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RESUMO

Os organismos vivos entram em contato diariamente com moléculas que séo liberadas no meio
ambiente, tanto por animais como por plantas, em uma ac¢éo conhecida como interagdo quimica
ambiental. Essa interacdo pode, eventualmente, provocar alterac6es na fisiologia, morfologia e
comportamento dos organismos. Algumas plantas, por exemplo, a espécie Baccharis
dracunculifolia, conhecida popularmente como alecrim-do-campo, contém farnesolem sua
resina. Este sesquiterpeno € um importante precursor da via de sintese do horménio juvenil
(HJ), substancia que governa varios aspectos da vida dos insetos. Hipotetizamos que, durante o
forrageamento, as operéarias de abelhas Apis mellifera entram em contato com quantidades
significativas de precursores de HJ que, uma vez dentro do corpo, podem ser modificados e
convertidos em HJ. Estudos prévios de nosso grupo mostraram que operarias jovens que
consomem farnesol fornecido na dieta ingerem mais alimento, sdo mais agressivas, possuem as
glandulas corpora allata (CA, local de sintese de HJ) maiores, incluindo o didmetro dos nicleos
celulares, e mostram alteracdes nos perfis de transcricdo de genes que codificam enzimas da
via de sintese e degradacdo de HJ. Aqui fornecemos o farnesol por via tdpica em operarias
adultas jovens de A. mellifera para analisar sua influéncia sobre a biologia, desacoplando seu
eventualefeito indireto sobre a taxa de ingestdo desses insetos. Para isso, realizamos uma série
de experimentos utilizando dois grupos de abelhas operarias recém emergidas (24 h): (Grupo I)
50 abelhas receberam a solucdo de farnesol diretamente no térax (testamos 3 diferentes
concentragdes: 10 ug, 2 pug e 0,2 pug); e (Grupo 11) 50 abelhas que receberam acetona (controle).
As abelhas foram mantidas em estufa por 72 h, a 36° C e 80% de umidade relativa. Para avaliar
os efeitos do farnesol sobre a morfologia dos CA, estes foram dissecados e processados
mediante histologia em historesina, Para estimar os efeitos do farnesol sobre a viade
sintese/degradacao e resposta ao HJ, determinamos (usando gPCR) o nivel de transcrigdo de
genes codificadores para as enzimas metil farnesoato epoxidase (mfe) e metiltransferase (mt)
esterase do horménio juvenil (jhe), Krippel homblogo - Kr hl, Metoprene-Tolerant - Met e
TAI). Nossos resultados evidenciam que o farnesol topico ndo causa alteragcdes no consumo de
alimento em abelhas jovens. No entanto, em doses altas (10 pg), se mostra téxico, causando um
aumento na mortalidade do grupo tratado. Observamos também que o farnesol tépico influencia
0 comportamento das abelhas jovens (aumento de movimentagdo), principalmente nas
primeiras 48 horas ap0s o tratamento, e promove alteracdes nos parametros morfométricos dos
CA em abelhas tratadas, pois apresentam um tamanho maior (area e volume) dessas estruturas
em relacdo ao grupo controle. As analises de niveis de transcricdo mostraram que 0s genes mfe
e mt, representantes da via de sintese do hormdnio juvenil (HJ), e os genes de resposta ao HJ
(Jhe, Kruppel homdlogo - Kr hl, Metoprene-Tolerant - Met e TAI), foram mais expressos nos
grupos tratados com farnesol em comparagdo com o0s grupos controle. Portanto, concluimos
que o farnesol promove alteracdes comportamentais, morfoldgicas e fisiologicas em abelhas
jovens de Apis mellifera, possivelmente, ao ser utilizado como precursor para a sintese de HJ
ou mediante acdo semelhante ao préprio HJ. As alteracbes morfoldgicas dos CA e as alteraces
nos niveis de expressdo de genes da via de sintese de HJ em abelhas tratadas com farnesol
apoiam a primeira explicagéo.

Palavras-chave: Farnesol; Horménio Juvenil; Abelhas; Forrageamento; Resina; corpora
allata; morfologia; transcricdo génica.



ABSTRACT

Living organisms intertwine in daily contact with calls that are released into the environment,
both by animals and plants, in an action known as environmental chemical interaction. This
interaction can eventually cause changes in the physiology, morphology and behavior of
organisms. Some plants, for example, the species Baccharis dracunculifolia, popularly known
as alecrim-do-campo, contain farnesol in its resin. This sesquiterpene is an important precursor
of the juvenile hormone (JH) synthesis pathway, a substance that governs several aspects of
insect life. We hypothesize that, during foraging, Apis mellifera bee workers come into contact
with significant amounts of JH precursors that, once inside the body, can be modified and
converted into JH. Previous studies by our group showed that young workers who consume
farnesol supplied in the diet ingest more food, are more aggressive, have larger corpora allata
(CA, site of JH synthesis) glands, including the diameter of cell nuclei, and show alterations in
the transcription profiles of genes encoding enzymes in the HJ synthesis and degradation
pathway. Here we provide topical farnesol in young adult workers of A. mellifera to analyze its
influence on biology, uncoupling its possible indirect effect on the rate of ingestion of these
insects. For this, we carried out a series of experiments using two groups of newly emerged
worker bees (24 hours): (Group 1) 50 bees received the farnesol solution directly in the thorax
(we tested 3 different concentrations: 10 ug, 2 pg and 0.2 pg); and (Group 11) 50 bees that
received acetone (control). The bees were kept in an oven for 72 hours at 36°C and 80% relative
humidity. To assess the effects of farnesol on the morphology of the AKs, they were dissected
and processed through historesin histology. To estimate the effects of farnesol on the
synthesis/degradation pathway and response to JH, we determined (using gPCR) the level of
coding genes for the enzymes methyl farnesoate epoxidase (mfe), methyltransferase (mt), and
juvenile hormone esterase (jhe), Krippel homologue (Kr hl), Metoprene-Tolerant (Met and
TAI). Our results show that topical farnesol does not change feed intake in young bees.
However, at high doses (10 pg), it is toxic, causing an increase in mortality in the treated group.
We also observed that topical farnesol influences the behavior of young bees (increase in
movement), especially in the first 48 hours after treatment, and promotes changes in the
morphometric parameters of CA in treated bees, as they have a larger size (area and volume)
of these structures in relation to the control group. Transcription level analyzes showed that the
mfe and mt genes, representatives of the juvenile hormone (JH) synthesis pathway, and the HJ
response genes (Jhe, homologous Kruppel - Kr hl, Metoprene-Tolerant - Met and TAI), were
more expressed in the farnesol-treated groups compared to the control groups. Therefore, we
conclude that farnesol promotes behavioral, morphological and physiological changes in young
Apis mellifera bees, possibly when used as a precursor for the synthesis of JH or through a
similar action to JH itself. The morphological alterations of the CA and the alterations in the
expression levels of genes of the HJ synthesis pathway in bees treated with farnesol support the
first explanation.

Key words: Farnesol; Juveline Hormone; Bees; Foraging; Resin; corpora allata; morphology;
gene transcription.
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1 INTRODUCAO
1.1 BIOLOGIA GERAL DE ABELHAS APIS MELLIFERA

As abelhas Apis mellifera s&o insetos altamente eussociais, que vivem em coldnias de
aproximadamente 50.000 individuos (GONCALVES; STORT 1978). Os individuos dessas
colbnias apresentam um admiravel sistema de comunicacdo e organizacao dentro da colmeia.
Essas sdo consideradas as principais responsaveis pela manutencdo do ecossistema global,
utilizando da polinizacdo para auxiliar a agricultura e preservacdo de varias espécies florais
(GRIMALDI; ENGEL, 2005). Os individuos de uma coldnia apresentam divisdo de trabalho
reprodutivo, sobreposicéo de geracdes e cuidado cooperativo com a prole (WILSON, 1971). A
organizacdo da colmeia € marcada pela divisdo de castas, que inclui as rainhas e as operarias
entre os individuos adultos do sexo feminino e os zangdes, do sexo masculino (MICHENER,
1969). As rainhas sdo responsaveis pela reproducdo, enquanto as operarias sao responsaveis
por realizar uma série de tarefas vitais para a manutencéo da colénia. Dentre essas tarefas estdo
desde a alimentacdo das abelhas mais jovens até a coleta de materiais essenciais, como pélen,
néctar, dgua e resina. Além disso, as operarias tém a importante funcéo de proteger o ninho e
construir alvéolos de cera, que serdo utilizados como abrigos para as larvas em
desenvolvimento, que se tornardo operarias. Ja os machos, tém como principal funcéo fecundar
as rainhas (SNODGRASS, 1935).

1.2 DIVISAO DO TRABALHO, POLIETISMO ETARIO E ATIVIDADE DE
FORRAGEAMENTO EM ABELHAS OPERARIAS DE APIS MELLIFERA

As abelhas operarias adultas de A. mellifera possuem funcGes especializadas, como o
forrageamento, que envolve a busca por alimentos e materiais para os cuidados intranidais,
como poblen, néctar, agua e resina. Essa atividade é influenciada pelo fluxo de entrada e saida
de abelhas na col6nia e € afetada pela umidade ambiental, que afeta a producao de néctar pelas
plantas. A quantidade de néctar coletada indica uma maior demanda por carboidratos na colonia
(SEELEY, 1995). Por outro lado, foi demonstrado que um aumento gradual nos niveis de
horménio juvenil (HJ) na hemolinfa de operarias de A. mellifera demonstrou ter influéncia no
comportamento, principalmente em operéarias adultas, e esta diretamente relacionado com o
desenvolvimento de comportamentos associados ao polietismo etario dessas abelhas
(JAYCOX; SKOWRONEK; GUYNN, 1974; ROBINSON; VARGO, 1997). O polietismo

etario em abelhas A. mellifera € um sistema em que as abelhas desempenham diferentes funcbes
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ao longo de suas vidas, de acordo com a idade. Nos primeiros dias de vida (0-48 h), as abelhas
recém emergidas se dedicam ao desenvolvimento e adquirem habilidades, como a limpeza da
colénia (SEELEY, 1982). Entre o quarto e o décimo segundo dia, alimentam larvas e constroem
favos. A partir do décimo quarto dia, tornam-se forrageiras, coletando recursos para a colmeia.
Com o tempo, assumem funcdes de defesa e cuidado, encerrando seu ciclo de vida ap6s algumas
semanas, permitindo a eficiéncia e sobrevivéncia da colonia (GALEANO, 2010). O polietismo
etario é responsavel por explicar dois fen6menos essenciais: a fisiologia especifica de cada casta
e 0S mecanismos adaptativos que controlam as transi¢des entre as castas. Uma hipétese geral
para explicar esses dois fendmenos sugere que o mecanismo de desenvolvimento da fisiologia
especifica de cada casta depende de um feedback positivo, onde os fatores comportamentais e
fisioldgicos se reforcam mutuamente, mantendo a composi¢do em uma fase comportamental
especifica JOHNSON BR, 2009). A relacdo do HJ com o desenvolvimento do comportamento
estd ligada a mudanca de funcdo desse hormdnio, que passa de regulador de processos
reprodutivos para integrador da vida social (FIGURA 1) (HARTFELDER, 2000).

Figura 1 — Titulos de hormdnio juvenil (em azul) e Vitelogenina (em vermelho) em operarias
adultas de Apis mellifera.
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Fonte: K. Hartfelder, 2018 (Comunicacéao Pessoal).

Em um estudo com abelhas adultas, foram observadas abelhas recém-emergidas em
uma col6nia. Alguns individuos coletaram pélen durante toda a vida, enquanto outros ndo
coletaram. Houve diversidade na fase da vida em que ocorreu a coleta de pdlen,
independentemente da idade (RIBBANDS, 1952). Isso sugeriu que a divisdo do trabalho no
forrageamento ndo é determinada pela idade, mas sim pelos requisitos da colbnia. A
transmissao de alimentos é o método fundamental de comunicacgdo na colénia. De acordo com

Giannoni et al (2020), aproximadamente 8% das operéarias coletoras de pdlen e cerca de 36%
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das ndo coletoras de pdlen trabalham em turnos distintos. Essa diferenca pode ser atribuida a
fatores caracteristicos entre os dois grupos. A disponibilidade de recursos ao longo do dia
também pode influenciar essa discrepancia. Além disso, observou-se que os individuos podem
mudar de turno ao longo do tempo, especialmente no inicio da fase de forrageamento, devido a
alteracOes epigenéticas, hormonais, de desenvolvimento ou morfoldgicas (GIANNONI ,2020).

Além da coleta de pdlen e néctar, as abelhas desempenham um papel importante na
coleta de resinas vegetais, carregando entre 5 e 15 mg de resina (SEELEY, 1995; WILSON et
al, 2013), para produzir a propolis, uma substancia com propriedades antissépticas que protege
as larvas contra bactérias e fungos, além de ser usada para fechar aberturas no ninho
(KUROPATNICKI, SZLISZKA, KROL, 2013). Em Minas Gerais, a planta Baccharis
dracunculifolia, conhecida como alecrim-do-campo, é uma das principais fontes de resina
(FIGURA 2). Um estudo realizado por Lago et al. (2007) investigaram a composic¢do quimica
dos Oleos essenciais de seis espécies de Baccharis e revelou algumas diferencas. Entre as
espécies estudadas, B. schultzii, B. regnelli e B. uncinella alcancaram proporc6es elevadas de
monoterpenos (34,93%, 35,79% e 21,34%, respectivamente). B. microdonta e B. trimera
apresentam semelhancas de monoterpenos, com proporcdes de 9,23% e 7,20%,
respectivamente. Por outro lado, B. dracunculifolia se destacou pela abundancia de
sesquiterpenos (63,10%, como o farnesol), juntamente com B. regnelli (37,76%) e B. trimera
(53,52%). O farnesol esta presente ndo apenas nos 6leos essenciais das folhas de alecrim, mas
também em sua resina (ALENCAR et al., 2005) e na propolis (TEIXEIRA et al., 2005), e é
emitido por varias plantas com flores (EL-SAYED, 2023). O alecrim-do-campo é uma das
plantas visitadas por abelhas A. mellifera, que com sua resina produzem a tradicional prépolis
verde (BASTOS et al., 2011). Essas descobertas demostraram uma interagdo complexa entre
as plantas e as abelhas, fornecendo informacdes sobre as substancias quimicas envolvidas nas
relacBes ecoldgicas. Isto porque o farnesol € conhecido por ser um precursor do hormonio
juvenil em insetos, horménio que desempenha um papel importante no desenvolvimento e
regulacdo do comportamento, incluindo as abelhas (BELLES; MARTIN; PIULACHS, 2005).
Assim, sua presenca em B. dracunculifoliam sugere uma influéncia potencial dessa planta no

desenvolvimento e comportamento das abelhas em seu ambiente natural.
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Figura 2 — Distribuicéo de Baccharis dracunculifolia nas Américas.
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Fonte: A) VIEIRA, NK. B) ROSKOV, Y, 2011.

Legenda: Distribuicdo de Baccharis dracunculifolia subsp. dracunculifolia: Nativo de: Nordeste da
Argentina, Noroeste da Argentina, Bolivia, Sul do Brasil, Sudeste do Brasil, Centro-Oeste do
Brasil, Paraguai, Peru, Uruguai.

1.4. A VIA DE SINTESE DE HORMONIO JUVENIL
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A via de sintese de HJ (FIGURA 3), conhecida também via do mevalonato (BELLES;
MARTIN; PIULACHS, 2005) é regulada por neurotransmissores e neuropeptideos (GILBERT,
2005). O primeiro passo para a formacao do HJ ¢ a transformacéo de acetil-CoA em farnesil-
pirofosfato, passo comum para vertebrados e invertebrados. Essa via de sintese € dividida em
duas etapas, sendo a primeira responsavel pela expressdo de genes como Farnesil difosfato
sintase e a etapa final, a qual o farnesil pirofosfato (FPP) é hidrolisado pelo pirofosfato em
farnesol, um importante fator para alguns processos metabolicos tanto em animais quanto em
vegetais e microrganismos, sendo oxidado, posteriormente, a farnesal e acido farnesoico (FA),
respectivamente (FIGURA 4) (BELLES; MARTIN; PIULACHS, 2005). As etapas da via de
sintese do HJ tém um papel crucial na regulacdo hormonal das abelhas e de outros organismos.
Compreender esses processos é fundamental para entender o controle do desenvolvimento e

comportamento desses insetos vitais para a polinizacédo e a producao de alimentos.

Figura 3 — Estrutura do Horménio Juvenil 111 e do Farnesol.

S e T T

Horménio Juvenil 11l Farnesol
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Figura 4 — Fluxograma da via do mevalonato da biossintese de HJ em insetos
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Legenda: Evidenciando os intermediarios da cadeia, bem como as enzimas envolvidas no processo, divididas em
duas etapas: a via do mevalonato etapa inicial; e a etapa final na qual farnesol pirofosfato (FPP) é
hidrolisado pelo pirofosfato em farnesol, farnesol oxidado em farnesal e acido farnesdico (FA), e,
finalmente, a produgéo de HJ por uma epoxidase.

1.4 O FARNESOL

O farnesol é uma molécula hidrofobica e, portanto, insolivel em agua, mas miscivel
com Gleos. Possui 0 nome pela IUPAC de (2E, 6E) -3,7,11-Trimetil Dodeca-2,6,10-trien-1-mol,
férmula quimica C15H260, massa molar 222,37 g/mol, densidade de 0,887g/cm3, PE de
556,15 a 557,15 K, PF <25 ° C, com um odor floral e possui uma aparéncia de liquido incolor,
soltvel em trés volumes de alcool 70% (1:3), insolivel em agua (Resumo do composto
PubChem para CID 445070).

O farnesol € mais conhecido por ser um precursor da via de sintese do hormonio juvenil,
e é classificado como um sesquiterpendide farnesano dodeca-2,6,10-trieno substituido por
grupos metil nas posicdes 3, 7 e 11 e um grupo hidroxila na posi¢do 1. Tem um papel como
metabolito vegetal e metabdlito fangico. Além disso, o farnesol possui propriedades

antimicrobianas, o que significa que ele tem a capacidade de inibir o crescimento de
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microorganismos, como bactérias e fungos. Essa atividade antimicrobiana pode ser explorada
em diversas aplica¢des, como na industria de cosméticos e produtos de cuidados pessoais, na
producdo de alimentos e na area médica (PUBCHEM, 2004).

O farnesol esta presente em todos os eucariotos, porém, sua funcao na fisiologia celular
é pouco compreendida. Além de sua participacdo na sintese de esqualeno-colesterol-esteroides
em vertebrados e hormonios juvenis em insetos, estudos recentes indicam que o farnesol atua
como inibidor de canais de célcio em células de mamiferos (DE LOOF et al., 2015). Essa
descoberta sugere um novo papel do farnesol como regulador da homeostase do célcio em
células eucaridticas, e também pode estar envolvido na protecéo dos espermatozoides contra o
calcio toxico. Esse paradigma indica que o farnesol atua como uma vélvula molecular flexivel
para controlar o fluxo de célcio em células especificas. Ademais, o farnesol tem relevancia no
sistema reprodutor masculino, possivelmente atuando como ativador da “cauda” (flagelo ou
cilio ou undulipddio) e inibidor do apoptose induzido pelo céalcio nas células espermaticas
durante a jornada em direcdo ao 6vulo. A presenca prévia do farnesol antes do surgimento dos
animais indica que sua funcdo como horménio é uma caracteristica evolutivamente tardia,
adquirida posteriormente através da via do mevalonato em animais (DE LOOF A; SCHOOFS
L, 2019).

1.5 MOTIVACAO E HIPOTESE

Quando as abelhas forrageiras coletam “matéria-prima” das plantas, elas estdo
constantemente expostas as particulas liberadas no ambiente. Essa exposi¢cdo pode ter efeitos
influenciadores em sua fisiologia, morfologia e comportamento. Um exemplo importante é o
farnesol, encontrado nas resinas de algumas plantas, que atua como um precursor essencial na
sintese dos hormdnios juvenis (HJ). Esse horménio desempenha um papel importante na
regulacdo da diferenciacdo de castas e nas mudancas de funcdo dentro da col6nia de abelhas
(polietismo etario). O HJ funciona como um sinal quimico, influenciando a fisiologia e o
comportamento das abelhas, além de desempenhar um papel na regulagdo do sistema
reprodutivo e nas fung¢@es dos individuos dentro da colonia (HARTFELDER, 2000).

Se cada abelha coleta e carrega aproximadamente 5-15 mg de resina por “viagem”
(SEELEY, 1995; WILSON et al., 2013), hipotetizamos que durante o processo as forrageiras
entrem em contato com precursores de HJ (em concentracdo de aproximadamente 2,95% em
Oleos essenciais, isdbmeros, Z e E, (LAGO et al., 2008), que podem ser transformados e

convertidos em HJ dentro de seus corpos (COELHO et al., 2021). Estudos anteriores realizados
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em nosso grupo observaram que as operarias jovens que consomem farnesol em sua dieta
apresentam comportamento mais agressivo, glandulas corpora allata (CA), que s&o
responsaveis pela sintese de HJ, maiores em tamanho, incluindo o diametro dos nucleos das
células, e alteracbes nos perfis de transcricdo dos genes envolvidos na sintese e degradacéo do
HJ (FIGURA 5). Por outro lado, as operarias tratadas mostram maior taxa de ingestdo de
alimento (FIGURA 6).

Figura 5 — Abelhas que consomem mais farnesol tém alteragdes na morfologia de seus CA e na
sintese de genes da via de sintese e degradacdo do HJ, ocasionando mudancas no
comportamento, na comunicagdo entre os individuos da col6nia, no aprendizado e
na capacidade de desenvolver atividades extra e intranidal.
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Fonte: Coelho (2020).
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Figura 6— Representacdo do Consumo de alimento entre os grupos controle e o grupo alimentado
com dieta contendo farnesol, durante as observacGes comportamentais (72 h) das
abelhas Apis mellifera. Teste t p < 0,01.
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Fonte: Coelho-Junior et al. (2021).

Dessa forma, o aumento do consumo de alimento contendo farnesol altera o
comportamento das abelhas, reforcando a hipotese de que quando uma abelha entra em contato
com plantas, que possuem farnesol em suas resinas, consequentemente pode ter sua fisiologia,
metabolismo e comportamento modificados, repercutindo em seu ciclo de vida e sua relacéo
com outros individuos da mesma espécie, por exemplo, no desenvolvimento de atividades nas
colénias (MATOS-JUNIOR, 2018). Assim, para desacoplar os eventuais efeitos do farnesol
dos efeitos do aumento do consumo de alimento sobre a fisiologia das abelhas, neste projeto

avaliamos os efeitos do farnesol fornecido por via topica.

1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo geral

O presente trabalho investigou os efeitos da influéncia do farnesol topico sobre a

fisiologia de operarias adultas de abelhas A. mellifera.

1.6.2 Objetivos especificos

Nesta pesquisa, 0s objetivos especificos foram o0s seguintes:
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Determinar uma dose néo letal de farnesol para os ensaios de analise de influéncia sobre
a biologia de abelhas operarias jovens;

Avaliar o comportamento de operarias jovens que foram submetidas a farnesol topico e
mantidas em confinamento;

Avaliar a influéncia do farnesol topico sobre caracteristicas morfométricas de corpora
allata de abelhas jovens;

Determinar a resposta transcricional de genes codificadores de enzimas da via de

sintese/degradacdo e de genes de resposta ao HJ apos tratamento com farnesol.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 VISAO GERAL

O experimento consistiu no tratamento tdpico de abelhas A. mellifera com farnesol em
diferentes concentragdes: 10 pg, 2 g e 0,2 pg por abelha. Nos experimentos, o farnesol foi
fornecido topicamente a abelhas operarias adultas recém-nascidas de A. mellifera, e foram
analisados efeitos comportamentais, morfoldgicos e moleculares. Foram utilizados dois grupos
de abelhas recém-emergidas (24 horas): o Grupo I, com 50 abelhas que receberam solucdes de
farnesol aplicado diretamente no tdrax, e o Grupo Il, com 50 abelhas que receberam acetona
como controle. As abelhas foram mantidas em estufa a 36°C e 80% de umidade relativa por 72
horas (FIGURA 7A)

O fluxograma descritivo das etapas executadas durante a pesquisa esta apresentado na
Figura 7B. Essas etapas incluiram a selecdo de abelhas operarias jovens, analises
comportamentais, disseccdo dos CA, realizacdo de histologia em historesina, analise
citoguimica com DAPI, extracdo de RNA, sintese de cDNA e analise quantitativa em tempo
real (QPCR).
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Figura 7 — Fluxograma experimental:
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Em nossos ensaios, adotamos a abordagem de fornecer farnesol topicamente a abelhas operarias
adultas de Apis mellifera e analisar seus efeitos comportamentais, morfoldgicos e moleculares. A) Dois
grupos de abelhas operarias recém-emergidas (24 horas) foram utilizados: (Grupo I) 50 abelhas que
receberam solucgdes de farnesol aplicado diretamente no térax; e (Grupo Il) 50 abelhas que receberam
acetona (controle). As abelhas foram mantidas em estufa a 36° C e 80% de umidade relativa por 72
horas. B) Fluxograma descritivo das etapas executadas durante a pesquisa, que incluiram: selecdo de
abelhas operarias jovens, analises comportamentais, disseccdo dos CA, realizacdo de histologia em



25

historesina, analise citoquimica com DAPI, extracdo de RNA, sintese de cDNA e analise quantitativa

em tempo real (QPCR).

2.2 LOCAL DE REALIZACAO DA PESQUISA

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Biologia Animal Integrativa
(LABAINT), UNIFAL-MG, Unidade Sede, e no Laboratério de Biologia Molecular de Insetos
(LaBMI, Centro de Biologia Experimental), Unidade Educacional Santa Clara, ambos no
Campus Alfenas da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). O material biologico foi
obtido do Apiario Experimental do Grupo de Pesquisa Biologia da Socialidade, localizado na
Fazenda da Lagoa, em Alfenas, a ~10 km de distancia de ambos laboratdrios.

Figura 8 — Apicultor pegando um quadro de cria de A.mellifera; € necessario vestir-se
adequadamente, usando macacdo, méascara, luvas e botas.

Fonte: Marcio Filho (2022).

2.3 COLMEIAS E OBTENCAO DE OPERARIAS JOVENS

Para coletar o material biol6gico necessario, selecionamos col6nias saudaveis que
apresentavam caracteristicas especificas, como uma popula¢do abundante de abelhas, presenca
de alimento (mel e pélen) e cria (ovo, larva, pupa), além de uma ou mais crias de rainha. Ao
escolher uma caixa, retiramos um quadro que precisava conter pupas "maduras"” nos alvéolos

(fase Pbd - pupa de olho marrom e pigmentacéo corporal escura). Para verificar isso, abrimos
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algumas células com uma pinga ainda no apiario. Em seguida, transportamos o quadro com
cuidado para evitar contaminacgdo e ressecamento, colocando-o em uma caixa de observagéo
feita de madeira e laterais de vidro (FIGURA 9). Em seguida, levamos a caixa para uma estufa
(Incubadora Bod refrigerada - modelo Luca-161/01) com temperatura de 36° C e umidade de
80%. Monitoramos a umidade com um termo-higrémetro (Digital Externo Medidor
Temperatura Umidade) e colocamos potes de plastico com agua filtrada para garantir a umidade
adequada. O quadro foi mantido na estufa durante as primeiras 24 horas do experimento. Apds
a remocao de todas as abelhas recém-nascidas e a preparacao dos confinadores, o quadro foi

devolvido ao apiério.

Figura 9 — Quadro de madeira destinado a observacdo de abelhas recém emergidas.

Fonte: Imagem da autora.

Legenda: A) Caixa onde é encaixado o quadro retirado da colmeia para observacdo em laboratorio. Permite que
0s usudrios retirem as abelhas adultas e coloque-as nas caixas de confinamento. B) Imagem de parte
de um quadro mantido dentro de estufa, em temperatura e umidade controladas, por um periodo de
24 h para obtenc&o de abelhas recém-emergidas.

2.4 PREPARO DAS SOLUGOES DE 10ug, 2ug e 0,2ug DE FARNESOL E MONTAGEM
DO EXPERIMENTO

As solucdes de farnesol diluido em acetona foram preparadas em tubos Eppendorf, em
uma caixa de isopor com gelo em escamas, para que a acetona ndo evaporasse rapidamente.
Considerando que para preparar a solucdo utilizada no tratamento dos grupos de 50 abelhas,
sabemos que o farnesol possui 95% de densidade e 886 pg/pL (Sigma Aldrich; catalogo: F203-
5¢; lote: MKBG0101V), para conseguir uma solucdo de trabalho de 2 pL por abelha contendo
10 pg de farnesol, utilizamos 2 pL de farnesol puro e colocamos em 200 pL de acetona. Dessa
solucéo, aplicamos 2 pL por abelha de tal forma que cada abelha recebeu 10 pg de farnesol -
quantidade ndo letal (GARCIA, 2023).
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Oferecemos a ambos os grupos uma quantidade ilimitada de agua filtrada em um
recipiente de vidro de 20 mL. Além disso, fornecemos alimento na forma de uma pasta feita
com uma combinacéo de agucar cristalizado e mel na propor¢édo 1:1, servida em um recipiente
de plastico rigido, com formato circular e bordas definidas. O alimento foi preparado em
laboratério, aproximadamente 20 minutos antes da montagem do experimento, para que esteja
fresco.

Das abelhas recém-nascidas coletadas para cada experimento, foram separadas 100
(idade 0-24 h de vida adulta), das quais 50 foram colocadas numa caixa de confinamento,
formando o grupo controle (C), e 50 foram colocadas em outra caixa, formando o grupo tratado
com farnesol (F). Esta distribuicdo de abelhas em ambas caixas de confinamento foi feita ao

acaso.

Figura 10 — Caixas de confinamento e BOD utilizada no processo de observacao.

Fonte: Imagem da autora

Legenda: A) Caixa de confinamento para observacéo das abelhas, feita de madeira com volume de 800 cm3, com
tela de protecdo em metal e parte traseira semelhante a couro. B) Montagem das caixas de confinamento
para as observacdes, realizadas em intervalos de 24, 48 e 72 horas. C) Cada caixa continha alimento em
pasta (agucar+mel) em um recipiente coberto com parafilme, além de um recipiente de plastico com agua
filtrada. Cada grupo experimental foi composto por 50 compostos, sendo um grupo controle e um grupo
tratado com farnesol. D) Caixas de confinamento contendo abelhas da espécie Apis mellifera utilizadas
no experimento. As caixas foram mantidas em uma estufa com umidade controlada de 80% e temperatura
de 36°C.
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As abelhas do grupo controle receberam 2 pL de acetona, aplicados no térax com uma
micropipeta graduada. Um processo semelhante foi realizado com as 50 abelhas restantes, que
receberam 2 pL da solucdo de farnesol cada uma. As abelhas, dentro de suas caixas de
confinamento, foram mantidas em estufa por 72 h, a 36°C e 80% de umidade. Durante as 72 h
totais de cada experimento, as abelhas foram observadas (FIGURA 10) a cada 8 h para a
identificacdo de qualquer alteragio comportamental (COELHO JUNIOR et al., 2020). No
momento da aplicacdo do farnesol/acetona e no momento da troca didria de alimento, o
recipiente foi pesado para registrar o consumo diario das abelhas de cada unidade experimental
(CeF).

2.5 ANALISES COMPORTAMENTAIS

Durante as observacgdes, foram filmados os comportamentos de agitacdo dentro das
caixas de confinamento com um smartphone Android, com tela Touchscreen de 6.3 polegadas
com resolucdo de 2340x1080 pixel. Apos a troca de alimento e agua, em uma sala apropriada
para o registro, as duas caixas de confinamento, contendo o grupo 1 Grupo | (aplicacao topica
de farnesol) e Grupo Il (controle) foram colocadas sobre uma mesa de marmore para
observacdo. A area interna para observacao era delimitada com fita crepe branca. Isto permitiu

a realizacdo de filmagens no mesmo angulo durante 4 minutos.

2.6 DISSECCAO DE CORPORA ALLATA

Apbs o periodo de observacdo de 72 horas, procedemos a dissecacdo dos corpora allata
(CA\) das operarias. Utilizamos pincas cirargicas finas e alfinetes entomoldgicos para manipular
as estruturas de interesse, realizando a dissecacdo em uma placa de Petri previamente preparada
com uma camada de parafina para facilitar o posicionamento e estabilizacdo das amostras. Para
obter uma visualizagdo mais detalhada, utilizamos um estereomicroscopio Zeiss Stemi 305.
Para as analises histoldgicas, coletamos aproximadamente 8 pares de CA por tratamento. Essas
amostras foram cuidadosamente inseridas em tubos de vidro de 20 mL contendo uma solugéo
de fixador de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965). Para as analises moleculares, foram
colocados 15 pares de corpora allata em microtubos Eppendorf de 1,5 pL (4 microtubos,
totalizando 120 CA por tratamento). Em cada tubo, adicionamos 100 pL do reagente TRIzol®
(Lote: 391501, REF: 15596026)), garantindo a preservacdo adequada das amostras. Os tubos

foram armazenados em freezer a uma temperatura de -80°C. O congelamento das amostras €
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uma etapa utilizada para evitar a degradacéo do material e garantir resultados precisos durante
a extracdo do RNA. Para as andlises citoquimicas com DAPI, foram dissecados 8 pares de
corpora allata e colocados em tubo falcon de 50 mL, com 25 mL de solucéo de fixacdo (N-
Heptano/formaldeido 37%).

Figura 11— Corpora allata de operarias de Apis mellifera.

Fonte: Imagem da autora.

2.7 HISTOLOGIA E MORFOMETRIA DE CORPORA ALLATA

Os oito pares de CA dissecados de abelhas operarias com 72 h de vida, de cada
tratamento (controle e farnesol), foram fixados e processados para observacdo microscopica. A
etapa de fixacdo é a base para uma boa preparacao histologica, para tanto devemos obedecer a
alguns requisitos. Esta etapa consiste na utilizacdo de substancias que interrompam o
metabolismo celular, estabilizando as estruturas e os componentes bioquimicos intra e
extracelulares, mantendo, assim, a arquitetura normal do tecido. Além disso, os fixadores
também fornecem maior resisténcia ao tecido para suportar as demais etapas.

O processamento do material, até a obtencéo de blocos para corte, seguiu o protocolo a
sequir:

12 etapa: Depois de dissecados, os CA foram mantidos no fixador (Karnovsky) por no minimo

24 h em tubo de vidro transparente (20 mL) com tampa.
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22 etapa: Apods esse periodo para a fixacdo do material, foi realizada a desidratagdo das
amostras. Os CA passaram por uma bateria de alcool de concentragdes: 70%, 80%, 90% e 95%,
sendo que cada troca de alcool foi feita de 15 em 15 minutos, com o auxilio de uma pipeta
Pasteur.

32 etapa: Ap0s a desidratacdo dos CA, esses foram colocados em solucdo de pré infiltracdo
contendo resina + alcool, e deixados imersos 24 h (overnight) (os frascos foram armazenados
na geladeira a 4°C. Posteriormente, os CA foram colocados em resina de infiltracdo e
armazenados novamente na geladeira por 2 dias, até a etapa de inclus&o.

42 etapa: Na etapa de incluséo, os CA foram transferidos para histomoldes (Cat: 14702218311)
com uma solucdo de resina de inclusdo + endurecedor (Leica Historesin®). Em seguida os
histomoldes ficaram armazenados na estufa de resina (Lote: 010126) por 24 h, temperatura de
56°C, para uma polimerizacdo mais efetiva do material, e no dia seguinte as resinas foram
retiradas da forma e coladas em bloquinhos de madeira com supercola adesiva instantanea
(SUPER BONDER® LOCTITE®) (FIGURA 12).

Figura 12 — Histologia e morfometria de corpora allata de operéarias de Apis mellifera.

CA

Fonte: Imagem da autora.

Legenda: A) Formas de emblocamento contendo resina e trés unidade de CA em cada poco. B) Amostras
desenformadas e coladas em blocos de sustentacdo de madeira com supercola adesiva instantanea para
que o0 material seja devidamente corado e cortado em micrétomo. C) Material cortado em micr6tomo
(Leica RM 2135), corado com Hematoxilina-Eosina e visualizado em microscopio (entre os CA tem-se
parte do esdfago). As setas azuis indicam os CA

Os cortes (4 um de espessura) foram seriados e feitos com uma navalha de vidro
utilizando um micrétomo Leica RM 2135. Apos fixar os cortes histologicos, em média 12 cortes
em cada lamina, foi feita a coloragéo do material. Para isso, utilizamos a combinacéo corante
Hematoxilina-Eosina, que foi depositado sobre o corte fixado na ld&mina com o auxilio de uma
pipeta Pasteur. A quantidade usada foi a necessaria para cobrir o material. Depois disso,
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deixamos agir a solugcdo corante por 5 minutos e lavamos com &gua corrente abundante para
retirar todo o excesso do corante da lamina. Por fim, secamos a lamina com um papel toalha,
adicionamos laminulas e as deixamos prontas (em suportes de madeira, para a secagem).

As imagens dos cortes seriados foram capturadas utilizando um microscopio Nikon
Eclipse 80i equipado com uma camera integrada ao Software Nis-Elements 3.1. Usando o
microscopio, foi realizada a calibracdo da escala em 50 pum, o0 que permitiu fazer a captura das
imagens com padrdo de medida estabelecido. Em seguida, as imagens foram transferidas para
o software de andlise de imagem, o ImageJ (*( https://imagej.nih.gov/ij/download.html). As
ferramentas de sele¢do, como circulo e lago, foram usadas para delimitar com precisdo a area
de interesse. Com as medidas anotadas em uma planilha de Excel, foi possivel efetuar o calculo
da area dos CA. Foram somadas as areas de 6 pares de CA de cada tratamento, presentes nos
cortes seriados, das laminas coradas com Hematoxilina- Eosina. Para determinar o volume total
aproximado do CA de cada individuo, foi feita a medicéo da area de todos os cortes histolégicos
e, em seguida, multiplicados pela espessura de cada corte, que foi a de 4 pm. Somamos todos
os valores obtidos no passo anterior para obter a soma total das areas multiplicadas pela
espessura. O volume foi estimado em nanolitros (nL).

O volume dos nucleos de 3 pares de CA foi obtido atraves da analise de imagem de
microscopia confocal no software ImageJ. As imagens foram carregadas no programa, a escala
foi delimitada para que houvesse um padréo de referéncia a ser seguido. Em seguida, foi feito
0 ajuste do brilho e contraste para melhor visualizacdo das estruturas. Usando ferramentas de
segmentacdo, as areas de interesse foram selecionadas. Apos serem selecionadas, a ferramenta
"Analisar Particulas" foi ativada, e posteriormente a ferramenta "Nucleus Counter" foi utilizada
para selecionar todos os nlcleos do CA e os dados exportados para planilha de Excel. Os valores
exportados foram analisados e em seguida calculadas as médias. A eventual diferenca de

tamanho entre os grupos foi determinada usando o teste t de Student.

2.8 PROTOCOLO DE CITOQUIMICA COM (4',6-Diamidino-2-fenilindol) — DAPI

O protocolo utilizado para esta etapa foi adaptado de Ashburner (2000), com algumas
modificagOes. Apds a disseccdo, as amostras de CA foram fixadas em uma solugéo de N-
Heptano/formaldeido 37% na propor¢do 1:1, por 24 horas a 4°C. Para a elaboragéo da solucéo
de fixagdo (N-heptano com formaldeido), foi preparada uma solugdo de 25 mL de N-heptano e

25 mL de formaldeido 37% em um tubo Falcon de 50 mL. O tubo foi agitado vigorosamente

! https://imagej.nih.gov/ij/download.html
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por 20 segundos e protegido da luz. A solucdo foi deixada em repouso por 24 horas e, quando
utilizada, apenas a fase superior foi utilizada, onde o fixador estava misturado.

Apbs a fixacdo, os CA foram lavados com PBST 0,5% (PBS com Triton X-100) e
incubados com uma solucdo de DAPI na proporcdo de 1:2000, diluida em PBST, durante 4
minutos. Em seguida, as amostras foram novamente lavadas com PBST e montadas em laminas
utilizando glicerol 80%. As laminas foram analisadas em um microscopio confocal (Leica TCS
SP, Modelo TCS SP5 AOBS - Laboratorio Multiusuario de Microscopia Confocal (LMMC) -
FMRP/USP - CESM FMRP-USP) com aumento optico de 20x.

Para a preparagao do PBS 10x pH 7,4 (solucdo estoque), foram utilizados os seguintes
compostos: NaCl (13 mM), Na2HPO4-2H20 (70 mM), NaH2PO4-H20 (3 mM). Para a
preparacdo do PBT 0,5%, foram utilizados os seguintes componentes: PBS 1X (50 mL) e Triton
X-100 (250 pL). As solucdes foram preparadas um dia antes da utilizacdo em um tubo Falcon

de 50 mL, agitando suavemente para garantir a diluicdo adequada do detergente Triton X-100.

2.9. ANALISE DE NiVEIS DE TRANSCRICAO POR gPCR

2.9.1 Extracao de RNA total

Para a extracdo de RNA total dos CA das abelhas operarias jovens foi utilizado o
reagente TRIzol® (Lote: 391501, REF: 15596026), seguindo o protocolo do fabricante.
Resumidamente, as amostras foram descongeladas e homogeneizadas manualmente com um
mixer adaptado, utilizado para macerar todo material. Ap6s este processo foi adicionado TRIzol
até completar um volume total de 1000 pL do reagente. Apos cinco minutos de incubagdo a
temperatura ambiente, foram adicionados 200 pL de cloroformio e agitados manualmente por
cerca de 15 segundos. Apds trés minutos em temperatura ambiente, as amostras foram
centrifugadas a 12000 g, por 15 minutos a 4°C, o que permitiu a formacdao de trés fases distintas:
uma fase avermelhada (proteina), uma fase aquosa (RNA) e uma fase protegida (MORGANTE,
et al 2016). A fase aquosa contendo o RNA, foi transferida para novos tubos, e para melhorar
a precipitacdo do RNA, adicionou-se 0,2 uL de glicogénio (8 mg/mL) em cada amostra. Em
seguida, foram adicionados 500 pL de alcool isopropilico e as amostras foram agitadas. Apos
esta etapa, as amostras foram centrifugadas a 12000 g, por 10 minutos a 4°C, o que resultou na
formagéo de pellets contendo RNA. O sobrenadante foi removido e o RNA foi lavado duas
vezes com 1 mL de etanol 75%. Apoés a segunda lavagem, o material foi centrifugado a 7500

g, por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e 0 microtubo contendo o RNA foi
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colocado em um termo bloco (Banho Seco — Cienlab Dry-Block) a 55°C, por 10 minutos, para
secagem. O RNA foi dissolvido em 10 pL de 4gua DEPC (dietilpirocarbonato - reagente
quimico que é usado para degradar RNases e evitar a degradacdo de acidos nucleicos).

Apos a extracdo do RNA total das amostras, uma pequena quantidade (1,5 puL) dessa
solugdo foi utilizada para realizar a quantificacdo do RNA. Para isso, utilizou-se um
espectrofotdbmetro NanoDrop 2000 da Thermo Scientific™. O comprimento de onda utilizado
foi de 260 nm, correspondente a absorbancia do RNA. A leitura obtida foi de 40 pg/ml,
indicando a concentracdo de RNA presente nas amostras. Além disso, verificou-se a razéo entre
as leituras de 260 nm e 280 nm, que deve estar entre 1,9 e 2,0. Essa razéo indica a pureza do
RNA, ou seja, a auséncia de possiveis contaminantes no RNA, que incluem proteinas, DNA,

carboidratos e residuos de solventes, que poderiam interferir nas analises subsequentes.

2.9.2 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA de cada amostra, foi utilizado 0,5 pg de RNA total dissolvido
em quantidade necessaria de &gua em DEPC, até completar o volume de 7 pL por tubo. Todas
as amostras de RNA (+1) receberam 1 pL de DNase livre de RNase (Kit GoScript: Promega;
lote: 0000303560, codigo: AS5001), 1 puL de Buffer. As amostras foram deixadas em
termociclador (Veriti 96 Well Thermal Cycler — Applied Biosystems), por 30 minutos a 37°C.
Seguidamente, foi adicionado 1 uL. de Stop Solution em cada amostra, e estas foram incubadas
em termobloco, por 10 minutos a 65°C. O tratamento das amostras com DNase permite remover
ou degradar o DNA que pode estar presente juntamente com 0 RNA, evitando que ele cause
contaminacdo e interfira nos resultados das analises posteriores. Seguidamente, foi adicionado
1 uL do primer oligo(dT)15 em cada amostra. As amostras foram aquecidas no Termociclador
(Applied Biosystems, Veriti 96 well — Thermal Cycler) por 5 minutos, a 70°C. Em um outro
microtubo foram colocados 4 pL de Buffer 5x, 3 pL de 1 pL de DNTP mix, 1 pL de
Transcriptase Reverse. O contetdo da reagdo com transcriptase reversa foi colocado no
primeiro tubo, contendo o RNA e o oligo(dT). As amostras foram entdo incubadas em um
termociclador a 25°C por 5 minutos para permitir o anelamento do primer ao RNA. Em seguida,
ocorreu uma etapa de incubagéo a 42°C por 50 minutos, onde a enzima Transcriptase Reversa
sintetiza o cDNA complementar ao molde de RNA. Para finalizar a reagdo, as amostras foram
incubadas no termociclador a 70°C por 15 minutos, visando inativar a enzima Transcriptase
Reverse e concluir a sintese de cDNA. Posteriormente, as amostras foram resfriadas a 4°C. As

sequéncias dos primers correspondentes aos genes de interesse foram obtidas a partir dos
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estudos de Bomtorim et al. (2014) e Coelho Junior (2019). Os primers (TABELA 1) foram
sintetizados pela Integrated DNA Technologies - IDT®.

Tabela 1 — Primers foward (F) e reverse (R) utilizados nos experimentos da gPCR. T°

temperatura de amplificagéo.

Nome do Sequéncia Amplico | T°
primer n (pb)
Primer F Primer R
fpps3 5' -5 - | 175 6
GGGAAGACGAAGATCAATATCAC- | CATGCGACGAAATCAACCAA 0
3 C-3

Mt 5'- CCTTCACTGGTGCCAAAACT-3' | - | 140 6
TGGCCTATATCGAGGATTCG- 0
3’

Mfe 5’ - GGAATCATTTCTTGCGGAGA -3’ | 5°- 145 6
GTTATGCGCGCTATGGAAAT - 0
3’

RPL32 5'- CGTCATATGTTGCCAACTGGT-3' 5' 156 6
TTGAGCACGTTCAACAATGG 0
3

Krippel 5'GGAAAAACCATATACTTGCGACA | 5 6

homologo | 3’ TCCATTGTTTTCTTTGAACCA 144 0

(Kr h1) A3

Metoprene | 5' GGAGAACCCATTTATCTACG 3' 5 TTGTATTATGGCTCTCATGG | 140 6

-Tolerant 3 0

(Met)

Jhe 5'GTTATCGCTTCTGATATGGCT 3' 5' 121 6
GATGGGAAATAGGTACCGAC 0
3!

Usp 5' CGATATTCGACCGTGTCCTC 3' 5' 181 6
AGCAGGGTCACTTCCTGGAT 0
3!

TAI 5TGAGAAGAGCGATCGTTGGG 3 161 6
5'ATCGCTAACCACAGCCTCA 0
c3

Fonte: Elaborada pela autora

2.9.3 Ensaios de gPCR em tempo real

Para a As andlises dos niveis de transcricdo dos genes mfe, mt, jhe, fpps3, Jhe, usp,

Krippel homélogo (Kr-hl), Metoprene-Tolerant (Met) e TAI, utilizamos ensaio de PCR em

tempo real. O desenho da placa foi realizado com 96 pocos, cada coluna foi representada por
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uma letra (A-H), e cada linha recebeu um nimero (1-12). Os genes a serem analisados foram
distribuidos nas colunas da placa. Para cada gene analisado, foram utilizadas trés amostras
bioldgicas (f1, f2 e £3), além de uma duplicata técnica. Os reagentes foram preparados em cada
poco da placa da seguinte maneira: SYBR® Green Real Time PCR Master Mix (Applied
Biosystems™, catdlogo: 1706036; REF: A25742) 5 ul, H20 de injecéo (&gua estéril): 3,2 pul,
Primer Forward (F): 0,4 ul, Primer Reverse (R): 0,4 ul, O volume total de reagentes em cada
poco foi de 9 ul. Apds o preparo dos reagentes, 0,5 pul de cDNA foi adicionado em cada pogo
da placa. Ponteiras novas foram usadas para cada pogo para evitar contaminagédo cruzada. A
placa foi vedada com adesivo colante para evitar evaporagdo e contaminacdo durante a reacao.
Em seguida, a placa vedada foi centrifugada a 2000 xg por 5 minutos, a uma temperatura
ambiente de 20 °C, para garantir a homogeneiza¢do adequada dos reagentes no fundo dos pocos.

O software do QuantStudio 3 Real-Time PCR System foi configurado corretamente para
a PCR em tempo real. A placa foi configurada como "96-Well 0.2-mL", modo de execucéo
escolhido foi "Standard", e o tipo de experimento selecionado foi "TC comparativo (AACT)".
A reacdo foi programada com os seguintes ciclos: Um ciclo de desnaturacao inicial de 2 minutos
a 50 °C, segundo ciclo de desnaturacéo de 10 minutos a 95 °C, quarenta ciclos de amplificacéo,
com as seguintes etapas em cada ciclo: 15 segundos a 95 °C, 1 hora a 60 °C para analise de
anelamento e extenséo dos primers ao alvo, 1 segundo a 95 °C para leitura da fluorescéncia e
detecgédo de amplificagéo.

Ap0bs a realizacdo dos ensaios de PCR em tempo real (QPCR), procedemos a analise da
expressdo génica utilizando o método comparativo de AACt. Cada tratamento foi replicado em
triplicata técnica, e os valores de Ct das amostras foram determinados e utilizados para calcular
a média. O valor de Ct é inversamente proporcional a quantidade inicial do transcrito, ou seja,
um valor de Ct menor indica uma maior expressdo do gene de interesse (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001). A partir da diferenca de Ct de cada gene em relacdo ao gene
constitutivo RPL32, os valores de ACt foram convertidos em 2"—AACt para a realizagdo de
testes estatisticos. Além disso, esses valores foram utilizados para a construcgéo de graficos, que

auxiliam na visualizacéo e interpretacdo dos dados obtidos.

2.10 ANALISES ESTATISTICAS

Para comparar 0s niveis de consumo entre os grupos controle e tratado, utilizamos o
método ndo paramétrico de Friedman, recomendado para analisar trés ou mais situagdes

experimentais com correlacionando os individuos ao longo do processo experimental e com um
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namero pequeno de amostras. Além disso, utilizamos a anélise de variancia em parcelas
subdivididas para considerar o consumo por abelha. Para avaliar possiveis diferencas dos (CA)
entre as abelhas dos dois grupos, realizamos um teste t. Para avaliar eventuais diferencas nos
niveis de transcricdo génica, utilizamos a metodologia de AACt comparativo com teste t de
Student. A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism
versdo 9.4.1 (2022). Em todas as analises, adotamos um nivel de significancia de 95% (p <

0,05) para a rejeicao da hipdtese nula.
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3 RESULTADOS

3.1 INFLUENCIA DO FARNESOL TOPICO SOBRE O CONSUMO DE ALIMENTO E A
SOBREVIVENCIA DE ABELHAS RECEM-NASCIDAS

Os resultados relativos ao consumo das abelhas no ensaio em que receberam 10 pg de
farnesol sdo apresentados no gréfico 1A. E possivel observar que, as 24 horas de tratamento,
tanto o grupo controle quanto o grupo tratado consumiram quase a totalidade do alimento
oferecido na caixa de confinamento, com o grupo controle consumindo 0,83 g DP de 0,2886751
e 0 grupo tratado 0,8 g com DP de 0,1732051. Isso sugere que, nesse periodo inicial, o farnesol
ndo afetou significativamente o consumo de alimento pelas abelhas. Apds 48 horas de
tratamento, as abelhas de ambos os grupos ingeriram uma média de 0,7 g da dieta oferecida
com DP de 0,2516611 no grupo controle e DP de 0,1527525 no grupo tratado. No entanto,
somente ap6s 72 horas de tratamento foi observada uma diferenca significativa no consumo
entre os grupos. O grupo controle consumiu uma média de 0,6 g de dieta total, com DP de 0,2,
enquanto o grupo tratou com farnesol consumiu 0,36 g com DP de DP de 0,1527525. Esses
resultados foram obtidos a partir de trés réplicas experimentais (n = 3), o que reforca a validade
dos achados.

As abelhas que receberam 2 ug de farnesol nao mostraram maior consumo da dieta
oferecida em nenhum dos tempos testados (GRAFICO 1- B e TABELA 2, ANEXO C). As 24
horas de tratamento, a média de consumo foi de 0,7 g no grupo controle com DP de
0,264575131 e 0,6 g no grupo tratado com DP de DP 0,230940108, indicando uma pequena
diferengca no consumo total de alimento, porém, ndo significativa estatisticamente. Apés 48
horas de tratamento, a média de consumo foi de 0,5 g no grupo controle com DP de
0,230940108 e 0,4 g no grupo tratado, com DP de 0,2081666. Novamente, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos em relacdo ao consumo total de alimento. Apos
72 horas de tratamento, as médias de consumo foram de 0,5 g no grupo controle e DP de
0,2081666 e 0,3 g no grupo tratado com DP de 0,115470054. Essas diferengas ndo foram
estatisticamente significativas, indicando uma vez mais que o farnesol ndo teve um impacto
relevante no consumo total de alimento pelas abelhas.

Os resultados dos ensaios utilizando 0,2 pg de farnesol por abelha também mostram
uma semelhanca nas médias de consumo entre os grupos controle e tratados. As 24 horas de
tratamento, o grupo controle apresentou uma média de consumo de 0,6 g de dieta com DP igual

a 0, enquanto o grupo registrou uma média de 0,4 g com DP 0, 057735027. Essa diferenga ndo
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foi estatisticamente significativa. Apos 48 horas de tratamento, o grupo controle teve uma
média de consumo de 0,5 g de dieta com DP 0,1, enquanto o grupo tratado apresentou uma
média de 0,36 g com DP também de 0,115470054. Essas diferencas também ndo foram
estatisticamente significativas. Nos registros de 72 horas, porém, as médias de consumo foram
de 0,5 g no grupo controle com DP 0,1 e 0,3 g no grupo tratado com DP igual a 0. Novamente,
néo tiveram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos em relagdo ao consumo
total de alimentos (GRAFICO 1 — C). Os ensaios com 0,2 ug de farnesol revelaram diferencas
nas médias de consumo entre 0s grupos controle e tratado, porém ndo foram diferencas
estatisticas relacionadas ao tempo ou a interagdo entre tempo e tipo de tratamento. A dosagem
de farnesol utilizada ndo parece ter exercido um efeito significativo no consumo de alimento

pelas abelhas durante o periodo de avaliacao.

Gréfico 1- Consumo de abelhas operérias Apis mellifera recém-nascidas mantidas em
confinamento e tratadas com dieta (acUcar+mel — 1 g) a cada 24 h, totalizando
observagdes de 72 h do grupo controle (acetona) e do grupo tratado com farnesol.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: A) Consumo registrado no grupo controle e grupo tratado com 10 pg de Farnesol, B) Consumo registrado
no grupo controle e grupo tratado com 2 pg de Farnesol. C) Consumo registrado no grupo controle e
grupo tratado com 0,2 ug de Farnesol. Sdo apresentadas médias e desvio padrao de 3 replicatas técnicas
para cada tratamento. Elaborado com GraphPad Prism versdo 9.4.1 (2022).

Como o consumo por tratamento é influenciado pelo nimero de individuos, e estes
podem variar em caso de toxicidade do composto testado, calculamos seguidamente o consumo
por abelha. A anélise de teste T Student dos grupos foi realizada para investigar o consumo por

abelhas em diferentes grupos examinados a testes com diferentes dosagens de farnesol. Os

resultados obtidos foram apreciados no gréafico 2.



39

No grupo testado com 10 pg de farnesol, durante as primeiras 24 horas, observou-se que
0 grupo controle consumiu 0,018 g de alimento por abelha com DP de 0,0055075705 e o grupo
tratado 0,019 g por abelha com DP de 0,004582575695. Isso indica que o farnesol ndo teve uma
influéncia significativa no consumo individual nesse periodo. Apds 48 horas, no grupo de
testado com 10 pg de farnesol, o consumo por abelha foi de 0,017 g no grupo controle com DP
de 0,003785938897 e 0,025 g no grupo tratado com DP de 0,004509249753. Nesse ponto, ndo
foi observada diferenca significativa entre os grupos em relacdo ao consumo de alimentos por
abelha. Apds 72 horas de tratamento com 10 pg de farnesol, o consumo por abelha foi de
aproximadamente 0,015 g no grupo controle com DP de 0,005773502692 e 0,015 g no grupo
tratado com DP de 0,007094598885 (GRAFICO 2- A). O teste Tukey indicou que essa
diferenca ndo foi estatisticamente significativa (p > 0,05), sugerindo que a aplicacdo tépica de
10 pg de farnesol nao aumentou 0 consumo de alimento pelas abelhas recém-nascidas.

Quando testamos 2 pg de farnesol (GRAFICO 2- B), observou-se que durante as
primeiras 24 horas, a média de consumo por abelha foi de 0,014 g em ambos 0s grupos, 0 grupo
controle apresentou DP de 0,006110100927 e o grupo controle DP de 0,005507570547. Apds
48 horas, a média de consumo por abelha foi de 0,012 g no grupo controle e no grupo tratado
0,010. Apos 72 horas de tratamento, o consumo por abelha também foi de 0,011 g no grupo
controle com DP de 0,005196152423 e no grupo tratado 0,008, com DP de 0,005686240703.
Este resultado reforca que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos em relacdo ao
consumo individual. O farnesol aplicado nessa dosagem ndo parece ter influenciado
significativamente o consumo de alimento pelas abelhas durante o periodo de avaliacao.

Quando testamos 0,2 pg de farnesol, observamos que a média de consumo por abelha
foi de 0,012 g no grupo controle, com DP de 0,006110100927e no grupo tratado 0,009 e DP
0,005507570547 nas primeiras 24 horas, sem diferenca estatisticamente relevante. Essa
similaridade no consumo individual entre os grupos foi mantida apds 48 horas, quando as
médias foram de 0,01 g no grupo controle com DP de 0,005196152423 e 0,007 no grupo tratado
com farnesol com DP de 0,005686240703. Ao final das 72 horas, as médias foram de 0,012 no
grupo controle com DP de 0,005131601439 e 0,006 no grupo tratado, com DP de
0,003214550254 (GRAFICO 2 -C). Os resultados indicam que o farnesol ndo aumenta o

consumo das abelhas recém-nascidas em nenhuma das doses testadas.
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Gréfico 2 — Consumo (g) por abelha Apis mellifera recém-nascidas mantidas em confinamento
e tratadas com dieta (acUcar+mel — 1 g) a cada 24 h, totalizando observac6es de 72
h do grupo controle (acetona) e do grupo tratado com farnesol.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: A) Consumo registrado no grupo controle e grupo tratado com 10 pg de Farnesol, B) Consumo observado
no grupo controle e grupo tratado com 2 pg de Farnesol. C) Consumo observado no grupo controle e
grupo tratado com 0,2 pg de Farnesol. SAo apresentadas médias e desvio padrdo de 3 replicatas técnicas
para cada tratamento. Elaborado com GraphPad Prism versdo 9.4.1 (2022).

A analise do numero de mortes diarias de abelhas nos grupos controle e tratados com
farnesol é um importante aspecto a ser considerado no experimento. Quando testamos 10 ug de
farnesol, as 24 horas, no grupo controle, registramos uma média de 6,3 individuos mortos com
DP 4,163331999, enquanto no grupo tratado com farnesol a média foi de 9 individuos mortos
com DP de 2 (GRAFICO 3A). Isso sugere um aumento na mortalidade no grupo tratado em
comparagdo ao grupo controle nesse periodo. Ap6s 48 horas, a média de mortes no grupo
controle foi de 3,6 individuos, com DP de DP 2,081665999, enquanto no grupo tratado a média
foi de 12 individuos, com de DP 5,567764363. Essa diferenca indica um maior impacto na
mortalidade das abelhas no grupo tratado com farnesol (Teste Tukey, > 0,05).

As 72 horas, a média de mortes no grupo controle foi de apenas 1,6 individuos DP de
0,577350269, enquanto no grupo tratado com farnesol a média foi de 5,6 individuos com DP
de 0,577350269 também. Esses resultados também sugerem que a aplicacdo topica de farnesol
nessa concentracdo aumenta a mortalidade das abelhas jovens. Estes resultados séo relevantes
e indicam que o farnesol tépico na concentracdo de 10 pg esta associado a um aumento na
mortalidade das abelhas jovens.

Ao testar a concentracao de 2 g de farnesol, foi observado um nimero menor de mortes

em comparagdo com a concentracao de 10 pg, poréem, as médias do nimero de mortes no grupo
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tratado sdo maiores que no grupo controle (porém, ndo estatisticamente significativo, Grafico
3- B e Tabela 2, Anexo C. As 24 horas, no grupo controle, registrou-se uma média de 3
individuos mortos, com DP de 1,732050808, enquanto no grupo tratou com farnesol a média
foi de 4,3 mortes e DP 2,309401077. Esses valores indicam uma leve diferenca na mortalidade
entre os grupos, com uma tendéncia de aumento no grupo tratado. Apds 48 horas, as medias de
mortes diminuiram ainda mais. No grupo controle, a média foi de 2 abelhas mortas, DP igual a
1, enquanto no grupo tratou a média foi de 2,3 abelhas mortas, com DP 1,527525232. Esses
resultados sugerem uma reducdo na mortalidade em comparacdo com as 24 horas, e as
diferengas entre 0s grupos nao séo tdo expressivas. Ao atingir as 72 horas, as médias de mortes
continuaram a diminuir. No grupo controle, registrou-se uma média de 1,3 mortes, com DP de
1,154700538 enquanto no grupo tratado a média foi de 2,3 mortes e DP 0,577350269. Esses
valores indicam uma tendéncia de maior mortalidade no grupo tratado em comparacao com o
grupo controle, embora as diferengas nao sejam estatisticamente significativas.

Testando a menor concentracdo de farnesol, 0,2 pg, foram observados os menores
nimeros de mortes registradas no experimento (GRAFICO 3C). As 24 horas, no grupo controle,
registrou-se uma media de 4,3 mortes, com DP 1,527525232, enquanto no grupo tratado com
farnesol a média foi de 4 mortes de abelhas e DP igual a 0. Esses valores indicam uma
quantidade semelhante de mortes nos dois grupos, sem uma diferenca significativa. Apos 48
horas, a média de mortes diminuiu ainda mais. No grupo controle, foi registrada uma média de
1 morte, com DP igual a 1, enquanto no grupo tratado a média foi de 2,3 mortes e DP
1,527525232. Nesse periodo, ainda hd uma maior mortalidade no grupo tratado, mas as
diferencas ndo sdo tdo estatisticamente significativas. As 72 horas, as médias de mortes
continuaram a diminuir.

No grupo tratado com farnesol, registrou-se uma média de apenas 0,6 mortes e DP
0,577350269, enquanto no grupo controle a média foi de 0,3 mortes DP igual a 0,5773502609.
Nesse ponto, a diferenca entre 0s grupos é menos acentuada, € 0 grupo tratado apresenta um
valor um pouco mais elevado. Esses resultados mostram que altas concentracfes de farnesol
apresentam um efeito mais pronunciado na mortalidade em comparagdo com as concentragoes
mais baixas e sugerem que 0s ensaios dos efeitos do farnesol sobre o comportamento e a

morfologia de abelhas podem ser realizados com 0,2 pg do composto.
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Gréfico 3 - Média de mortes de abelhas operarias Apis mellifera recém-nascidas mantidas em
confinamento e tratadas com dieta (agucar+mel - 1g) a cada 24h e farnesol (10ug,
2ug e 0,2 pg), totalizando observagoes de 72h.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: A) Numero de individuos mortos no grupo controle, C, € no grupo tratado com a dose de 10 pg de
Farnesol, (F), por abelha. B) Nimero de individuos mortos no grupo C e no grupo tratado com 2ug de
Farnesol. (F). C) Ndmero de individuos mortos no grupo controle, C, e grupo tratado com 0,2 pg de
Farnesol (F). Sdo apresentadas médias e desvio padrdo do nimero de mortes. Teste Tukey, > 0,05.
Elaborado com GraphPad Prism versdo 9.4.1 (2022). Asterisco representa a diferenca entre as médias
discrepantes de cada grupo (10 ug - 48h grupo tratado com farnesol).

3.2 REGISTRO COMPORTAMENTAL

Apbs a definicdo da dose de farnesol que ndo aumentava a média de mortes de acordo
com nossos resultados apresentados (GRAFICO 3) realizamos ensaios comportamentais com a
menor das doses de farnesol testadas anteriormente, 0,2 ug por abelha. Nossos resultados
mostraram que as abelhas do grupo controle (C) apresentam diferenga comportamental em
relacdo as do grupo tratado com farnesol (F). Pode-se observar (FIGURA 13, A-B) que as
abelhas de ambos grupos tiveram o comportamento de aglomeragdo em formato de “cacho de
uva” (demarcado por circulo vermelho) no canto superior das caixas de confinamento, porém
destaca-se uma pequena quantidade de abelhas dispostas separadamente no grupo tratado com
farnesol, sugerindo que menos abelhas estejam aglomeradas em relagcdo ao grupo controle. Por
outro lado, as abelhas tratadas com farnesol apresentaram comportamentos mais agitados em
relacdo as abelhas controle. 1sso pode ser observado mais claramente as 48 e 72 h apos inicio
do experimento (FIGURA 13, C-F). Esta maior agitacdo manifestava-se pela maior frequéncia

de voo e hiperatividade, o que nas fotos indicamos mediante setas azuis.
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Figura 13 — Efeito do farnesol topico sobre o comportamento de abelhas operarias jovens (24,
48 e 72 h) de Apis mellifera.

Fonte: Imagem da autora.

Legenda: Efeito do farnesol tépico sobre o comportamento de abelhas operarias jovens (24, 48 e 72 h). As abelhas
receberam diariamente 1 g de alimento (agtcar + mel). As abelhas de um grupo foram tratadas com 2
KL de acetona (controle) e as do outro receberam 0,2 g de farnesol dissolvidos em 2 pL acetona (F).
A) 24 h de tratamento (F) - Abelhas aglomeradas no canto esquerdo e algumas apontadas pela seta azul,
em movimento dentro do confinamento. B) 24 h de tratamento (C). Abelhas aglomeradas no canto
esquerdo do confinador. C) 48 h de tratamento (F) - Varias abelhas em movimento dentro do confinador.
D) 48 h de tratamento (C) Abelhas posicionadas nas extremidades do confinador. E) 72 h de tratamento
(F) - Abelhas em movimento no confinador. F) 72 h de tratamento (C) - Setas azuis apontam
movimentac&o das abelhas no confinador.

As imagens ilustram as diferencas no comportamento das abelhas tratadas com farnesol
em comparagdo com as do grupo controle ao longo de 3 dias de tratamento. Aparentemente, no
periodo de 72 horas, os grupos F e C exibiram uma atividade semelhante entre as 50 abelhas
mantidas nos confinadores, como mostrado na Figura 13, nas posicoes E e F. No entanto, devido

a possibilidade de algumas abelhas tentarem escapar, foi necessario colocar fita adesiva branca
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nas laterais dos observadores para evitar essa tentativa de fuga. Essa medida foi adotada para
garantir que as abelhas permanecessem dentro dos confinadores durante o experimento e

observacao em questao.

3.4 ANALISE HISTOLOGICA

Com a finalidade de avaliar uma eventual influéncia do farnesol exdgeno sobre aspectos
morfologicos dos CA, foram realizados cortes histoldgicos dos pares de glandulas responsaveis
pela sintese do HJ (horménio juvenil). Oito pares de glandulas CA foram dissecados e incluidos
em historesina, tanto do grupo controle quanto do grupo tratado com farnesol. A Figura 14
mostra imagens representativas obtidas a partir do processamento dos cortes histologicos. E
possivel observar que tanto as glandulas quanto os nucleos das células que as comp&em estdo
bem marcados com o corante Hematoxilina-eosina. Essa coloragdo permite a visualizacdo dos
detalhes morfoldgicos das estruturas celulares.

A anélise desses cortes histoldgicos foi realizada para examinar diferencas na estrutura
e morfologia das glandulas CA entre os grupos controle e tratado com farnesol. A presenca de
marcagdo adequada com o corante sugere que os tecidos foram preparados de maneira adequada
para analise microscépica e que os detalhes morfoldgicos das glandulas e suas células estdo

visiveis para avaliacao.
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Figura 14 - Imagens representativas de cortes histologicos em historesina de corpora allata
localizados no trato retrocerebral de abelhas Apis mellifera.
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Fonte: Imagem da autora.

Legenda: As imagens A e C exibem as glandulas endécrinas - CA - com parte do esdfago entre elas, nos grupos
controle e tratados, respectivamente. As imagens B e D mostram o Corpus allatum dos grupos controle
e tratado, com evidéncia dos nicleos (n) e citoplasma marcado com asterisco na imagem D. Escalas de
50 um para as imagens A e C, continuas com objetiva de aumento de 20x, e de 20 um para as imagens
e D, usando lente de aumento de 40x. As amostras foram coradas com Hematoxilina-eosina.

Através de analise morfométrica, foi constatado que as abelhas que receberam o
tratamento com farnesol apresentaram significativamente maior area e volume dos CA em
compara¢do com o grupo controle. Esses resultados sugerem que o farnesol pode possuir
propriedades promotoras do desenvolvimento dos CA nesses individuos. Além disso, esta
analise revelou uma diferenca no citoplasma entre os dois grupos de abelhas. As amostras
tratadas com farnesol apresentaram um citoplasma com caracteristicas mais homogéneas em
comparagdo com o grupo controle. Essa homogeneidade pode indicar uma maior atividade
celular nas amostras tratadas, possivelmente associada aos efeitos do farnesol na regulacéo de

horménios juvenis ou nos processos celulares. O grupo controle apresenta media de volume de
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0,8 nL e um desvio padrao de 0,149228, enquanto o grupo tratado exibiu uma média de 1,62
nL com um desvio padréo de 0,264217, com P valor = 0,0004 (GRAFICO 4).

Gréfico 4 - Influéncia do farnesol exdgeno sobre volume (nL) dos CA de operarias de abelhas
Apis mellifera recém-nascidas mantidas em confinamento e tratadas com dieta
(aclcar+mel - 1g) a cada 24 h.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Volume (nL) dos CA de abelhas recém-nascidas mantidas em confinamento e tratadas com dieta
(actcar+mel - 1g) a cada 24 h, comparadas ao grupo tratado com 0,2 pg de Farnesol. As observacdes
foram realizadas ao longo de 72 horas. O teste estatistico utilizado foi o teste t de Student. (*) Diferenga
estatistica, p < 0,05. Elaborado com GraphPad Prism versdo 9.4.1 (2022).

3.5 ANALISES CITOQUIMICAS

Utilizando microscopia confocal, realizamos anélises em laminas contendo as glandulas
CA de operérias de abelhas com 72 horas de vida, com o objetivo de estudar a organizacéo
celular dessas glandulas em abelhas do grupo controle e do grupo tratado com farnesol. Foram
dissecados e marcados com DAPI 8 pares de CA de abelhas de cada grupo. Medimos a area
dos nucleos das células para ambos os grupos, e os resultados revelaram que as medidas
morfométricas foram estatisticamente maiores nas abelhas tratadas com farnesol. Observamos
que os nucleos dos CA das abelhas tratadas com farnesol apresentaram maior tamanho em
relagdo aos nucleos do grupo controle. O grupo controle mostrou area média de 5,65 pm? com
um desvio padrdo de 225 um?, enquanto o grupo tratado apresentou média de 8,06 um? com
um desvio padréo de 2,3 pm?. O P valor obtido foi de 0,2653, indicando a diferenca estatistica

dessas diferencas entre os grupos (FIGURA 15).
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Figura 15: Microscopia confocal das glandulas corpora allata de operarias de abelhas com 72
horas de vida (Grafico 5)
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Fonte: elaborada pela autora

Legenda: Analise citoquimica de corpora allata em abelhas recém-emergidas. A) CA dissecados e corados com
DAPI, destacando a &rea nuclear de interesse. B) CA dissecados e corados com DAPI, também
mostrando uma area nuclear de interesse, sugerindo diferenca entre as médias de tamanho. C) Gréfico
apresentando a diferenca da &rea dos CA entre 0s grupos controle e tratado. O P valor, da anélise nuclear
foi de 0,265, indicado por um asterisco no gréafico. Elaborado com GraphPad Prism verséo 9.4.1 (2022).

3.6 INFLQENCIA DO FARNESOL TOPICO SOBRE A EXPRESSAO DE GENES DA VIA
DE SINTESE DE HORMONIO JUVENIL (mt, Fpps3 e Mfe) EM CORPORA ALLATA
DE ABELHAS JOVENS.

Em nosso experimento, foram testados genes importantes da via de sintese do horménio
juvenil (HJ), os quais desempenham um papel crucial na producdo desse horménio. A andlise
desses genes € de suma importancia para compreender 0os mecanismos moleculares subjacentes
a resposta da via de sintese do hormdnio juvenil em abelhas. Utilizando PCR quantitativa em
tempo real, conseguimos quantificar os niveis de expressdo desses genes e investigar suas
variacdes em diferentes condicBes experimentais. Essa analise proporciona informacdes
valiosas sobre a regulacdo da sintese do hormonio juvenil e seu impacto nos processos
fisioldgicos e comportamentais das abelhas. Utilizando a técnica de qPCR, foram avaliados 0s
niveis de transcricdo dos genes mfe, mt e jhe nos CA dissecados de abelhas operéarias jovens,
tanto no grupo controle quanto no grupo tratado. Para cada reacdo, a anélise da curva de melting
foi realizada como um controle de especificidade para o fragmento amplificado, considerando
o0 tamanho do fragmento. Essa analise permitiu a identificacdo dos fragmentos amplificados dos
genes alvo (TOMAZ; SANTOS; SANTOS, 2016).

A Curva de Melting do gene constitutivo RPL32 ¢é apresentada na Figura 16-A, com
uma temperatura (Tm) de 77°C. A Figura 16-B exibe a Curva de Melting do gene mt, com Tm

igual a 79,5°C, enquanto a Figura 16-C mostra o gene Fpps3. Nesta Ultima curva, ndo foi
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observado um pico de amplificacdo, indicando a auséncia de expressdo deste gene em CA de
abelhas operérias adultas com 72 horas de vida. Por fim, a Figura 16-D ilustra a Curva de
Melting do gene Mfe, com Tm igual a 77°C.

Figura 16 - Curvas de Melting para Genes RPL32, mt, Fpps3 e Mfe.

A RPL32 B MT - metil transaferase

om

c fpps3 - Farnesil disfosfato sitase D Mfe - Metil farnesoato epoxidase

Fonte: Elaborada pela autora

Legenda: (A) Curva de Melting do gene RPL32 com temperatura de melting (Tm) de 77°C. (B) Curva de Melting
do gene mt com Tm igual a 79,5°C. (C) Curva de Melting do gene Fpps3 no qual ndo é possivel
determinar a temperatura de melting. (D) Curva de Melting do gene Mfe com Tm igual a 77°C.

Os resultados mostraram que os niveis relativos de expressao de ambos genes analisados
gue se mostraram expressos em CA, mt e mfe, sdo maiores nos CA de abelhas tratadas com

farnesol topico que nas abelhas do grupo controle (teste t, p < 0,05).
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Gréfico 5 — Influéncia do farnesol tdpico sobre os niveis de transcri¢cdo dos genes mt e Mfe.
em corpora allata de operarias jovens de Apis mellifera.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Os eixos X representam os tratamentos, sendo "Controle"” e "Farnesol”, para cada gene especifico: (A)
gene mt (P = 0,064) DP do controle: 3,25010665 DP tratado: 1,00140859. B) gene mfe (P = 0,003) DP
do controle: 0,81875604 DP tratado: 1,06458081. Os eixos Y representam os niveis relativos de
transcricdo de genes da via de sintese do hormdnio juvenil (HJ), expressos como médias de 2(-AAcT)
mais desvio padrdo. O teste estatistico utilizado foi o teste t de Student, em que p < 0,05 é indicado no
grafico para indicar significancia estatistica.

3.7 INFLUENCIA DO FARNESOL TOPICO SOBRE A EXPRESSAO DE GENES DE
RESPOSTA AO HORMONIO JUVENIL EM CORPORA ALLATA DE ABELHAS
JOVENS

Os genes investigados foram o codificador da esterase do horménio juvenil (jhe), que
desempenha um papel crucial na degradacdo do hormdnio juvenil, e os genes Kruppel homolog
(Kr hl), ultraspiracle (usp), Methoprene-Tolerant (Met) e TAI. Esses genes sdo considerados
marcadores importantes na via de sinalizacdo dos hormdnios juvenis. O nivel de expresséo de
jhe pode ser utilizado como um marcador indireto da disponibilizagdo em hemolinfa de altos
titulos de HJ (para degradagdo) e o dos outros podem representar a resposta a eventuais
aumentos nos titulos, assumindo que suas expressdes sejam positivamente reguladas pela
disponibilidade do horménio.

A Curva de Melting do gene Jhe, apresentada na Figura 17-E, mostrou uma (Tm) de
73°C. Na Figura 17- F, referente ao gene usp, ndo foi observado um pico de amplificacéo,

indicando a auséncia de expressdo deste gene em abelhas operarias adultas com 72 horas de
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vida. A Figura 17-G exibiu o gene Krippel homologo (Kr h1l), com Tm de 76°C, enquanto a
figura 17-H mostrou o gene Metoprene-Tolerant (Met), com Tm de 77°C. Na ultima curva, a

figura 17-1, o gene TAI foi ilustrado, com Tm igual a 82°C.

Figura 17 - Curvas de Melting para Genes Jhe, usp, Kriippel homologo (Kr hl), Metoprene-
Tolerant (Met) e TAI

esterase do horménio juvenil (jhe) )

E B ultraspiracle (USP)

* , o . @ RALR c Kriippel homolog (Kr h1)

D Methoprene-Tolerant (Met) o o e E TAI

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: A) Curva de Melting do gene Jhe com uma temperatura de Melting (Tm) de 73°C, B: Auséncia de
expressdo do gene usp em abelhas operérias adultas com 72 horas de vida, ndo sendo observado um
pico de amplificagdo. C: Curva de Melting do gene Kruppel homélogo (Kr hl) com Tm de 76°C. D:
Curva de Melting do gene Metoprene-Tolerant (Met) com Tm de 77°C. E: Curva de Melting do gene
TAIl com Tm igual a 82°C.

A analise dos resultados obtidos revela claramente que, no grupo tratado com farnesol,
houve um aumento na expressdo de todos 0s genes em comparagao ao grupo controle, embora
essa diferenca ndo tenha sido estatisticamente significativa. No entanto, dois genes em
particular, TAI e Kriippel homélogo (Kr h1), mostraram-se mais expressos (teste t, p < 0,05).
Esses achados foram ilustrados no Gréafico 6, que representa os niveis relativos de expressao

dos genes obtidos por meio de PCR quantitativa em tempo real nos CA de A. mellifera.
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Gréfico 6 - Influéncia do farnesol topico sobre os niveis de transcricdo dos genes Jhe,, gene
Krippel homélogo (Kr hl, Metoprene-Tolerant (Met) e TAl em corpora allata de
operarias jovens de Apis mellifera.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Os eixos X representam os tratamentos, sendo "Controle" e "Farnesol”, para cada gene especifico: (A)
Gene Jhe (P = 0,049) DP controle: 0,14189303, DP tratado: 0,38680534. B) gene Met (P=0,528), DP
controle; 0,81673921, DP tratado: 0,86400135. C) Gene Kr-h (P=0,399) DP controle: 1,81576311, DP
tratado: 1,52048999. D) Gene TAI (P= 0,638), DP controle: 5,31128431, DP tratado: 3,01820911. Os
eixos Y representam os niveis relativos de transcri¢do dos genes da via de sintese do horménio juvenil
(HJ) expressos como médias de 2(-AAcT). O teste estatistico utilizado foi o teste t de Student, em que
p < 0,05. Os genes que se mostraram diferencialmente expressos entre o0s tratamentos estdo salientados
com um asterisco.
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4 DISCUSSAO

4.1. O FARNESOL TC’)P’ICO NAO ALTERA O CONSUMO E EM DOSES ALTAS E
TOXICO EM OPERARIAS JOVENS DE APIS MELLIFERA

Um dos objetivos iniciais de nossa pesquisa foi determinar a dose de farnesol para 0s
ensaios de analise de influéncia da aplicacéo topica de farnesol exdgeno sobre a biologia de
abelhas operérias jovens. Para definir a quantidade inicial de farnesol em cada solugdo,
utilizamos dados fornecidos por um estudo realizado em nosso préprio grupo de pesquisa
(GARCIA, 2023).

No estudo referéncia, foram experimentadas seis concentracdes iniciais de farnesol
(0,01 pg, 0,1 pg, 1 pg, 10 pg, 15 pg ou 20 pg) em pupas em desenvolvimento. Os resultados
mostraram que as pupas expostas a menor quantidade de farnesol (0,01 ug) apresentaram uma
taxa de sobrevivéncia mais alta em comparacdo com as que foram expostas a concentracdes
mais elevadas. Além disso, o desenvolvimento dessas pupas foi acelerado, manifestando-se por
meio da pigmentacdo. Com base nesses resultados, sugere-se que o farnesol, como um
composto encontrado naturalmente na resina de plantas, pode entrar em contato com abelhas
adultas, pupas e larvas de forma natural. Portanto, o organismo dessas abelhas esta adaptado
para lidar com pequenas variaces de farnesol sem causar grandes mudancas em seu
desenvolvimento. No entanto, quando as abelhas entram em contato com concentragdes mais
elevadas de farnesol (15 pg ou 20 pg), 0 composto passa a exercer efeitos prejudiciais em seus
organismos, podendo levar a morte das abelhas.

Em nossos ensaios, observamos que a aplicacdo topica de 10 pg de farnesol resultou em
um aumento na mortalidade das abelhas mantidas em confinamento. Com base nesse resultado,
decidimos ajustar a dose utilizada nos ensaios subsequentes para minimizar o efeito adverso.
Portanto, escolhemos a quantidade de 0,2 pg de farnesol por abelha, o que resultou em um
menor nimero de mortes. Os resultados obtidos em nossa pesquisa fornecem suporte a hipotese
de que o farnesol exdgeno interfere na fisiologia e no comportamento das abelhas. No entanto,
é importante destacar que essa interferéncia ndo resultou em um aumento no consumo das
abelhas.

Juntamente a este trabalho, Matos Janior (COELHO Jr et al.; IUSSI, 2021) estudou a
influéncia do farnesol exdgeno na taxa de alimentagdo de abelhas meliferas e encontrou
diferenga significativa (p < 0,0001) no consumo de alimentos de abelhas tratadas e néo tratadas
com farnesol, sendo que as abelhas tratadas consumiam maior quantidade do alimento
fornecido nas primeiras 24 horas, e tal diferenca persistiu até o final do experimento, as 72

horas. De Matos Junior aponta ainda que o aumento do consumo de alimento contendo farnesol
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altera o comportamento (agressividade) das abelhas. Este resultado sugere que o fator
fenotipico, de maior agitacdo das abelhas tratadas com farnesol, aumenta o gasto de energia das
abelhas, seja por maior frequéncia dos avancos e atividade de voo, seja por influéncia do HJ na
lipolise, ja que este hormdnio estimula o metabolismo de &cidos graxos. As abelhas com este
tratamento aumentaram seu consumo, seu metabolismo e possuiriam menor resisténcia a fome.
No entanto, em nossos proprios experimentos com farnesol, observamos um consumo
aproximadamente semelhante entre 0s grupos tratados e o grupo controle. Isso indica que o
farnesol exdgeno também pode alterar a concentracdo dos hormonios juvenis nas primeiras
horas de vida de cada individuo, regulando o comportamento, independentemente de um
aumento no consumo de alimentos. Essa hipdtese foi testada por meio da analise dos niveis de
transcricdo de genes da via de sintese/degradacdo do hormonio juvenil e de genes de resposta
ao horménio. Essas analises permitiram uma compreensdo mais aprofundada dos controles
pelos quais o farnesol afeta 0 comportamento das abelhas e sua regulagdo hormonal. Esse
conhecimento é essencial para melhorar nossa compreensdo dos efeitos do farnesol nas col6nias

de abelhas e no funcionamento de suas sociedades.

4.2. 0 FARNESOL TOPICO ALTERA O COMPORTAMENTO DE OPERARIAS JOVENS
DE APIS MELLIFERA

Nossos resultados mostram um aumento na movimentacdo das abelhas tratadas com
farnesol, aumento que € mais evidente as 48 h ap0ds o tratamento. Estudos anteriores realizados
pelo nosso grupo de pesquisa ja mostraram que abelhas alimentadas com uma dieta
suplementada com farnesol apresentam comportamento mais dindmico em comparagdo com as
abelhas do grupo controle COELHO Jr et al. (2021). Estes autores encontraram diferencas
significativas entre os grupos tratados com farnesol e o grupo controle, principalmente em
relagdo ao comportamento de avancos, agressividade, maior percepcao de abelhas estranhas e
inicio da atividade de voo quando expostos ao extrato contendo mel, agUcar e farnesol, diluido
em Oleo de canola. Por outro lado, estudos anteriores também indicam que os niveis de HJ sdo
significativamente maiores em abelhas agressivas em comparacdo com abelhas ndo agressivas
dentro das mesmas col6nias, e, ainda, que mesmo uma pequena quantidade de HJ em contato
com as abelhas durante o forrageamento pode modificar o comportamento de agressividade do
individuo (PEARCE; HUANG; BREED, 2001).

Em conjunto, os resultados apresentados acima sugerem que as alteracGes
comportamentais das abelhas podem estar relacionadas a uma possivel maior sintese de

horménio juvenil (HJ) nas abelhas tratadas com farnesol, que é um precursor em sua via de
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sintese (SULLIVAN et al., 2000). O farnesol incorporado pelas abelhas recém-nascidas, que
normalmente possuem titulos baixos de HJ pode aumentar a disponibilidade deste precursor,
que pode ser utilizado pela farnesol oxidase na producdo de farnesal, assim, alimentando as
enzimas das Gltimas etapas da via de sintese de HJ (BELLES; MARTIN; PIULACHS, 2005).
O aumento na producgdo de HJ induzido por farnesol exégeno promoveria a antecipacao das
alteracOes fisiologicas e comportamentais normalmente decorrentes do aumento normal na
producdo do horménio nos primeiros dias apos a emergéncia das abelhas adultas. Como é
sabido, o HJ regula o timing do polietismo etario, capacitando as abelhas para o
desenvolvimento de atividades que gradualmente requerem de maior esforgo fisico (SEELEY,
1982; JAYCOX; SKOWRONEK; GUYNN, 1974; ROBINSON; VARGO, 1997). Outra
possibilidade seria que o proprio farnesol, em concentracdes elevadas devido a suplementacao,
desempenhe func¢des semelhantes as do HJ (DE LOOF:SCHOOFS, 2019).

Nossos resultados, juntamente as evidéncias da literatura, apoiam a hipGtese de que
quando as abelhas entram em contato com plantas que possuem farnesol em suas resinas, podem
sofrer alteracbes fisiologicas e comportamentais. Considerando que as resinas coletadas e
transportadas a coldnia séo utilizadas com diversos fins, é razoavel imaginar que abelhas de
diversas idades de uma coldnia possam entrar em contato com o farnesol e, assim, sofrer
impactos semelhantes. Menos claro, porém, neste momento, é imaginar qual seria o beneficio
que este fendmeno acarretaria para as plantas produtoras de resina com farnesol (como B.
dracunculifolia). Isto porque as abelhas forrageiras normalmente parecem especializar-se na
coleta de um tipo de “produto”, néctar, pélen ou resina (RIBBANDS, 1952; SEELEY, 1995).
Um eventual beneficio poderia surgir se uma mesma abelha pudesse coletar em um momento
particular resina e, simultaneamente ou ainda durante sua vida, jA conhecendo a planta
produtora de resina, coletasse também algum outro produto que permitisse eventos de

polinizacéo, o que parece ser possivel (SEELEY, 1995).

43. O FARNESOL TOPICO ALTERA OS PARAMETROS MORFOMETRICOS
MORFOLOGIA DOS CORPORA ALLATA DE OPERARIAS JOVENS DE APIS
MELLIFERA

Nossos resultados apontam que o volume dos CA no grupo tratado com farnesol foi
significativamente diferente em comparacdo com o grupo controle. O volume dos nucleos das
células também foi medido por meio de analise de imagem de microscopia confocal no software

ImageJ, e a diferenca de tamanho entre os grupos também foi estatisticamente significativa.


https://royalsocietypublishing.org/doi/10.1098/rspb.1952.0041
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Estes resultados sugerem que o farnesol exdgeno altera a morfologia das glandulas CA em
abelhas Apis mellifera,

Os resultados obtidos no trabalho desenvolvido por Coelho Jr et al. (2021) forneceram
dados importantes sobre os efeitos do farnesol na morfologia dos CA das abelhas. Foi
observado um aumento significativo na area e no volume das CA das abelhas que receberam
dieta suplementada com farnesol em comparacdo com as abelhas controle. Além disso, a
marcacgdo dos nucleos dos CA com DAPI revelou que os nucleos das abelhas suplementadas
com farnesol s@o maiores em comparacdo com 0s nudcleos das abelhas controle. Esses
resultados, em concordancia com nossos achados, sugerem que tanto a presenca do farnesol na
dieta quanto a aplicacdo tdpica podem estar promovendo um aumento na transcricao de genes
envolvidos na sintese e na degradacdo do hormonio juvenil (HJ) nas glandulas CA das abelhas.
O aumento da area e volume dos nucleos celulares pode indicar uma maior atividade metabolica
e de transcricdo génica nesta regido. Ao correlacionar nossos resultados com os apresentados
por Coelho et al. (2021), é possivel afirmar que o farnesol exdgeno afeta a morfologia dos CA,
possivelmente por meio da modulacdo da transcricdo de genes relacionados a sintese,

degradacéo e resposta ao HJ.

4.4. O FARNESOL TOPICO ALTERA O PERFIL DE TRANSCRICAO DE GENES DA VIA
DE SINTESE DE HORMONIO JUVENIL (mt e Mfe) EM OPERARIAS JOVENS DE
APIS MELLIFERA

Na via de sintese do horménio juvenil, um dos intermediarios é o metil farnesoato (MF),
gue desempenha uma funcéo semelhante ao HJ-111 em insetos. A enzima O-metiltransferase do
acido farnesoico (MT) é responsavel pela conversdo do acido farnesoico (FA) em MF, usando
a molécula S-adenosil-L-metionina (SAM) como co-fator. Os passos finais da sintese do HJ
incluem também epoxidacdo de precursores, mediante a agdo de uma MFE (SANTOS, 2008).
Nossos ensaios revelaram uma maior expressao dos genes mfe e mt nos grupos tratados com
farnesol em comparacdo com os grupos controle. 1sso sugere que estes genes possam estar
sendo induzidos a aumentar sua expressdo em presenca de um precursor, o farnesol, permitindo,
assim, aumentar a producdo de HJ. Esses resultados apontam para uma possivel relacao entre o
farnesol e a regulacdo do HJ, ja que os genes em questdo fazem parte da etapa final da via de
sintese do horménio. Em suma, nossos dados indicam que os genes mfe e mt estdo envolvidos

na regulacdo dos niveis de HJ em abelhas jovens recém emergidas.
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Por outro lado, no estudo de Jarau et al. (2010) foi identificado o geraniol nas secrecdes
das glandulas labiais das abelhas nutrizes como o fator determinante da casta em abelhas
Melipona beecheii. Esse composto exerce controle sobre o destino da casta. Larvas fémeas se
desenvolvem como rainhas apenas quando recebem quantidades suficientes de geraniol. Além
disso, o geraniol pode estar relacionado a regulacdo génica e atuar como precursor do horménio
juvenil em abelhas eussociais. A correlagdo entre nossos resultados e o estudo de Jarau sugere
que o farnesol e o geraniol estdo envolvidos na regulacéo da producéo do hormonio juvenil em
abelhas, desempenhando um papel importante no desenvolvimento das castas e na regulacao

dos niveis hormonais em abelhas jovens.

45. O FARNESOL TOPICO ALTERA O PERFIL DE TRANSCRICAO DE GENES DE
RESPOSTA AO HORMONIO JUVENIL EM OPERARIAS JOVENS DE APIS
MELLIFERA

Nossos resultados demonstram que as operarias tratadas com farnesol exibiram uma
expressdo maior de JHE em comparacdo com as abelhas do grupo controle. A JHE é
responsavel pela remog¢do do hormdnio juvenil (HJ) de circulacdo na hemolinfa das abelhas
(HINTON e HAMMOCK, 2001). Essas descobertas sugerem que o farnesol pode estar
desempenhando um papel na regulacdo dos hormdnios juvenis nas abelhas, influenciando o
aumento na expressdo de JHE. Essa elevacdo na atividade pode resultar em uma rapida
degradacdo do HJ, levando a niveis mais baixos do hormonio circulante. Nossa pesquisa
apresenta também resultados consistentes com estudos que mostram outros genes de resposta
ao horménio juvenil. In vitro, estudos de Lozano et al., 2014 identificaram o complexo
contendo Metopreno (Met) e Taiman (Tai) como o receptor dos hormdnios juvenis (JINDRA
etal., 2015). Além disso, experimentos dos mesmos autores, em Blattella germanica, revelaram
que as isoformas Tai contendo IN-1 estdo envolvidas na transdugéo do sinal JH, reprimindo a
metamorfose. Essa descoberta sugere um aumento nos niveis de hormonios juvenis circulantes,
0 que pode ter um impacto significativo no comportamento, fisiologia e morfologia das abelhas
recém-emergidas. Esses achados reforcam a importancia dos hormonios juvenis na regulacéo
desses processos biologicos. Em outro estudo realizado com Drosophila melanogaster, foi
observado que os horménios juvenis (JH) sdo importantes na regulacdo da formacao de cerdas
e cuticula pupal no abddmen. Especificamente, o fator de transcricdo Krippel homdélogo 1 (Kr-
h1) foi identificado como sendo regulado positivamente por JH durante o desenvolvimento
adulto (MINAKUCHI et al., 2008). Consequentemente, o farnesol pode estar modulando a
disponibilidade e a atividade do horménio juvenil nas abelhas, o que pode impactar

significativamente seu desenvolvimento e comportamento.
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5 CONCLUSOES

Em conjunto, nossos resultados e os de Coelho et al. (2021) indicam que:

A aplicacdo tépica de 10 pg de farnesol resulta toxico para as abelhas jovens.

As abelhas tratadas com 0,2 pg de farnesol apresentaram aumento na movimentacao,
especialmente as 48 horas ap0s o tratamento.

O volume dos CA no grupo tratado com farnesol foi significativamente diferente do
grupo controle, sugerindo que o farnesol pode influenciar a morfologia das glandulas CA em
abelhas.

A expressdo dos genes mfe e mt, representantes da via de sintese de HJ, 0 0s genes de
resposta ao HJ Jhe, usp, Krippel homologo (Kr hl), Metoprene-Tolerant (Met) e TAI, foi maior
nos grupos tratados com farnesol em relagdo aos grupos controles, indicando uma possivel
relacdo entre o farnesol e a regulacdo do horménio juvenil (HJ) nas abelhas recém-emergidas.

O farnesol exdgeno promove alteragdes comportamentais, morfoldgicas e fisioldgicas
em abelhas jovens de Apis mellifera, possivelmente, ao ser utilizado como precursor para a
sintese de HJ ou mediante acdo semelhante ao préprio HJ. As alteragdes morfologicas dos CA
e as alteracdes nos niveis de expressdo de genes da via de sintese de HJ em abelhas tratadas

com farnesol apoiam a primeira explicagéo.
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ANEXO A - MATERIAIS NECESSARIOS PARA APLICACAO DE FARNESOL
TOPICO NAS ABELHAS RECEM EMERGIDAS

e 200 pL de acetona (Proguimios, Lote: 06/0150);

e 2.2 L de farnesol - (Sigma Aldrich; catdlogo: F203-5g; lote: MKBGO0101V);

e 3 Micropipetas graduadas (2, 20 e 200 uL);

e Caixas de Ponteiras de 10 e 200 uL;

e 3 Tubos Eppendorf - 1,5ml graduado transparente;

e 1 Caixa de isopor térmica com Capacidade de 13 Litros (Medidas: externas - 34,5 cm
de comprimento x 23,5 cm de largura x 29,3 cm de altura Internas: 30 cm de
comprimento x 19,0 cm de largura x 24,5 cm de altura);

e Gelo em escamas/gelox.

Figura 18 — Descritivo do calculo final da quantidade necesséria (ndo letal) de farnesol utilizado
para aplicacdo em cada abelha.

Concentragao do farnesol : Densidade 886ug/pL : 95%

* CiVi=CfVf
10 ug defarnesol a cada abelha

|

886 .Vi=10.2 + 2 uL de solucdo
Vi= 20 = 0,22uL de farnesol por abelha.
886

0,22 uL farnesol+ 1,98 uL acetona = 2 pL (finais)

Fonte: Elaborada pela autora.
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ANEXO B — CAIXAS DE OBSERVACOES COMPORTAMENTAIS DAS ABELHAS
DO GRUPO CONTROLE(C) E GRUPO TRATADO COM FARNESOL

(F)

Para a separacdo dos materiais necessarios para aplicacdo e observacdo desta etapa,
verificamos a quantidade e a devida higienizagéo:

° 2 Caixas de confinamento limpas;
° 2 Recipientes para alimentacao;
° 2 Recipientes para agua.

Preparo da solucdo de Karnovsky (Karnovsky, 1965) (volume final de 100ml)
° 50 ml de paraformaldeido a 8%
° 10 ml de glutaraldeido 25%

Completar com tampado fosfato 0,2M, pH 7,3
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ANEXO C

Tabela 2 - Resultados da analise do consumo diario dos grupos de controle e tratados, coletados
em diferentes periodos de observacédo (24, 48 e 72 horas). TABELA A: exibe as
médias externas de consumo para cada grupo, destacando as medicdes realizadas em
cada uma das horas (24, 48 e 72 horas). TABELA B: mostra os desvios padréo dos
grupos controle e tratado, separados para cada hora de observacéo (24, 48 e 72 horas).

Aplicagdo | 24horas C | 24horas F | 48horas C | 48 horas F | 72horas C | 72 horas F
10w 12 1 0,9 1 0,7 0,8 0,5
2° 1 0,9 0,7 0,9 0,4 0,2
3° 0,5 0,6 0,5 0,6 0,6 0,4
MEDIA  0,8333333333 0,8 0,73333333330,7333333333 0,6 0,3666666667
4° 0,9 0,8 0,7 0,7 0,7 0,5
5° 0,8 0,4 0,7 0,4 0,6 0,3
6° 0,4 0,8 0,3 0,3 0,3 0,3
MEDIA 0,7 0,6666666667 | 0,5666666667 | 0,4666666667 | 0,5333333333 | 0,3666666667
Vi 0,6 0,4 0,4 0,3 0,6 0,3
8° 0,6 0,5 0,5 0,3 0,5 0,3
9° 0,6 0,5 0,6 0,5 0,4 0,3
MEDIA 0,6 0,4666666667 0,5 0,3666666667 0,5 0,3
Aplicagao | 24horas C | 24horas F | 48horas C | 48 horas F | 72horas C | 72 horas F
1° 1 0,9 1 0,7 0,8 0,5
10ug
2° 1 0,9 0,7 0,9 0,4 0,2
3° 0,5 0,6 0,5 0,6 0,6 0,4
DEVPAD 0,28867513460,17320508080,25166114780,1527525232 0,2 0,1527525232
4° 0,9 0,8 0,7 0,7 0,7 0,5
§° 0,8 0,4 0,7 0,4 0,6 0,3
6° 0,4 0,8 0,3 0,3 0,3 0,3
DEVPAD | 0,2645751311 | 0,2309401077 | 0,2309401077 | 0,2081665999 | 0,2081665999 | 0,1154700538
7 0,6 0,4 0,4 0,3 0,6 0,3
8° 0,6 0,5 0,5 0,3 0,5 0,3
9° 0,6 0,5 0,6 0,5 04 0,3
DEVPAD 0/0,05773502692 0,1| 0,1154700538 0,1 0
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ANEXO D

Tabela 3 - Resultados da analise do MORTE diario dos grupos de controle e tratados, coletados
em diferentes periodos de observacéo (24, 48 e 72 horas). TABELA A: Apresenta as
médias de MORTE para cada grupo, destacando as medicdes realizadas em cada uma
das horas (24, 48 e 72 horas). TABELA B: Mostra os desvios padrédo dos grupos

controle e tratado, separados para cada hora de observacao (24, 48 e 72 horas).

l I 24horas F | 48horas C | 48 horas F | 72horas C | 72 horas F

Aplicagdo | 24horas C
10ug 1° 3 1 3 6 2 5
2° 5 7 2 13 1 6
3° 1" 9 6 17 2 6
média 6,333333333 9(3,666666667 12|1,666666667 | 5,666666667
4° 5 7 1 2 2 2
5° 2 3 3 4 2 3
6° 2 3 2 1 0 2
média 3 4,333333333 2 2,333333333|1,333333333|2,333333333
7° 4 4 2 4 0 1
8° 6 4 0 2 0 0
9° 3 4 1 1 1 1
média 4,333333333 4 1|2,333333333|0,33333333330,666666666
Aplicagdo | 24horas C | 2dhoras F | 48horas C | 48 horas F | 72horas C | 72 horas F
10ug 1° 3 1 3 6 2 5
- 2° 5 7 2 13 1 6
3° 1" 9 6 17 2 6
DEVPAD 4,163331999 2| 2,081665999| 5,567764363| 0,5773502692| 0,5773502692
4° 5 7 1 2 2 2
5° 2 3 3 4 2 3
6° 2 3 2 1 0 2
DEVPAD 1,732050808| 2,309401077 1 1,527525232| 1,154700538| 0,5773502692
7° 4 4 2 4 ] 1
8° 6 4 0 2 0 0
9° 3 4 1 1 1 1
DEVPAD 1,527525232 0 1 1,527525232| 0,5773502692| 0,5773502692




