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RESUMO 

 

VIANA, Thaís Andrade, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2022. Efeitos 
da exposição oral a partículas poluidoras e à bactéria geneticamente modificada 
Serratia AS1 em Partamona helleri. Orientador: Gustavo Ferreira Martins. 
Coorientadora: Maria Augusta Lima Siqueira. 
 

As avaliações de risco englobam a identificação e a análise dos riscos aos quais um 

organismo pode estar exposto. Essas avaliações contribuem para a elaboração e a 

adoção de estratégias para evitar, minimizar e enfrentar riscos. Estudos sobre os 

potenciais riscos da exposição às partículas poluidoras e a organismos geneticamente 

modificados em insetos polinizadores são escassos. Considerando que os 

polinizadores vêm sendo bastante estudados devido ao seu declínio populacional 

ocasionado por diferentes impactos das atividades humanas, este trabalho explorou: 

(a) o impacto da ingestão de partículas plásticas (poliestireno expandido-EPS e 

polietileno tereftalato-PET) e de dióxido de titânio (TiO2) em adultos de Partamona 

helleri (Friese) derivados de larvas que ingeriram estes compostos e (b) o impacto da 

ingestão de alimento contendo a bactéria geneticamente modificada Serratia eGFP 

AS1 – portadora das proteínas anti-Plasmodium, em operárias de P. helleri. Não foi 

encontrada diferença significativa na sobrevivência durante a fase imatura e na 

proporção de pupas deformadas derivadas de larvas que ingeriram as partículas de 

EPS, PET ou TiO2 (500ng/abelha, 500ng/abelha, 10µg/abelha, respectivamente). 

Entretanto, a ingestão destas partículas causou aumento na massa corpórea dos 

adultos derivados de larvas tratadas. A contagem total de hemócitos (CTH) diminuiu 

em abelhas alimentadas com EPS, e aumentou com PET e TiO2. E a contagem 

diferencial de hemócitos (CDH) também foi alterada, onde a proporção de 

prohemócitos aumentou em abelhas alimentadas com EPS e a proporção dos 

plasmatócitos foi reduzida com os tratamentos EPS e PET em comparação com o 

controle. O número de hemócitos circulantes reflete na capacidade do indivíduo em 

lidar com desafios imunes. Portanto, a contaminação por nano/micropartículas pode 

prejudicar as colônias de abelhas sem ferrão. A colonização do sistema digestivo de 

P. helleri por S. AS1 foi verificada nos tempos 24h, 72h e 144h após a ingestão do 

alimento inoculado com a bactéria, e nenhuma alteração foi detectada na 

sobrevivência e nos comportamentos de alimentação, caminhamento e voo dos 

adultos, mesmo sendo detectadas no intestino posterior após 144h após o início do 



 

 

 

 

experimento. Nossos resultados demonstraram que S. AS1 não prejudicou P. helleri, 

e pode ser uma candidata segura para combate de doenças transmitidas por vetores, 

sem comprometer espécies nativas e ecologicamente relevantes. Considerando a 

relevância das abelhas como polinizadores, os resultados apresentados aqui 

fornecem informações inéditas que poderão auxiliar na elaboração de avaliações de 

risco envolvendo a ingestão de partículas poluidores e sobre a ação de organismos 

simbiontes geneticamente modificados em abelhas sem ferrão. 

 

Palavras-chave: Abelhas sem ferrão. Dióxido de titânio. Micropartículas de plástico. 

Organismo geneticamente modificado. Paratransgênese. Poliestireno expandido. 

Polietileno tereftalato. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

VIANA, Thaís Andrade, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July 2022. Effects of 
oral exposure to polluting particles and the genetically modified bacterium 
Serratia AS1 on Partamona helleri. Adviser: Gustavo Ferreira Martins. Co-adviser: 
Maria Augusta Lima Siqueira. 
 

Risk assessments encompass the identification and analysis of the risks to which an 

organism may be exposed. These assessments contribute to elaborating and adopting 

strategies to avoid, and minimize risks. Studies on the potential risks of exposure to 

polluting particles and genetically modified organisms in pollinating insects are scarce. 

Considering that pollinators have been extensively studied due to their population 

decline caused by different impacts of human activities, this work explored (a) the 

impact of the ingestion of plastic particles (polystyrene-PS and polyethylene 

terephthalate-PET) and titanium dioxide (TiO2) in adults of Partamona helleri (Friese) 

derived from larvae that ingested these compounds; and (b) the impact of ingestion of 

food containing the genetically modified bacterium Serratia eGFP AS1 - carrier of anti-

Plasmodium proteins in workers of P. helleri. No significant difference was found in 

survival during the immature phase and in the proportion of deformed pupae derived 

from larvae that ingested EPS, PET, or TiO2 particles (500ng/bee, 500ng/bee, 

10µg/bee, respectively). However, body mass of treated adults was higher. Total 

hemocyte counts (THC) decreased in bees that ingested EPS and increased in bees 

that ingested with PET or TiO2. The differential hemocyte count (DHC) was also 

altered, where the proportion of prohemocytes increased in bees fed EPS, and the 

proportion of plasmatocytes was reduced with the EPS or PET treatments compared 

to the control. Therefore, nano/microparticle contaminations can harm stingless bee 

colonies, once the number of circulating hemocytes reflects the individual's ability to 

deal with immune challenges. Colonization of the digestive system of P. helleri by S. 

AS1 was checked at 24h, 72h, and 144h after the ingestion of food inoculated with the 

bacterium, and no changes were detected in the survival and in the feeding, walking, 

and flying behaviors of the adults, even though they were detected in the hindgut 144h 

after the beginning of the experiment. Our findings demonstrate the S. AS1 is not 

harmful to P. helleri. They may be a safe candidate for combating vector-borne 

diseases, not compromising native and ecologically relevant species, such as wild 

bees. Considering the relevance of bees as pollinators, the results presented here 



 

 

 

 

provide new information that could help in the elaboration of risk assessments involving 

contamination by pollution particles, as well as information on the action of genetically 

modified symbiotic organisms in stingless bees. 

 

Keywords: Stingless bees. Titanium dioxide. Genetically modified organism. 

Paratransgenesis. Expanded polystyrene. Polyethylene terephthalate. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 

As abelhas são cruciais para os serviços de polinização ecológica e agrícola, 

além de produzirem cera, própolis e mel, utilizados para o consumo humano (Whitfield 

et al. 2006, Potts et al. 2010, Staveley et al. 2014). Dentre a grande diversidade 

apícola, encontra-se a tribo Meliponini, família Apidae, que são abelhas popularmente 

chamadas de “abelhas indígenas sem ferrão” (Michener 2007, Vit et al. 2013). 

Somente no Brasil, cerca de 300 espécies de meliponíneos já foram descritas, sendo 

23 espécies de Partamona, incluindo a Partamona helleri (Friese 1900).  

As abelhas Partamona são de tamanho médio (6-7 mm), possuindo uma tíbia 

posterior muito alargada em forma de colher (Silveira et al. 2002, Camargo & Pedro 

2003). Os seus ninhos são aéreos, apoiados em diferentes substratos, como ninhos 

de pássaros feitos de gravetos. Esses ninhos são compostos com uma região de cria, 

com células em forma de favos, potes para armazenamento de mel e pólen e com o 

barro e resinas delimitando o espaço do ninho (Camargo & Pedro 2003). No Brasil, 

Partamona helleri pode ser encontrada nos estados da Bahia, Espírito Santo, Minas 

Gerais, Paraná, Rio de Janeiro, Santa Catarina e São Paulo, em áreas de diferentes 

fitofisionomias, inclusive em ambientes antrópicos, como urbanizações. Nesses 

lugares, as abelhas vão à procura de recursos para a subsistência da colônia, como 

água, alimento, materiais para a construção do ninho (Camargo & Pedro 2003, Pedro 

2014).  

A redução populacional das colônias de abelhas tem sido observada nos 

últimos anos e algumas supostas causas para essa redução são: alterações 

climáticas, redução da diversidade floral, desnutrição, introdução de espécies 

exóticas, aumento de predadores, dispersão de patógenos, uso excessivo de 

agroquímicos e a interação entre esses fatores (Potts et al. 2010, Alaux et al. 2010, 

Vidau et al. 2011). Um fator que supostamente poderia influenciar essa redução 

populacional seria os nano/micropoluentes, devido a esses poluentes poderem 

intoxicar as abelhas e contribuir para a ocorrência de efeitos letais e subletais (Al 

Naggar et al. 2018, Balzani et al. 2022). 

Apesar dos nano/micropoluidores ainda não terem sido associados ao declínio 

de abelhas, o risco de contaminação das abelhas tende a aumentar em virtude do 

crescente uso de nano/micromateriais em novas tecnologias e o seu descarte onde 

as abelhas se encontram. Portanto, antecipar esse cenário torna-se fundamental para 
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prever os efeitos potenciais de nano/micropartículas em organismos polinizadores. 

Abelhas solitárias Megachile sp. usam fragmentos de plásticos na construção de 

ninhos, mostrando que elas se adequaram ao uso de material plástico descartado em 

atividades agrícolas (MacIvor & Moore 2013, Allasino et al. 2019). Foi demonstrado 

que 66,7% da espécie Apis mellifera e Apis cerana coletadas em campo na China 

apresentaram resíduos plásticos, incluindo o poliestireno (PS) e o polietileno 

tereftalato (PET) (Deng et al. 2021), estando potencialmente expostas à contaminação 

por nano/microplásticos.  

A crescente utilização do plástico é uma preocupação ambiental de extrema 

importância global. Em 2017, a produção de materiais plásticos no mundo atingiu 

quase 350 milhões de toneladas. Essa quantidade tem distribuição de 50,1% na Ásia, 

18,5% na Europa, 17,7% na América do Norte, 7,1% no Oriente Médio e na África, 

4% na América do Sul e 2,6% na Comunidade dos Estados Independentes. Os 

resíduos plásticos não descartados adequadamente acabam se acumulando e 

poluindo tanto o ambiente aquático quanto o terrestre (Barnes et al. 2009, Riling 2012). 

Essa contaminação ocorre devido à maioria dos plásticos utilizados serem de uso 

descartável, possuindo uma reciclagem limitada e uma alta durabilidade, de décadas 

ou séculos (Geyer et al. 2017), podendo até serem transportados por longas 

distâncias através do vento e da chuva (Allen et al. 2019).   

Entre os resíduos plásticos utilizados destacam-se o PS e o PET, ambos 

derivados do petróleo (Simões et al. 2014, PlasticsEurope 2018). O PS é um 

homopolímero termoplástico e sua síntese acontece através da polimerização de 

monômero de estireno em água e é encontrado, frequentemente, como poliestireno 

expandido (EPS), popularmente chamado de isopor (Huntsman 2001). O seu resíduo 

é resultante de protetores de equipamentos, embalagens de alimentos, isolantes 

térmicos, peças automotivas, dentre outros, e sua vida útil é indefinida (Ho et al. 2018, 

PlasticsEurope 2018).   

O PET é um polímero de etileno termoplástico, e a sua produção ocorre através 

da reação do tereftalato de dimetilo com etilenoglicol (EG) pela transesterificação ou 

através da reação ácido tereftálico com EG, pela esterificação direta. Após esses 

processos, os subprodutos passam, basicamente, pela pré-polimerização, seguida da 

policondensação em fusão e, por último, a policondensação em estado sólido 

(Ravindranath & Mashelkar 1986). O seu resíduo é resultante do uso de garrafas 



12 
 

 
 

plásticas para embalagens de líquidos em geral, e podem demorar até 600 anos para 

se decompor (Formigoni & Campos 2012, PlasticsEurope 2018).  

Recentemente, o estudo do impacto ambiental das partículas microplásticas 

(com diâmetro <5mm) vem aumentando (Cole et al. 2011, Thompson 2015). Essas 

partículas podem se originar, principalmente, da decomposição de plásticos maiores 

presentes nos ambientes (Thompson 2004). Os microplásticos podem sofrer um maior 

desgaste formando partículas ainda menores que um mm de diâmetro, os 

nanoplásticos formados, por exemplo, a partir do atrito com substratos rochosos 

(Mattsson et al. 2015). Como esses nano/microplásticos são muito pequenos, eles 

podem ser espalhados e ingeridos por organismos, e assim, acumularem na cadeia 

alimentar (Riling 2012, Thompson 2015, Huerta Lwanga et al. 2016, 2017).  

Embora ocorra a ingestão de nano/microplásticos por diferentes organismos 

como invertebrados bentônicos (Graham & Thompson 2009), invertebrados terrestres 

(Zhu et al. 2018, Chae & An 2018), peixes (Possatto et al. 2011, Foekema et al. 2013), 

aves (van Franeker et al. 2011) e mamíferos (Rebolledo et al. 2013), não se sabe ao 

certo o potencial dano dessa ingestão na cadeia alimentar. Entretanto, já é 

comprovado que a ingestão dessas partículas afeta o desenvolvimento do ouriço-do-

mar Paracentrotus lividus e da ascídia Ciona robusta, o desenvolvimento e o 

crescimento da minhoca Lumbricus terrestris, e a reprodução e a massa corporal do 

anelídeo Enchytraeus crypticus (Huerta Lwanga et al. 2016, Messinetti et al. 2018, 

Zhu et al. 2018, Botterell et al. 2019). Fragmentos de plásticos podem limitar o 

consumo alimentar do molusco Mytilus edulis ou alterar a microbiota intestinal de E. 

crypticus (von Moos et al. 2012, Zhu et al. 2018). Danos histopatológicos e 

imunológicos no anelídeo Eisenia andrei também foram observados após o consumo 

de microplásticos (Rodriguez-Seijo et al. 2017).  

Nanoplásticos podem permear membranas celulares e organelas de diferentes 

órgãos de M. edulis, e este efeito também foi observado em mamíferos, podendo 

resultar em respostas inflamatórias, alterações na expressão gênica e morte celular 

(Brown et al. 2001, von Moos et al. 2012, Roex et al. 2013, Chae & An, 2018). Além 

disso, microplásticos podem carrear poluentes como o fenantreno e o nonifenol, e 

produtos químicos como o triclosan e o éter difeníl polibromado - 47 (PBDE-47), tendo 

o potencial de serem transferidos para os organismos no pós-ingestão (Teuten et al. 

2009, Roex et al. 2013, Browne et al. 2013). Em contrapartida, os estudos de 
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toxicidade provocada pela ingestão de plásticos são quase exclusivamente focados 

em ambientes aquáticos, tornando o estudo do seu impacto em ambiente terrestre 

incipiente (Riling 2012, Thompson 2015, Chae & An 2018). 

A nanotecnologia tem se tornado indispensável na ciência, na indústria, na 

biotecnologia, na medicina e em muitas outras áreas. Na agricultura, por exemplo, 

acredita-se que os avanços nessa tecnologia podem auxiliar na proteção de cultivos 

e no manejo de pragas (Parisi et al. 2015). Além disso, o efeito das 

nano/micropartículas de metais e não metais são conhecidos pela sua atividade 

antimicrobiana, tendo sua ação em patógenos resistentes a fungicidas e a bactericidas 

(Chowdappa & Gowda, 2013, Aziz et al. 2015, 2016). Uma dessas nanopartículas em 

ascensão no mercado é o dióxido de titânio (TiO2), um semicondutor, cujas partículas 

são produzidas a partir do processo sol-gel de Sau e Rogach, onde o precursor 

utilizado é o etóxido de titânio também conhecido como ortotitanato de tetraetilo 

(Bernier et al. 2012, Tiwari & Turner et al. 2014).  

Por ser versátil, o TiO2 pode ser empregado para diferentes finalidades como 

na fabricação de corantes de alimentos, tintas, cosméticos e protetores solares, 

células solares fotossensíveis, sensores de gás, além de ter aplicação como material 

autolimpante e catalisador da fotocálise (Tiwari & Turner 2014, Banerjee et al. 2015, 

Yadav et al. 2016, Yang et al. 2016). São inúmeras as aplicações do TiO2 e elas 

tendem a aumentar, fazendo com que a disponibilização dele no ambiente aumente. 

Em invertebrados, os efeitos da ingestão de TiO2 foram avaliados em larvas 

das mariposas Bombyx mori, (Wang et al. 2015, Li et al. 2016) e Galleria mellonela 

(Zorlu et al. 2018) e no microcrustáceo Ceriodaphnia dubia (Dalai et al. 2013). Os 

efeitos da ingestão de TiO2 variam de acordo com a espécie, podendo ser benéfico. 

Por exemplo, foi demonstrado que a ingestão de nanopartícula de TiO2 teve efeito no 

sistema digestivo de larvas de B. mori, podendo atenuar lesões pré-existentes, bem 

como diminuir o estresse oxidativo no intestino médio, além de aumentar a 

sobrevivência e o peso corporal de indivíduos tratados por phoxim, um organofosfato 

(Wang et al. 2015, Li et al. 2016).  

A ingestão de nanopartículas de TiO2 pode aumentar o tempo de 

desenvolvimento e diminuir a sobrevivência de larvas da mariposa G. mellonela (Zorlu 

et al. 2018). No microcrustáceo C. dubia, popularmente conhecida com pulga d’água, 

a mortalidade foi aumentada em altas concentrações de TiO2, assim como ocorreu 
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um aumento na expressão de catalase, superóxido dismutase e glutationa S-

transferase (Dalai et al. 2013). Pelo exposto, conclui-se que a toxicidade de TiO2 varia 

em função das concentrações testadas e das espécies de invertebrados.  

Uma alternativa ao controle de doenças transmitidas por insetos vetores é a 

paratransgênese, que envolve manipulação genética de microrganismos simbióticos 

para reduzir e/ou interromper os patógenos dentro de seus insetos hospedeiros 

(Coutinho-Abreu et al. 2010, Wang et al. 2017). Dentro da família Enterobacteriaceae 

encontra-se o gênero Serratia, bastonetes gram-negativos e aeróbios facultativos. 

Esse gênero pode ser simbiótico e é encontrado em muitos artrópodes, como 

mosquitos (Gusmão et al. 2003, Pumpuni et al. 1993), abelhas (Botina et al. 2019) e 

flebotomíneos (Maleki-Ravasan et al. 2014). 

Estudos recentes demonstraram o potencial da bactéria Serratia eGFP AS1 

(Serratia marscercens, linhagem AS1) para a paratransgênese (Wang et al. 2017, 

Koosha et al. 2018, 2019). Na Serratia eGFP AS1 foi integrado o gene da proteína 

que codifica o eGFP (proteína verde fluorescente), e cinco genes efetores anti-

Plasmodium ((MP2)2 - Scorpine – (EPIP)4 – Shiva1 – (SM1)2) sobre o controle de um 

único promotor, os quais inibem o desenvolvimento do patógeno Plasmodium 

falciparum em fêmeas do mosquito Anopheles gambiae e Anopheles stephensi (Wang 

et al. 2017). Todas as proteínas efetoras inibem fortemente esse patógeno, reduzindo 

a carga de oocisto em até 93% (Wang et al. 2017). 

Parasitas do gênero Plasmodium podem ser transmitidos aos humanos através 

de picadas das fêmeas infectadas de Anopheles, ocasionando a Malária, doença 

endêmica em muitos países em desenvolvimento. As ferramentas disponíveis para o 

combate à malária são, basicamente, o controle dos vetores e os medicamentos 

antimaláricos (World Malaria Report 2019). Infelizmente, essas ferramentas têm 

perdido sua eficácia diante do aumento da resistência dos mosquitos aos inseticidas 

e dos parasitas aos medicamentos (World Malaria Report 2019). Por conseguinte, 

encontrar outras maneiras para o combate dessa doença é extremamente necessário.  

A utilização de qualquer organismo modificado geneticamente (OGM) para o 

controle biológico requer que ele apresente um custo mínimo para o condicionamento 

físico dos seus portadores (Coutinho-Abreu et al. 2010), o que é investigado através 

de avaliações de risco, incluindo os riscos que os indivíduos paratransgênicos 

representam (CTNBio nº 24, de 07.01.2020). Essas avaliações incluem a investigação 
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das rotas de transferência dos OGMs – que podem ser vertical (da mãe para a prole), 

transestadial (entre as fases de desenvolvimento) e/ou horizontal (de um indivíduo 

para o outro, sem ser parental) – bem como dos efeitos no comportamento (ex. 

alimentar), na sobrevivência e na reprodução dos hospedeiros alvos (Wang et al. 

2017, Koosha et al. 2018).  

A transferência horizontal dos OGM entre os indivíduos pode ocorrer através 

do compartilhamento de recursos em comum (Eggers & Mackenzie 2000, Engel et al. 

2016, Wang et al. 2017), por exemplo, o contato com a água contaminada pela 

presença desse organismo (Koosha et al. 2019). Os órgãos normativos, como a 

CTNBio (Comissão Técnica Nacional de Biossegurança, Ministério da Ciência, 

Tecnologia e Inovações, Brasil), também exigem a avaliação da interação dos 

indivíduos paratransgênicos com o meio ambiente, o que inclui a preocupação 

particular com os possíveis efeitos nocivos desses OGM em organismos não-alvo 

(CTNBio nº 24, de 07.01.2020, Eckerstorfer et al. 2012), como polinizadores 

(Eckerstorfer et al. 2012). Uma vez que abelhas são polinizadores naturais dos 

ecossistemas e tem um papel significativo na manutenção da biodiversidade (Allen-

Wardell et al. 1998, Slaa et al. 2006), esses organismos são amplamente 

reconhecidos para integrarem protocolos de avaliação de risco (Villa et al. 2000, 

Malone & Pham-Delegue 2001, Romeis et al. 2008, Thompson 2010). 

Em virtude da comunicação com o ambiente externo à colônia, para a busca 

de recursos alimentares, estudos são preferencialmente realizados em abelhas 

forrageiras e incluem avaliações da letalidade e em menor grau de efeitos subletais 

(Desneux et al. 2007, Lima et al. 2016). Não menos comum é o uso da espécie A. 

mellifera como organismo modelo em estudos de avaliação de risco ou apenas 

ecotoxicológicos, ainda que essa espécie seja exótica de ambientes neotropicais 

como a América (Barbosa et al. 2015, Lima et al. 2016). No entanto, as abelhas sem-

ferrão (Meliponini) são mais representativas em ecossistemas neotropicais (Slaa et al. 

2009, Lima et al. 2016) como polinizadores da mata nativa (Slaa et al. 2009) e 

ecossistemas agrícolas (Giannini et al. 2015) e, portanto, elas deveriam ser 

consideradas em estudos de liberação dos OGMs. 

Em abelhas, a capacidade de suportar estressores ambientais está 

intimamente ligada à microbiota intestinal (Li et al. 2017, Raymann et al. 2017, 

Raymann & Moren, 2018). Além disso, a microbiota intestinal se relaciona com o 
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comportamento, o metabolismo, o crescimento e o desenvolvimento dos seus 

hospedeiros (Zheng et al. 2018, Raymann & Moren 2018) e em abelhas sem ferrão, a 

microbiota é altamente conservada em relação a abelhas não corbiculadas (Kwong et 

al. 2017). A espécie de meliponíneo P. helleri, por exemplo, possui uma ampla gama 

de gêneros bacterianos dominantes (cerca de 33) e o gênero Serratia também foi 

encontrado nela, embora menos abundante em relação a outros (Botina et al. 2019). 

Espécies de Serratia podem ser também patogênicas a abelhas, como foi observado 

para as cepas de S. marcescens Ss1 (Burritt et al. 2016), kz2, kz11, kz19, Db11 em 

adultos de A. mellifera (Raymann et al. 2018). 

O objetivo do presente trabalho foi avançar na elaboração de técnicas que 

poderão auxiliar nas construções de avaliações de risco com polinizadores, assim 

como, estudar possíveis fatores que podem influenciar o declínio populacional de 

polinizadores. Essas questões levantaram hipóteses sobre a existência dos possíveis 

risco de contaminação das abelhas por nano/micropartículas e pela colonização por 

bactérias paratransgênicas. Para acessar essas hipóteses, esta investigação foi 

organizada em dois capítulos.  

No Capítulo I foi avaliado o efeito do consumo de nano/micropartículas de dois 

tipos de plástico (poliestireno expandido-EPS e polietileno tereftalato-PET) e de 

dióxido de titânio (TiO2) via ingestão durante a fase larval de P. helleri. Essa avaliação 

foi realizada através da comparação dos parâmetros de sobrevivência, massa 

corporal, desenvolvimento, locomoção e resposta imune celular em operárias recém-

emergidas originadas de larvas alimentadas com as nano/micropartículas.  

No Capítulo II foi avaliado o efeito da ingestão do alimento contendo a cepa 

geneticamente modificada de Serratia eGFP AS1 – portadora das proteínas anti-

Plasmodium em P. helleri. Essa avaliação foi realizada através da sobrevivência, dos 

comportamentos alimentar, locomoção e voo em forrageiras após ingestão do 

alimento inoculado com a bactéria em comparação com o controle.  

Os resultados expostos nessa tese fornecem informações inéditas sobre o risco 

envolvendo a ingestão de nano/micro poluidores, bem como os efeitos da colonização 

do sistema digestivo por organismos geneticamente modificados em abelhas sem 

ferrão. 
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RESUMO 
 

O descarte inadequado de materiais plásticos e de compostos oriundos de metais e a 

geração dos nano/micropartículas vem sendo amplamente discutidos devido a seu 

potencial de risco como poluentes e contaminação dos organismos mediante sua 

bioacumulação. Entretanto, estudos sobre potencial toxicológico dessas 

nano/micropartículas sobre insetos polinizadores são escassos. Considerando o valor 

inestimável dos serviços ecossistêmicos que os polinizadores prestam e seu declínio 

populacional ocasionado por diferentes impactos antrópicos, este trabalho explorou a 

letalidade e os efeitos subletais de nano/micropartículas de poluentes na abelha sem 

ferrão Partamona helleri. A toxicidade de partículas plásticas (poliestireno expandido-

EPS e polietileno tereftalato-PET) e de óxido metálico (dióxido de titânio-TiO2) foi 

avaliada via ingestão larval. A taxa de sobrevivência não foi afetada pela ingestão de 

partículas de EPS, PET ou TiO2 (500ng/abelha, 500ng/abelha, 10µg/abelha, 

respectivamente) em relação ao controle (alimento sem as partículas). Entretanto, o 

peso dos adultos teve um aumento significativo nos indivíduos tratados em relação ao 

controle. O comportamento de locomoção foi afetado após a ingestão das partículas, 

no qual as abelhas que ingeriram PET ou TiO2 tenderam a ficar um maior tempo de 

repouso assim como tenderam a interagir mais. A contagem total de hemócitos foi 

alterada, assim como a diferencial, sendo observadas alterações significativas na 

proporção dos plasmatócitos e dos prohemócitos em comparação com o controle. Isto 

pode refletir negativamente na capacidade do indivíduo em lidar com estressores. Os 

dados aqui expostos sugerem que a contaminação por partículas de plásticos e TiO2 

podem ocasionar efeitos subletais nas colônias de abelhas sem ferrão. Nosso estudo 

fornece informações inéditas sobre a ingestão de nano/micropartículas poluidoras em 

abelhas sem ferrão, a fim de investigar se essa contaminação pode ser um dos fatores 

que influenciam o declínio populacional de polinizadores. 

 

Palavras chaves: Abelhas sem ferrão. Dióxido de titânio. Microplástico. Poliestireno 

expandido. Polietileno tereftalato. 
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1.0. INTRODUÇÃO 

 

A crescente utilização do plástico é uma preocupação ambiental de extrema 

importância global e os resíduos não descartados adequadamente se acumulam nos 

ecossistemas naturais (Barnes et al. 2009, Rillig 2012), gerando contaminação. Essa 

contaminação ocorre devido à maioria desses resíduos plásticos possuírem uma 

resistência à degradação (Geyer et al. 2017). Essa preocupação ambiental está 

associada à decomposição de peças ou pedaços de plásticos maiores presentes nos 

ambientes (Thompson 2004), o que resulta em partículas menores, denominadas 

microplásticos (com diâmetro < 5 µm) ou até mesmo nanoplásticos (com diâmetro < 1 

µm) (Cole et al. 2011, Mattsson et al. 2015, Thompson 2015). Como esses 

nano/microplásticos são muito pequenos, eles podem ser espalhados e ingeridos por 

organismos e, assim, acumularem na cadeia alimentar (Rillig 2012, Thompson 2015, 

Huerta Lwanga et al. 2016, 2017). Alguns desses resíduos plásticos são oriundos do 

petróleo, dentre eles destacam-se o poliestireno (PS) e o polietileno tereftalato (PET) 

(Simões et al. 2014, PlasticsEurope 2018). O PS é frequentemente encontrado como 

poliestireno expandido (EPS), conhecido como isopor (Huntsman 2001), e sua vida 

útil é indefinida (Ho et al. 2018, PlasticsEurope 2018).  O resíduo do PET é resultante 

principalmente do uso de garrafas plásticas para embalagens de líquidos em geral, e 

podem demorar até 600 anos para se decompor (Formigoni & Campos 2012, 

PlasticsEurope 2018).  

Os efeitos da ingestão das partículas plásticas por diferentes organismos, como 

invertebrados bentônicos (Graham & Thompson 2009) ou terrestres (Zhu et al. 2018, 

Chae & An 2018), peixes (Possatto et al. 2011, Foekema et al. 2013), aves (van 

Franeker et al. 2011) e mamíferos (Rebolledo et al. 2013) tem sido alvo de estudo. 

Está comprovado que a ingestão dessas partículas afeta o desenvolvimento, o 

crescimento, a reprodução, o consumo alimentar e a massa corporal dos 

invertebrados, o que pode alterar a microbiota intestinal e ocasionar, também, danos 

histopatológicos e imunológicos (von Moos et al. 2012, Huerta Lwanga et al. 2016, 

Rodriguez-Seijo et al. 2017, Messinetti et al. 2018, Zhu et al. 2018, Botterell et al. 

2019). A maioria dos estudos sobre a toxicidade da ingestão de partículas plásticas 

considera organismos aquáticos, poucos são focados considerando o ambiente 

terrestre (Rillig 2012, Chae & An 2018, Balzani et al. 2022).  
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O uso da nanotecnologia tende a se intensificar na agricultura. Acredita-se que 

os avanços nessa tecnologia podem auxiliar na proteção de cultivos e no manejo de 

pragas (Parisi et al. 2015). Uma dessas nanopartículas em ascensão é o TiO2 (dióxido 

de titânio), pois devido a sua ampla gama de aplicações na fabricação de corantes de 

alimentos, tintas, cosméticos e protetores solares, células solares fotossensíveis, 

sensores de gás, material autolimpante e catalisador da fotocálise (Tiwari & Turner 

2014, Banerjee et al. 2015, Yadav et al. 2016, Yang et al. 2016), a sua disponibilidade 

no ambiente tende a aumentar.  

A exposição do TiO2 em invertebrados foi avaliada, e a sua ingestão tem 

diferentes efeitos observados, variando de benéfico a prejudicial dependente da 

concentração e espécie (Dalai et al. 2013, Wang et al. 2015, Li et al. 2016, Zorlu et al. 

2018). Na mariposa Bombyx mori possui um efeito positivo na sobrevivência, no peso 

corporal e no sistema digestório (Wang et al. 2015). Entretanto, em larvas de outra 

mariposa (Galleria mellonela), a ingestão de TiO2 prejudicou a sobrevivência e o 

tempo de desenvolvimento (Zorlu et al. 2018), e no microcrustáceo Ceriodaphnia 

dubia, interferiu na mortalidade e na expressão de genes envolvidos no estresse 

oxidativo (Dalai et al. 2013). Tendo em vista os estudos supracitados, os efeitos TiO2 

nos invertebrados variam de acordo com as espécies expostas e as concentrações 

utilizadas, sendo assim, a toxicidade de TiO2 tem que ser melhor investigada.  

Há mais de uma década, o declínio populacional das abelhas tem ganhado 

destaque, e diferentes fatores foram apontados por influenciar essa redução: 

introdução de espécies exóticas, mudanças no clima, aumento de predadores, 

diminuição da diversidade floral, escassez de alimentos, dispersão de patógenos, uso 

demasiado de agrotóxicos e a interação entre esses parâmetros (Potts et al. 2010, 

Alaux et al. 2010, Vidau et al. 2011). Os nano/micropoluentes ainda não estão 

associados à redução das colônias de abelhas, entretanto, o perigo diante a exposição 

delas a essas partículas tende a aumentar devido à crescente poluição ambiental por 

nano/micropartículas (PlasticsEurope, 2018). Portanto, antecipar esse cenário é 

fundamental para entender como essa nano/micropoluição pode atuar em organismos 

polinizadores como as abelhas. Em Megachile sp. já foi descrito a construção de 

ninhos utilizando fragmentos de plásticos, uma forma de utilização dos resíduos 

plásticos descartados na agricultura (MacIvor & Moore 2013, Allasino et al. 2019), 

comprovando o quão importante é o estudo sobre a contaminação por 
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nano/microplásticos. Essa contaminação também é comprovada em abelhas Apis 

mellifera e Apis cerana coletadas em campo de diferentes localidades na China, 

inclusive dos resíduos mais encontrados destacam-se o PS e PET (polietileno) (Edo 

et al. 2021, Deng et al. 2021). 

Neste trabalho investigamos os possíveis efeitos da ingestão das partículas de 

EPS, PET ou TiO2 durante a alimentação larval de Partamona helleri. Uma grande 

proporção desses materiais é usada e descartada em ecossistemas visitados pelas 

abelhas para coleta de recursos, expondo-as ao contato e ingestão desses poluentes 

(Roex et al. 2013, Horton et al. 2017, Ojha et al. 2018).  Além disso, o uso de uma 

espécie de abelha nativa estimula a adequação de avaliações de risco, uma vez que 

considera a representatividade da espécie bioindicadora no ecossistema local.  

2.0. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Abelhas 
 

As abelhas P. helleri que foram utilizadas para o experimento estão 

estabelecidas no campus da Universidade Federal de Viçosa (UFV), em Viçosa - MG 

(20º 45' 14" S e 42º 52' 55" O). Favos de cria contendo ovos foram retirados de três 

colônias e armazenados em placas de Petri em incubadoras (28 ± 1°C, 70 ± 5% RH, 

no escuro) até o início dos bioensaios. As larvas foram expostas durante o 

desenvolvimento ao EPS, PET ou TiO2 (Bernardes et al. 2018, Botina et al. 2020). 

 

2.2. Obtenção e caracterização das partículas  

 

Os dois tipos de plásticos testados foram o EPS (Sigma-Aldrich) e PET (Sigma-

Aldrich), puros e sob a forma de grânulos. Os grânulos foram triturados em 

liquidificador. As doses utilizadas nos bioensaios foram de 0% (controle), 

500ng/abelha de EPS e 500 ng/abelha de PET. A partícula nano-óxido metálica TiO2 

(Mago Indústria LTDA, Cotia, São Paulo, Brasil) foi disponibilizada em pó e a sua dose 

utilizada nos bioensaios foi de 10µg/abelha. O cálculo para as doses utilizadas foi 

derivado de testes preliminares com diferentes concentrações, assim como, foram 
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baseados em estudos anteriores (Zhu et al. 2018, Zorlu et al. 2018, López-Muñoz et 

al. 2019, Wang et al. 2021).  

A caracterização das partículas de plástico e do TiO2 (Figura 1) foi realizada no 

microscópio eletrônico de varredura MEV VP1430 LEO (LEO Electron Microscopy 

Ltda., Cambridge, Reino Unido) do Centro de Microscopia e Microanálise da 

Universidade Federal de Viçosa (NMM-UFV) e no MEV JEOL - JSM-6010LA do 

Laboratório de Microscopia Eletrônica de Varredura (DPF-UFV), sendo que as 

partículas foram coladas diretamente na fita adesiva dupla-face previamente montada 

em blocos (stubs) de alumínio e, em seguida, metalizadas com ouro em metalizador. 

 

Figura 1. Micrografia eletrônica de varredura de micropartículas de plástico e de TiO2 
(setas). (A) Poliestireno expandido (EPS); (B) Polietileno tereftalato (PET); (C) Dióxido 
de titânio, TiO2. 

 
2.3. Exposição 

 

Células de cria artificiais foram montadas em placas de polietileno de 96 poços, 

revestidas e fechadas com cera de Apis mellifera, obtidas do Apiário Central da UFV. 

Cada célula de cria recebeu 40 μL de dieta, suficiente para o desenvolvimento larval 

de operárias (Bernardes et al. 2018, Botina et al. 2020).   

O alimento larval foi coletado dos favos de cria e misturado aos compostos nas 

concentrações testadas. Sendo que os microplásticos foram misturados diretamente 

à 37 µL da dieta e depois adicionados 3 µL de água, e o TiO2 foi diluído em três µL de 

água para posterior mistura à 37 µL do alimento larval, totalizando assim 40 µL de 

dieta contaminada com EPS ou PET ou TiO2 adicionada às células de cria. Foram 

utilizados 48 ovos em cada tratamento, incluindo o controle de cada colônia. Portanto, 

cada tratamento possuiu 144 ovos provenientes de três colônias diferentes (n=576). 

Os favos de cria (placas de polietileno contendo os ovos) foram colocados dentro de 
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frascos dessecadores de vidro, mantidos em incubadora a 28 ± 1 °C, sob escuridão 

total e umidade relativa (UR) de 95 ± 5% até o término da alimentação larval.  

Após o término do consumo do alimento, a umidade dentro do dessecador foi 

alterada utilizando uma solução saturada de cloreto de sódio para mantê-la a 70 ± 5% 

de UR até a emergência dos adultos (Bernardes et al. 2018, Botina et al. 2020). 

Após emergência, os adultos foram marcados de acordo com a data de 

emergência com tinta atóxica (Acrilex Tintas Especiais S.A., São Bernardo do Campo, 

São Paulo, Brasil) e mantidos em potes de plástico de 500ml  

a 28 ± 1 °C e 70 ± 5% de UR. As operárias foram alimentadas com 50% mel de abelhas 

melíferas e 50% de água destilada, fornecidas ad libitum.  

2.4. Sobrevivência e massa corporal 
 

A avaliação da sobrevivência foi feita diariamente. As abelhas que não foram 

identificadas como operárias e os ovos que não eclodiram foram excluídos das 

análises. Indivíduos que não apresentaram movimento respiratório (movimento da 

abertura do espiráculos) ou apresentaram uma coloração escura foram considerados 

mortos e descartados para evitar possíveis contaminações nas placas. Indivíduos com 

alteração morfológica foi considerado deformado. As pupas, com aproximadamente 

24 dias após eclosão, foram analisadas em estereomicroscópio para verificação do 

sexo, de acordo com suas características morfológicas (Michener 1944). Operárias 

adultas foram pesadas em balança analítica para registro da massa corporal logo após 

a emergência (< 24 horas de idade adulta).  

 

2.5. Comportamento de locomoção  
 

Para avaliação do comportamento de locomoção, foi feita uma gravação com 

operárias com três dias de idade em uma placa de Petri (9 cm de diâmetro e 2 cm de 

altura), durante 10 minutos, com auxílio de uma câmera de vídeo digital (HDR-

XR520V, Sony Corporation) a 24 fps (frames per second) e alta definição (1920 × 1080 

pixels) em uma sala a 25 ± 3 °C e 70 ± 5% de umidade relativa com três lâmpadas de 

led vermelho (seis watts) colocadas 50 cm acima das arenas. Os vídeos foram 

analisados pelo programa de vídeo rastreamento Ethoflow® (Bernardes et al. 2021, 

Instituto Nacional de Propriedade Industrial-INPI, Brasil, BR 51 2020 000737-6). Isso 
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possibilitou analisar os efeitos da ingestão das partículas de acordo com as variáveis 

associadas ao comportamento de locomoção: velocidade média (cm/s), meandros 

(°/cm; a soma absoluta do ângulo que o indivíduo girou, dividido pela distância que o 

indivíduo percorreu durante o vídeo), tempo(s) de repouso e interações (todas as 

interações de um indivíduo com os demais do grupo); interação foi considerada 

quando os indivíduos se aproximaram de uma distância ≤ 0,68 cm. A definição 

matemática dessas variáveis pode ser encontrada em Bernardes et al. (2021). Foram 

analisados em média cinco indivíduos tratados com cada composto (EPS, PET ou 

TiO2) e cinco do controle para duas colônias diferentes em cada arena, perfazendo o 

experimento em duplicata técnica com um total de 72 abelhas (Vídeos 

suplementares). 

  

2.6. Contagem total de hemócitos  

 

Para coleta da hemolinfa, 10 μL de solução anticoagulante (0,098 M de NaOH, 

0,145 M de NaCl, 0,017 M de EDTA e 0,041 M de ácido cítrico, pH 4,5) foram injetados 

no primeiro segmento do abdômen das abelhas imobilizada a frio ( 4 ºC), com uma 

seringa para aplicação de insulina (modificada de Araújo et al. 2008, Ravaiano et al. 

2018ab, Viana et al. 2020). Uma micropipeta e ponteiras previamente siliconadas com 

SigmaCote (Sigma) foram utilizadas para coletar a hemolinfa (10 μL). A hemolinfa 

coletada foi dispensada diretamente (sem diluição após a coleta) em câmara de 

Neubauer melhorada. A contagem total dos hemócitos foi feita ao microscópio óptico 

(Primo Star, Zeiss) com aumento final de 400x. Três abelhas expostas a cada 

tratamento (EPS, PET, TiO2 ou controle) foram utilizadas de três colônias diferentes 

(n=36). 

 

2.7. Contagem diferencial de hemócitos 

 

Após a injeção de 10 μL de solução anticoagulante, a quantidade máxima de 

hemolinfa extravasada foi coletada de cada abelha perfazendo um pool com três 

indivíduos. A hemolinfa foi dispensada em lâminas de vidro em linhas paralelas e 

permaneceu em repouso por 20 min para aderência das células e secagem. As 

amostras foram fixadas com metanol por 10 min, coradas com solução Giemsa em 
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tampão Sörensem (0,06M, pH 6,8), na proporção 1:30 (v/v), por 15 min e, finalmente 

foram lavadas com água corrente (Amaral et al. 2010).  

Para cada tratamento, foram analisadas quatro lâminas com um pool de 

hemolinfa de três indivíduos de cada tratamento. As células foram identificadas e 

caracterizadas em microscópio óptico (Olympus BX53). Para contagem diferencial de 

hemócitos (CDH), duzentas células foram consideradas por lâmina para se estimar o 

número médio de três tipos principais de hemócitos (prohemócitos, granulócitos e 

plasmatócitos) (Figura 2) por indivíduo (Adaptado de Ravaiano et al. 2018ab).  

 

Figura 2. Hemócitos de operárias recém-emergidas de Partamona helleri com três 

dias de idade e corados com Giemsa. (A). Prohemócitos com formato redondo com o 

núcleo (n) ocupando a maior parte da célula.  (B). Granulócitos em formato redondo 

com núcleos arredondados (n). (C). Plasmatócitos em formato de meia-lua com o 

núcleo redondo central (n). 

2.8. Análise estatística 
 

A longevidade da fase imatura (períodos de larva e pupa somados) foi 

submetida à análise de sobrevivência pelo teste de log-Rank, com censura 

estabelecida na mudança dos indivíduos para a fase adulta. O peso dos adultos foi 

submetido a um modelo linear. A contagem total de hemócitos foi submetida a um 

modelo linear generalizado com distribuição de Poisson do erro. As proporções de 

prohemóticos, granulócitos e plasmatócitos obtidas na contagem diferencial e a 

proporção de pupas deformadas foram submetidas a modelos lineares generalizados 

com distribuição binomial do erro. Em todos os modelos, lineares e lineares 

generalizados, os tratamentos com as nano/micropartículas e as colônias foram 

consideradas como efeitos fixos e testados, respectivamente, através do teste F e de 
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chi-quadrado considerando 5% de significância em ambos os testes. Além disso, o 

teste de Tukey a 5% de significância foi realizado quando os efeitos fixos dos 

tratamentos foram significativos. Todas as análises foram realizadas no software R. 

Os dados do comportamento de locomoção foram submetidos à análise de 

coordenadas principais (PCoA) com base na matriz de dissimilaridade de Mahalanobis 

(adequada para dados com variáveis medidas em diferentes escalas), e uma análise 

de variância multivariada permutacional (PERMANOVA) com 10.000 permutações foi 

realizada para testar diferença significativa entre os tratamentos. Contrastes pareados 

entre os tratamentos foram aplicados com ajuste de Holm. Um teste de 

homogeneidade de dispersão multivariada (PERMDISP) foi utilizado para verificar a 

suposição da homogeneidade da PERMANOVA (Anderson 2017). Os contrastes 

pareados entre os tratamentos dos grupos foram aplicados com ajuste de Holm. Essas 

análises foram realizadas no software R (R Core Team 2021) usando o pacote vegan 

(Oksanen et al. 2019).  

 

3.0. RESULTADOS 

 

Não foi encontrada diferença significativa na sobrevivência dos imaturos de P. 

helleri submetidos a dietas com partículas de EPS, PET ou TiO2 em comparação com 

o controle (χ2 = 2.609; df = 3; p = 0.544; Figura 3). O peso dos adultos foi 

significativamente alterado pelos tratamentos (F3,354 = 14,637; p < 0,001), sendo maior 

em relação ao controle (Figura 4). Não houve diferença significativa na proporção de 

pupas deformadas entre os tratamentos (χ2 = 2,0026; df = 3; p = 0,572); cuja valor 

geral foi de 0,048  0,013 (desvio-padrão). 
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Figura 3. (A) Sobrevivência de imaturos de Partamona helleri alimentados com dieta 

larval contendo EPS, PET ou TiO2. Apenas água adicionada à dieta foi considerada 

como controle. O teste de log-Rank geral não indicou diferença significativa entre pelo 

menos um dos contrates entre tratamentos (χ2 = 2,609; df = 3; p = 0,544). (B) A tabela 

mostra o número de abelhas que permaneceram em risco em cada tratamento ao 

longo da avaliação. 
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Figura 4. Peso dos adultos de Partamona helleri provenientes de larvas alimentadas 

em dieta contendo EPS, PET, TiO2 ou controle. Diferentes letras indicam diferença 

significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05). 

 

O comportamento de locomoção variou entre os tratamentos (PERMANOVA: F 

3,68 = 3,87, p < 0,001, R2 = 0,15) (Figura 5A, Tabela suplementar 1). A principal 

variável (que apresentou maior importância) em relação à dimensão PCoA1 foi o 

repouso (Figura 5B), como também indicado na ordenação da PCoA1 em abelhas 

alimentadas com partículas de PET ou TIO2, que apresentaram valores maiores 

(Figura 5A). A variável apresentou maior evidência negativa foi a interação com a 

dimensão PCoA2 (Figura 5B). Assim, as abelhas nos tratamentos com as partículas 

de PET e TIO2 tenderam a interagir mais (Figura 5C), uma vez que eles apresentaram 

valores menores em relação a ordenação no PCoA2 (Figura 5A). 
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Figura 5. Comportamento de locomoção de operárias de Partamona helleri 

provenientes de larvas alimentadas com partículas de EPS, PET, TiO2 ou controle 

durante 10 minutos. As variáveis comportamentais avaliadas foram velocidade média 

(cm/s), meandros (°/cm; a soma absoluta do ângulo que o indivíduo girou dividido pela 

distância que o indivíduo percorreu), tempo de repouso (s) e interações (considerada 

interação quando as abelhas se aproximaram uma distância ≤ 0,68 cm). (A) 

Ordenação da análise de coordenadas principais (PCoA) da matriz de dissimilaridade 
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de Mahalanobis entre os tratamentos. As diferenças dos tratamentos foram 

comparadas por análise de variância multivariada permutacional (PERMANOVA). 

Cada ponto representa uma amostra (n=72), e os segmentos unem pontos ao seu 

centroide. (B) Diagrama de correlações entre as duas dimensões (PcoA 1 e PcoA 2) 

da PcoA e as variáveis comportamentais. A espessura das conexões do arco 

representa o valor de correlação, bem como a barra horizontal. (C) Parcela dividida 

por tratamentos exibindo distribuição (ou seja, caixas indicando a mediana e 

dispersão; quartis inferior e superior) das variáveis comportamentais avaliadas nas 

abelhas. Cada característica foi dimensionada (normalizada) para o intervalo padrão 

(média = 0 e desvio padrão = 1), subtraindo a média de cada variável e dividindo pelo 

seu desvio padrão. 

 

A CTH foi afetada significativamente nos indivíduos tratados em comparação 

ao controle (χ2 = 146,923; df = 3; p < 0,001). Abelhas alimentadas com PET ou TiO2 

aumentaram significativamente a CTH, enquanto, as abelhas alimentadas com EPS, 

a CTH diminuiu em comparação ao controle (Figura 6). A inclusão dos poluentes na 

dieta larval não fez diferença significativa na proporção dos granulócitos dos adultos 

(χ2 = 5,9966; df = 3; p = 0,1118), porém, eles alteram significativamente a proporção 

dos prohemócitos (χ2 = 11,5381; df = 3; p = 0,009) e dos plasmatócitos (χ2 = 40,329; 

df = 3; p < 0,001) em comparação ao controle. Nesse caso, em abelhas alimentadas 

com EPS a proporção de prohemócitos aumentou (Figura 7), enquanto o tratamento 

com EPS e o PET a proporção de plasmatócitos diminuiu (Figura 8) em comparação 

ao controle.  
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Figura 6. Contagem total de hemócidos (CTH) dos adultos de Partamona helleri 

provenientes de larvas alimentadas em dieta contendo EPS, PET, TiO2 ou controle. 

Diferentes letras indicam diferença significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05). 

 

 

Figura 7. Proporção de prohemócitos dos adultos de Partamona helleri provenientes 

de larvas alimentadas em dieta contendo EPS, PET, TiO2 ou controle. Diferentes letras 

indicam diferença significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05). 
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Figura 8. Proporção de plasmatócitos dos adultos de Partamona helleri provenientes 

de larvas alimentadas em dieta contendo EPS, PET, TiO2 ou controle. Diferentes letras 

indicam diferença significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05). 

 

4.0 DISCUSSÃO 

 

 Nano/micropartículas plásticas ou de metal são encontradas em quase todos 

os ambientes representando uma ameaça emergente à conservação e à 

biodiversidade (Chowdappa & Gowda, 2013, Aziz et al. 2015, 2016, PlasticsEurope 

2018). Muitos estudos relatam uma variedade de efeitos que eles podem causar, de 

insignificante até prejudicial, porém, pouco se sabe sobre o seu efeito na biota 

terrestre, e principalmente dos possíveis impactos nos polinizadores. Nossa pesquisa 

foi pioneira em avaliar os efeitos da ingestão de partículas de plásticos (EPS ou PET) 

e TiO2 por P. helleri. A ingestão não alterou a sobrevivência e morfologia das abelhas, 

entretanto, o peso, o comportamento de locomoção, a CTH e CDH foram alterados 

em comparação com o controle.  

Altas concentrações da ingestão de nano/micropartículas poluentes possuem 

efeitos prejudiciais aos organismos, essas partículas podem ser bioacumuladas na 

cadeia alimentar (Huerta Lwanga et al. 2016, Messinetti et al. 2018, Al Naggar et al. 

2018, Ferrara et al. 2020, Al Naggar et al. 2021). Por exemplo, em adultos do ouriço-

do-mar Paracentrotus lividus, da ascídia Ciona robusta, e da minhoca Lumbricus 
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terrestris, a sobrevivência e o desenvolvimento foram prejudicados após a ingestão 

de microplásticos (Huerta Lwanga et al. 2016, Messinetti et al. 2018), assim como, em 

adultos A. mellifera houve uma maior mortalidade após a ingestão de óxidos metálicos 

(Al Naggar et al. 2018) e após a ingestão de PS (Wang et al. 2022). Entretanto, a 

sobrevivência e o desenvolvimento de P. helleri submetidos a dieta contendo 

partículas poluentes não foi afetada. Isso pode ser devido ao fato de as concentrações 

ingeridas tenham sido subletais. Esse resultado é semelhante ao observado em 

adultos A. mellifera após a ingestão de micropartículas de polietileno em baixas 

concentrações, onde o efeito significativo na mortalidade foi encontrado somente para 

concentrações mais altas (Balzani et al. 2022). Essa diversidade de respostas 

ressaltam a importância de estudos considerando a ingestão de partículas poluentes 

com diferentes animais terrestres.  

Um impacto na alimentação e, consequentemente, redução do peso foi 

observado em adultos do copépode Calanus helgolandicus e em adultos de A. 

mellifera após ingestão de microplástico poliestileno e de óxidos metálicos de chumbo 

e cadmio, respectivamente (Cole et al. 2015, Al Naggar et al. 2018). A redução do 

peso também foi observada em A. mellifera após o consumo de nanopartículas de PS, 

assim como a acumulação dessas partículas no reto e/ou aderência no pólen 

germinativo e bactérias intestinais (Wang et al. 2022). No caso de P. helleri, foi 

observado um aumento na massa corpórea das abelhas que ingeriram as partículas 

poluentes em comparação ao controle, e esse resultado pode ser explicado pelo fato 

de que essas partículas se acumulam no corpo das abelhas (Deng et al. 2021, Wang 

et al. 2022), podendo alterar a expressão gênica da resposta de desintoxicação e 

equilíbrio energético (Wang et al. 2022), levando ao acúmulo da massa corporal. Esse 

aumento também foi observado para larvas de Bombis mori após a ingestão de TiO2 

(Wang et al. 2015, Li et al. 2016). É importante observar que ocorre uma variação na 

massa corpórea dependente dos compostos ingeridos e das espécies analisadas. 

Estudos comportamentais (como a análise do comportamento de vôo), assim como, 

estudos em diferentes órgãos das abelhas terão que ser realizados para comprovar a 

presença destas partículas e qual seria o efeito desse acúmulo.   

A capacidade cognitiva comportamental dos animais pode ser comprometida 

após a ingestão das nano/micropartículas poluidoras (von Moos et al. 2012, Al Naggar 

et al. 2018, Deng et al. 2021, Balzani et al. 2022). Por exemplo, em adultos A. mellifera 
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lingustica, o comportamento alimentar foi afetado de forma dependente da 

concentração ingerida, com uma ingestão maior de alimento quando expostas a 

baixas concentrações de PE, e a alta concentração afetou a capacidade das abelhas 

de responder à sacarose (Balzani et al 2022). O comportamento alimentar em adultos 

A. mellifera variou de acordo com o composto metálico ingerido, de forma que a 

ingestão de cádmio ou cobre não alterou sensibilidade à sacarose, mas foi alterada 

após o consumo de chumbo (Burden et al. 2019). A ingestão de partículas PET ou 

TIO2 em concentrações subletais também afetou o caminhamento de P. helleri. A 

capacidade cognitiva é essencial no processo de polinização e manutenção das 

colônias, o estudo sobre a ingestão de nano/micropartículas poluentes por abelhas é 

de grande relevância, pois qualquer dano comportamental nos indivíduos pode 

comprometer a sobrevivência das colônias.  

A quantidade de hemócitos é um importante parâmetro para entender a 

resposta imune celular diante de um estresse ambiental (Brandt et al. 2016, 2017, 

Quintana et al. 2019). Considerando isso, a CTH foi determinada em adultos P. helleri 

após a ingestão de partículas poluentes durante a fase larval. Essa resposta foi 

alterada, tendo em vista que a CTH aumentou nas abelhas tratadas com PET ou TiO2 

em relação ao controle. Um aumento de CTH também foi relatado em adultos do 

crustáceo Procambarus clarkii, após a ingestão de partículas de PS (Capanni et al. 

2021), entretanto, a CTH não foi alterada em adultos do mexilhão Mytilus 

galloprovincialis após ingestão do PS (Auguste et al. 2020). Em contrapartida, houve 

uma redução na CTH em comparação ao controle em abelhas alimentadas com EPS. 

Essa imunossupressão também foi constatada em adultos do molusco Tegillarca 

granosa e do crustáceo Procambarus clarkii após a ingestão do microplástico PS e 

polietileno, respectivamente (Shi et al. 2020, Zhang et al. 2022), assim como em 

adultos do mexilhão Mytilus coruscus após ingestão de nanopartícula TiO2 (Wang et 

al. 2019). Estes dados da literatura, juntamente com os dados do nosso trabalho, 

sugerem que os efeitos sobre a CTH dependem do composto testado e das espécies 

expostas. Reduções na quantidade de hemócitos circulantes pode prejudicar a 

fagocitose, nodulação e encapsulação, bem como, a melanização, o transporte e a 

estocagem de nutrientes, além da coagulação, cicatrização, e a desintoxicação 

(Lavine & Strand 2002, Strand 2008). Sendo assim, a ingestão de partículas poluentes 
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durante a fase larval compromete a resposta imune celular de adultos de P. helleri, e 

provavelmente, prejudica as suas colônias.  

Uma outra maneira importante utilizada para mensurar a defesa celular é a 

CDH devido à resposta imune ser mediada por hemócitos, responsáveis pela 

fagocitose, formação de nódulos e encapsulação (Lavine & Strand 2002). A 

alimentação com EPS aumentou a proporção de prohemócitos (células-tronco) em 

comparação com o controle, e possivelmente isso acontece para remediar a formação 

de outros hemócitos (Lanot et al. 2001), tendo em vista que essas células dão origem 

a outros hemócitos (Lanot et al. 2001, Lavine & Strand 2002). Todavia, a proporção 

de granulócitos não foi alterada após a exposição, como eles são as células imunes 

mais ativas, era esperado uma alteração na sua quantidade em abelha tratadas. 

Tendo em vista que, a quantidade de granulócitos em circulação depende da sua 

própria divisão após a diferenciação (Gardiner & Strand 2000), e a sua diferenciação 

foi sugerida a partir dos plasmatócitos oriundo dos prohemócitos, ou diretamente dos 

prohemócitos (Yamashita & Iwabuchi 2001, Lavine & Strand 2002). E como as 

quantidades de prohemócitos e plasmatócitos foram alteradas com a ingestão de 

partículas de EPS ou PET, sugere-se uma ocultação na resposta dos granulócitos 

oriundos de abelhas tratadas em comparação ao controle. A quantidade de 

plasmatócitos (células-fagocíticas) diminuiu nas abelhas alimentadas com EPS ou 

PET. Essa imunossupressão pode ser devida a esses hemócitos aderirem a 

superfícies de alvos abióticos no processo de encapsulação (Lavine & Strand 2001, 

2002), constituindo uma barreira entorno das partículas que poderiam estar na 

cavidade corpórea, o que precisa ser investigado.   

Danos ocasionados por partículas microplásticas e óxidos metálicos foram 

observados em abelhas (Özkan et al 2014, Nikolic et al. 2015, Al Naggar et al. 2018, 

Deng et al. 2021, Wang et al. 2021, Balzani et al. 2022). Em adultos de A. mellifera 

ligustica, a exposição ao microplástico de PE afetou a sobrevivência e o 

comportamento (Balzani et al. 2022). A ingestão de partículas de PS por adultos de 

A. mellifera e A. cerana danificou o intestino médio, alterou a microbiota intestinal e a 

expressão gênica (Wang et al. 2021, Deng et al. 2021, Wang et al. 2022). Todavia, a 

exposição aos metais chumbo e zinco, e a ingestão aos óxidos de chumbo e de 

cadmio em adultos de A. mellifera diminui a sobrevivência e a taxa de alimentação e 

alterou a expressão dos genes envolvidos no extresse oxidativo (Nikolic et al. 2015, 
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Al Naggar et al. 2018). Além dos danos indicados acima, no nosso trabalho foi 

comprovado que a ingestão de partículas plásticas e de TiO2 ocasionam alterações 

comportamentais, fisiológicas e imunes em P. helleri. 

O presente trabalho é um estudo inovador, sendo o primeiro a avaliar os efeitos 

da ingestão de partículas de plásticos e de TiO2 na sobrevivência, desenvolvimento e 

massa corporal de P. helleri, bem como avaliar a dinâmica comportamental e células 

da resposta imune diante da ingestão destes componentes. Embora a exposição a 

nano/micropartículas poluidoras não seja um fator reconhecido por influenciar o 

declínio populacional das abelhas, alterações fisiológicos, imunes e comportamentais 

foram ocasionados às abelhas sem ferrão pela ingestão destes poluentes em 

condições controladas. Portanto, a contaminação por nano/micropartículas plásticas 

ou de TiO2 tem potencial para ocasionar efeitos subletais nas colônias. Os dados aqui 

expostos mostram que a exposição a micropartículas poluidoras pode ser um dos 

fatores que influenciam o declínio populacional de polinizadores, e entender como 

esses fatores atuam e se relacionam é crucial para gerar informações a fim de apoiar 

estratégias na conservação de polinizadores. Enfatizamos a necessidade de estudos 

ecotoxicológicos de campo para melhor compreender o papel das 

nano/micropartículas poluidoras no declínio da população de abelhas. 
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Material suplementar 

 

Tabela suplementar 1. Contraste pareado entre os tratamentos (aplicado com um 

ajuste de Holm) na análise de variância permutacional multivariada (PERMANOVA) a 

partir de dados do comportamento de locomoção de abelhas alimentadas com as 

partículas de EPS, PET ou TiO2. Apenas água adicionada a dieta larval foi 

considerada como controle. O asterisco indica diferença significativa realizada pela 

análise de variância multivariada permutacional (PERMANOVA) (p < 0,05). 

 

Pairs F value R2 P value   

Contol vs EPS 1.007239 0.0258218 0.632   

Contol vs PET 6.369638 0.1704496 0.006 *  

Contol vs TIO2 2.777827 0.0776410 0.144   

EPS vs PET 7.702928 0.1519228 0.006 *  

EPS vs TIO2 4.409361 0.0892414 0.024 *  

PET vs TIO2 1.301889 0.0331253 0.632   

 

Vídeos suplementares. Atividade de locomoção de operárias de Partamona helleri 

proveniente de larvas alimentadas com dieta contendo EPS, PET e TiO2. Apenas água 

adicionada a dieta larval foi considerada como controle. As diferentes letras 

representam a identidade dos indivíduos.  

 

Vídeo suplementar 1.  Abelhas alimentadas com solução sem contaminação 

(controle). Link de acesso: 

https://drive.google.com/file/d/1JGA7PByg0oNz2tAX9qJkyjSoVG_epXcZ/view?usp=s

haring   

 

Vídeo suplementar 2. Abelhas alimentadas com dieta contaminada com EPS.  

https://drive.google.com/file/d/1JGA7PByg0oNz2tAX9qJkyjSoVG_epXcZ/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1JGA7PByg0oNz2tAX9qJkyjSoVG_epXcZ/view?usp=sharing
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Link de acesso: https://drive.google.com/file/d/1bcIXpoovU8JRKV8QRbIQ-Ib-

qdCeEMIy/view?usp=sharing  

 

Vídeo suplementar 3 Abelhas alimentadas com dieta contaminada com PET.  

Link de acesso: https://drive.google.com/file/d/1ddd3-efHO5YK-

aI7rkI1Srm4_5QPFkEe/view?usp=sharing  

 

Vídeo suplementar 4 Abelhas alimentadas com dieta contaminada com TiO2. 

Link de acesso: https://drive.google.com/file/d/12durkOl9Ah3FlwFb4iUcU-

Cor9jIQBoj/view?usp=sharing  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://drive.google.com/file/d/1bcIXpoovU8JRKV8QRbIQ-Ib-qdCeEMIy/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1bcIXpoovU8JRKV8QRbIQ-Ib-qdCeEMIy/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1ddd3-efHO5YK-aI7rkI1Srm4_5QPFkEe/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1ddd3-efHO5YK-aI7rkI1Srm4_5QPFkEe/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/12durkOl9Ah3FlwFb4iUcU-Cor9jIQBoj/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/12durkOl9Ah3FlwFb4iUcU-Cor9jIQBoj/view?usp=sharing
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CAPÍTULO II 

 

 

 

 

 

 

A GENETICALLY MODIFIED ANTI-PLASMODIUM BACTERIUM IS HARMLESS 

TO THE FORAGERS OF THE STINGLESS BEE Partamona helleri 

 

 

 

Artigo publicado no dia 07 de julho de 2021 na revista Microbial Ecology. 

 

Thaís Andrade Viana, Wagner Faria Barbosa, Lorena Lisbetd Botina Jojoa, Rodrigo 

Cupertino Bernardes, Juliana Soares da Silva, Marcelo Jacobs-Lorena & Gustavo 

Ferreira Martins (2022). A Genetically Modified Anti-Plasmodium Bacterium Is 

Harmless to the Foragers of the Stingless Bee Partamona helleri. (doi: 

https://doi.org/10.1007/s00248-021-01805-9) 
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Supplementary fig. 1 Homogenates of the digestive tract (midgut + hindgut) of worker 
of Partamona helleri plated on LB with or without kanamycin (100 μg/mL), 24 h after 
ingestion of different sucrose solutions (food). (A, B) No bacteria added to the food 
(control). (C, D) Workers fed sterile LB (1:1). (E, F) Workers fed Serratia eGFP AS1 
(recombinant). (G, H) Workers fed Serratia marcescens (wild). Left plates: different 
dilutions plated, as indicated. Right plates: UV illumination to detect GFP fluorescence 
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Supplementary Tab. 1 Results of the analysis of variance of walking distance of 
Partamona helleri workers fed different sucrose solutions (food). Control = not 
inoculated food, LB = not inoculated with sterile LB (1:1), SE = Standard error F = F 
value, dftreat.= treatment degrees of freedom, dfres,= degrees of freedom of residuals, P 

= p-value, R²adj. = adjusted coefficient of determination 

Behavioral 

variables 
Food Mean SE   F   dftreat. dfres. P  R²adj. 

Resting time (s) Control 50.15 15.82  0.2 3 16 0.9 0.15 

 

 

LB 58.21 13.85       

Recombinant strain 48.23  6.11        

Wild strain 47.56 13.16       

         

Medium activity Control 491.4 19.07  0.9 3 16 0.5 0.013 

 

 

LB 448.16 12.37       

Recombinant strain 467.28  19.45        

Wild strain 474.58 22.48       

         

Fast activity time Control 30.19 8.03  0 3 16 1 0.18 

 

 

LB 32.57 6.73       

Recombinant strain 31.62  6.25        

Wild strain 30.44 5.98             

         

          

Walked distance 

(cm) 

Control 2205 294.4  0.3 3 16 0.9 0.13 

LB 2283.8 340.6       

Recombinant strain 2078.5 294.1       

Wild strain 1947.2 196.5       
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Supplementary videos. The walking activity of Partamona helleri workers fed different 

sucrose solutions. The different letters represent the identity of the individuals. 

Supplementary video 1 Bees fed sucrose solution (control) 

Supplementary video 2 Bees fed sucrose solution with sterile LB (1:1). 

Supplementary video 3 Bees fed sucrose solution with Serratia eGFP AS1 

(recombinant). 

Supplementary video 4 Bees fed sucrose solution with S. marcescens (wild). 

Access by link: <https://link.springer.com/article/10.1007/s00248-021-01805-

9#Sec13>  
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4. CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS 

• A ingestão de partículas de EPS, PET ou TiO2 durante a fase larval não alterou 

a sobrevivência e nem a morfologia externa das pupas de P. helleri, sugerindo 

que as abelhas podem estar acostumadas a ingestão de doses subletais de 

nano/microrpartículas de poluentes;  

 

• A ingestão destas partículas aumentou a massa corpórea das abelhas recém-

emergidas de P. helleri, provavelmente devido a essas partículas poderem ser 

bioacumuladas e poderem ocasionar processos inflamatórios; 

 
• O comportamento de locomoção dos adultos de P. helleri expostos durante o 

desenvolvimento larval foi comprometido, e devido a essa capacidade ser uma 

das mais relevantes para a manutenção e sobrevivência das colônias, a 

exposição a partículas de EPS, PET ou TiO2 pode prejudicar as mesmas; 

 

•  A ingestão das partículas durante a fase larval aumentou a CTH nas abelhas 

tratadas com PET ou TiO2 e uma diminuição com EPS em relação ao controle, 

demonstrando que o tratamento teve um efeito tóxico para as abelhas, 

dependendo da partícula ingerida;   

 

• A CDH também foi alterada após o tratamento com as partículas, sendo que a 

proporção dos prohemócitos foi reduzida em indivíduos que ingeriram EPS, e 

a de plasmatócitos aumentou em indivíduos que ingeriram EPS ou PET em 

comparação com o controle. Essa alteração na quantidade de hemócitos 

circulantes pode refletir negativamente na capacidade das abelhas em lidar 

com estressores; 

 

• A ingestão da bactéria geneticamente modificada Serratia eGFP AS1, 

originalmente desenvolvida para o bloqueio da transmissão de Plasmodium por 

mosquitos, não afetou a sobrevivência e o comportamental (alimentar, 

caminhamento e voo) de forrageiras de P. helleri. Dessa forma, não afetou a 

atividade vital delas, sugerindo que a bactéria pode ser utilizada como um 

organismo seguro para controle de patógenos transmitidos por vetores; 
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• Serratia eGFP AS1 foi detectada no sistema digestório 144h após sua ingestão 

pelas operárias de P. helleri. Entretanto, sua quantidade diminuiu com o tempo 

após a ingestão. Além disso, a localização de Serratia eGFP AS1 variou de 

acordo com o período observado, sendo detectada no intestino médio após 24h 

e no intestino posterior 72h e 144h após o início do experimento. Essa variação 

no tempo de detecção e localização pode ser devido à proteção conferida pela 

microbiota intestinal, que limitaria a colonização do trato digestivo por Serratia 

eGFP AS1. 

 


