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RESUMO
Salgado, Filipe Schitini, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2024.
Clorfenapir: Avaliacoes ecotoxicoldgicas e morfofisiologicas na praga Tuta absoluta

e na abelha polinizadora Partamona helleri. Orientador: José Eduardo Serrdo.

O objetivo deste trabalho foi verificar a viabilidade do uso do inseticida clofernapir para
o combate da praga Tuta absoluta, maior praga do tomateiro (Solanum lycopersicum)
levando em consideragcdo os efeitos ecotoxicoldgicos, letais, histoldgicos,
comportamentais e fisioldgicos ndo s6 na praga, mas também na abelha sem ferrdo
Partamona helleri, polinizador de espécies nativas e agricolas e também de importancia
econOmica para meliponicultores. Nossos resultados verificaram a toxicidade de
clorfenapir tanto para a praga, quanto para a abelha, através de ensaios de concentracao
mortalidade, danos no epitélio do intestino médio, caracteristicos de intoxica¢do grave
por xenobidticos como vacuolizacgdo, dilatagdo celular, presenca de fragmentos celulares,
extrusdo de material celular e perda de ninhos de células regenerativas. A histoquimica
revelou desestruturacdo celular e perdas de reservas energéticas para a praga, mas nao
para a abelha. O bioensaio comportamental apontou estresse € agitacdo na abelha e os
dados de respirometria verificaram que abelhas expostas ao pesticida apresentaram
atividade respiratéria diminuida, resultado esperado devido ao mecanismo de acido do
pesticida, que atua como interruptor da cadeia transportadora de elétrons no processo de
respiracdo celular. Devido aos graves danos encontrados no polinizador, e a grande
persisténcia ambiental do inseticida, é necessario que seja reavaliada a utilizacdo deste
pesticida para controle da praga, mesmo sendo ele um dos poucos que tem se mostrado

eficiente no seu controle.

Palavras chave: Abelhas sem ferrdo. Ecotoxicologia. Efeitos subletais. Inseticida. Tracga
do tomateiro.



ABSTRACT
Salgado, Filipe Schitini, D. Sc., Federal University of Vigosa, July 2024.
Chlorphenapyr: Ecotoxicological and morphophysiological evaluations on the pest
Tuta absoluta and the pollinating bee Partamona helleri. Advisor: José Eduardo

Serrao.

The objective of this work was to verify the feasibility of using the insecticide clofernapyr
to combat the Tuta absoluta pest, the most important pest of tomato (Solanum
lycopersicum), taking into account the ecotoxicological, lethal, histological, behavioral
and physiological effects not only on the pest, but also in the stingless bee Partamona
helleri, a pollinator of native and agricultural species and also of economic importance
for meliponists. Our results verified the toxicity of chlorfenapyr to both the pest and the
bee, through concentration tests, mortality, damage to the midgut epithelium,
characteristic of severe intoxication by xenobiotics such as vacuolation, cell swelling,
presence of cell fragments, extrusion of cellular material and loss of regenerative cell
nests. Histochemistry revealed cell disruption and loss of energy reserves for the pest, but
not for the bee. The behavioral bioassay showed stress and agitation in the bee and the
respirometry data verified that bees exposed to the pesticide showed reduced respiratory
activity, an expected result due to the pesticide's mechanism of action, which acts as a
interruptor of the electron transport chain in the process of cellular respiration. Due to the
serious damage found to the pollinator, and the great environmental persistence of the
insecticide, it is necessary to reevaluate the use of this pesticide to control the pest, even

though it is one of the few that has proven to be efficient in its control.

Keywords: Ecotoxicology. Insecticide. Stingless bee. Sublethal effects. Tomato

pinworm.
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INTRODUCAO GERAL

A intensa busca por produtividade e altos padrdes agricolas tém imposto um
dilema socioecondmico entre a busca da rentabilidade e as graves ameacgas ambientais e
ecoldgicas enfrentadas com o uso de pesticidas (Schoonhoven, 2005; Pedigo et al., 2021).
O Brasil, € o pais com o maior consumo de inseticidas no mundo inteiro (Lopes et al.,
2018; Sharma et al., 2019), e um dos maiores produtores de tomate do mundo (CONAB,
2023). O tomateiro € uma cultura sensivel as pragas e € frequentemente ameacada pela
praga Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae), fitéfago conhecido pela
devastacdo desta cultura e por amplo histérico de resisténcia a inseticidas (Silva et al.,
2016). Neste contexto e dado a sua toxidade, estudos apontam o inseticida clorfenapir
como uma alternativa vidvel no controle quimico desta praga (Silva et al., 2016).
Entretanto, clorfenapir também se mostrou téxico para abelhas meliferas (Costa et al.,
2014; Wang et al., 2018), polinizadores que tem mostrado acentuado declinio
populacional nas dltimas décadas, apresentando potencial risco ecotoxicolégico quando
empregado em culturas. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a toxidade, os
efeitos histopatoldgicos e histoquimicos na praga Tuta absoluta acarretados pelo
inseticida clorfenapir, a fim de verificar o potencial de controle e a extensdo dos danos
no intestino médio desta praga, bem como, verificamos a toxidade, efeitos
histopatoldgicos, histoquimicos, comportamentais e fisiologicos na abelha sem ferrdo
Partamona  helleri (Friese, 1900) (Hymenoptera: Apidae) acarretados pelo

clorfenapir objetivando avaliar a seguranca ambiental do uso deste inseticida.
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CAPITULO 1: Toxidade e histopatologia no intestino médio causados pelo
inseticida clorfenapir na praga Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera:

Gelechiidae)

RESUMO

A preocupagdo com o desenvolvimento de resisténcia a pesticidas nas culturas agricolas
tem se tornado cada vez mais acentuada, sendo encontradas nos dias de hoje espécies de
pragas resistentes a quase todos os pesticidas disponiveis comercialmente. A traca do
tomateiro, Tuta absoluta é a praga mais danosa a essa cultura, podendo acarretar danos
severos, incluindo perda total da plantacdo. Esta espécie apresenta alto grau de resisténcia
aos 1inseticidas empregados ao longo do tempo, sendo cada vez mais dificil encontrar
quimicos com espectros de acdo especificos que controlem a praga de forma eficiente. O
objetivo foi avaliar os efeitos letais, subletais e histopatoldgicos do inseticida clorfenapir
na traca do tomateiro através de exposi¢do oral ao inseticida. Para tanto, foram estimadas
as concentracOes letais pelo teste de concentracdo/mortalidade, estabelecendo a CLso,
utilizada para avaliar os danos histopatologicos causados no intestino médio. O
clorfenapir se mostrou toxico e eficaz no controle direto da praga, assim como os testes
histopatoldgicos e histoquimicos detectaram danos permanentes ao intestino médio de 7.
absoluta associados a mecanismos de morte celular programada como apoptose e

autofagia e também a morte dos micetdcitos.
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1. INTRODUCAO

Uma das principais questdes na agricultura moderna é a conciliacdo entre a
produtividade e a sustentabilidade ambiental. Grande parte dos cultivares sdo alvo de
pragas e doengas que diminuem a produtividade e a rentabilidade. Se ndo contidas, tais
pragas podem devastar plantagdes inteiras e devido a sua grande capacidade de
reproducdo e dispersdo podem também causar intenso impacto ecolégico nas regides
adjacentes aos cultivares (Schoonhoven, 2005; Pedigo et al., 2021). O manejo integrado
de pragas (MIP) tem buscado fornecer uma solucgao eficiente e sustentdvel ao problema
das espécies pragas e doencas em cultivares. O MIP consiste em um conjunto de
estratégias que conciliam sete principais tipos de controle, sendo eles: o controle
bioldgico (controle populacional da praga geralmente mediado por inimigos naturais da
praga); cultural (rotacdo de culturas, selecdo de variedades resistentes); fisico (utiliza¢do
de barreiras e armadilhas que impedem o acesso da praga a cultura); genético (uso de
plantas geneticamente modificadas para resisténcia a praga ou pesticidas);
comportamental (emprego de feromdnios e substiancias quimicas para alteracdo
comportamental da praga ou de inimigos naturais); legal (regulamentacdo legislacional
dos materiais e métodos empregados no MIP) e o quimico, com a utilizacdo sustentdvel
de pesticidas no controle de espécies-praga e doencas, tomando como relevante os
possiveis danos bioldgicos e ecoldgicos (Schoonhoven, 2005; Peterson et al., 2018;
Pedigo et al., 2021).

O tomate (Solanum lycopersicum (Solanaceae)) € um cultivar de importancia

econdmica, sendo a maior producdo brasileira concentrada nos estados de Goids, Sao
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Paulo, Minas Gerais e Bahia (CONAB, 2023). O Brasil é responsdvel pela nona maior
producdo de tomates do mundo, com &drea de produgdo correspondente a 55.000 ha
(CONAB, 2023). A constante busca pelo atendimento de padrdes internacionais de
qualidade e produtividade, tem feito do tomate, um dos frutos com o maior emprego de
pesticidas para controle de pragas (CONAB, 2023).

Um dos maiores empecilhos na produgdo brasileira e mundial de tomate é a
infestacdo pelo fitéfago Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae). Esta
espécie apresenta distribui¢do global e potencial invasor na maior parte dos continentes
(Santana et al., 2019), ocasionando danos econdmicos severos, podendo levar a perda do
cultivo em sua totalidade (Haji et al., 1998). Devido ao comportamento minador das
larvas de T. absoluta, que infiltram no tecido vegetal (mesdfilo foliar, frutos e caule) e as
tornam menos expostas a inseticidas de contato, o controle populacional em culturas
através de inseticidas quimicos € limitado (Haji et al., 1998; Desneux et al., 2010), além
disto, esta espécie apresenta um histérico de desenvolvimento de resisténcia a pesticidas
(Silva et al., 2016). Na América do Sul, diferentes classes de inseticida foram utilizadas
a exaustdo, sendo o primeiro relato de resisténcia da larva a pesticidas, avaliado para
abamectina, cartap, permetrina € metamidofos em populagdes de campo no ano 2000
(Silva et al.,2016). Em 2011, foi reportado a resisténcia da larva aos indoxacarb, Bacillus
thurigiensis, bifentrina e permetrina (Silva et al., 2016). Posteriormente outros estudos
mostraram resisténcia da larva ao espinosade, acarretando em resisténcia cruzada com
espinotoram (revisao em Silva et al., 2016). Atualmente, o uso concomitante de diamidas

tem permitido o resgate de inseticidas utilizados previamente, como indoxacarb,

16



abamectina e cartap e também aberto o leque para novos inseticidas como € o caso de
clorfenapir, visto que o emprego combinado de pesticidas de diferentes modos de acdo
sobrecarrega o sistema de detoxificacdo das larvas (Silva et al., 2016; Guedes et al.,
2019).

Clorfenapir € um pré-inseticida pertencente a familia quimica dos pirrdis
halogenados, de origem microbiana, principalmente advindo do género Streptomyces,
metabolizado como um inseticida nas células do hospedeiro, quando em contato com
oxidases nos corpos mitocondriais. Ao adentrar as células e se ligar as cristas
mitocondriais, atua alterando o gradiente de prétons entre a membrana interna e externa,
e desacoplando a fosforilacdo oxidativa por interrup¢do e inativagdo dos elementos da
cadeia de transporte de elétrons, resultando na interrup¢do da producdo de ATP,
ocasionando déficit energético, causando disfuncao celular e morte do organismo (IRAC,
2017; Huang et al., 2023). Até o presente momento, clorfenapir tem se mostrado eficiente
no controle das pragas agricolas Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae), Spodoptera
exigua (Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae),
Mamestra brassicae (Lepidoptera: Noctuidae), Pieris rapae (Lepidoptera: Pieridae),
Hellula undalis Fabricius (Lepidoptera: Pyralidae), Lipaphis erysimi (Hemiptera:
Aphididae),, Frankliniella occidentalis (Thysanoptera: Thripae) e dcaros Tetranychidae
(Huang et al., 2023)

A fase larval de T. absoluta apresenta morfologia do intestino médio semelhante a
outros Lepidoptera, com a presen¢a de matriz peritréfica, estrutura quitinosa que exerce

a funcionalidade de estruturacdo e barreira mecanica primdria ao intestino médio, uma
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monocamada de células epiteliais composta por células digestivas com fungdo absortiva
e secretora, células caliciformes com a fun¢@o primdria de excretar no limen um muco
protetor, células regenerativas com funcdo repositiva e possivelmente micetdcitos,
estruturas que abrigam microorganismos simbiontes de diferentes tdxons com funcdes
digestivas associadas, além de borda estriada apical desenvolvida com fun¢do absortiva
e protetora para as células epiteliais digestivas (Dos Santos, 2015).

Os inseticidas em geral, apresentam mecanismos de acdes localizados, e muitas
vezes teciduais, expondo e danificando os locais por onde perpassam, seja ele o
tegumento, no caso de aplicacdes tdpicas, seja ele algum inseticida por ingestdo, que
tenha a principal forma de acdo através da passagem pelo canal alimentar, sendo o dano
majoritariamente causado no intestino médio dos insetos, local de contato e absorcdo
direta do alimento contaminado pelo pesticida, sendo dados de natureza histopatoldgica
importantes para avaliar a natureza celular, histolégica e sistémica dos danos deste
pesticida, como ji avaliado para Spodoptera frugiperda e Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Noctuidae) (Denecke et al., 2018; Fiaz et al., 2018; Dutra et al., 2019;
Santos Junior et al., 2020).

Desta forma, alguns estudos (Gontijo et al., 2013; Hanafy & El-Sayed., 2013; Silva
et al., 2016) apontam a importancia e eficacia no emprego de clorfenapir para o controle
de populacdes de 7. absoluta em cultivares no campo, como no tomateiro, através de
testes de concentracdo-mortalidade, entretanto, nenhuma informacao sobre os efeitos do
pesticida na histologia, e possiveis danos subletais neste organismo foram reportadas.

Além disso, a mortalidade é o unico efeito avaliado nos insetos, enquanto os efeitos
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subletais mais evidentes em insetos, como comportamento alterado, reprodu¢do e danos
celulares e teciduais, sdo negligenciados. No entanto, a literatura evidencia que os efeitos
subletais, inclusive aqueles advindos de danos na estrutura do intestino médio do
intestino, podem reduzir severamente o desempenho de pragas, e também de possiveis
agentes polinizadores e inimigos naturais de praga, seja por inibicdo alimentar,
repeléncia, alteracdes comportamentais e reprodutivas (Schoonhoven, 2005; Desneux et
al.,2007; de Castro et al., 2020; Carneiro et al., 2020; da Silva et al., 2020; Farder-Gomes
et al., 2021a; Farder-Gomes et al., 2021b; Serra et al., 2021).

O objetivo deste estudo foi testar a hipdtese de toxidade do inseticida clorfenapir a
larvas de terceiro instar de 7. absoluta expostas a diferentes concentracdes do inseticida
clorfenapir, verificando o grau de mortalidade e as possiveis alteracdes histopatologicas

no intestino médio deste inseto.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao de T. absoluta

Larvas de terceiro instar de 7. absoluta foram obtidas a partir de criacdes mantidas
no Laboratério de Manejo Integrado de Pragas da Universidade Federal de Vicosa,
Vigosa, Minas Gerais, Brasil. A criacdo foi mantida em gaiolas com temperatura de 25 +
1°C, fotoperiodo de 12 horas de luz e umidade relativa de 75 + 5%, alimentadas com
folhas de tomateiro (Galdino et al., 2011). Os insetos utilizados no experimento foram
prontamente submetidos aos tratamentos para evitar quaisquer interferéncias externas e

temporais.
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2.2. Bioensaio de concentracao-mortalidade

A eficicia do inseticida clorfenapir (Pirate ® BASF 240 g i.a. L) foi determinada
calculando as concentracoes letais CL2s, CLso, CL75 € CLoo em condi¢des de laboratdrio.
Cinco dilui¢des do pesticida foram ajustadas em uma solu¢do de ImL em dgua destilada:
1,2; 2,4; 6, 12 e 18 ppm (1%; 2%; 5%; 10% e 15% da dose maxima recomendada em
campo, valores estes determinados previamente em experimento piloto). Para cada
tratamento, foram retiradas as aliquotas da soluc¢do estoque e solubilizadas com 4gua
destilada. As cinco concentragdes do pesticida e o controle contendo apenas dgua foram
aplicadas em aliquotas de 1 mL em 0,25 g de folhas de tomateiro (aproximadamente uma
folha de tomateiro) que ficaram disponiveis até o fim do experimento (Galdino et al.,
2011). O bioensaio foi conduzido em potes plésticos de 100 cm3 cobertos com tampa de
pléstico crivada e algodao para manter a umidade, contendo 10 individuos de T. absoluta
cada, com quatro réplicas, totalizando 40 individuos por tratamento (n=240), a

mortalidade foi avaliada apds 48h de experimento (Galdino et al., 2011).

2.3. Histopatologia

Vinte larvas de T. absoluta foram expostas a CLso do inseticida clorfenapir, estimada
previamente no bioensaio de concentracao-mortalidade. Apds 48h de exposicao, 10 larvas
foram dissecadas em solugdo salina para insetos (NaCl 0.15M, KH2PO4 0.15M, Na;HPO4
0,15 M) para retirada do intestino médio que foi transferido para a solugdo fixadora de
Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 12 h a 5° C. As outras 10 larvas foram decapitadas e
transferidas inteiramente para o mesmo fixador.

As amostras de intestino médio e de larvas foram desidratadas em uma série de

etanol graduada (70, 80, 90 e 95%), e infiltradas em historesina Leica (Leica Biosystems
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Nussloch GmbH, Heildelberger, Alemanha) com metanol propor¢do 1:3 por sete dias.
Posteriormente este processo foi repetido por mais 3 vezes, seguindo o mesmo intervalo
de tempo de sete dias para cada troca, nas concentragdes de historesina e metanol 1:1 e
3:1 e por fim, inclusdo total em historesina pura. Apds a polimeriza¢ao da historesina, as
amostras foram seccionadas a 3 um de espessura em Micrétomo RM?2255. Dez 1aminas
(6 cortes em cada) foram confeccionadas para cada uma das vinte larvas. As secgdes
foram coradas com hematoxilina e eosina e analisadas usando um microscépio de luz

Leica DMLS (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha).

2.4. Histoquimica

Dez laminas (6 cortes por lamina) de intestino médio de cada um dos 20
individuos, foram submetidas aos testes histoquimicos de 4cido periddico de Schiff
(P.A.S.) (Bancroft & Gamble, 2008), para avaliagdo diferencial da distribuicdo de
reservas de glicogénio celular, e ao teste de Mercurio de Bromofenol, para detectar

alteracOes nos padrdes proteico-celulares nas amostras (Bancroft e Gamble, 2008).

2.5. Analise estatistica

O bioensaio de concentracdo-mortalidade e as respectivas concentracdes letais CLos,
CLso, CL75 e CLoo, bem como os parametros estatisticos e limites de confianca foram
determinadas por andlise Probit baseados na concentracdo Probit-mortalidade usando o

software R para Windows.
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3. RESULTADOS

3.1. Bioensaio de concentracao—mortalidade

A andlise Probit revelou que o modelo de concentragiio-mortalidade foi adequado (y
= 7.5562, gl = 3, Intercepto = 1.039230, P > 0.05) e permitiu a estimativa das
concentracoes letais de clorpenafir para T. absoluta apds 48 h (Tabela 1).
Tabela 1: Concentragdes letais de clorpenafir para larvas de terceiro instar de Tuta

absoluta ap6s 48h de exposi¢do, obtidas pela andlise Probit (¥? = 7.5562, GL =3, P >

0,05)

Concentracdo letal ~ Concentracio Intervalo de confianga a 95% (ppm)
estimada (ppm)

CLs 0.69 0.03-1.6
CLio 1 0.08 - 2.08
CLss 1.29 0.15-2.49
CL2o 1.57 024-29
CL»s 1.87 0.36 —3.33
CLso 3.72 1.61 -6.75
CL7s 7.42 4.28 —22.56
CLyo 13.80 7.42 —93.38

3.2. Histopatologia do intestino médio

As larvas de T. absoluta do controle e do tratamento com a CLso apresentaram
diferengas histopatoldgicas no intestino médio. O controle apresentou células
caliciformes regulares e uma monocamada de células digestivas com aspecto semelhante
ao pseudoestratificado com borda estriada espessa, nicleos com predominio de cromatina
descondensada e alguns vacuolos citoplasmaticos, além da presenca de micetdcitos

(estruturas intracelulares que podem conter microbiota dos mais diversos taxons) (Figura

1A).
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Os intestinos das larvas expostas a CLso de clorpenafir apresentaram células
caliciformes com presenca de contetido secretdrio, epitélio com borda estriada delgada,
intensa vacuolizacdo citoplasmatica, extrusdo do contetido celular e alto grau de
condensacdo da cromatina com a presenca de nucleos picnéticos e amorfos, ndo foram
observados micetdcitos (Figura 1B).

O teste para deteccdo de polissacarideos neutros (P.A.S.) evidenciou reacao
diferencial entre os individuos do controle e do tratamento em termos de localizacdo e
intensidade. O controle apresentou fraca reacdo nas células epiteliais, forte reacdo nos
micetdcitos (Figura 1C). O intestino médio das larvas tratadas, apresentou acimulo de
glicoconjugados nas porcdes laterais das células digestivas, além de uma borda estriada
menos espessa € a auséncia dos micetdcitos (Figura 1D).

A histoquimica para detecc¢do de proteinas (mercuirio de bromofenol) apresentou
polaridade no grupo controle, sendo o citoplasma apical e a borda estriada mais reativa
(Figura 1E). Enquanto no tratamento ocorreu reacdo positiva uniforme nas células
digestivas, com fraca reacdo na borda estriada e na extrusao de material celular (Figura

1F).
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Figura 1 — Micrografias de luz do intestino médio de Tuta absoluta (Lepidoptera:
Gelechiidae) em corte transversal. A coluna a esquerda representa o grupo controle e a
direita o tratamento com a CLs50 de clorfenapir. A-B. Cortes corados com hematoxilina e
eosina. Em A, hd destaca-se a presenca de células caliciformes (ca) e micetdcitos (mc)
préoximos ao limen (L). Em B, observa-se vactiolos citoplasmdticos (v) e nicleos
picnéticos (np) e amorfos (a), além de borda estriada delgada (b) e ninhos de células (seta)
na base do epitélio, além de células caliciformes preenchidas por secrecdo. C-D. Cortes
corados por P.A.S. No grupo controle ha rea¢do positiva nos micetdcitos (mc) e borda
estriada, enquanto no tratamento € possivel notar reatividade nas regides laterais das
c€lulas epiteliais do intestino médio (ponta de seta). E-F. Cortes corados com merctirio
de bromofenol. Em E, nota-se uma certa polaridade na marcac¢do, sendo a regido apical
apresentando maior positividade que a regido basal. Em F evidencia-se numerosos
vacuolos citoplasmadticos (v), extrusdo do material celular (asterisco), além da fraca
marcacao das células e da borda estriada (b).
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4. DISCUSSAO

O inseticida clorfenapir é toxico para a populagdo de 7. absoluta exposta via ingestao
oral, aplicado sobre o substrato alimentar, estimando mortalidade superior 2 90% com a
concentracdo do ingrediente ativo de 13.8 ppm (CLgo). Este valor é aproximadamente
nove vezes menor do que a concentracdo méaxima da calda recomendada para uso em
campo (120 ppm) e 4,5 vezes menor do que a minima concentragdo da calda (60 ppm).
Esta discrepancia pode ser ocasionada devida a resisténcia média ao inseticida ser inferior
nesta populacdo, diferencas de exposicdo e fisioldgicas advindas do tratamento em
laboratério, ou mesmo pelo uso excessivo deste pesticida em campo. Experimentos em
campo contendo populacdes advindas de diferentes estados brasileiros, estimaram a
necessidade de quantidades maiores do pesticida para atingir as mesmas concentracoes
letais (Silva et al., 2016) que as aqui encontradas, porém inferiores a recomendada em
campo. Nossos dados corroboram a efic4cia de clorfenapir no controle de populagdes de
T. absoluta (Gontijo et al., 2013; Hanafy & El-Sayed, 2013; Silva et al., 2016). Apesar
dos resultados promissores, € de importancia o constante monitoramento da resisténcia a
clorfenapir, ndo apenas nessa espécie, mas em outros lepiddpteros para que seja rastreada
as causas e correlacdes da resisténcia deste pesticida e outros empregados nas respectivas
culturas.

Os dados histopatolégicos evidenciaram contrastes entre o controle e o tratado
com o pesticida, com alto grau de dano celular no tratado de CLso. O modo de ac¢do do
clorfenapir estd relacionado a disfun¢do da atividade mitocondrial, processo chave na
ativacdo e recrutamento de vias apoptoticas celulares, incluindo nos Lepidoptera (Huang

et al., 2013). De acordo com o esperado para exposi¢ao aguda desse 6rgdo ao pesticida
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pela via oral, é possivel observar através dos nossos resultados, indicadores como
extrusdo de material celular, alto grau de condensagdo da cromatina nuclear, incluindo a
presenca de niicleos picnéticos, comumente relacionada a intensa atividade transcricional
relativa a ativacdo de via de morte celular apoptética em células epiteliais do intestino
médio, assim como verificado na espécie de Lepidoptera Spodpotera frugiperda (Huang
etal., 2013).

Nas larvas de T. absoluta expostas ao clorpenafir, é possivel também verificar a
evidéncia de outro mecanismo de morte celular, a autofagia, correlata a pronunciada
presenca de vacuolizagdo celular encontrada no intestino médio destas larvas, assim como
verificada em S. frugiperda (Xu et al., 2017), reiterando o alto potencial citotéxico do
inseticida.

Os bioensaios de histopatologia e histoquimica do intestino médio de larvas de T.
absoluta expostas a CLso do clorpenafir evidenciam atrofia da borda estriada epitelial, um
forte indicativo de dano celular e comprometimento da fun¢do digestiva no inseto, uma
vez que esta estrutura magnifica a superficie apical das células digestivas do intestino
médio, exercendo assim func@o absortiva e também protetora no intestino médio de
insetos (Chapman, 1998), efeito reportado em insetos, quando expostos a diferentes
classes de xenobidticos (Denecke et al., 2018).

Os micetdcitos, presentes nas células do epitélio intestinal de 7. absoluta podem
abrigar microrganismos de diversos tixons, em sua maioria bactérias, como reportado
neste inseto por Dos Santos et al (2015). Este trabalho apresenta a segunda observagao

destas estruturas em Lepidoptera, apesar da sua fung¢do ainda ndo ser claramente
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estabelecidas nesta ordem, sendo desta forma, necessdria a verificacdo em estudos
posteriores, pois a microbiota pode ter funcdo vital na detoxificacdo de pesticidas no
intestino médio dos insetos (Siddiqui et al., 2022). Considerando o histérico de resisténcia
a pesticidas em 7. absoluta (Silva et al., 2016), somado a pressdo de selecdo exercida
pelos pesticidas em pragas (Schoonhoven, 2005; Hawkins et al., 2019), € possivel que os
micetdcitos também estejam relacionados com a resisténcia a pletora de pesticidas
empregados ao longo do tempo em 7. absoluta, podendo ser parte integrante do processo
de evolugdo de resisténcia a pesticidas. A ocorréncia desta estrutura em outras ordens de
insetos, como Isoptera, Hemiptera, Hymenoptera, Diptera, Coleoptera e Blattodea esta
intimamente ligada ao processo digestivo (Ishikawa, 2003), e desta forma, os micetdcitos
podem também exercer tais fungdes digestivas em 7. absoluta, dado a sua localidade e a
natureza simbionte que estes microrganismos exercem nestas outras ordens de insetos
(Moran & Baumann, 2000; Dos Santos et al., 2015). A auséncia dos micetdcitos no
intestino médio de 7. absoluta tratados com a CLso de clorpenafir, pode ser fruto de a¢ao
direta do inseticida, alterando o escopo da pressao seletiva de uma perspectiva ecolégica
individual, para uma perspectiva de comunidade ou até ecossist€émica (revisao em
Siddiqui et al., 2022). Dada a importancia dos micetdcitos na atividade digestiva, a
observacao da morte destas estruturas celulares e dos microrganismos ali contidos,
evidencia mais um fator de diminuicao da atividade digestiva do intestino médio neste
inseto, sugerindo a possibilidade de comportamento anti-alimentar nos individuos
sobreviventes e, portanto, maior grau de eficiéncia e protecao da cultura (Siddiqui et al.,

2022).
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Os testes histoquimicos para glicoconjugados e proteinas sugerem disfungdo e
desestruturacdo celular causados no intestino de 7. absoluta causados pelo clorpenafir. A
menor reatividade ao P.A.S., indicando menor concentracio de carboidratos nos insetos
tratados, pode ser devido ao fato do inseticida interromper ou diminuir a atividade
digestiva no intestino médio, semelhante ao encontrado em S. frugiperda tratadas com
6leos essenciais de plantas do género Piper (Dutra et al., 2019). A presenca diferencial
dos carboidratos, concentrados lateralmente nas células do epitélio das larvas expostas ao
inseticida, pode estar relacionada a desorganizacgdo citoplasmatica e do citoesqueleto, ou
mesmo a alocacdo dos mesmos para 6rgaos detoxificadores, como o corpo gorduroso
(Dutra et al., 2019).

O teste com mercurio de bromofenol evidenciou reagdo positiva para proteinas
na regido apical da célula no controle, enquanto nas larvas expostas ao clorpenafir ocorreu
distribuicdo homogénea das proteinas, provavelmente devido a disfuncao da atividade
digestiva nas células epiteliais do intestino médio devido a toxidade do composto.
Ademais, verifica-se menor abundancia de proteinas no tratado, sugerindo danos aos
elementos proteicos do citoesqueleto, e, por conseguinte, evidente desestruturacdo da
célula que pode culminar com a presenca de extrusdo de material celular (Serra et al.,
2023). Em contrapartida, a literatura carece de estudos histopatolégicos em
microlepidépteros, sendo este um dos primeiros estudos a destacar a histopatologia
causada por pesticida no intestino médio de 7. absoluta.

O clorfenapir é um pesticida de nova geracao, fabricado com o intuito de ser eficiente

no controle de pragas em diferentes culturas, sendo altamente aplicavel naquelas onde 7.

28



absoluta se encontra resistente aos inseticidas de gerac@o anterior como abamectina e
cartap (Silva et al., 2016). Nosso estudo, somado a literatura (Hanafy & El-Sayed., 2013;
Silva et al., 2016), evidencia o clorfenapir como uma proposta de manejo quimico
possivel desta praga, considerando a sua eficdcia, sendo este também empregado no
controle de S. frugiperda em cultura do milho, com baixa probabilidade de resisténcia
cruzada com outros pesticidas (Kanno et al., 2020). Dessa forma, clorfenapir ¢ uma
possivel op¢do quimica no controle da traca-do-tomateiro.

Clorfenapir se mostrou letal as larvas de terceiro instar de 7. absoluta, causando
danos severos ao epitélio do intestino médio e eliminagdao de micetdcitos ali contidos,

reiterando a sua eficdcia como um inseticida para controle desta praga.

29



5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Bancroft, J.D. & Gamble, M. (2008). Theory and practice of histological techniques.
London, Churchill Livingstone.

Bruckman, D.R. Campbell; Floral neighborhood influences pollinator assemblages and
effective pollination in a native plant. Oecologia, 176 (2014), pp. 465-476.

Carneiro, L. S., Martinez, L. C., Gongalves, W. G., Santana, L. M., & Serrao, J. E. (2020).
The fungicide iprodione affects midgut cells of non-target honey bee Apis mellifera
workers. Ecotoxicology and environmental safety, 189, 109991.

Chapman, R. F. (1998). The insects: structure and function. Cambridge university press.

Compéndio de estudos Conab (Companhia nacional de abastecimento) V.9, 2023. ISSN:
2446-5860. Governo do Brasil.

Costa, E. M., Araujo, E. L., Maia, A. V., Silva, F. E., Bezerra, C. E., & Silva, J. G. (2014).
Toxicity of insecticides used in the Brazilian melon crop to the honey bee Apis
mellifera under laboratory conditions. Apidologie, 45, 34-44.

de Castro, M. B. A., Martinez, L. C., Cossolin, J. F. S., Serra, R. S., & Serrio, J. E. (2020).
Cytotoxic effects on the midgut, hypopharyngeal, glands and brain of Apis mellifera
honey bee workers exposed to chronic concentrations of lambda-cyhalothrin.
Chemosphere, 248, 126075.

da Silva, I. M., Zanuncio, J. C., Briigger, B. P., Soares, M. A., Zanuncio, A. J. V.,
Wilcken, C. F., ... & Sediyama, C. S. (2020). Selectivity of the botanical compounds
to the pollinators Apis mellifera and Trigona hyalinata (Hymenoptera: Apidae).

Scientific Reports, 10(1), 1-8.

30



Denecke, S., Swevers, L., Douris, V., & Vontas, J. (2018) How do oral insecticidal
compounds cross the insect midgut epithelium? Insect biochemistry and molecular
biology 103, 22-35.

Desneux N, Decourtye A, Delpuech JM (2007) The sublethal effects of pesticides on
beneficial arthropods. Annual Review of Entomology 52:81-106

Desneux, N., Wajnberg, E., Wyckhuys, K. A., Burgio, G., Arpaia, S., Narvdez-Vasquez,
C. A,, ... & Urbaneja, A. (2010). Biological invasion of European tomato crops by
Tuta absoluta: ecology, geographic expansion and prospects for biological control.
Journal of pest science, 83, 197-215.

Dos Santos, M. C., Junqueira, M. R., de S4, V. M., Zantncio, J. C., & Serrdo, J. E. (2015).
Effect of silicon on the morphology of the midgut and mandible of tomato leafminer
Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae) larvae. Invertebrate survival journal, 12(1),
158-165.

Dutra, K. A., Wanderley Teixeira, V., Cruz, G. S., Silva, C. T. S., D" Assun¢ao, C. G.,
Ferreira, C. G. M., ... & Navarro, D. M. A. F. (2019). Morphological and
immunohistochemical study of the midgut and fat body of Spodoptera frugiperda
(JE Smith) (Lepidoptera: noctuidae) treated with essential oils of the genus Piper.
Biotechnic & Histochemistry, 94(7), 498-513.

Farder-Gomes, C. F., Fernandes, K. M., Bernardes, R. C., Bastos, D. S. S., de Oliveira,
L. L., Martins, G. F., & Serrdo, J. E. (2021a). Harmful effects of fipronil exposure
on the behavior and brain of the stingless bee Partamona helleri Friese

(Hymenoptera: Meliponini). Science of The Total Environment, 794, 148678.

31



Farder-Gomes, C. F., Fernandes, K. M., Bernardes, R. C., Bastos, D. S. S., Martins, G.
F., & Serrdo, J. E. (2021b). Acute exposure to fipronil induces oxidative stress,
apoptosis and impairs epithelial homeostasis in the midgut of the stingless bee
Partamona helleri Friese (Hymenoptera: Apidae). Science of The Total
Environment, 774, 145679.

Fiaz, M., Martinez, L. C., da Silva Costa, M., Cossolin, J. F. S., Plata-Rueda, A.,
Gongalves, W. G., ... & Serrdo, J. E. (2018). Squamocin induce histological and
ultrastructural changes in the midgut cells of Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae). Ecotoxicology and environmental safety, 156, 1-8.

Galdino, T. V. D. S., Picanco, M. C., Morais, E. G. F. D., Silva, N. R,, Silva, G. A.R. D.,
& Lopes, M. C. (2011). Bioassay method for toxicity studies of insecticide
formulations to Tuta absoluta (Meyrick, 1917). Ciéncia e Agrotecnologia, 35, 869-
877.

Guedes, R. N. C., Roditakis, E., Campos, M. R., Haddi, K., Bielza, P., Siqueira, H. A. A.,
& Nauen, R. (2019). Insecticide resistance in the tomato pinworm Tuta absoluta:
patterns, spread, mechanisms, management and outlook. Journal of Pest Science,
92(4), 1329-1342.

Gontijo, P. C., Picango, M. C., Pereira, E. J. G., Martins, J. C., Chediak, M., & Guedes,
R. N. C. (2013). Spatial and temporal variation in the control failure likelihood of the
tomato leaf miner, Tuta absoluta. Annals of applied biology, 162(1), 50-59.

Haji, F. N. P.; Alencar, T. A.; Prezotti, L. 1998. Principais pragas do tomateiro e

alternativas de controle. Petrolina: Embrapa- CPATSA, 51 p.

32



Hanafy, H. E., & El-Sayed, W. (2013). Efficacy of bio-and chemical insecticides in the
control of Tuta absoluta (Meyrick) and Helicoverpa armigera (Hubner) infesting
tomato plants. Australian Journal of Basic and Applied Science, 7(2), 943-948.

Hawkins, N. J., Bass, C., Dixon, A., & Neve, P. (2019). The evolutionary origins of
pesticide resistance. Biological Reviews, 94(1), 135-155.

Huang, J., Lv, C., Hu, M., & Zhong, G. (2013). The mitochondria-mediate apoptosis of
Lepidopteran cells induced by azadirachtin. PLoS One, 8(3), €58499.

Huang, P., Yan, X., Yu, B., He, X., Lu, L., & Ren, Y. (2023). A Comprehensive Review
of the Current Knowledge of Chlorfenapyr: Synthesis, Mode of Action, Resistance,
and Environmental Toxicology. Molecules, 28(22), 7673.

IRAC. Comité de Ac¢ao a Resisténcia a Inseticidas. Classificacdo do modo de acdo: a
chave do manejo de resisténcia. 2017. (IRAC. Edi¢ao do Poster, 6.1). Disponivel em
<http://www.irac-online.org/documents/moastructures-poster-portuguese/.

Ishikawa, H. (2003). Insect symbiosis: an introduction. Insect symbiosis, 1, 1-21.

Kanno, R. H., Bolzan, A., Kaiser, I. S., Lira, E. C., Amaral, F. S., Guidolin, A. S., ... &
Omoto, C. (2020). Low risk of resistance evolution of Spodoptera frugiperda to
chlorfenapyr in Brazil. Journal of Pest Science, 93(1), 365-378.

Moran NA, Baumann P. Bacteria endosymbionts in animals. Curr. Opin. Microbiol. 3:
270-275, 2000.

Pedigo, L. P., Rice, M. E., & Krell, R. K. (2021). Entomology and pest management.

Waveland Press.

33



Peterson, R. K., Higley, L. G., & Pedigo, L. P. (2018). Whatever happened to IPM?
American Entomologist, 64(3), 146-150.

Santana, P. A., Kumar, L., Da Silva, R. S., & Picanco, M. C. (2019). Global geographic
distribution of Tuta absoluta as affected by climate change. Journal of Pest Science,
92, 1373-1385.

Santos Junior, V.C.; Martinez, L.C.; Plata-Rueda, A.; Fernandes, F.L.; Tavares, W.S.;
Zanuncio, J.C.; Serrdo, J.E. (2020) Histopathological and cytotoxic changes induced
by spinosad on midgut cells of the non-target predator Podisus nigrispinus Dallas
(Heteroptera: Pentatomidae). Chemosphere, 238, 124585.

Schoonhoven LM, Van Loon JJ, e Dicke, M. Insect-plant biology. Oxford University
Press on Demand (2005).

Serra, R. S., Cossolin, J. F. S., de Resende, M. T. C. S., de Castro, M. A., Oliveira, A. H.,
Martinez, L. C., & Serrdo, J. E. (2021). Spiromesifen induces histopathological and
cytotoxic changes in the midgut of the honeybee Apis mellifera (Hymenoptera:
Apidae). Chemosphere, 270, 129439.

Serra, R. S., Martinez, L. C., Cossolin, J. F. S., Resende, M. T. C. S. D., Carneiro, L. S.,
Fiaz, M., & Serrdo, J. E. (2023). The fungicide azoxystrobin causes histopathological
and cytotoxic changes in the midgut of the honey bee Apis mellifera (Hymenoptera:
Apidae). Ecotoxicology, 32(2), 234-242.

Siddiqui, J. A., Khan, M. M., Bamisile, B. S., Hafeez, M., Qasim, M., Rasheed, M. T., ...
& Xu, Y. (2022). Role of insect gut microbiota in pesticide degradation: A review.

Frontiers in Microbiology, 13, 870462.

34



Silva, T. B. M., Silva, W. M., Campos, M. R., Silva, J. E., Ribeiro, L. M. S., & Siqueira,
H. A. A. (2016). Susceptibility levels of Tuta absoluta (Meyrick)(Lepidoptera:
Gelechiidae) to minor classes of insecticides in Brazil. Crop Protection, 79, 80-86.

Stefanini, M., Martino, C. D., & Zamboni, L. (1967). Fixation of ejaculated spermatozoa
for electron microscopy. Nature, 216(5111), 173-174.

Xu, Z., Lu, M., Yang, M., Xu, W., Gao, J., Zhang, Y., ... & Tao, L. (2017). Pyrethrum-
extract induced autophagy in insect cells: A new target? Pesticide Biochemistry and
Physiology, 137, 21-26.

Wang, Z., Cang, T., Wu, S., Wang, X., Qi, P., Wang, X., & Zhao, X. (2018). Screening
for suitable chemical acaricides against two-spotted spider mites, Tetranychus
urticae, on greenhouse strawberries in China. Ecotoxicology and environmental

safety, 163, 63-68.

35



6. ANEXOS

Anexo 1: Anilise de concentracdo/mortalidade realizada através da analise Probit no

software R! contendo todas as concentracdes estimadas.

Probabilidade Concentragao do Limite inferior Limite superior
de morte pesticida (ppm) (ppm) (ppm)
0.01 0.3443 0.005671 1.01
0.02 0.455 0.0114 1.21
0.03 0.5431 0.0178 1.36
0.04 0.6204 0.0248 1.49
0.05 0.6914 0.0325 1.6
0.06 0.7581 0.0408 1.71
0.07 0.8219 0.0499 1.81
0.08 0.8836 0.0597 1.9
0.09 0.9437 0.0702 1.99
0.10 1 0.0815 2.08
0.15 1.29 0.1504 2.49
0.20 1.57 0.243 29
0.25 1.87 0.3641 3.33
0.30 2.18 0.5193 3.8
0.35 2.51 0.7149 4.34
0.40 2.87 0.9574 4.97
0.45 3.27 1.25 5.75
0.50 3.72 1.61 6.75
0.55 4.23 2.02 8.07
0.60 4.82 249 9.9
0.65 5.52 3.02 12.53
0.70 6.36 3.61 16.44
0.75 7.42 4.28 22.56
0.80 8.8 5.07 32.76
0.85 10.74 6.06 51.64
0.90 13.8 7.42 93.38
0.91 14.66 7.77 108
0.92 15.66 8.17 126.59
0.93 16.83 8.63 150.86
0.94 18.25 9.15 183.69
0.95 20.01 9.78 230.18
0.96 22.3 10.57 300.39
0.97 25.47 11.6 417.34
0.98 30.4 13.11 647.47
0.99 40.18 15.83 1298.42
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Probabilidade de mortalidade

0.757

0.51

0.25-

0.0001 0.01 1
Concentracao g.L™

Anexo 2: Anélise de concentragdo/mortalidade realizada através da andlise Probit no

software R! contendo todas as concentracdes estimadas para este teste.
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CAPITULO 2: TOXIDADE, HISTOPATOLOGIA DO INTESTINO MEDIO, ALTERAGOES
COMPORTAMENTAIS E RESPIROMETRICAS CAUSADAS PELO INSETICIDA CLORFENAPIR NA ABELHA
SEM FERRAO PARTAMONA HELLERI (FRIESE, 1900) (HYMENOPTERA:APIDAE)

RESUMO

As abelhas sem ferrao desempenham um papel crucial na polinizacio de diversas culturas
agricolas e na manutencdo da biodiversidade. Nas dltimas décadas tem sido registrada
uma preocupante diminuicdo global das populacdes de abelhas, onde os pesticidas t€ém
sido apontados como uma das causas chave. O Brasil, maior consumidor de pesticidas do
mundo, abriga a espécie de abelha sem ferrdo Partamona helleri, abelha de grande valor
ecologico e agricola. Este estudo investigou os efeitos do clorfenapir nesta abelha,
estabelecendo as concentragdes letais determinadas por bioensaios, revelando toxicidade
para P. helleri. As andlises histolégicas do intestino médio das abelhas expostas ao
clorfenapir mostraram vacuolizacdo intensa, liberacdo de esferocristais no limen, perdas
de ninhos de célula regenerativas e dilatagdo celular, indicando danos estruturais e
funcionais irreversiveis. Além disso, o estudo avaliou as alteragcdes comportamentais das
abelhas expostas ao clorfenapir, registrando alto grau de estresse, através de aumento na
distancia percorrida e na velocidade média das abelhas, sugerindo efeitos subletais do
pesticida. A respirometria indicou que as abelhas expostas ao clorfenapir apresentaram
uma taxa de respiracdo reduzida, indicando interrup¢cdo do metabolismo energético desses
polinizadores. Esses resultados destacam a sensibilidade de P. helleri ao clorfenapir e a
necessidade de considerar os impactos ecoldgicos e econdmicos dos pesticidas na

conservacgdo desses importantes polinizadores.
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1. INTRODUCAO

Os servicos ecossistemicos sdo definidos como atividades e fungdes ecoldgicas de
importancia e bem-estar para os seres humanos e a sociedade (Daily & Matson, 2008).
Sdao comumente exemplificados através do usufruto da diversidade genética dos
ecossistemas florestais, fertilizacdo de solo através da decomposicao, mineralizacdo de
componentes organicos por microrganismos € da polinizacdo de sistemas florestais
naturais e de culturas de importancia econdmica por animais (Butler & Oluoch-Kosura,
2006;Fu et al., 2013) Neste contexto, abelhas sdo polinizadores formidéveis, destacando-
se a polinizacdo mediada por abelhas do género Apis e aquelas por abelhas nativas,
constituintes das comunidades e ecossistemas naturais (Matias ef al., 2017). Muito se
discutiu sobre a importincia e contribuicdo de abelhas nativas para a polinizacdo de
sistemas agricolas, e cada vez mais estudos revelam o potencial e a importancia dessas
abelhas na mediacao destes processos (revisdo em Matias et al., 2017).

As abelhas Meliponini, também conhecidas como abelhas sem ferrdo, sdo
generalistas de distribuicao Pantropical, apresentam o maior nimero de espécies de
abelhas eussociais, com 534 espécies descritas (Ascher & Pickering, 2022; Botina et al.,
2023). Essas abelhas sdo importantes fornecedoras de servigos ecossistémicos, tendo
como destaque a polinizacao, fundamentais para a manuten¢ao da variabilidade genética
de populacdes de espécies de plantas nativas, como também para a produtividade em
sistemas agricolas (Brown & Albrecht, 2001). Estima-se que os Meliponini podem ser
responsaveis pela polinizacdo de cerca de 40 a 90% da flora nativa, para além de culturas

de importancia econdmica como acerola, goiaba, jabuticaba, macadamia e pitanga (Kerr
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et al., 1996; Ferreira, 2011). Além disso, abelhas sem ferrdo sdo empregadas em
cultivares como agentes polinizadores visando o aumento de produtividade em culturas
como café, cupuacu, morango, girassol e tomate (Ferreira, 2011). Dentre os Meliponini,
Partamona helleri (Friese, 1900) (Hymenoptera:Apidae) apresenta distribuicao
abrangente no Brasil, podendo ser encontrada do sudeste ao nordeste brasileiro (Pedro e
Camargo, 2003), participando da polinizacdo de diversas culturas, como eucalipto e limao
(Carvalho et al., 1999), além de serem usadas com frequéncia por meliponicultores
brasileiros para a obten¢do de mel e cera (Ferreira, 2011).

A viabilidade e diversidade de populacdes de abelhas estio em declinio nas
ultimas décadas em uma perspectiva global, apesar de ser discutido se as flutuacdes
populacionais de Apis mellifera Linnaeus (Hymenoptera:Apidae) podem ser
representativas e informativas sobre as populagcdes de abelhas nativas (revisao em Wood
et al., 2020). As causas para este declinio ainda estdo em estudo, mas algumas das
hipéteses mais bem validadas, se respaldam no colapso por alteragdes climaticas,
fragmentacdo de hdébitat, introdu¢do de espécies exodticas, parasitas, patdgenos e
intoxicacgdo por pesticidas (Farder-Gomes et al., 2021a; Warner et al., 2023)

Dentre os agentes acima, os pesticidas t€ém sido utilizados comumente de forma
ndo parcimoniosa, desrespeitando os limites de uso impostos legalmente, e assim
contaminando recursos florais como néctar e pdlen e, por conseguinte, intoxicando
gravemente as abelhas (Lopes et al., 2018). A principal via de contaminacdo dos
polinizadores, por pesticidas, ocorre através da ingestdo de pdlen e néctar, os principais

recursos florais explorados (Schoonhoven, 2005). Assim, o intestino médio dos insetos,
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que desempenha o papel crucial na digestao e absor¢ao de nutrientes, € um possivel 6rgao
a ser afetado pelos pesticidas (Denecke et al. 2018).

O intestino médio dos insetos € revestido por uma camada de células cibicas ou
colunares, cuja superficie apical € caracterizada pela presenca de microvilosidades, as
células digestivas, responsaveis pela secrecdo de enzimas digestivas e pela absorcdo de
nutrientes, além de algumas células enteroenddcrinas, especializadas na sintese de
hormoénios, e as células regenerativas, localizadas em ninhos na base do epitélio
(Chapman, 1998; Cruz-Landim, 2009). O Iimen do 6rgdo é revestido por camadas
semipermedveis acelulares, formando a matriz peritréfica, que auxilia na concentracdo de
nutrientes e protege o epitélio contra danos mecanicos, patogénicos e quimicos (Cruz-
Landim, 2009; Jin et al., 2019; Oliveira et al., 2019).

A busca de padroes de qualidade cada vez maiores na agricultura, visando atender a
exigente demanda do consumidor, estabelece um novo paradigma, onde é cada vez mais
frequente e intensivo o uso de pesticidas, sendo o Brasil o maior utilizador de inseticidas
em todo o mundo (Lopes et al., 2018; Sharma et al., 2019). Estes pesticidas buscam
controlar pragas, e acabam expondo e intoxicando organismos ndo-alvos como o0s
polinizadores podendo levar a danos ecoldgicos e econdmicos. Neste contexto, o tomate
[Solanum lycopersicum (Solanaceae)], importante disponibilizador de recursos florais
para P. helleri (Botina et al., 2023), € um dos cultivares de maior importancia no Brasil e
no mundo, onde cada vez mais se empregam pesticidas, colocando em risco populacdes

de polinizadores na cultura e em suas regides adjacentes.
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No Brasil e na América do Sul, diferentes classes de inseticidas foram empregadas
na cultura do tomateiro, como abamectina, cartap, permetrina e metamidofos em
populagdes de campo no ano 2000 para o controle da traga-do-tomateiro Tuta absoluta
(Meyrick, 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae), fitéfago praga responsdvel por perdas
econOmicas nessa cultura (Silva er al., 2016). Devido ao histérico de resisténcia desta
praga a inseticidas, hd uma constante busca por novos compostos que possam levar ao
seu controle populacional de forma eficaz, neste contexto clorfenapir tornou-se um
pesticida de uso frequente na cultura do tomateiro (Silva et al., 2016). Clorfenapir € um
pré-inseticida pertencente a familia quimica dos pirrdis halogenados, metabolizado como
um inseticida nas células do hospedeiro quando em contato com enzimas oxidases,
encontradas nas mitocondrias, ligando-se as cristas mitocondriais, alterando o gradiente
de prétons entre as membranas interna e externa, desacoplando a fosforilacdo oxidativa
por interrupg¢do e inativacao dos elementos da cadeia de transporte de elétrons, resultando
na interrup¢io da producdo de ATP, impedindo a respiracdo celular, levando a morte
(IRAC, 2017; Huang et al., 2023).

O clorfenapir estd proibido para uso cultural nos Estados Unidos da América e na
Europa por apresentar alta persisténcia ambiental e risco ecotoxicoldgico para vida
silvestre (Chen et al, 2021; Huang et al., 2023), colocando em risco populacdes de
polinizadores, se apresentando como um potencial risco ecoldgico e cultural, visto que
estudos prévios verificaram a toxidade de clorfenapir para A. mellifera no Brasil (Costa
etal.,2014) e China (Wang et al., 2018). Estes estudos indicaram diminuicao da atividade

motora e intoxicac¢ao seguida de morte, apesar de nio ter sido elucidada a extensdo e o
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mecanismo de morte nas abelhas. Dado a similaridade fisiol6gica, comportamental e a
proximidade filogenética entre as abelhas meliferas e as abelhas sem ferrdo, é razodvel
esperar que o clorfenapir possa levar a alteragcdes comportamentais, prejudicando o
funcionamento da colonia como um todo, morte e possivelmente colapso da coldnia.

O objetivo deste trabalho foi verificar a hipétese que o clorfenapir € toxico para P.
helleri. Especificamente foram analisadas a toxicicidade, efeitos subletais na na
histopatologia e histoquimica do intestino médio, alteracdes comportamentais e
fisiolégicas na taxa de respiracao.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencao de P. helleri

Operdrias adultas de P. helleri foram coletadas a partir de quatro diferentes colonias
mantidas no Apidrio Cental da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais
(20°45'N; 42°52'W), Brasil. As forrageiras foram coletadas em frascos do tipo
Erlenmeyer de um litro colocados na entrada dos seus ninhos, apds leve perturbacdo
mecanica nas coldnias, estimulo necessario para ativar o reflexo de defesa da colonia. No
laboratdrio as abelhas foram anestesiadas com CO; por no méximo cinco segundos, sendo
transferidas para potes plasticos de 500 mL e aclimatados em a 28 + 1 °C e umidade
relativa de 75 + 5% no escuro (Botina et al., 2020). As abelhas foram deixadas em jejum
por uma hora antes de serem submetidas aos experimentos (Botina et al., 2020).
2.2. Bioensaio de concentracao-mortalidade

A toxidade do inseticida clorfenapir (Pirate ® BASF 240 g i.a. L") foi determinada

calculando as concentragdes letais em exposi¢ao aguda de 24 horas, em condi¢des de
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laboratério. Cinco dilui¢des do pesticida foram ajustadas em solugdo aquosa de sacarose
de 1,5 ml (50% peso/peso) em microtubos: 0,3; 0,6; 1,2, 2,4 e 6 ppm, correspondendo a
0,25%; 0,5%; 1%; 2% e 5% da dose médxima recomendada em campo para controle de 7.
absoluta. Como controle foi usada solu¢ao aquosa de sacarose a 50%. Ap6s uma hora de
jejum, os microtubos contendo os cinco tratamentos € o controle foram colocados a
disposi¢do das abelhas para alimentacao por trés horas. Apés as trés horas de exposi¢ao
ao tratamento/controle, todos os microtubos foram substituidos por outros contendo
apenas 1,5 ml de solucdo de sacarose 50% por mais 24 horas, completando o experimento.
O bioensaio foi conduzido em potes plasticos de 100 cm3 cobertos com tampa de plastico
perfurada e papel filtro na base, contendo 10 individuos de P. helleri cada, com quatro
réplicas (uma para cada uma das quatro coldnias), totalizando 40 individuos por
tratamento, sendo utilizadas 240 abelhas no total. A mortalidade foi avaliada apds as 24h
de experimento, de acordo com Botina et al. (2020).
2.3. Histopatologia

Cinco operdrias forrageadoras adultas expostas ao controle e cinco expostas ao
tratamento de CLso (definido no bioensaio de concentragdo-mortalidade) foram coletadas,
crioanestesiadas a -5 °C por 5 minutos e dissecadas em solucao salina para insetos (NaCl
0.15M, KH>PO4 0.15M, NaoHPO4 0,15 M) para retirada do intestino médio que foi
transferido para a solugdo fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 48 h a 5° C.
As amostras de intestino médio foram desidratadas em uma série crescente de etanol (70,
80, 90 e 95%), e incluidas em historesina Leica (Leica Biosystems Nussloch GmbH,

Heildelberger, Alemanha) de acordo com as instrugdes do fabricante. Apds a
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polimerizacdo da historesina, as amostras foram seccionadas a 3 um de espessura em
Micrétomo RM2255 (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Heildelberger, Alemanha). As
seccoes foram coradas com hematoxilina e eosina e analisadas usando microscopio de luz
Leica DMLS (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha).

2.4. Histoquimica

Algumas secc¢des histolégicas ndo coradas, obtidas como descrito acima, foram
submetidas aos testes histoquimicos descritos a seguir, sendo analisada em microscépio
de luz transmitida Olympus BX 53.

2.4.1. Deteccao de Polissacarideos neutros e glicoconjugados (P.A.S.)

As seccoes histologicas foram incubadas em dcido periddico 0,4% por 30 min,
lavadas rapidamente em 4gua destilada e transferidas para reativo de Schiff por 1 h no
escuro. Por fim, foram lavadas em 4gua corrente por 30 min, montadas e analisadas
(Bancroft e Gamble, 2008).

2.4.2. Deteccao de Proteinas (mercirio de bromofenol)

As seccdes foram incubadas em mercurio de bromofenol (100 mL de 4cido acético
2%:; 0,05 g de azul de bromofenol; 1,5 g de cloreto de mercurio II) por 2 h e 15 min,
lavadas com 4cido acético 0,5% por 10 min e em dgua corrente por 15 min, montadas e
analisadas (Bancroft e Gamble, 2008).

2.4.3. Quantificaciao da Intensidade de Reacoes Histoquimicas

Dez imagens obtidas em um fotomicroscopio Olympus BX53, com objetiva de

40X e 0,75 de abertura numérica de cada intestino médio foram aleatoriamente

selecionadas para cada técnica histoquimica para quantificar carboidratos e proteinas.
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Utilizando o software ImagelJ/F1J1, dreas de 64 x 64 pixels foram usadas para avaliar os
valores de intensidade de pixel em escala de cinza (Urstadt 2022) em cinco regides do
epitélio escolhidas aleatoriamente.
2.5. Indice de lesiio de 6rgios

Dez cortes histologicos por intestino médio corados com hematoxilina e eosina
foram selecionados aleatoriamente e fotografados em fotomicroscépio Olympus BX53,
com objetiva de 40X, abertura numérica de 0,75, para avaliacdo do indice de lesdao do
orgdo (Bernet et al. 1999; Grella et al., 2019; Domingues et al., 2020) causado pelo
clorfenapir seguindo a exposi¢do de CLso. Trés pesquisadores analisaram de maneira
independente 10 imagens de cada 6rgdo em nove categorias: secrecdo apdcrina,
esferocristais, eliminacdo de fragmentos celulares, mudancas na borda estriada,
vacuolizagdo, dilatacdo celular, danos em ninhos das células regenerativas, perda de
contato celular e picnose nuclear. De acordo com a intensidade das caracteristicas acima,
foram atribuidas as seguintes pontuacdes: 0 para nenhuma ocorréncia, 2 para baixa
ocorréncia, 4 para ocorréncia moderada e 6 para alta ocorréncia. Apds isso, foi calculada
a média de cada caracteristica com os valores atribuidos por cada pesquisador e, apos,
uma média com todas as 10 imagens do 6rgdo, caracterizando o dano médio desse. Cada
categoria possui um nivel de significancia baseado na sua capacidade de reversibilidade.
O somatério de cada nivel de significincia multiplicado pelo dano médio de cada
categoria resultou no indice de lesdo do 6rgdo. Todo o calculo do indice de lesdo foi feito

baseado na metodologia previamente estabelecida para abelhas por Grella et al. (2019).
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2.6. Bioensaio de comportamento

Para avaliac@o das possiveis alteragdes comportamentais, foram utilizadas placas
de Petri (9 cm de didmetro x 2 cm de altura) contendo cinco operdrias de uma mesma
coldnia em cada placa, para cada uma das quatro colonias advindas do tratamento de CLs
e controle (40 individuos totais). O comportamento foi registrado por 15 minutos
(censurando posteriormente na edicao os primeiros 2,5 minutos e os tltimos 2,5 minutos
de video, para remover da andlise o periodo de aclimatacdo das abelhas nas placas) com
uma camera de video digital (30 quadros por segundo) sob luz artificial vermelha (com
intuito de reduzir o efeito de fototropismo nas abelhas), a 25 °C + 2. Os videos foram
analisados com o software Ethoflow® (Instituto Nacional de Propriedade Industrial -
INPI, Brasil, BR 512020 000737-6) sendo avaliadas a distancia percorrida (cm) e a
velocidade média (cm s—1) (Bernardes et al., 2021) de cada uma das forrageiras.
2.7. Respirometria

A taxa de troca de gasosa, ou taxa de respiragdo, foi registrada para abelhas adultas
forrageiras apds a exposicao aos tratamentos de controle e de CLso, conforme descrito
anteriormente para os bioensaios de mortalidade. Quatro réplicas de 24 forrageiras (oito
abelhas de cada uma das trés colonias, divididas para o tratamento e controle) foram
acomodadas a camaras de 3,5 mL conectadas a um sistema totalmente fechado, no qual a
producdo de diéxido de carbono (uL. CO» /h) foi transferida para o leitor de infravermelho
por meio da injecdo de corrente de ar livre de CO2 no sistema (por 2 minutos a uma taxa

de fluxo de 400 mL/min). Para isso, foi utilizado respirdmetro diferencial TR3C equipado
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com um analisador de CO; (Sable Systems, Las Vegas, EUA), e as determinag¢des foram
realizadas a 25 °C (protocolo adaptado de Guedes et al., (2006)).
2.8. Analises estatisticas

Para a quantificagdo histoquimica e indice de lesdo do intestino médio, os dados
foram previamente submetidos a testes de homogeneidade de variancia de Levene e
normalidade de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov. Os dados dos testes histoquimicos
e os do indice de lesdo de 6rgdos foram submetidos ao teste T de Student. Cada
caracteristica do indice de lesdo também foi avaliada e submetida ao teste de Mann-
Whitney nas amostras ndo paramétricas e teste T nas paramétricas. A seguir, os dados
foram submetidos ao teste post-hoc de Bonferroni.

Os dados de respirometria e de comportamento foram submetidos aos testes de
Shapiro-Wilk e Levene para verificar a normalidade e homogeneidade de variancias,
respectivamente. Os dados de respirometria foram ajustados em Modelo Linear com
distribuicdo Gaussiana e as diferencas observadas pela Andlise de Variancia. Para os
dados de comportamento (distdncia percorrida e velocidade média) foi ajustado um
Modelo Linear Generalizado com distribuicdo Gamma e as diferencas observadas pelo
teste T de Student.

Todos os testes foram realizados no software RStudio 4.4.0 com nivel de

significancia de 5%.
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3. Resultados

3.1. Bioensaio de concentracao-mortalidade

A andlise Probit revelou que o modelo de concentragao-mortalidade foi adequado (X
2 = 179.7259, gl = 4, Intercepto = -1.455, p > 0,05) e permitiu a estimativa das
concentracdes letais de clorpenafir para P. helleri, confirmando a toxidade deste
inseticida para abelhas forrageiras desta espécie (Figura 1). A CLso utilizada para os

experimentos seguintes foi estimada em 0.52 ppm.
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Figura 1. Andlise de Probit correlacionando a probabilidade de morte e a concentragao
de clorfenapir (ppm). (%> = 179.7259, gl = 4, Intercepto = -1.455, p > 0,05).

3.2. Histopatologia

O intestino médio dos individuos controle de P. helleri apresenta um epitélio com
células digestivas colunares com cromatina descondensada e a presenca de esferocristais
no citoplasma (Fig. 2A, 2B, 2D), borda estriada apical bem desenvolvida e uniforme,
além de ser nitida a presenca de ninhos celulares na base do tecido (Fig. 2B). Varias

camadas de matriz peritrofica estdo presentes no lumen (Fig. 2C).
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As abelhas expostas ao clorfenapir por 3h apresentaram danos histopatolégicos.
O epitélio absortivo apresentou alta vacuolizagdo citoplasmatica (Fig. 2F) e esferocristais
sendo liberados no limen (Fig. 2H). Neste, também foi possivel observar a presenca de
secrecdo apdcrina e fragmentos celulares, apesar de ndo ser possivel observar alteracdes
na matriz peritréfica (Fig. 2G).

Controle Clorfenapir

PN

Figura 2- Micrografias de luz do intestino médio de Partamona helleri (Hymenoptera :
Apidae)tratada com clorfenapir. A. Estrutura geral do intestino médio em abelhas do controle. B.
Detalhe do epitélio intestinal apresentando esferocristais (sc) e ninhos regenerativos (seta). C.
Detalhe matriz peritréfica. D. Esferocristais (sc) contidos dentro das células. Borda estriada (b)
eosinofilica. E. Estrutura geral do intestino médio em animais tratados com clorfenapir. F. Detalhe
do epitélio intestinal apresentando vacuolos citoplasméticos proeminentes (v) e secre¢des
apdcrinas (se). G. Detalhe do limen com as camadas de matriz peritréfica e fragmentos celulares
(ponta de seta). H. Esferocristais (sc) sendo liberados em direcdo ao limen (L). m - muisculo, mt
- tibulos de Malpighi. Barra de escala 20pm.
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3.3. Histoquimica

A quantificacdo das técnicas histoquimicas ndo demonstrou diferencas na
intensidade das reacOes nas células digestivas e na borda estriada entre os intestinos

médios das abelhas do controle e do tratamento com (Fig. 3A-F).

3.4. Indice de lesdo

Abelhas expostas ao clorfenapir apresentaram maiores indices de lesdo em
comparacdo aquelas abelhas nido expostas ao pesticida (Fig. 4; p = 0.008). Quando
avaliados separadamente, 0s seguintes parametros apresentaram maiores ocorréncias no
epitélio do intestino médio de abelhas expostas ao clorfenapir: danos na borda estriada (p
= 0.02), dilatacdo celular (p = 0.01), perda de ninho de células regenerativas (p < 0.01) e

vacuolizagdo citoplasmatica (p = 0.02).
3.5. Bioensaio de comportamento

As operdrias de P. helleri expostas ao clorfenapir apresentaram diferenca na
locomocdo em relacdo ao controle, As abelhas expostas ao clorfenapir apresentaram maior
velocidade média (estimada = 0.11236, EP = 0.02045, t = 5.496, p > 0.01) e um aumento
na distancia percorrida (estimada = 1.872e-04, EP = 3.405e-05, t = 5.498, p < 0.01)

quando comparadas com aquelas do controle (Figs. 5 e 6).
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Figura 3. Histoquimica do intestino médio de Partamona helleri (Hymenoptera : Apidae)tratada
com clorfenapir. A-B. Teste de carboidratos entre grupo controle e tratamento. C-D. Teste para
proteinas entre os grupos controle e tratamento. E. Intensidade de reacdo positiva para P.A.S. (p=0.06).
F. Intensidade de reacdo positiva para mercirio bromofenol (p=0.11). Nao houve diferenca
significativamente estatistica entre abelhas do controle e tratamento para ambas as técnicas. Barra de
escala 20um.
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Figura 4. Indice de lesio no epitélio do intestino médio de Partamona helleri.(Hymenoptera :
Apidae) Em A, estd sendo exibido o indice de leséo total do intestino médio (p < 0.01). Em B, estdo
sendo exibidos a diferenca do indice de lesdo da borda estriada (p = 0.02), dilatagdo celular (p = 0.01),
perda de ninho de células regenerativas (p < 0.01) e vacuolizag¢do citoplasmdtia (p = 0.02). O
tratamento de CLso apresentou maior indice de lesdo para todas as varidveis analisadas. Controle
(cinza) e Tratamento de CLs5 (preto).
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Figura 5. Bioensaio de comportamento. Velocidade média de caminhamento (cm/s) de Partamona
helerri nos grupos controle (CTRL) e exposto ao clorfenapir (CLso). O tracejado dentro das boxes
representa as médias dos tratamentos. * indica diferenca estatistica entre as médias teste T de
Student (p < 0,001).
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Figura 6 Bioensaio de comportamento. Distancia percorrida de caminhamento (cm) de Partamona
helerri (Hymenoptera : Apidae) nos grupos controle (CTRL) e exposto ao clofernapir (CLso). O
tracejado dentro das boxes representa as médias dos tratamentos. * indica diferenca estatistica entre
as médias teste T de Student (p < 0,001).
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3.6. Respirometria

O experimento de respirometria revelou diminui¢@o na taxa respiratdria nas operarias
expostas ao clorfenapir, quando comparado aos individuos do controle (Estimado =

9.028, EP = 3.471, t value = 2.601, p = 0.0163; Fig. 7).
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Figura 7. Taxa de respirag¢ao (média + dp) de Partamona helleri (Hymenoptera : Apidae) no controle
e apos exposi¢do ao clorfenapir (CLsp). * indica diferenca estatistica entre as médias (p = 0,016)

calculado pela andlise de variancia (ANOVA).

4. DISCUSSAO

O inseticida clorfenapir se mostrou toxico para a abelha sem ferrdo P. helleri,
apresentando alto potencial letal, mesmo em concentragdes inferiores aquelas
recomendadas em campo para o controle do fitéfago 7. absoluta. Este achado é
importante, principalmente quando somado ao fato de que este pesticida possui meia vida
ambiental média de um ano (Huang et al., 2023), sendo entdo persistente em campo,
gerando uma contaminacdo a longo prazo que pode contribuir com o declinio

populacional desta abelha nativa. A toxidade de clorfenapir foi reportada para A. mellifera
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(Costa et al., 2014; Wang et al., 2018), porém, este é o primeiro estudo que define as
concentracdes letais deste pesticida para uma abelha nativa. Além disso, a CLso de
clorfenapir de 0.52 ppm para forrageiras adultas de P. helleri, ¢ menor do que um terco
daquela encontrada para o alvo, T. absoluta (CLso = 1,87 ppm, capitulo 1), indicando que
a utilizacdo do pesticida para controle da praga, afetaria P. helleri presentes ou nas
proximidades da cultura.

Quando avaliados os danos causados pelo inseticida no intestino médio de P.
helleri, foi evidenciado dano severo em alguns pardmetros quando comparados ao
intestino médio de abelhas ndo expostas, como alto nivel de vacuolizacdo citoplasmatica,
que tem sido considerado indicativo de morte celular por autofagia em abelhas expostas
a pesticidas (Carneiro et al., 2022). Também foi observada grande liberacdo de
esferocristais no limen intestinal, € uma resposta comum em abelhas quando em contato
com xenobidticos, visto que esta liberacio € um mecanismo de tentativa de
restabelecimento do equilibrio osmético quando ha dano celular ou mesmo
extravasamento de conteido (Cruz-Landim, 2008). Além disso, o clorfenapir causa
aumento na secrec¢do apdcrina e na liberacdo de fragmentos celulares para o limen do
intestino médio, caracteristicas associadas a danos celulares severos no intestino médio
das abelhas, além de ser indicativo de ativacdo de vias de morte celular apoptética (Cruz-
Landim, 2008; Cruz et al., 2010). A extensdo dos danos no intestino médio aponta para
uma desestruturagdo e comprometimento das funcdes digestivas do 6rgdo, e apesar de
haver a possibilidade de reposicao de células epiteliais do intestino médio por outras

células advindas dos ninhos de células regenerativas (Forkpah et al., 2014), também
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foram encontrados danos e perda destas células, sugerindo irreversibilidade do processo
de perda celular (Grella et al., 2019). Nao foram encontradas evidéncias de danos a matriz
peritréfica, estrutura comumente afetada quando ha intoxicag@o por xenobidticos (Grella
et al., 2019). E possivel que ndo tenha sido encontrado danos nesta estrutura devido ao
periodo de experimentacdo de 24 horas, visto que € comum verificar tais danos em
exposicdes mais longas aos a pesticidas (Serra et al., 2023).

Os testes histoquimicos para evidenciacdo de carboidratos (PAS) e proteinas
(mercurio bromofenol) nao revelam diferencas no intestino médio entre as abelhas
expostas ao clorfenapir e controle. Em intestinos médios de A. melifera expostas ao
pesticida ciflumetofeno (interruptor da cadeia transportadora de elétrons, assim como
clorfenapir) por 24 horas também ndo foram encontradas diferengas para os testes de PAS
e mercurio de bromofenol, e apenas apds 48 horas foi verificada redu¢do proteica através
do teste de mercirio de bromofenol (Reis et al., 2024). E possivel que resultados
semelhantes fossem encontrados nos intestinos de P. helleri em uma exposicao letal de
48 horas, ou mesmo em uma exposi¢ao cronica de maior tempo, como encontrado em A.
mellifera expostas ao pesticida azoxistrobina (Serra et al., 2023) e ao ciflumetofeno (Reis
etal.,2024).

O indice de lesdo do 6rgao revela a ocorréncia de danos no intestino médio de
operdrias expostas a CLso de clorfenapir, confirmando a alta toxidade do inseticida para
o intestino médio de P. helleri. O indice de lesdo é um bom indicativo para avaliar a
irreversibilidade dos danos causados e a extensdo dos mesmos de forma semi-

quantitativa, auxiliando uma categorizacao correta e minuciosa dos locais afetados e da
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extensdo dos danos causados (Grella er al., 2019). Desta forma, a extensdo dos danos
avaliados pelo indice de lesdo total, indicam grau irreversivel de comprometimento
funcional do intestino médio em operarias de P. helleri. Quando avaliados os pardmetros
especificos, € evidenciada ocorréncia de danos significativos na borda estriada, dilatacdo
celular e vacuolizacdo citoplasmdtica ocasionados pelo clorfenapir. Estes resultados
confirmam a hipétese de toxidade do inseticida ao intestino médio destas abelhas e a
verificacdo de um incremento no indice de lesdo dos ninhos de células regenerativas nas
abelhas tratadas ¢ um indicativo relevante de irreversibilidade dos danos celulares e
teciduais.

O bioensaio comportamental apontou maior agitacdo e estresse nas abelhas do
tratamento com clorfenapir quando comparadas ao controle. As abelhas intoxicadas com
clorfenapir apresentam maior velocidade média e distancia percorrida, indicando maior
agitacdo e estresse, comportamento condizente com o esperado, visto que P. helleri
apresentam comportamento agressivo para defesa da coldnia (Camargo & Pedro, 2003).
Aumento de distancia percorrida ocorre em forrageiras adultas de P. helleri expostas a
fipronil (inseticida de acdo neurotoxica; Farder-Gomes et al., 2021b), possivelmente
devido ao excesso de atividade neuronal acarretada pelo pesticida, sugerindo que o
aumento da distancia percorrida aqui encontrado esteja relacionado a danos neurais
causados pela exposi¢do ao clorfenapir. Estas alteracdes comportamentais podem ser
consideradas como efeitos subletais da exposi¢ao ao inseticida, mesmo em uma exposi¢ao
aguda e de curta duracdo, sendo razodvel extrapolar que o quadro das abelhas se agrave

com o tempo de exposi¢do, diminuindo a probabilidade de sobrevivéncia, visto que
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efeitos sub-letais no comportamento que levam a morte ou disfuncionalidade estdao
amplamente descritos em literatura (Fischer et al., 2014; Pudasaini, 2020; Farder-Gomes
et al., 2021b; Bermardes et al., 2022) . Além disso, a maior agitacao das abelhas poderia
acarretar no carreamento de residuos do pesticida para a colonia, podendo levar a
intoxicagdo e a biomagnificacdo do pesticida nestas colonias (Devillers & Pham-Delegue,
2002; Sanchez-Bayo & Goka, 2016), representando um dano ecoldgico e econdmico
grave, visto que pesticidas de alta persisténcia podem ser carreados para a colonia pelas
adultas e prejudicarem o desenvolvimento larval de novas abelhas (Carneiro et al., 2023),
levando ao colapso da colonia.

O bioensaio de respirometria mostra diminui¢ao na taxa respiratoria de P. helleri
expostas ao clorfenapir quando comparado aos individuos do controle, como para a barata
Blatella germanica (Black et al., 1994). E esperado que as abelhas de P. helleri exibam
diminui¢cdo da taxa metabdlica, visto que o mecanismo de acdo do clorfenapir consiste
em diminuir a atividade protomotriz na matriz mitocondrial, além de se ligar e inviabilizar
os elementos da cadeia transportadora de elétrons, resultando em uma diminui¢io
acentuada de energia quimica celular, portanto, diminuindo a quantidade de recursos
disponibilizados para o processo de respiragdo celular e conseguinte menor acimulo e
mobilizacdo de CO; dos individuos intoxicados com o pesticida (Huang e al., 2023). E
importante notar que a alta desestruturagdo intestinal encontrada nas abelhas intoxicadas,
pode resultar em um aporte energético menor, devido a incapacidade de absorcdo do
alimento, e desta forma, ha um déficit energético, e portanto, menor taxa de respiracao

celular, direto (interrupcao da atividade respiratoria a nivel de substrato) e indireto (menor
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obtencdo energética devido aos danos da estrutura intestinal). Além disso, sabe-se que
dano mitocondrial € outro mediador de morte celular por apoptose em insetos (Huang et
al., 2013; Kumar et al., 2022; Xu et al., 2022), suportando nossos achados de possivel
morte celular no epitélio intestinal das abelhas intoxicadas.

Por fim, nossos dados mostram que o clorfenapir causa danos irreversiveis ao
intestino médio, causa agitacdo e estresse e diminui a atividade respiratdria de operarias
de P. helleri, que, portanto, estdo em perigo ecotoxicolégico. Provavelmente, toda a tribo
Meliponini, estd ameagada pelo uso deste inseticida altamente toxico e persistente. A
extensao dos danos do clorfenapir em termos ecolégicos pode estar sendo subestimada e
as perdas ecoldgicas e agricolas negligenciadas, sendo necessdria a revisdo do uso deste

pesticida.
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CONCLUSAO FINAL

Apesar dos resultados promissores no controle da praga 7. absoluta, o inseticida
clorfenapir demonstrou alto grau de perigo ecotoxicoldgico devido aos efeitos letais e
subletais encontrados no intestino médio, andlises comportamentais e fisiologia da abelha
sem ferrdo P. helleri. Os resultados sugerem que o uso deste pesticida na cultura do
tomate seja banido, assim como em paises da Europa e nos Estados Unidos da América.
Nenhum beneficio econdmico individual deve prevalecer acima da sustentabilidade
ambiental e dos servigos ecossistémicos, que sdo de usufruto geral para esta geracdo e

para as vindouras.
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