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RESUMO

Foram realizados estudos morfométricos da musculatura de voo de operérias de Bombus morio (Swederus, 1787)
(Hymenoptera, Bombini) expostas ao cadmio e ao glifosato. Operérias de B. morio, coletadas no municipio de
Sorocaba (23°34'53.1"S 47°31'29.5") foram mantidas em laboratorio por 51 dias. Dois grupos experimentais foram
realizados (n=10 cada), um exposto ao cadmio a 1ppb e o outro ao glifosato a 10 ppm. As abelhas foram mantidas em
incubadora (24N, 26°C) em caixas individuais e a exposi¢ao foi realizada através de uma mistura ofertada ad libitum
de mel e pdlen, contendo 2 mL das solugBes contaminadas. As operarias do grupo controle foram mantidas em
cativeiro nas mesmas condicdes, porém alimentadas somente com a mistura de mel e p6len em 2 mL de 4gua. Os
resultados mostraram que ambos 0s xenobidticos alteram a estrutura da fibra muscular de voo de operarias de B.
morio. Em ambos os casos, as estrias transversais (sarcomeros) aumentaram de comprimento, assim como o diametro
das miofibrilas. Comparado ao grupo controle, o glifosato provocou um aumento na area das mitocondrias. Os
resultados indicam que a estrutura da fibra muscular de voo sofreu alteracdes que podem levar ao comprometimento
da atividade de polinizagdo nas abelhas expostas aos xenobi6ticos, uma vez que estas alteragcfes podem comprometer
a atividade de voo.

Palavras-chave: Bombus morio, herbicida, metal-traco, ecotoxicologia, musculatura

ABSTRACT

The morphometry of the flight muscle of workers of Bombus morio (Hymenoptera: Bombini) was studied. Workers
of B. morio, collected in the municipality of Sorocaba, state of Sdo Paulo, Brazil (23°34'53.1 "'S 47°31'29.5") were
kept in the laboratory for 51 days. Two experimental groups were performed (n = 10 each), an exposed to cadmium 1
ppb and one another exposed to glyphosate 10 ppm. The bees were kept in B.O.D. (24N, 26 °C) in individual boxes
and bioassays were carried out by ingestion ad libitum of a mixture of honey and pollen containing 2 mL of
contaminated solutions. Workers of the control group were maintained caged in the same conditions, but only fed
with honey and pollen mixture with 2 mL of water. The results showed that both xenobiotics change the structure of
the flight muscle fiber of B. morio workers. In both cases, the transversal striations (sarcomeres) increased length, as
also the diameter of myofibrils. Compared to the control group, glyphosate caused an increase in the area of the
mitochondria. The results indicate that the structure of the flight muscle of the exposed bees undergone changes that
can lead to threat of pollinating activity, once such structural muscle alteration can also compromise the flight.

Keywords: Bombus morio, herbicide, metal trace, ecotoxicology, musculature
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INTRODUCAO

A semelhanca do que se observa com a espécie
Apis mellifera, varios relatos de declinio subito e mesmo
desaparecimento de populagbes inteiras de varias
espécies do género Bombus sdo registrados, anualmente,
por pesquisadores de varios paises principalmente dos
Continentes Europeu e Americano (Biesmeijer et al.,
2006, Martins and Melo, 2010, Cameron et al., 2011).
Entre as décadas de 1950 e 2000 foram registrados, em
paises do Leste Europeu, declinios populacionais de 13
espécies de Bombus, sendo que quatro delas estdo
consideradas extintas (Kosior et al., 2007). Na América
do Norte, especificamente no Estado de lllinois (EUA),
ndo ha registro de ocorréncia das espécies B. affinis, B.
borealis, B. terricola e B. variabilis desde 1940. O
mesmo vem ocorrendo com as espécies B. affinis, B.
fraternus, B. pensylvanicus, B. vagans e B. occidentalis
em todo o territério dos Estados Unidos e, também, onde
estas espécies ocorrem no Canada (Grixti et al., 2009;
Cameron et al., 2011).

Em nosso pais, mais especificamente no Parana
e em algumas localidades do Estado de Santa Catarina,
declinio seguido de desaparecimento da espécie B.
bellicosus foram registrados por Martins and Melo
(2010). As causas para o desaparecimento das populagdes
deste género de Hymenoptera sdo as mais variadas
possiveis, porém todos os autores tém como consenso 0
aumento das regies de agricultura intensiva e
industrializacdo dos locais onde as espécies eram
abundantes, e consequente aumento da utilizacdo de
agrotoxicos, liberagdo de residuos tdxicos industriais,
alteragdo das condigdes geobotanicas dos ecossistemas e
aumento de parasitas oportunistas, inclusive daqueles que
séo especificos de outras espécies de abelhas (Evans et
al., 2008, Santos et al., 2008, De Jong, 2009, Plischuk et
al., 2009, Martins and Melo, 2010, Cameron et al., 2011,
Abdalla et al., 2014).

Devido as atividades intensivas agricola,
industrial e de mineracdo sdo crescentes o0s estudos
demonstrando ndo sé a contaminacdo das abelhas como
de seus ninhos com xenobidticos e metais-traco, uma vez
que estes insetos transitam por quase todos os habitats
(aéreo, aquatico e terrestre) sujeitos a contaminacdo
quimica, como também utilizam produtos desses

ambientes, como agua, pélen, seiva, resina e mesmo

barro para a construgdo dos seus ninhos. Portanto, devido
a contaminagdo da vegetacdo, do solo e da agua, a
ocorréncia de metais-trago como cobre, merclrio,
chumbo e cadmio, em ninhos de abelhas apresenta
crescente registro na literatura cientifica.

O cadmio é um dos metais trago que apresentou
as maiores taxas de elevagdo no ambiente entre décadas
de 1970 e 1980, sendo seu acUmulo diretamente
proporcional ao aumento da industrializagdo (Alloway,
1990). Portanto, apesar de ser naturalmente encontrado
no ambiente em concentra¢es muito baixas, 0 aumento
do acimulo de cadmio nos ecossistemas deve-se a agdo
antropica, tal como a exploragdo e beneficiamento de
outros metais como 0 zinco e o chumbo (Boon and
Soltanpour, 1992), producdo de tintas, pilhas e baterias
alcalinas (Potsch, 1967); de combustiveis e lubrificantes;
corretivos e fertilizantes (Amaral-Amaral-Sobrinho et al.,
1992), assim como estdo presentes como elementos
surfactantes de pesticidas e fungicidas (Lagerwerff,
1971), constituindo um dos principais residuos metalicos
industriais e wurbanos (Alloway, 1990). Ja foi
demonstrado que o cddmio a 1ppb causa sérios danos aos
orgdos internos de Bombus morio (Abdalla and
Domingues, 2015).

Além do cadmio, herbicidas como o glifosato
pode, também, afetar o desenvolvimento normal de
orgéos internos de abelhas. O glifosato é o principio ativo
de herbicidas a exemplo do Roundup®, um herbicida
largamente utilizado na agricultura intensiva e que pode
permanecer por tempo indeterminado no meio ambiente,
contaminando a agua e o solo (Cabrera et al., 2008).
Segundo Gregorc (2011), foi identificada morte celular
em ovéarios de larvas de A. mellifera expostas ao
glifosato. Além disso, foi comprovado por Cavans (2007)
que o glifosato pode causar cito- e genotoxicidade em
peixes. O glifosato a 10 ppm provoca, também, efeito
negativo sobre as células do corpo gorduroso e do
desenvolvimento ovariano de B. morio, B. atratus e
Xylocopa suspecta (Abdalla, comunicacdo pessoal).

As abelhas desempenham um papel central nos
ecossistemas naturais e agricolas, uma vez que sdo um
dos principais prestadores de servicos ecossistémicos de
polinizagdo. O declinio global de abelhas pode provocar
um sério déficit dos servicos de polinizacdo e

consequentemente falha na reproducdo de muitas plantas,
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principalmente as ndo comerciais, cuja importancia €
indiscutivel para a manutengdo dos ecossistemas naturais
(Imperatriz-Fonseca, 2007). Pelo o exposto, 0 presente
trabalho teve como objetivo analisar o efeito do cadmio e
do glifosato sob a musculatura de voo e da regido
miogénica do vaso dorsal da espécie B. morio, uma vez
que, pertencente ao género Bombus. Das quase 240
espécies encontradas no mundo, o Brasil conta com
apenas seis espécies. Cinco delas sdo endémicas da
regido Neotropical ocorrendo em paises como a
Argentina, o Brasil, a Colébmbia e a Venezuela (Moure
and Melo, 2012). Registrando, ainda, um caso de
endemismo na regido Amazénica (Moure and Sakagami,
1962, Sakagami, 1976).

MATERIAL E METODOS

Operérias de B. morio (Swederus, 1787)
(Hymenoptera: Bombini) foram coletadas nos fragmentos
de Mata Atléntica e Cerrado (23°34'53.1"S 47°31'29.5") em
uma éarea que compreende o Campus de Sorocaba da
Universidade Federal de S8 Carlos (SP). As abelhas
foram coletadas em floradas de Cassia sp. Linnaeus (1753)
através de rede entomoldgica. Apds coletadas, as abelhas
foram transferidas, individualmente, para tubos Falcon
conicos de 50 mL mantidos dentro de uma caixa de isopor.
Em laboratério, as abelhas foram retiradas dos tubos
Falcon e mantidas, isoladamente, em caixas especiais em
estufa de incubagdo B.O.D. (biochemical oxygen demand),
a 26°C, umidade relativa de 70%, no escuro. Para um dos
ensaios realizou-se a mistura de mel e pélen acrescidas de
2 mL de solucédo de cadmio a 1 ppb e, para o outro ensaio,
acrescentou a mistura de mel e pélen 10 ppm de glifosato.
As concentracfes utilizadas para ambos 0s ensaios séo
permitidas pelo CONAMA (Resolugdo n°. 357 de 17 de
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marco de 2005 do CONAMA e a Portaria n°. 518 de 25 de
margo de 2004 do Ministério da Salde) para as aguas de
classes | e Il. Ao grupo controle foi ofertada a mesma
mistura (mel e pdélen) acrescida de 2 mL de agua. A
exposicdo, portanto, foi realizada por ingestdo ad libitum.
Todos os dias as caixas eram limpas, inspecionadas e o
alimento trocado. As abelhas expostas ao cadmio foram
mantidas em laboratério por 21 dias. As que foram
expostas ao glifosato, permaneceram por 31 e 51 dias. As
abelhas do grupo controle permaneceram até a sua morte.
Ap6s narcose ou morte das abelhas estas tiveram suas
musculaturas de voo e do vaso dorsal dissecadas e fixadas
em solucdo de paraformaldeindo a 4%, seguindo os
procedimentos de rotina para microscopia de luz. Seccdes
histolégicas de 1,5 pum de espessura foram realizadas em
micrétomo  Leica® modelo RM225 e as laminas
histolégicas dos materiais de estudo foram analisadas em
fotomicroscopio Leica® modelo DM 1000. As medigdes do
comprimento das estriacBes transversais e da altura das
miofibrilas foram feitas com o auxilio do programa Leica
Application Suite V3.8 (LASV3.8). Os dados obtidos
foram tratados estatisticamente através do programa
Graphpad Prism v.4, utilizando-se de analise de variancia,
teste de Whitney.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando comparados ao grupo controle, o tecido
muscular de voo das abelhas que foram submetidas a
exposicdo cronica ao cadmio apresentou alteragdo nas
dimensfes de suas fibras musculares com relagéo a seus
sarcomeros (comprimento) e miofibrilas (espessura). Os
sarcomeros da musculatura de voo das abelhas expostas
aumentaram de comprimento e as miofibrilas, de espessura
(Tabela1).

Tabela 1. Morfometria comparada da musculatura de voo das abelhas expostas ao cddmio 1ppb por 21 dias (n=10 para cada grupo).

Mdsculo de voo Média em pm Desvio Padrao Valor de p*
(Comprimento/Altura)
Sacomero — Controle 2,5 0,2776 <0,001
Sarcémero — Exposto 2,8 0,3785 <0,001
Miofibrila - Controle 2,2 0,4387 <0,001
Miofibrila - Exposto 2,9 0,6746 <0,001

*Teste de Whitney: p<0,05

Assim como na exposigdo ao cadmio, o glifosato

provocou aumento do comprimento dos sarcomeros e da
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Tabela 2. Morfometria comparada da musculatura de voo das abelhas expostas ao glifosato por 31 e 51 dias (n=10 para cada grupo).

Musculo de voo Média em pm Desvio Padréo p-value*
(Comprimento/Altura)
Sacomero — Controle 2,5 0,2656 <0,001
Sarcémero — Exposto 2,8 0,2521 <0,001
Miofibrila - Controle 2,2 0,4325 <0,001
Miofibrila - Exposto 5,9 0,4567 <0,001

*Teste de Whitney: p<0,05

Em operarias de B. morio ndo expostas aos
xenobidticos a largura média dos sarcomeros é de 2,5 um
e a espessura das miofibrilas, em média, é de 2,2 um. Os
dados obtidos com relagdo ao grupo controle estdo de
acordo com os descritos para a largura das miofibrilas em
Scaptotrigona postica e A. mellifera (Adade and Cruz-
Landim, 2004, Fernandez-Winckler and Cruz-Landim,
2008). No caso de A. mellifera as rainhas acasalam
durante o voo, portanto apresentam medidas da espessura
das miofibrilas maiores do que a das rainhas ja
fecundadas; 3,4 pm para 2 pm, respectivamente. Ja as
rainhas dos meliponineos geralmente ndo acasalam
durante voo, o que também reflete diferengas na largura
das miofibrilas entre as rainhas virgens e as fecundadas,
sendo menores nas primeiras; 2,2 pm. O comprimento
dos sarcOmeros entre estas duas espécies também é muito
semelhante ao encontrado para a espécie estudada
(Tabelas 1 e 2), ou seja, ao redor de 3 pm nas rainhas
virgens de S. postica e 2,8 um nas fecundadas de A.
mellifera (Cruz-Landim, 2009).

Tanto nas abelhas meliferas como nos
meliponineos, as abelhas campeiras possuem a
musculatura de voo mais desenvolvida do que nas recém-
emergidas e nutridoras, assemelhando as maiores
medidas entre as rainhas de cada espécie (Cruz-Landim,
2009). Os resultados do grupo controle de B. morio
assemelham-se mais aos obtidos para rainhas virgens de
S. postica e fecundadas de A. mellifera, assim como
operérias ndo forrageadoras de ambas as espécies.

As operdrias de B. morio mantidas em
laboratorio por 31 e 51 dias expostas ao glifosato tiveram
a area de suas mitocondrias aumentada com relagdo ao
grupo controle (Tabela 3, Fig. 1A, B). O aumento da éarea
mitocondrial pode ser devido ao processo de degeneracao
desta organela entre as abelhas experimentais, uma vez
que as mitocOndrias do grupo exposto se apresentam
turgescidas e altamente vacuolizadas. Neste caso, ainda
ndo é possivel afirmar se tal vacuolizacdo faz parte do
processo normal de envelhecimento das miofibrilas da

musculatura de voo ou da acéo direta do glifosato.

Tabela 3. Morfometria da area mitocondrial das abelhas expostas ao glifosato por 31 e 51 dias (n=10 para cada grupo).

Area Mitocondrial Média em pm Desvio Padrdo p-value*
Mitocondria — Controle 3,0 0,3249 <0,001
Mitocdndria — Exposto 7,0 0,1257 <0,001

*Teste de Whitney: p<0,05

Confrontando os dados da anélise
morfométrica com a analise morfol6gica nas abelhas
expostas ao glifosato (Tabelas 2, 3), observa-se que 0s
espacos entre as miofibrilas parecem mais
intumescidos, devido ao maior tamanho das
mitocondrias. Além do fato das mitocdndrias estarem
maiores no grupo experimental, apresentando-se mais
aciddfilas quando coradas pela eosina. Ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre as
medidas das areas das mitocondrias entre as operarias
de B. morio expostas por 31 e 51 dias, porém, nas
Gltimas houve uma intensa vacuoliza¢do mitocondrial
(Fig. 1A, B).

Estudos sobre o piriproxifeno, um inseticida
largamente utilizado no controle de pragas, quando
aplicado em larvas de 5° instar de A. mellifera
africanizada, demonstraram a influencia no
desenvolvimento da musculatura de voo das pupas
(Fernandez et al., 2012). Além do atraso no
desenvolvimento da musculatura de voo, ocorre aumento
de células do corpo gorduroso entre as fibras musculares
(Fernandez et al., 2012). Este inseticida é analogo ao
horménio juvenil (HJ) que atua na diferenciagdo das
castas durante o desenvolvimento pré- e pds-embrionério.
A alteragdo dos titulos de HJ na hemolinfa durante o

desenvolvimento larval devido ao piriproxifeno pode ter
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causado atraso do comeco do desenvolvimento da
musculatura de voo nas pupas. Tais alteracbes podem ter
caréater irreversivel e gerar individuos com a musculatura
de voo seriamente comprometida, afetando, assim, o
desempenho geral da colénia e, principalmente, a
atividade de polinizacdo. Todavia, os autores ndo fazem
referéncia a alteragBes das medidas dos sarcomeros, das
miofibrilas ou das mitocdndrias. Segundo Abdalla et al.
(2008) doses crescentes de exposicdo ao glifosato
causaram uma diminuicdo no conteudo total de proteinas
musculares em Oreochromis niloticus, uma espécie de

peixe.

X . )
Figura 1. Micrografias do tecido muscular de voo
coradas com HE do grupo controle (A) e do grupo
exposto ao glifosato (B). mf: miofibrila; seta branca:
mitocondria; seta preta: sarcomero, n: nicleo das fibras
musculares.

CONCLUSOES

Os resultados indicam que a fibra muscular de
voo sofreu alteragBes estruturais significativas quando as
operarias de B. morio séo expostas ao cadmio a 1ppb e ao
glifosato 10 ppm. Tanto o metal-traco quanto o herbicida
provocaram aumento da largura dos sarcomeros e da

espessura da miofibrilas. Adicionalmente, o glifosato
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provocou vacuolizagdo e aparente comprometimento
estrutural das mitocdndrias, as quais sdo bem maiores no
grupo exposto devido a sua vacuolizacdo. Os efeitos
adversos do sobre o comportamento das abelhas
contaminadas precisam ser estudados em trabalhos
futuros com diferentes abordagens e pardmetros
metodoldgicos. Porém, sugere-se que tais mudangas
estruturais possam levar ao comprometimento da
atividade de polinizagdo nas abelhas expostas ao cadmio,
uma vez que podem comprometer diretamente o
desempenho da atividade de voo.
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