre essa abelha. Este
trabalho teve como objetivo verificar, por
meio de técnicas de biologia molecular, a
ocorréncia de alteragdes na expressao de
proteinas da abelha Tetragonisca angustula,
provocados pela utilizagdo de produtos
agricolas utilizados na cultura de morangos,
danos no DNA a partir da exposicao dos
produtos e a taxa de mortalidade em cada
concentragcéo dos defensivos. Para isso foi
utilizado o método de bioensaio de contato
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residual e ap6s a exposi¢ao aos defensivos agricolas, as abelhas foram separadas de acordo
com o tratamento e concentragédo e, em seguida, processadas para teste de verificagao do
efeito dos defensivos agricolas por meio de enzimas Esterases, pela andlise do Padrdo
Protéico e pelo Teste do Cometa. Foi possivel verificar que os produtos analisados, Captan
(fungicida), Propargite (acaricida), Deltametrina (inseticida) e Malation (inseticida), em
concentragdes diferentes, tiveram grande influéncia fisioldégica, pois, mataram as abelhas
em curto tempo, influenciaram o perfil de protéinas e outras enzimas importantes para esta
abelha (esterases), porém néo se detectou pelo método empregado, degradacao de DNA.
Com isso, faz-se necessario estudos alternativos que visam a diminuigédo da utilizagcdo desses
produtos nas lavouras para manter o equilibrio entre Controle de pragas e produtividade, haja
vista que este polinizador é indispensavel para o aumento da produtividade de morangos.
PALAVRAS-CHAVE: Morango; Defensivos agricolas; Teste do Cometa; Esterases; Proteina
Total.

EFFECTS OF AGRICULTURAL DEFENSIVES USED IN STRAWBERRY
CULTURE ON THE BEE TETRAGONISCAANGUSTULA

ABSTRACT: The bee Tetragonisca angustula is a pollinator that will increase your strawberry
crop, because significantly, however, it is not known what influence the pesticides used
to control pests in strawberry have on this bee. This work aimed to control, by means of
molecular biology techniques, the occurrence of alterations in the expression of proteins of the
Tetragonisca angustula bee, caused by the use of agricultural products used in the cultivation
of strawberries, DNA damage from the exposure of the products and the mortality rate at each
concentration of pesticides. For this, the residual contact bioassay method and the exposure
to pesticides were used, as the bees were separated according to the treatment and then
processed to test the effect of pesticides on the means of Esterases enzymes, by analysis
of the Protein Pattern and by the Comet Test. It was possible to verify the tested products,
Captan (fungicide), Propargi possible (acaricide), Deltamethrininsecticide) and Malathion
(insecticide), in different, killed great automatic influence, because they changed the control
profile proteins and other important enzymes for this bee (esterases), but DNA degradation
was not detected by the method used. Thus, alternative studies are needed to increase the
use of products in crops to maintain the balance between pest control and productivity, given
that this pollinator is essential to increase strawberry productivity.

KEYWORDS: Strawberry; Pesticides; Comet Test; Esterases; Total Protein.

11 INTRODUGAO

A importédncia da polinizagcdo em ecossistemas agricolas € bem conhecida
(MCGREGOR, 1976; CORBET et al., 1991; FREE, 1993; ROUBIK, 1995, KLEIN et al.
2007, KREMEN et al., 2002; MORANDIN; WINSTON, 2005; GREENLEAF; KREMEN, 2006;
WINFREE et al., 2007, 2008). Porém, nos agroecossistemas os polinizadores estdo sob
stress severo, devido em grande parte, a agao dos agrotdxicos usados indiscriminadamente
nas culturas. Apesar de sabido, que o uso desses polinizadores ser rentavel para o aumento
e manutencao da produtividade agricola, a abundéancia e diversidade de abelhas silvestres
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estdo em declinio e algumas espécies estao claramente em risco de extingéo.

Connor e Martin (1973), avaliando a polinizagdo de 11 cultivares de morango,
concluiram que a autopolinizacdo espontanea foi responsavel por 53% dos aquénios
fecundados; a acéo do vento elevou este valor para 67% (autopoliniza¢do + a¢do do vento)
e a polinizacéo por insetos, para 91% (autopolinizacéo + insetos). Outros autores como
Couston, (1991); Svensson, (1991); Zebrowska, (1998); Braga (2001), e Godoy e Barros
(2004) em diversos cultivares de morango, obtiveram um acréscimo da ordem de 35 a 85%
na producao de frutos em termos de peso fresco e uniformidade, quando os insetos nao
foram impedidos de polinizarem as suas flores.

Segundo Malagodi-Braga (2004) e Antunes, et al. (2007), as abelhas Tetragonisca
angustula, comumente chamada jatai, distribuindo-se na regido neotropical desde a
Argentina até o México e ocorrendo em todo o territério brasileiro, € um dos polinizadores
mais abundantes nas flores do morangueiro, na qual, deve estar associada a grande
plasticidade.

Neste sistema, predominante em que vem sendo cultivado o morangueiro
utilizam-se altas cargas de agrotdxicos, deixando-o entre as quatro hortalicas campeas
em contaminacdo por estes produtos, citadas no Relatério do Programa de Analise de
Residuos de Agrotdxicos em Alimentos de 2009 da ANVISA (ANVISA, 2010).

A avaliagéo e a contribuicéo de possiveis efeitos subletais de pesticidas nas abelhas
tém sido objeto de discussédo por cientistas e 6rgaos reguladores (THOMPSON; MAUS,
2007). Aliado a esse estudo, as alteracdes na expressao proteinas e de isoenzimas como
as esterases, que estariam atuando no metabolismo de xenobibticos das abelhas, é mais
uma das maneiras de se utilizar esses insetos como bioindicadores.

Torna-se fundamental o estudo dos agrotéxicos sobre as abelhas, posto que o
agricultor deve saber selecionar e aplicar produtos fitossanitarios, de forma tal que controle
as pragas e as doengas, sem colocar em risco a sobrevivéncia dos insetos benéficos. A
maioria dos rotulos de pesticidas apresenta as recomendacgdes de uso com relagdo as
abelhas, e testes com abelhas séo exigidos para o registro de todos os produtos. Entretanto,
os testes séo feitos somente para a abelha Apis Mellifera e principalmente para inseticidas.

Pela importancia das abelhas sem ferréo e da obtencado de bioindicadores para a
contaminagdo ambiental por defensivos agricolas, este trabalho teve como objetivo avaliar
a sensibilidade da espécie Tetragonisca angustula, por meio da andlise da ocorréncia de
alteragdes na expresséo de proteinas e isoenzimas esterases, danos no DNA e a taxa de
mortalidade em diferentes concentragdes dos defensivos utilizados na cultura de morangos.
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21 MATERIAL E METODOS

2.1 Material biolégico

Foram utilizadas abelhas operarias adultas (peso médio de 5 mg) de Tetragonisca
angustula, capturadas na entrada de uma colméia localizada no meliponéario Uberlandia
(Uberlandia - MG - Brasil — 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 a entrada da colméia de modo que as operarias que saiam da col6nia passavam

diretamente para o referido frasco.

2.2 Defensivos agricolas

Orthocide 500 EC (Captan), Omite 720 EC (Propargito), Malathion 500 CE
(Malation) e Decis 25 CE (Deltametrina). Os quatro compostos foram utilizados para avaliar
a toxidade aguda, segundo as concentragbes recomendadas pelos fabricantes, no dobro
da concentragédo e em mais duas diluigbes: 4,8; 2,4; 1,2 e 0,6 g/l para o Captan; 0,6; 0,3;
0,15 e 0,075 g/L para o Propargito; 4; 2; 1; 0,5 ml/l para o Malation e 50, 25, 15 e 7 g/L para
a Deltametrina. Baseado em estudos prévios (MACIEIRA; HEBLING-BERALDO, 1989;
BATISTA et al. 1975; BALESTIERI 1989; MORAES et al., 2000; Roétulo dos produtos) e
testes preliminares com seis diluicdes (fator 1:10) para reconhecer a faixa das doses onde
héa resposta, determinarmos a Dose Letal média (DL50) nas seguintes concentragcbes do
ingrediente ativo: 60, 80, 100, 120, 200 mg/abelha para o Captan; 60, 100, 150 e 250 mg/
abelha para o Propargito; 0,01; 0,02; 0,04; 0,06 mg/abelha para o Malation e 0,10; 0,20;
0,30; 0,40 mg/abelha para a Deltametrina.

2.3 Protocolo de Exposicéao.

As abelhas foram anestesiadas com gas carbénico (CO,), suficiente apenas para
que fossem manipuladas e, posteriormente, colocadas em placas de Petri de 100x20
mm, forradas com um circulo de papel de filtro quantitativo de 8,0 cm de didmetro, a uma
temperatura e umidade relativa médias de 24,3°C e 82,4%, respectivamente. 1ml de cada
concentracao/defensivo foi pulverizado em cada placa contendo as abelhas. Posteriormente,
em cada placa foi colocado um alimentador, o qual consistiu em um pequeno recipiente
contendo solugéo de sacarose 30%.

Os bioensaios de caracterizagdo toxicolégica foram compostos por 3 repeticdes
para cada tratamento. Cada repeticdo foi constituida por uma placa como testemunha
(pulverizadas com agua destilada) e uma placa por concentragdo. Grupos de 5 abelhas
foram preparados para cada concentragéo dos defensivos e para o grupo Controle, sendo
75 abelhas para cada tratamento, totalizando 600 para todo o experimento. O periodo
analisado foi de 24 e 48 horas e ao final, registrou-se a taxa de mortalidade em cada
concentracdo dos defensivos agricolas e no Controle. Foram consideradas mortas, as
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abelhas sem movimento durante a leitura do teste.

2.4 Analises Estatisticas

A concentracédo-mortalidad (DL50) foi estimada pelo procedimento Probit utilizndo
o programa SAS (SAS Institute, 1997) Ajustes foram feitos para o controle de mortalidade
usando a correcao Abbott (ABBOTT, 1925).

2.5 Padrao de Proteina Total

As abelhas foram trituradas em nitrogénio liquido, sendo, em seguida, solubilizados
em tampéao de extragédo (Tris-HCI 0,02M pH 7,2; sacarose 0,25M; EGTA 0,002M e EDTA
0,01M) e submetidos a centrifugagéo a 15.000g por 20 minutos a 40C. O sobrenadante foi
coletado e a dosagem proteica realizada pelo método de Bradford (1976). O perfil proteico
foi analisado por SDS-PAGE em gel de separacéo 16% com o gel de empilhamento a 7%.
Foram aplicados 15ug de proteina total para cada amostra. A separacéo eletroforética dos
polipeptideos foi conduzida em tampéao 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
solucdo de Coomassie Brilhant Blue R250 0,125%, metanol 50% e acido acético 10%,
sendo descorados em solugédo de metanol 10% e acido acético 12,5%.

2.6 Isoenzimas Esterases

As abelhas foram solubilizadas em nitrogénio liquido solubilizado em 400ul de
tampédo de amostra (fosfato de sodio 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 centrifugacdo a 10.000rpm por 10 minutos a 4° C e, posteriormente, coletados os
sobrenadantes. A dosagem de proteinas foi realizada com base no principio proteina-
corada, de acordo com Bradford (1976). Foram aplicados 100pug de cada amostra em
gel de poliacrilamida nativo para analise e preparados mini-géis de separacdo 12% nao
desnaturantes que foram submetidos a uma pré corrida de 1h a 150V e, posteriormente,
a 200V por 3h. As atividades das alfa e Beta esterases foram visualizadas nos géis como
bandas de coloragéo preta e vermelha, indicando a hidrolise preferencial do alfa ou do beta
naftil-acetato, respectivamente.

2.7 Teste do Cometa

O Teste Cometa em pH alcalino foi realizado como descrito por Singh e colaboradores
(1988) com pequenas modificacdes para a extragdo do contetdo celular (HARTMANN;
SPEIT, 1997). As células foram analisadas em microscopio 6ptico de fluorescéncia Polyvar
da 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.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido ao tamanho da abelha utilizada neste estudo, o que dificultou a aplicagao
topica de 1 ml da solugéo-teste no pronoto ou térax, como a maioria dos protocolos sugere
(GRAVES; MACKENSEN, 1965; EUROPEAN; MEDITERRANEAN PLANT PROTECTION
ORGANIZATION, 1992), utilizamos os mesmos 1 ml/abelha por placa, entretanto por meio
de pulverizador manual. Apesar disso, podemos verificar que, 0 modo de aplicagédo dos
defensivos por pulverizacdo néo trouxe diferengas significativas para quantificar a dose
letal nas abelhas (STUCHI; 2009; BATISTA et al., 1975; BALESTIERI; 1989), revelando que
o local de aplicag@o néo interfere na toxicidade dos produtos.

A taxa de mortalidade foi alta (>99%) para os inseticidas e média (50%) para os
demais produtos (Tabela 1).

Captan Propargite Malation Deltame trina
Doses Mortabdade Tempo de Morte  Doses Mortaldade Tempo de Morte Doses Mortalidade Tempo de Morte  Dioses Mortahidade Tempo ae Morte
Primeira  Ulrima Primeira Ultima Primeira Ultima Primeim  Utims
48gL 2024 140 - 06eL 1424 230 - 2zl 2424 022 043 S0gT 244 034 054
24g1* 1524 150 - 03gl* T4 320 - 1gL* 2424 034 056 Bgl* 24724 056 135
12z1L 824 315 - 015 424 555 - 03gL 24724 042 122 63gL 24724 117 40
06s1 2124 515 - 0075g1T 74 2035 - 02501 2424 121 225 33501 22/ 1:51

Tabela 1. Taxa de mortalidade e tempo de morte das operarias de T. angustula, submetidas aos
defensivos agricolas. *Concentracbées recomendadas pelo fabricante para o controle de pragas no
morangueiro.

As abelhas T. angustula foram mortas em curto espaco de tempo nas concentracdes
recomendadas pelo fabricante (*), mesmo quando tratavam-se de produtos inespecificos
para o controle de insetos praga, como o acaricida e fungicida.

O Inseticida Malation foi o produto mais toxico (DL50 0,017 mg/abelha) (Tabela
3). Moraes et al. (2000) avaliaram a toxicidade de alguns inseticidas para Scaptotrigona
tubiba, os autores observaram que essas abelhas apresentaram-se mais suscetiveis ao
malation (DL50 >0,04mg/abelha) do que Trigona spinipes (DL50 0,26 mg/abelha) (Macieira
e Hebling-Beraldo, 1989) e A. mellifera (0,018mg/abelha) (BATISTA et al., 1975).

Captan Propargite Malation Deltame trina
Doses Mortalidade Doses Mortalidade Doses Mortalidade Doses Mortalidade

Controle 0/25 Controle 0/25 Controle 0/25 Controle 0/25
10 0/25 5 0/25 0.001 0/25 0.05 0/25

50 3/25 20 3/25 0.01 4/25 0.1 2/25

85 11/25 50 9/25 0.02 18725 0.3 7/25

130 18/25 80 15/25 0.04 25/25 0.5 16/25
200 25/25 120 25/25 0.06 23/25 0.7 2224

Em comparagdes interespecificas, S. fubiba (peso médio de 12,3 mg) apresentou-
se mais susceptivel ao malatiom (DL50 > 0,04 mg/abelha) do que Trigona spinipes (Fabr.)
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(DL50 de 0,26 mg/abelha) (MACIEIRA; HEBLING-BERALDO 1989) e A. mellifera (0,18 mg/
abelha) (BATISTA et al. 1975), mas foi mais tolerante do que Nannotrigona testaceicornis
testaceicornis (Lepeletier) (0,03 mg/abelha com) e Tetragonisca angustula (Latreille) (0,02
mg/abelha) (Balestieri 1989) e Morais et al., 2000 com 0,04 mg/abelha, confirmando os
resultados aproximados encontrados nesse trabalho.

Para a Deltametrina, encontramos indices moderadamente toxicos para as abelhas,
com DL50 58,30 mg/abelha. Confrontando os resultados, outros trabalhos verificaram
a influéncia desse defensivo em abelhas. Abramson et al. (1999) ao testar o efeito de
deltametrina em abelhas Apis Mellifera verificaram que, o fornecimento via oral desse
defensivo ndo provocou alta mortalidade em abelhas, mas provocou efeito subletal em
baixas concentracdes, como hiportemia e perda de sentido, impossibilitando o retorno a
colénia.

Sarto (2009), também testou o inseticida deltametrina via topica, e observou que
esse inseticida em baixas concentragcdes mostraram-se atoxicos para as espécies Melipona
quadrifaciata (DL50 129,60 mg/abelha) e A. mellifera (DL50 112,20 mg/abelha). Entretanto,
Chauzat et al., (2006), verificaram que o inseticida deltametrina possui elevada toxicidade
para abelhas A. mellifera. Entretanto, nesse estudo foram encontrados indices menores
que encontrados em outras espécies de abelhas, o que pode ser confirmado com outros
trabalhos como de Morais et al. 2000, que encontrou o indice de 0,73 mg para a abelha
em questao.

Em relacdo ao acaricida Propargito encontramos indices levemente toxicos DL 87,3
mg/abelha e ndo téxicos para o fungicida Captan DL > 100 mg/abelha. Nao foi possivel
elaborar comparagdes inter e intraespecificas devido a auséncia de dados disponiveis
na literatura. Entretanto, Atkins et al. (1981) ao avaliarem a toxicidade de 39 produtos as
abelhas (Apis mellifera) verificaram que produtos a base de Captan microencapsulado foram
extremamente téxicos quando fornecido a larvas, dando origem a adultos deformados,
contradizendo o rétulo do fabricante, que afirma que produto ndo apresenta toxicidade a
abelhas.

Foram detectas algumas diferencas no perfil em relagédo ao nUmero de isoenzimas
esterases, padrao de migracgéo e afinidade ao substrato de acordo com a concentragéo nos
diferentes defensivos utilizados. O nimero de regides com atividade esterasica variou, em
alguns casos, de acordo com o defensivo utilizado, bem como a concentragao

Na anaélise do padrdo de bandas esterasicas obtido através do tratamento com o
fungicida Captan e o acaricida Propargite, quando os géis foram submetidos a coloracéo
a-naftil-acetato, foram detectadas seis regides com atividade esterasica, sendo cinco
apenas nos tratamentos, porém, apenas duas bandas diferencialmente expressas, a EST-
3 presente apenas nos individuos tratados com Captan nas concentragdes 25% e 50%, e a
EST-5 presente apenas no Grupo Controle, foram detectadas (Tabela 2).
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A B

EST1 EST2 EST3 EST4 ESTS ESTH EST1 EST2 EST3 EST4 ESTS
Controle - - - - Controle - - - -
Captan 2x - - Captan 2X - - -
Captan 1% - - Captan 1X - - -
Captan 172% - - - Captan 1/2X - - - -
Captan 14X - - - Captan 174X - - - -
Propargito 2X - - Propargito 2X - - -
Propamoito 14 - - Propargito 1X - - -
Propargito 172X - - Propargito 1/2X - - -
Propargito 1/4X - - Propargito 1/4X - - - -

Tabela 2. Zimograma representativo das regides esterasicas dos individuos de Tetragonisca angustula,
tratados com os inseticidas Deltametrina e Malation submetidos a coloragcdo com a -naftil acetato (A) e
ao B -naftil acetato (B).

A EST-3 foi encontrada apenas nesse tratamento devido, provavelmente, ao maior
tempo de exposicdo ao fungicida, o que influenciou a produgdo dessas enzimas para
combater o produto, podendo referir-se como biomarcador de baixas concentragdes para
o Captan.

A aplicacédo de Captan e Propargite, em todas as concentra¢des estudadas, provoca
0 desaparecimento total do padrdo esterasico denominado EST-5, que ocorre apenas
no Grupo Controle. E possivel levantar duas hipéteses: os produtos podem ter agido
diretamente sobre essa enzima, ou essa Esterase teria sido consumida na tentativa de
metabolizar os defensivos.

As EST-2, EST3 e EST5, encontradas no gel no gel de poliacrilamida submetido
a coloragéo B-naftil acetato para os tratamentos com Captan e Propargite, ocorreram
em todos os individuos, demonstrando, portanto, a nao influéncia desses defensivos
nessas Esterases (Tabela 3). Supde-se que essas esterases sdo codificadas por genes
estruturais e que provavelmente estao relacionadas a papéis fisiolégicos importantes para
0s organismos nos quais foram encontradas. Porém, a EST-1 foi encontrada somente
no grupo Controle, fato decorrente da possivel inibicdo dessas regides esterasicas pelos
produtos utilizados. A EST-4 ocorreu apenas nos tratamentos Captan 25% e 50% e no
Propargite 25%. Supde-se que essas Esterases estdo sendo produzidas na tentativa de
inibir tais defensivos, visto que o tempo de exposi¢ao foi maior.

A B
EST1 ESTZ ESTS  EST4  ESTS EST1_ EST2 EST3 EST4 ESTS

Conirole - - - - Conirole - - - -

Deltametring 2X - - _Deltametrina 2X - -

Deltamening 1% - = Deltametrina 1X - - -
“Deltameting 1124 - - - “Deftametning - - - -
_Deltametrina 1/4X - - - _ Deltametrina 1/4X - - -

Malation 2 - Malation 2X -

_Malation 1X - - _Malation 1X -
_Malation 172X - - - _Malation 1/2X - -

Malation 1/4X - - - - Malation 174X - - -

Tabela 3. Zimograma representativo das regides esterasicas dos individuos de Tetragonisca angustula,
tratados com os inseticidas Deltametrina e Malation submetidos a coloragdo com a -naftil acetato (A) e
ao B -naftil acetato (B).
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Emtodas as amostras houve reduc¢éo na intensidade das bandas quando comparadas
ao Grupo Controle (sem qualquer tratamento), reforcando a hipotese de que Esterases, de
alguma forma, estéo relacionadas aos inseticidas, assim como mostra os resultados com
os tratamentos com o fungicida Captan e o acaricida Propargite.

Hashimoto et al. (2003), utilizaram extratos de operarias adultas de Apis mellifera
submetidas a eletroforese, para verificar a agéo do inseticida thiamethoxam sobre as
esterases, ap0s 24 horas de sua aplicacdo por contato, eles puderam verificar que as
esterases 1,2,3,4 e 5 tiveram suas atividades parcialmente inibidas, concluindo que, a
alterac@o dessas regides pode ser usada como indicadores da presenga de residuos do
inseticida estudado.

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

A partir da analise do gel de poliacrilamida, corados com o substrato B-naftil acetato,
sugere-se que a EST-1, ausente nos individuos tratados com Malation, tenham sido inibidas
por tal tratamento sendo, portanto, biomarcadores para o Malation. A EST-3 ocorreu no
grupo Controle e nos tratamento Malation 25%, 50% e 100%. Sendo sensivel, portanto, ao
inseticida Deltametrina (Tabela 4).

A EST-4 esteve presente nos tratamentos Deltametrina 25% e 50% e Malation 25%,
demonstrando sensibilidade de enzimas em baixas concentracdes dos aditivos. Por fim,
a EST-5 foi inibida nos tratamentos Deltametrina 50% e 100% e Malation 25% e 50%,
possivelmente devido as altas doses utilizadas. Em todas as amostras do Grupo Tratado,

houve uma diminuigcéo.

Esterases DMalation Sulfato de eserina  p-CMB Classificacio
EST-3 - - - Acetilesterase
EST-4 + - + Carboxilesterase

Tabela 4. Atividade e classificag@o das esterases com a utilizacéo de inibidores em T. angustula.

Os resultados obtidos através da analise dos padrdes eletroforéticos das proteinas
mostraram variag@o da expressao de proteinas entre abelhas néo tratadas e tratadas com
o fungicida Captan e o acaricida Propartite (Figura 1).

O grupo Tratado apresentou expressao mais intensa dos polipeptideos de pesos
moleculares aproximados, 220 kDa, 14kDa e 12kDa. Mecanismos fisiol6gicos da abelha,
na tentativa de sobreviver a esses tratamentos podem ter ativado os genes que codificam
para essas proteinas (Figura 1).
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Figura 1. Perfil eletroforético de proteina total de T. 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 expresséo exclusiva no individuo e a
verde, bandas dose-dependentes. Controle; M:Marcador de alto peso molecular SDS-7H Kaleidoscope
Prestained Standards, pesos entre 10KDa e 250KDa.

O padréo proteico referido como banda | no gel, com o peso aproximado de 200
KDa, ocorreu apenas nos tratamentos 1X Captan e 2X Propargite, provavelmente tendo
sido produzidas devido ao estresse quimico que a abelha sofreu na tentativa de metabolizar
os inseticidas, devido as altas concentragdes e o tempo de exposi¢ao.

No padréo referido como 1l, com peso aproximado de 14 KDa, foi encontrado no
grupo Controle e no tratamento Captan, porém nado ocorreu no tratamento Propargite,
entretanto foi observada uma diminuigdo da intensidade, demonstrando se tratar de um
padrao protéico dose-dependente, que diminui a expressao traducional desses proteinas,
de forma decrescente em relagdo a concentrag@o, quando expostas ao fungicida Captan.

As bandas referidas como lll, peso aproximado 12KDa, foram encontradas apenas
no grupo tratado com o fungicida Captan, com exceg¢ado da concentragcao de 25%, como
recomenda o fabricante. Supbe-se que as proteinas encontradas nesse padrao protéico
tenham sido produzidas como resposta a toxicidade que o fungicida exerce sobre a abelha,
haja vista que, este perfil ndo foi encontrado no Grupo Controle e a baixa concentragao
de 25% de Captan néao foi suficiente para influenciar na producéo destas proteinas. Essas
variagcdes na expressao dos polipeptideos refletem acéo do Captan e Propargite alterando
o0 metabolismo desses insetos.

O Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de abelhas tratadas com
os inseticidas Malation e Deltametrina, demonstram bandas diferencialmente expressas
encontradas no Grupo controle, porém houve estabilidade nos padrdes de bandas das
proteinas em todos os tratamentos (Figura 2). As cinco bandas especificas encontradas
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nesse grupo, denominadas I, Il, Ill, IV e V, com pesos moleculares aparentes de 200 KDa,
185 KDa, 140 KDa, 125 KDa e 90 KDa, demonstram que o desaparecimento deste padréo
nos grupos tratados ocorreu devido a grande influéncia dos produtos na producéo destas
proteinas, em que estas tiveram sua expressao suprimida e que houve degradacéo pos-
traducional. E importante salientar que, todas as concentracdes desses produtos, acima
do recomendado, ou abaixo deste, interferiram no perfil protéico na abelha Tetragonisca
angustula, demonstrando que os inseticidas analisados sdo bastante agressivos para este
organismo, independente das concentragdes utilizadas.

DELTAMETRINA MALATION

M Comtrade IX X 11X 14X X 1X 12X 114X

Figura 2. 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 vermelhas, bandas com expressao exclusiva no
individuo e a verde, bandas expressas em concentragdes diferentes. M: Marcador.

Nossos resultados ndo apontaram efeito toxico a partir do Teste Cometa (Figura
3), podendo inferir que os produtos utilizados neste estudo, ndo sdo agentes genotoxicos,
nas concentragoes utilizadas, para a abelha Tetragonisca angustula. Sobre isso, podemos
supor também que, a nao ocorréncia de nenhum dano ao DNA pode ter sido devido ao
pouco tempo de exposicdo dos tratamentos, como referem (D. PRA et al., 2006), ja que
todo o experimento foi de apenas 24h e no caso dos inseticidas, a morte mais tardia foi
aproximadamente em 3 horas depois da aplicagdo, tempo insuficiente para ocorréncia de
degradacao do DNA. O ensaio cometa nédo prevé necessariamente o potencial mutagénico
das substancias testadas, uma vez que detecta alteragdes no DNA que podem ou nédo ser
reparadas eficientemente.
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Figura 3. Cometas obtidos apés 30 minutos de eletroforese, pH >13, a 25V e 300mA, corados por
brometo de etideo e observados em microscépio 6tico de fluorescéncia. A:Controle. Cometa de cabeca
intacta, sem halo de difuséo periférica e sem cauda. B:Tratado. Inseticida Deltametrina no dobro da
concentragcdo recomendada. Cometa de cabegca intacta, ténue halo de difusdo discreta e sem cauda.
C:Demais tratamentos (Captan, Propargito, Deltametrina e Malation). Cometas de cabeca intacta sem
halo de difuséo periférica e sem cauda.

De acordo com os todos os resultados, pOde-se perceber que os defensivos
agricolas analisados tém grande influéncia fisiologica na abelha Tetragonisca angustula
na producao e destruicdo de enzimas e outras proteinas. Como designados, os inseticidas
mataram as abelhas rapidamente, mas o surpreende € que o fungicida e o acaricida, que
teoricamente néo teriam influéncia nos insetos, comecou a matar as abelhas em um tempo
considerado baixo para as concentracées (1:50 minutos para o Captan e 3:20 minutos para
o Propargite) e ainda modificou o perfil protéico verificado através da andlise de proteina
total.

Existem relatos de que alguns fungicidas podem, também, ter um grande impacto
sobre os polinizadores, por reduzirem o numero de visita as flores das culturas, ao
exercerem acgéo repelente (GRANT, W. F. 1982) ou reduzirem a viabilidade do pdlen,
decorrentes de aberracbes cromossOmicas induzidas durante a meiose (SOLOMON e
HOOKER, 1989). Nesse sentido, a abelha T. angustula pode ser utilizada como bioindicador
de poluigéo provocado por defensivos agricolas. Pode-se ressaltar também que as baixas
concentragbes utilizadas dos inseticidas, 25% e 50% do recomendado pelo fabricante,
tiveram grande influéncia em producéo de proteinas (Tabelas 6, 7 e Figura 2) e no intervalo
de morte dos individuos (Tabela 3).

Como a abelha Tetragonisca angustula € importante a polinizagdo de inUmeras
culturas, bem como para a producgéo eficiente de morangos em ambientes protegidos, faz-
se necessario o estudo de métodos alternativos, como agricultura organica e utilizacao de
controles bioldgicos, que visam a diminuicdo da utilizagdo desses produtos nas lavouras
para manter o equilibrio entre controle de pragas, produtividade e conservagdo do
polinizador, alcangando alta produtividade e prote¢éo do ambiente.
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41 CONCLUSAO

Todos os defensivos agricolas analisados tém grande influéncia fisiolégica na abelha
T. angustula, na producao e destruicdo de enzimas e outras proteinas e na toxicidade por
contato.

REFERENCIAS

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA — ANVISA. Disponivel em: <http://www.anvisa.gov.
br/toxicologia/residuos/index.htm>. Acesso: 04 jan. 2015.

BALESTIERI, J.B.P.1989. Toxicidade de inseticidas e efeitos respiratérios em duas espécies de
meliponineos, Tetragonisca angustula angustula (Latreille, 1807) e Nannotrigona testaceicornis
testaceicornis (Lepeletier, 1836) (Hymenoptera: Apidae). Dissertacéo de Mestrado. Rio Claro, Inst.
Bioc., Univ. Est. Paulista Julio de Mesquita Filho, 116p.

BATISTA, G.C., E. AMARAL & A. PASSARELA NETO. 1975. Toxicidade de alguns inseticidas
e acaricida para operarias hibridas de Apis mellifera ligustica L. e Apis mellifera adansonii L.
(Hymenoptera: Apidae). An. Soc. Entomol. Brasil 4: 73-77.

BORTOLOTTI, L., MONTANARI, R., MARCELINO, J., MEDRZYCKI, P., MAINI, S., PORRINI, C., 2003.
Effects of sub-lethal imidacloprid doses on the homing rate and foraging activity of honey bees. Bull.
Insectol. 56 (1), 63-67.

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein
utilizing the principle of protein-dye binding. Anal. Biochemic. v. 72, p. 248-254, 1976.

CARMEN MARIE FABIO, 2011. Pollinators Worth $250 Billion, Scientist Claims. THE CANADIAN
PRESS, Montreal, 2011.

CHAGNON, M. GINGRAS, J.; OLIVEIRA, D. Pollination rate of strawberries. Journal of Economic
Entomology, v. 82, p. 1350-1353, 1989.

CHAUZAT, M.; FAUCON, J.; MARTEL, A.; LACHAIZE, J.; COUGOULE, N.; AUBERT, M. A. survey of
pesticides residues in pollen loads collected by honey bees in France. Journal of Economic Entomology,
Lanham, v. 99, n. 2, p. 253-262, 2006.

CONNOR, L. J.; MARTIN, E. C. Components of pollination of commercial strawberries in Michigan.
HortScience.v. 8, n. 4, p. 304-306. 1973.

COUSTON, R. Insect pollination of soft fruits and associated problems. Acta Horticulturae, v. 288, p.
249-254, 1991.

D. PRA,1 T. GUECHEVA;S. I. R. FRANKE; T. KNAKIEVICZ; B. ERDTMANNT; J. A. P. HENRIQUES.
Toxicidade e Genotoxicidade do Sulfato de Cobre em Planarias de Agua Doce e Camundongos. J.
Braz. Soc. Ecotoxicol., v. 1, n. 2, 171-175, 2006.

DESNEUX, N., DECOURTYE, A., DELPUECH, J.M., 2007. The sublethal effects of pesticides on
beneficial arthropods. Ann. Rev. Entomol. 52, 81-106.

Ciéncias agrarias: Estudos sistematicos e pesquisas avancadas 2 Capitulo 4

40



DIAS, M. S. C. Doengas do morangueiro. Informe Agropecuario, Belo Horizonte, v. 20, n. 198, p. 75-79,
1999.

ELLIS, J.D., EVANS, J.D., PETTIS, J.S., 2010. Colony losses, managed colony population decline, and
colony collapse disorder in the United States. Journal of Apicultural Research 49, 134-136.

ESKENAZI, B. Exposigbes das criangas aos pesticidas organofosforados e seus efeitos de saude
adversos potenciais. Perspectives ambientais da saude, v.107, n. 3, 1999.

EUROPEAN AND MEDITERRANEAN PLANT PROTECTION ORGANIZATION. 1992. Guideline on test
methods for evaluating the side-effects of plant protection products on honeybees. EPPO Bulletin 22:
203-215.

FADINI, M. A. M.; ALVARENGA, D. A. Pragas do morangueiro. Informe Agropecuario, Belo Horizonte, v.
20, n. 198, p. 69-74, 1999.

GRAVES, J.B. & O. MACKENSEN. 1965. Topical aplication and inseticides resistence studies on the
honeybee. J. Econ. Entomol. 58: 990-993.

HANCOCK, J. F. Ecological genetics of natural strawberry species. HortScience, v.25, p.869-871, 1990.

HARTMANN, A.; SPEIT, G. The contribution of cytotoxicity to DNA-effects in the single cell gel test
(comet assay). Toxicol Lett. 7, v. 90, n. 2-3, p. 183-8, 1997.

HEALY M.J., DUMANCIC M.M., OAKESHOTT J.G. (1991) Biochemical and physiological studies of
soluble esterases from Drosophila melanogaster, Bioch. Genet. 29, 365-387.

JAYCOX, E. R. Pollination of strawberries. American Bee Journal, v. 110, n.1, p. 176-177, 1970.

KADIR, H. A.; KNOWLES, C. O. Inhibition of ATP dephosphorylation by acaricides with emphasis on the
anti-ATPase activity of the carbodiimide metabolite of diafenthiuron. Journal of Economic Entomology, v.
83, n. 3, p. 801-805, 1991.

MACIEIRA, O.J.D. & M.J.A. Hebling-Beraldo. 1989. Laboratory toxicity of inseticides to workers of
Trigona spinipes (F., 1793) (Hymenoptera - Apidae). J. Apic. Res., 28: 3-6.

MALAGODI-BRAGA, K. S. Estudo de agentes polinizadores em cultura de morango (Fragaria x
ananassa Duchesne - Rosaceae). Tese (PhD), 102p. Instituto de Biociéncias, Universidade de Sao
Paulo/USP, Sao Paulo, 2002.

MOUCHES, C. et al. Amplification of an esterase gene is possible for insecticide resistance in a
California Culex mosquito. Science, v. 233, p. 778-780, 1986.

MULLIN, C.A., FRAZIER, M., FRAZIER, J.L., ASHCRAFT, S., SIMONDS, R., NITSCH, J. P. Growth and
morphogenesis of the strawberry as related to auxin. American Journal of Botany, n. 37, p. 211-215,
1950.

NYE, W. P.; ANERSON, J. L. Insect pollinators frequenting strawberry blossoms and the effect of honey
bees on yield and fruit quality. Journal American Soc. Hort. Science, v. 99, n. 1, p. 40-44, 1974.

Ciéncias agrarias: Estudos sistematicos e pesquisas avancadas 2 Capitulo 4

41



PAULUS, A. O. Fungal diseases of strawberry. HortScience, v. 25, n. 8, p. 885-889, 1990.

REZG, R., MORNAGUI, B., EL-FAZAA, S., GHARBI, N., 2008b. Biochemical evaluation of hepatic
damage in subchronic exposure to malathion in rats: effect on superoxide dismutase and catalase
activities using native PAGE. C. R. Biologies 331, 655—662.

SMALL, G. J.; HEMINGWAY, J. Molecular characterization of the amplified carboxylesterase gene
associated with organophosphorus insecticide resistance in the brown planthooper Nilaparvata lugens.
Insect Mol. Biol. v. 9, n. 6, p. 647-653, 2000.

SVENSSON, B. The importance so honeybee-pollination for the quality and the quantity of strawberries
(Fragaria x ananassa) in central Sweden. Acta Horticulturae, n. 288, p. 260-264, 1991.

VANENGELSDORP, D., EVANS, J.D., DONOVALL, L., MULLIN, C., FRAZIER, M., FRAZIER, J.,
TARPY, D.R., HAYES, J., PETTIS, J.S., 2009. Entombed pollen”: a new condition in honey bee colonies
associated with increased risk of colony mortality. Journal of Invertebrate Pathology 101, 147—149.

ZEBROWSKA, J. Influence of pollination medes on yield components in strawberry (Fragaria x
ananassa Duchesne). Plant Breeding, n. 17, p. 255- 260, 1998.

Ciéncias agrarias: Estudos sistematicos e pesquisas avancadas 2 Capitulo 4

42



NDICE REMISSIVO

A

Agricultura familiar 23, 24, 25, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 126, 134, 137,
138, 139, 140, 141

Agricultura tropical 60

Agroecologia 23, 27, 155

Alimentos organicos 142, 144, 152, 153, 155

Animais 16, 51, 64, 68, 70, 156, 157, 164, 166, 168, 169, 170, 171, 172, 178,
179, 180, 181, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 189, 190, 192, 193, 194

Antibi6ticos 156, 157, 158, 159, 161, 162

B

Biocarvao 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105
Bioestimulante 15, 19, 20, 21
Bovinocultura de leite 164

C

Conforto animal 182

Consumo 7, 13, 73, 82, 108, 109, 113, 114, 115, 142, 143, 144, 145, 146, 147,
151, 152, 153, 161, 192

Controle alternativo 60

Cooperativismo 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 132, 138, 139, 140
Crédito rural 117, 119, 122, 123, 125, 138, 140

D

Defensivos agricolas 28, 29, 30, 31, 33, 39, 40

E

Ecodesign 107,108, 110, 111, 114, 115, 116

Esterco de frango 23, 25, 26, 27

Estrutura do solo 43, 54, 55

Estudo de mercado 182, 189

F

Fésforo 49, 81, 83, 84, 85, 86, 96, 100
G

Guavira 81, 82, 83, 85

Ciéncias agrarias: Estudos sistematicos e pesquisas avangadas 2 indice Remissivo

197



NDICE REMISSIVO

H

Helianthus annuus L 15, 21

Hortalica 23, 24

Indicador microbiolégico 156

Inovacédo 14, 96, 116, 175, 182

Irrigagdo 1,2, 3, 4, 8,9, 11, 12, 25, 62, 66, 84, 130, 135

L

Leite 14, 74, 121, 128, 129, 130, 131, 134, 135, 136, 138, 147, 156, 157, 158,
159, 160, 161, 162, 164, 165, 166, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175
Lixiviagdo 17, 65, 98, 99, 100, 102, 103, 104, 105

M

Madeira 58, 95, 97, 107, 108, 111, 112, 113, 115, 116

Manejo 4, 21, 24, 59, 60, 64, 66, 67, 68, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 88,
92, 105, 130, 165, 166, 168, 171, 172, 175, 181, 193, 196

Marketing 139, 142, 143, 144, 148, 152, 153, 154, 190
Maturidade sexual 177, 180, 181

Morango 28, 29, 30, 41, 129, 136

Méveis 89, 107, 108, 111, 112, 113, 115, 116

Mudas 21, 25, 65, 66, 81, 83, 84, 85, 88, 89, 91, 92, 93, 95, 96, 97

N

Nitrato 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105

P

Pandemia 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155,
189

Planta daninha 59, 61, 62, 65, 71, 72, 73, 74, 76, 77, 78, 79, 80

Pragas 28, 29, 30, 33, 39, 41, 43, 49, 52, 53, 54, 57, 63, 78, 85

Produc¢édo mais limpa 107, 108, 113, 115, 116

Produtividade 1, 2, 3, 4,7, 8,9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 20, 21, 23, 25, 26, 27, 29,
39, 43, 46, 51, 65, 68, 70, 82, 89, 93, 94, 109, 122, 133, 137, 165, 177

Proteina total 29, 32, 37, 38, 39

Ciéncias agrarias: Estudos sistematicos e pesquisas avangadas 2 indice Remissivo

198



NDICE REMISSIVO

Q

Qualidade do leite 164, 165, 170, 171,172,173, 175
R

Reflorestamento 88, 97

Reprodugéo animal 164, 177, 181

Residuos 30, 36, 47, 49, 55, 56, 65, 67, 69, 72, 100, 101, 105, 107, 108, 109,

110, 111, 113, 114, 115, 116, 156, 157, 158, 160, 161, 162, 196
S

Sequestro de carbono 43, 71
Suinocultura 192, 193

Sustentabilidade 14, 24, 57, 62, 87, 88, 100, 108, 109, 115, 116, 144, 187, 189

T

Temperatura ambiental 164, 169

Tetragonisca angustula 28, 29, 30, 31, 34, 35, 38, 39, 40
Torta de filtro 99, 100, 102, 104, 105

Tubete biodegradavel 88

\'

vigor 17, 21, 43, 50, 178, 179, 180, 184
Vigor 15, 16, 179

Ciéncias agrarias: Estudos sistematicos e pesquisas avangadas 2

indice Remissivo

199



& www.atenaeditora.com.br —

X contato@atenaeditora.com.br
@atenaeditora
B www.facebook.com/atenaeditora.com.br

e W
. L -
" o T,
; r' "
4 {
S ——— o @ —
e | e e e

CIENCIAS
AGRARIAS:

Estudos sistematicos e pesquisas avancadas 2

[/:\tena

Editora

Ano 2022

e



& www.atenaeditora.com.br —

contato@atenaeditora.com.br
@atenaeditora
B www.facebook.com/atenaeditora.com.br

CIENCIAS
AGRARIAS:

Estudos sistematicos e pesquisas avancadas 2

[/:\tena

Editora

Ano 2022

R





