DAVY SOARES GOMES

O FUNGICIDA FLUAZINAM INDUZ MORTE CELULAR NO INTESTINO MEDIO
E ALTERA COMPORTAMENTO DA ABELHA SEM FERRAO Partamona helleri
(HYMENOPTERA: APIDAE)

Dissertagado apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do Programa de
P6s-Graduagdo em Biologia Celular e Estrutural,
para obtencao do titulo de Magister Scientiae.

Orientador: José Eduardo Serrdo

VICOSA — MINAS GERAIS
2023



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade

Federal de Vicosa - Campus Vicosa

G633f
2023

Gomes, Davy Soares, 1995-

O fungicida fluazinam induz morte celular no intestino
médio e altera comportamento da abelha sem ferrao Partamona
helleri (Hymenoptera: Apidae) / Davy Soares Gomes. — Vigosa,
MG, 2023.

| dissertagdo eletronica (33 f.): 1l. (algumas color.).

Inclui anexos.

Orientador: José Eduardo Serréo.

Dissertacao (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa,
Departamento de Biologia Geral. 2023.

Referéncias bibliograticas: f. 23-31.

DOI: https://doi.org/10.47328 /ufvbbt.2023.186

Modo de acesso: World Wide Web.

1. Abelhas sem ferrdo - Comportamento - Efeito dos
fungicidas. 2. Abelhas sem ferrdo - Morfologia - Efeito dos
fungicidas. 3. Fluazinam (Fungicida). 4. Plantas forrageiras -
Efeito dos fungicidas. I. Serrdo, José Eduardo. 1965-.

IT. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de Biologia
Geral. Programa de Pos-Graduagdo em Biologia Celular e
Estrutural. III. Titulo.

CDD 22. ed. 595.799

Bibliotecario(a) responsavel: Alice Regina Pinto Pires CRB-6/2523




DAVY SOARES GOMES

O FUNGICIDA FLUAZINAM INDUZ MORTE CELULAR NO INTESTINO MEDIO
E ALTERA COMPORTAMENTO DA ABELHA SEM FERRAO Partamona helleri
(HYMENOPTERA: APIDAE)

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do Programa de
Po6s-Graduagdao em Biologia Celular e Estrutural,
para obtencao do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 27 de fevereiro de 2023.

Assentimento:

Documento assinado digitalmente

b DAVY SOARES GOMES
g » Data: 14/04/2023 15:03:03-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Davy Soares Gomes
Autor

Documento assinado digitalmente

b JOSE EDUARDO SERRAO
g il Data: 14/04/2023 15:14:07-0300

Verifique em https:/fvalidar.iti.gov.br

José Eduardo Serrdo
Orientador



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Vigosa, em especial o Departamento de Biologia Geral ¢ o
Programa de Pos-Graduagao em Biologia Celular e Estrutural pela oportunidade, em especial a
secretaria Beth e a todos professores que contribuiram com minha formagao.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de Aperfeigoamento de
Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Codigo de Financiamento 001.

A Fundac¢io de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) pela
concessao da bolsa de estudo e financiamento (APQ-03267-18).

Ao Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento (CNPq — 303467/2018-5) pelo
financiamento.

Ao professor e orientador Jos¢ Eduardo Serrdo pela oportunidade de orientagdo,
ensinamentos, responsabilidade, profissionalismo e principalmente confianca em mim para
realizar esse trabalho.

Ao coorientador Kenner Morais Fernandes e Franciane Rosa Miranda pelos
ensinamentos, apoio e contribui¢do durante todo andamento do trabalho, muito obrigado!

Ao meu Pai Antonio Sergio e minha Mae Joaquina, e toda minha familia e amigos por
sempre estar ao meu lado, incentivando e me apoiando nessa caminhada. A minha namorada
Rhaissa. Vocés sdo muito importantes em mais essa conquista € sempre serei grato.

Aos amigos que fiz nesses dois anos no Laboratério de Ultraestrutura Celular pelo
auxilio na pesquisa, ensinamentos e pelas horas de distracdes e conversas que me ajudaram
muito durante todo o trabalho.

Ao Apiario da Universidade Federal de Vigosa pelo fornecimento do material utilizado
e por sua grande disposi¢ao;

Aos professores(as) que participaram da banca avaliadora e pela contribui¢do no
trabalho.

Enfim, agradeco a todos que fazem parte desta conquista. Muito obrigado!



RESUMO

GOMES, Davy Soares, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2023. O fungicida
fluazinam induz morte celular no intestino médio e altera o comportamento da abelha
sem ferrao Partamona helleri (Hymenoptera: Apidae). Orientador: José Eduardo Serrao.

As abelhas sem ferrdo (Hymenoptera: Apidae: Apinae: Meliponini) desempenham um papel
importante no ecossistema, atuando na poliniza¢do de plantas nativas. Dentre as abelhas sem
ferrdao, Partamona helleri encontrada do Sul ao Nordeste do Brasil, poliniza culturas de feijao,
eucalipto entre outras e, durante sua atividade de forrageio elas ficam sujeitas a exposi¢ao de
diferentes agroquimicos. O fungicida fluazinam ¢ utilizado em lavouras no combate de fungos
ascomicetos que causam doengas como mofo branco, e a sua ingestdo pode causar
consequéncias negativas no intestino médio das abelhas. Portanto, o objetivo deste estudo foi
avaliar os efeitos do fungicida fluazinam na mortalidade, morfologia do intestino médio e no
comportamento em operarias forrageiras de P. helleri. As operarias forrageiras foram
alimentadas com uma dieta de solugdo aquosa de mel 50% contendo a formulagdo comercial
do fluazinam (0.5, 1.5 e 2.5 mg i.a./L"!, concentragdo de campo determinada pelo fabricante)
por 24h. Subsequente, utilizando apenas a concentragio (2.5 mg i.a./L’!) foi analisada a
morfologia e marcadores de proteinas em vias de autofagia e apoptose no intestino médio e,
comportamentos das operarias forrageiras. Apds 24h de exposicdo ao fluazinam, todas as
abelhas permaneceram vivas, porém, ocorreu uma redu¢do no consumo alimentar do grupo
tratado em comparacao ao controle. O fluazinam causou alteragdes morfoldgicas no epitélio do
intestino médio, com as células digestivas apresentando aumento da vacuolizagdo
citoplasmadtica, fragmentos de cromatina nuclear condensado, desorganizagdo das bordas em
escova e liberacdo de fragmentos celulares no limen intestinal. Essas caracteristicas sdo
indicativos de morte celular no epitélio do intestino médio que foram confirmadas com a
marcacao de LC3/AB e caspase-3 clivada associadas a autofagia e apoptose, respectivamente.
Além disso, a exposi¢do ao fluazinam diminuiu a distancia percorrida e velocidade média,
aumentando o numero e tempo de parada, sendo alteragdes no comportamento que pode
prejudicar na atividade de forrageio das abelhas. Os resultados mostram que o fluazinam em
concentracgoes indicadas nao ¢ letal para as operarias forrageiras de P. helleri, porém, apresenta
efeitos colaterais no intestino médio € no comportamento que possam representar riscos

potenciais para estes polinizadores.

Palavras-chave: Agroquimicos. Forrageiras. Morfologia. Zignal®.



ABSTRACT

GOMES, Davy Soares, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2023. The fungicide
fluazinam induces cell death in the midgut and alters the behavior of the stingless bee
Partamona helleri (Hymenoptera: Apidae). Advisor: Jos¢ Eduardo Serrao.

Stingless bees (Hymenoptera: Apidae: Apinae: Meliponini) play an important role in the
ecosystem, acting in the pollination of native plants. Among the stingless bees, Partamona
helleri found from the South to the Northeast of Brazil, pollinates bean and eucalyptus crops,
among others, and during their foraging activity they are subject to exposure to different
agrochemicals. The fluazinam fungicide is used in crops to combat ascomycete fungi that cause
diseases such as white mold. The ingestion of the same can cause negative consequences in the
midgut of the bees, because it is an organ of absorption of the nutrients. Therefore, the aim of
this study was to evaluate the effects of the fungicide fluazinam on mortality, midgut
morphology and behavior in forage workers of P. helleri. Forage workers were fed a diet of
50% aqueous honey solution containing the commercial formulation of fluazinam (0.5, 1.5 and
2.5 mg a.i./L-1, field concentration determined by the manufacturer) for 24h. Subsequently,
using only the concentration (2.5 mg a.i./L-1) the morphology and markers of proteins in
autophagy and apoptosis pathways in the midgut and behavior of forage workers were analyzed.
After 24 hours of exposure to fluazinam, all bees remained alive, however, there was a reduction
in food consumption in the treated group compared to the control. Fluazinam caused
morphological changes in the midgut epithelium, with digestive cells showing increased
cytoplasmic vacuolation, fragments of condensed nuclear chromatin, disorganization of brush
borders and release of cell fragments into the intestinal lumen. These characteristics are
indicative of cell death in the midgut epithelium that were confirmed with LC3/AB and caspase-
3 staining associated with autophagy and apoptosis, respectively. In addition, exposure to
fluazinam decreased the distance covered and average speed, increasing the number and time
of stop, being changes in behavior that may impair the foraging activity of bees. The results
show that fluazinam at indicated concentrations is not lethal for P. helleri forage workers,
however, it has side effects on the midgut and on behavior that may represent potential risks

for these pollinators.

Keywords: Agrochemicals. Foragers. Morphology. Zignal®.
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1. Introducao

1.1. Abelhas sem ferrao

As abelhas sao consideradas as mais eficazes no processo de polinizacao devido a sua
visita floral para coleta de néctar e pdlen como fonte de alimento, como consequéncia benéfica
dessa atividade acabam fornecendo um servigo para o ecossistema (Klein et al., 2007; Roubik,
2014). Além da polinizacdo, as abelhas também sdo conhecidas por sua relevancia econdmica
através da producao de mel (Soares et al., 2017).

Dentre as abelhas, as abelhas sem ferrao (Hymenoptera: Apidae: Apinae: Meliponini)
sdo encontradas em regides tropicais e subtropicais com maior diversidade registrada no Brasil
(Cham et al., 2019), desempenhando um papel importante na polinizacao de até¢ 90% das plantas
nativas (Pedro, 2014; Griiter, 2020). As abelhas sem ferrdo sdo consideradas generalistas pelo
fato que forrageiam em ampla diversidade de tipos florais e sdo bem diversificadas em relagao
a morfologia, tamanho da col6nia, comportamento e nidificagdo (Hrncir et al., 2016).
Classificadas como abelhas eusociais, significa que vivem em coldnias com divisao de trabalho
composta por duas castas, sendo dezenas ou centenas de milhares de operarias (fémeas
modificadas, apresentando ferrdo atrofiado, incapazes de ferroar) e geralmente apenas uma
rainha fecundada (Michener, 2013). Dentre a divisdo de trabalho, as operarias forrageiras ou
campeiras tem funcao de coletar alimentos (pdlen e néctar), resina, agua e até mesmo barro para
constru¢do e manutencao do ninho (Kleinert et al., 2009; Michener, 2013)

Partamona helleri Friese, 1900 (Hymenoptera: Apidae: Apinae: Meliponini) ¢ uma
espécie de abelha sem ferrdo do género Partamona Schwarz (1939) que abrangem cerca de 33
espécies descritas, com ocorréncia em areas neotropicais desde o sul do Brasil at¢ o México,
em locais de matas, cerrados, caatingas e regidoes montanhosas (Camargo & Pedro, 2003). P.
helleri ¢ conhecida popularmente como boca-de-sapo, devido a caracteristica de entrada do
ninho, encontrada do Sul ao Nordeste do Brasil acompanhando a mata atlantica, com ocorréncia
no cerrado de Minas Gerais e também, com relatos areas urbanas (Camargo & Pedro, 2003).
Possuem grandes importancias na polinizacdo de algumas plantas cultivadas como feijao
guandu (Azevedo et al., 2007), eucaliptos, limdo (Carvalho et al., 1999; Pedro & Camargo,
2003), laranja e girassol (Relatdrio tematico sobre Polinizagdo e Producao de Alimentos no

Brasil — BPBES).

1.2. Agroquimicos e abelhas
Diante da importancia dos polinizadores, alteracdes em suas populagdes podem causar

um grande prejuizo econdmico nas produtividades agricolas, estimado em cerca de €153



bilhdes/ano euros (Gallai et al., 2009). Alteracdes na populagdo de abelhas podem ser
ocasionadas por diversos fatores combinados, como, mudangas climaticas, perda de habitat,
parasitas, introducdo e manejo de espécies exoéticas (Freitas et al., 2009; Van Engelsdorp et al.,
2009; Gill et al., 2012; Goulson et al., 2015; Castilhos et al., 2019). Além desses fatores, a
intensificacdo agricola com uso indiscriminado de agroquimicos vem sendo um dos principais
fatores apontados pela acdo antropica (Freitas et al., 2009; Sanchez-Bayo & Wyckhuys, 2019),
deixando um alerta para o declinio da populagdo desses polinizadores.

O Brasil ¢ atualmente o maior consumidor de agroquimicos do mundo (Dos Santos et
al., 2018), dentre eles, os fungicidas, que sdo utilizados no combate a doengas fungicas de
plantas (Legard et al., 2001). Com aplicagdes normalmente em €épocas de floragdo (Legard et
al. 2001), as abelhas durante sua atividade de forrageio estdo sujeitas a exposicdo a esse
agroquimico através do contato com flores e solo contaminados, durante o voo por goticulas do
produto no ar (Lima et al., 2016) e por meio oral durante a ingestdo de néctar e polen
contaminados (Del Sarto, 2014)._As exposigdes por agroquimicos, como o espinosade, podem
trazer inumeros efeitos negativos comprometendo o desenvolvimento das abelhas P. helleri
(Aratjo et al., 2019a). Além dos efeitos individuais, a exposicdo ao mesmo também pode
prejudicar o desenvolvimento da colonia (Tomé et al., 2015; Lima et al., 2016; Castilhos et al.,

2019).

1.3. Intestino médio das abelhas

O canal alimentar dos insetos € um tubo continuo da boca até o anus, dividido em trés
regides bem definidas, anterior, médio e posterior com parede intestinal apresentando uma
unica camada de epitélio de revestimento associada a tecido muscular. A regido anterior e
posterior, denominada de intestino anterior (estomodeu) e intestino posterior (proctodeum), tem
origem ectodérmica, apresentando uma camada cuticular conhecida como cuticula intima. O
intestino anterior esta relacionado a condu¢dao e armazenamento de alimentos, dividido em
faringe, eso6fago, papo e proventriculo, com uma camada de epitélio de revestimento com
células achatadas e uma intima cuticula esclerotizadas. A regido média ou intestino médio
(mesentério) possui um revestimento epitelial com células colunares envolvidas na produgao
de enzimas digestivas e absorcdo de nutrientes. E por fim o intestino posterior, também
diferenciado em trés regides, piloro, ileo e reto, com funcdo de eliminar os residuos alimentares
e reabsor¢do de agua. O piloro ¢ regido de conexdo com o intestino médio a qual os restos
alimentares e as secrecdes dos tubulos de Malpighi se misturam, e sdo conduzidas até o reto

onde ocorre absorcao de agua e logo em seguida os restos alimentares sao eliminados. O epitélio



de revestimento ¢ composto por células colunares com cuticula fina e ndo esclerotizada, o que
permite facilitar a permeabilidade no processo de absor¢ao de 4gua (Chapman, 2013).

O intestino médio ¢ fundamental na sobrevivéncia das abelhas devido a sua atividade
de absor¢ao de nutrientes (Denecke et al., 2018). O intestino médio ¢ um 6rgao tubular revestido
por epitélio de camada tnica com células digestivas colunares com fung¢do de sintetizar enzimas
digestivas, possuem microvilosidades (“Borda em escova”), responsaveis pela absor¢do de
nutrientes (Carneiro et al., 2018; Oliveira et al., 2019); células enddcrinas importantes na
producao de hormonios que controlam a digestdo (Souza et al., 2016); e células regenerativas
relacionadas a renovagao do epitélio (Martins et al., 2006). E por ser derivado da endoderme, o
intestino médio ndo possui um revestimento cuticular, porém apresenta uma estrutura acelular,

quitinosa e multifuncional denominada de matriz peritréfica (Teixeira et al., 2019).

1.4. Efeito de agroquimicos no intestino médio de abelhas

As exposig¢des orais a determinados agroquimicos podem causar danos na morfologia
do intestino médio de abelhas, assim como foi observado por Farder-Gomes et al., (2021a)
utilizando o inseticida fipronil. A exposi¢ao ao fipronil induziu danos nas células do intestino
médio de P. helleri, incluindo a desorganizacdo da borda em escova, ruptura da matriz
peritrofica e liberacao de fragmentos celular no limen, podendo prejudicar a renovagao epitelial
mediada por células regenerativas apds a lesdo (Farder-Gomes et al., 2021a). A exposi¢ao ao
inseticida lambda-cialotrina (Castro et al., 2020), e tiametoxam (Miotelo et al., (2022) também
causaram danos no epitélio de intestino médio de A. mellifera e P. helleri respectivamente,
semelhante ao informado anteriormente no estudo com fipronil.

A exposicao oral aos fungicidas também induz danos celulares no intestino médio de
abelhas, assim como observado por Hang et al., (2023) em Apis cerana cerana. Dose de
azoxistrobina, piraclostrobina e boscalida causou alteragdes nas células digestivas do intestino
médio, observando aumento dos espagos intercelulares, desorganizagcdo da borda estriada e
variados niveis de vacuolizacao (Hang et al., 2023). Dependendo do tipo de fungicida, esses
danos no intestino médio podem ser ainda mais severos, como observado apds exposicao do
fungicida piraclostrobina em Melipona scutellaris e abelhas recém emergidas de 4. melifera,
provocando liberacdo de fragmentos celular, alteracdes morfologicas dos ninhos de células
regenerativas € nucleos com cromatina condensada (Domingues et al., 2020a; 2020b). Além
disso, o fungicida piraclostrobina induziu uma menor atividade de secrecdo demonstrando a

alta vulnerabilidade desse 6rgdo aos agroquimicos (Domingues et al., 2020a; 2020b).
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1.5. Autofagia e apoptose em células do intestino médio de abelhas

A autofagia ¢ um processo de degradacdo de componentes citoplasmaticos que sdo
circundados por um compartimento de dupla membrana denominado de autofagossomos, eles
se fundem aos lisossomos formando um autolisossomo por onde ocorre a quebra das moléculas
por meio de enzimas hidrolases (Hansen & Johansen, 2011). E um mecanismo de controle da
homeostase celular e sobrevivéncia, protegendo as células contra macromoléculas
desnecessarias (gera nutrientes através de degradacdo dessas macromoléculas), patogenos e
danos celulares como as organelas que podem se desenvolver e causar danos irreversiveis ao
DNA (Hansen & Johansen, 2011). Estudos utilizam proteinas marcadoras de autofagia para
determinar atividades autofagica na célula, uma dessas ¢ a proteina de cadeia leve 3 associada
a microtibulos (LC3), sendo proteinas associadas & membrana do autofagossomos utilizada
para identificar o mesmo no processo de autofagia (Tanida et al., 2004). Em células do intestino
de abelhas P. helleri foi possivel visualizar esse evento através das marcagdes LC3 apos
exposicao ao spinosad (Aragjo et al., 2019b) e uma mistura de herbicidas Mesotrione e Atrazina
(Aratjo et al., 2021).

Apoptose ¢ uma morte celular programada, onde as células ativam uma sequéncia de
eventos moleculares para se autodestruir e seus restos formam fragmentos que serdo fagocitadas
por uma célula fagocitica (Grivicich et al., 2007). Em caso de um evento especifico a ativacao
desse processo mediado por duas principais classes de caspases que ativard a via apoptotica, a
caspase iniciadora ativard as caspases executoras (caspase-3 clivada) (Asadi et al., 2022). A
caspase-3 clivada ¢ uma proteina utilizada para observar apoptose celular, no intestino médio
de abelhas foram possivel identificar o aumento de células gigestivas marcadas para caspase-3
clivada, ap6s exposi¢do ao inseticida spinosad em A. mellifera (Aratjo et al., 2019b) e fipronil
em P. helleri (Farder-Gomes et al., 2021a). Em casos mais severos, onde as células sofrem
danos irreversiveis podem ocasionar necrose celular liberando seu conteido no meio
extracelular, sendo observado no intestino médio de A. mellifera apds exposi¢do ao fungicida

iprodiona, indicando que houve necrose celular (Carneiro et al., 2020).

1.6. Agroquimicos afetam o comportamento em abelhas

Durante a atividade de forrageio das abelhas, elas estdo sujeitas a exposicdo de
diferentes tipos de agroquimicos que além de afetarem o intestino médio, o comportamento das
abelhas também pode ser comprometido. Estudos recentes mostram alteragdes na distancia
percorrida e velocidade média de forrageiras de P. helleri apds exposic¢do ao inseticida fipronil

(Farder-Gomes et al., 2021b) e uma mistura de herbicidas mesotrione e atrazina (Araujo et al.,
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2021), em ambos as analises foram realizadas através de um software (Ethoflow). Ethoflow ¢
um softaware que usa visdo computacional e aprendizado de maquina para avaliagdo
multivariada de comportamento cinematico (Bernardes et al., 2021). Além disso, a exposi¢ao
ao fipronil causou danos estruturais no cérebro, o que pode responder a essa mudanga
comportamental das operarias apos intoxicacdo (Farder-Gomes et al., 2021b). Em Melipona
quadrifasciata, usando também o software Ethoflow para andlise comportamental apos
exposicao ao imidacropido, as abelhas percorreram uma menor distancia e ficaram mais tempo
parada, consequentemente prejudicar na atividade de forrageio e até na sobrevivéncia do

polinizador (Bernauer et al., 2015; Bernardes et al., 2022a).

1.7. Fluazinam

O fluazinam dinitroanilina ([3-cloro- N- (3-cloro-5-trifluorometil-2-piridil)-a, o, o-
trifluoro-2, 6-dinitro-p-toluidina]) ¢ um fungicida do grupo fenilpiridinamina, amplamente
utilizado na agricultura combatendo fungos como ascomiceto Sclerotinia sclerotiorum que
causa doenca em centenas de espécies de plantas no mundo (Boland & Hall, 1994; Wang et al.,
2018). Dentre as doengas, a podridao do caule e da raiz ¢ conhecido como mofo branco e pode
resultar na reducao da qualidade e produgao (Bolton et al., 2006). O fluazinam possui acao
sistémica rapida, atingindo mitocondrias das células fungicas interrompendo o processo de
producdo de energia por meio de desacoplamento da fosforilagcdo oxidativa (Guo et al., 1991;
Mao et al., 2018). O mecanismo de desacoplamento ocorre devido a protonagdo/desprotonagao
do grupo amino em sua cadeia estrutural (Guo et al., 1991; Mao et al., 2018). O desacoplamento
da fosforilagao oxidativa pelo fungicida, provoca uma inibicao do processo de sintese de ATP
(Vioratos, 2014; Hou et al., 2019). Além da reducdo na sintese de ATP, o fluazinam induz
aumento das espécies reativas de oxigénio através da inibicdo do complexo mitocondrial I,
ocasionando um aumento de estresse oxidativo e posteriormente provocar morte celular em
neuroblastoma humano SH-SYSY (Ott et al., 2007; Lee et al., 2011). O que foi comprovado
pelo fator de transcricao p53 e ativagcdo das caspase-3 causando morte celular apoptotica
induzida pelo fluazinam (Lee et al., 2011).

Estudos com este fungicida em organismos ndo-alvos terrestres sdo escassos, ja em
organismos aquaticos o fungicida ¢ bem estudado e demonstra-se altamente toxico sendo letal
em uma variedade de espécies de peixes (Kolanczyk et al., 2018; Wang et al., 2018; Wu et al.,
2020; Zhang et al., 2020; Werner et al., 2021) sendo o fungicida de maior impacto para animais
de agua doce (Risdnen et al., 2015). No peixe Danio rerio, o fluazinam consegue induzir

alteragdes nas concentragdes de metabolitos, na regulacdo do hormonio de crescimento € na
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transcri¢do de genes relevantes aos processos vitais em estagios inicias de vida, afetando o
crescimento em ambos os sexos (Wang et al., 2018; Zheng et al., 2018). Além disso a exposi¢ao
cronica ao fluazinam demonstrou um aumento na morte celular através da analise da expressao
de genes relacionados as enzimas antioxidantes catalase e superoxido dismutase e de via de
sinalizacdo apoptdtica caspase-3 em D. rerio (Wang et al., 2018).

Considerando que o fungicida fluazinam pode causar efeitos subletais em organismos
nao-alvos diante aos trabalhos ja realizado com organismos aquaticos, juntamente com a
importancia ecologica e econdmica das abelhas € o uso intensivo de agroquimicos na
agricultura. E importante avaliar os efeitos letais e subletais deste fungicida nos polinizadores

nao-alvo, a fim de compreender os riscos ambientais devido ao uso em excesso.

2. Objetivo

Verificar se o fungicida fluazinam tem efeitos toxicos em operarias forrageiras da
abelhas-sem-ferrao P. helleri. Especificamente foram avaliadas a mortalidade, a morfologia do
intestino médio e comportamento de operarias forrageiras de P. helleri apos exposi¢do oral ao

fluazinam.

3. Materiais e métodos

3.1. Insetos

As operarias forrageiras de P. helleri foram obtidas no Apidrio Central da
Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, MG, Brasil. As abelhas foram coletadas em duas
colonias diferentes com auxilio de um Erlenmeyer de vidro no momento da saida do ninho
(Farder-Gomes et al., 2021b). Logo apo6s a coleta, as operarias forrageiras, foram transferidas
para recipientes de plasticos transparentes (500 mL) e mantidos no escuro em BOD durante 1h
a 28 £ 2°C e 75 £ 5% de umidade relativa (Botina et al., 2020), apds esse tempo foram

realizados os bioensaios a seguir.

3.2. Bioensaio de concentraciao-mortalidade

A formulagao comercial do fluazinam ZIGNAL® (formulagdo suspensao concentrada,
500 g ia L' e 780 g de ingredientes inertes L™'; FMC Quimica do Brasil Ltda, Campinas, SP,
Brasil). Foram utilizadas trés concentragdes conforme o recomendado pelo fabricante para as
culturas de feijdo (0,5 mg i.a. mL '), soja (1,5 mgi.a. mL™!) e batata (2,5 mg i.a. mL™ ).

Para o grupo tratado, as concentracdes recomendadas foram diluidas em solucdo

aquosa de mel (50% p/p) e em seguida, as operarias forrageiras foram alimentadas por um
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periodo de 24h (exposi¢do aguda). Enquanto as abelhas controles foram alimentadas apenas
com a solucdo aquosa de mel a 50%. Os grupos tratados e controle foram alimentados com o
auxilio de dois microtubos (1,5 mL) perfurados na extremidade e inseridos por orificios na
parede dos recipientes plasticos (250 mL) (Botina et al., 2020). Para cada concentragao foram
utilizadas duas coldnias, dividida em quatro réplicas biologicas (recipiente) por coldnia, sendo
10 operarias forrageiras em cada recipiente. Os recipientes contendo as abelhas foram mantidos
no escuro em BOD a 28 + 2°C e 75 + 5% de umidade relativa durante 24h de exposi¢do. A
mortalidade foi avaliada durante 24h de exposicao.

Os microtubos dos recipientes contendo as dietas do grupo tratado e controle foram
pesados separadamente antes e apos as 24h de exposi¢do, em uma balanga analitica (XS3DU,
Mettler Toledo, Columbus, OH), para quantificar a quantidade de solu¢cdo consumida pelas
operarias forrageiras. Para o controle negativo, foi realizado a pesagem de microtubos com a
dieta antes e depois das 24 h, mantidas nas mesmas condi¢des de temperatura e umidade
relativa, mas sem expor as abelhas. O consumo alimentar foi registrado em microgramas (mg),
correspondendo ao consumo médio das 10 abelhas de cada unidade experimental (Botina et al.,
2020).

Para os proximos bioensaios, foi utilizada apenas a maior concentragdo recomendada

pelo fabricante (2,5 mg ia mL™).

3.3. Histologia do intestino médio

As operarias forrageiras expostas a concentracio de (2,5 mg ia mL~!) do fungicida
(n=5) e o grupo controle (n=5), apds 24h, foram anestesiadas a -5 °C por 3 minutos e dissecadas
em NaCl 125 mM. Os intestinos médios foram transferidos para solucao fixadora de Zamboni
(Stefanini et al., 1967) e permanecendo por 2h em temperatura ambiente. A seguir, as amostras
foram desidratadas em série crescente de etanol (70%, 80%, 90% e 99%) e embebidas em
Historesina (Leica, Heidelberger, Alemanha), seccionadas a 2 pm de espessura com microtomo
Leica RM 2255 e coradas com hematoxilina (20 min) e eosina (2 minutos). As amostras foram
analisadas e fotografadas no microscopio Olympus BX-60 acoplado com camera digital Q-

Color3 (Olympus Corp. Tokyo, Japan).

3.4. Imunofluorescéncia
A imunofluorescéncia para deteccdo de autofagia e apoptose foi realizada com o

intestino médio de 10 operaria forrageiras P. helleri tratadas com o fungicida e 10 do grupo


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969720365104?via%3Dihub#bb0070
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969720365104?via%3Dihub#bb0070
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controle, totalizando 20 individuos dissecados em NaCl 125mM. Os intestinos médios foram
transferidos para solucdo fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 2h em temperatura
ambiente. Apds a fixagcdo as amostras foram submetidas a trés lavagens por 30 min cada, em
tampdo fosfato de sodio 0,15 M PH 7,2 (PBS) contendo 1% de Triton X-100 (PBST). As
amostras foram incubadas separadamente (cinco intestinos médios para cada anticorpo) por 24h
a 4°C, em solucdo de anticorpo comercial a 1% em PBS. Os anticorpos anti-LC3/AB (#3868T;
1:500) para detec¢ao de autofagia e anti-caspase-3 clivada (Aspl75, #9664; 1:500) (Cell
Signaling Technology, Inc., Beverly, MA, USA; produzido em coelho) para detec¢ao de morte
celular por apoptose foram utilizados. As amostras incubadas com os anticorpos primarios apos
24h foram lavadas com PBS por trés vezes durante 15 min cada e incubadas com anticorpo
secundario anti-IgG de coelho conjugado com FITC (Sigma-Aldrich Corp., St Louis, MO,
EUA) diluido 1:500 em PBS 0,1 M, por 24h, a 4°C no escuro. Apods lavagem em PBS, as
amostras foram transferidas para 2 pg/mL de 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Polysciences,
Inc., Hayward, CA, USA) para colora¢do dos nucleos nucleares por 30 min, lavados com PBS
e os intestinos foram montados em laminas com solugdo de sacarose a 30%. As amostras foram
analisadas em microscopio fluorescente Evos M5000 (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA,
EUA). As células com imunofluorescéncia foram contadas ao longo de todo intestino médio

das cincos amostras presentes no tratamento e no controle.

3.5. Bioensaio comportamental

O comportamento das forrageiras de P. helleri exposta ao fluazinam (2,5 mg ia mL )
e controle foi avaliado apds 24h de exposicao oral. As forrageiras foram divididas em arenas
(placa de Petri com 9 cm de didmetro e 2 cm de altura) cobertas com filmes
plasticos transparentes para evitar fugas e registrado durante 10 minutos com camera de video
digital (30 quadros por segundo) sob luz artificial a 25 °C £+ 2 (Farder-Gomes et al., 2022b).
Apoés a gravacdo, foi utilizado o software Ethoflow® (Instituto Nacional de Propriedade
Industrial - INPI, Brasil, BR 512020 000737— 6) (Bernardes et al., 2021) para analisar os
arquivos de video e calcular a velocidade média (cm s '), distincia percorrida (cm), nlimero e
tempo (s) de paradas pelas abelhas (Bernardes et al., 2022a). Quatro operarias forrageiras em
cada arena foram filmadas simultaneamente, sendo utilizado cinco arenas em cada tratamento
de duas colonias, totalizando 40 abelhas. O software Ethoflow® permite a avaliagao de varios

individuos na mesma arena, mantendo as identidades individuais (Bernardes et al. 2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/polymeric-films
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3.6. Analise estatistica

Os dados de consumo alimentar foram comparados pelo teste £-Student, a 5% de
probabilidade. Para cada variavel de resposta dos dados de imunofluorescéncia (LC3/AB e
Caspase-3), um modelo GLMs foi ajustado com distribuicao de erro de Poisson; distribui¢ao
adequada para dados de contagem (Crawley, 2012). Os dados comportamentais (velocidade
média, distancia percorrida, nimero e tempo de parada das abelhas) foram comparados pelo
teste #-Student, a 5% de probabilidade. Como as abelhas da mesma colonia foram monitoradas
juntas na mesma arena, a colonia foi considerada um efeito aleatorio. Todas as analises

estatisticas foram realizadas no software R (R Core Team, 2018).

4. Resultados

4.1. Bioensaio de concentraciao-mortalidade e consumo alimentar

Nao houve mortalidade no grupo controle e tratado (concentracdes recomendadas pelo
fabricante) ap6s 24h de exposicao oral ao fluazinam, indicando que o fungicida ndo ¢ letal para
as operarias forrageiras de P. helleri.

O consumo alimentar analisado durante o experimento apresentou diferenca (t=4,708,
gl = 5; p = 0,0093) entre os grupos, mostrando que as forrageiras tratadas com a maior
concentracdo de fluazinam (2,5 mg i.a. mL~!) consumiram menos alimentos (19 mg abelha™)
em relacdo ao grupo controle (24 mg abelha™!; Figura 1), mostrando que cada operaria forrageira
tratada ingeriu 0,047 mg do ingrediente ativo fluazinam em 24h.

300 -

200 -

100+

Alimento consumido (mg)

T
Controle FZN

Tratamentos

Figura 1. O consumo alimentar (média + sd) de operérias forrageiras de Partamona helleri
tratadas com fluazinam, ap6s 24h de exposicdo. * indica que diferencgas significativas entre os
grupos (p < 0.05).
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4.2. Efeito da exposicao ao fluazinam na morfologia e morte celular do intestino
médio de forrageiras de P. helleri

O intestino médio das forrageiras de P. helleri que foram alimentadas com a dieta sem
o fungicida (controle), possui uma matriz peritrofica revestindo o lumen, epitélio simples com
células digestivas colunares contendo nticleos esféricos com cromatina descondensada (Figura
2A e 2B), presenga de vacuolos citoplasmatico e borda estriada apical bem desenvolvida
(Figura 2B). As células regenerativas de menor tamanho estavam localizadas na regido basal
do epitélio em ninhos, com pequenos nucleos esféricos (Figura 2A e 2B).

Nas abelhas alimentadas por 24h com fluazinam, o intestino médio apresentou
aumento na quantidade e volume de vactiolos citoplasmaticos nas células digestivas, liberagao
de fragmentos celulares no limen (Figura 2C e 2D). Também foi possivel identificar
degeneracdo da borda estriada e nucleos com fragmentos de cromatina condensada nas células

digestivas (Figura 2E).
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Figura 2. Micrografias de luz do intestino médio de Partamona helleri do controle (A e B) e do
fluazinam (C, D e E). A e B. Intestino médio de forrageiras apresentando epitélio com células
colunares digestivas (Cd) e células regenerativas (Cr), ninho de células regenerativas (Ni),
nucleo (N), borda estriada, matriz peritrofica (Mp) e Lumen (Lu). C. Vista geral do epitélio
com células digestivas contendo ntcleo (N) e grande concentragdo de vacuolizacdo (Va) e
fragmentos celulares no limen do intestino médio de forrageiras tratadas com fluazinam.
D. Presenca de fragmentos celulares (seta) no lumen. E. Borda estriada danificada e presenga
de vactolos citoplasmaticos (Va) nas cé€lulas digestivas. Todas a barras de escala estdo a: 30
um.

O epitélio do intestino médio das operarias de forrageiras de P. helleri mostrou células
positivas para autofagia e apoptose, com aumento de células positivas para LC3/AB (3 £ 1,58
células; x> = 6,95; gl = 8; p > 0,045) e caspase-3 clivada (4,8 £ 1,48 células; y*=7,36; gl = 8; p
> 0,0002) no intestino médio de operarias forrageiras apds 24h de exposi¢do ao fluazinam em

relacdo ao grupo controle LC3/AB (1,2 + 0,83 células) e caspase-3 (1 £ 1 células) (Figura 3).
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Figura 3. Intestino médio de operarias forrageiras de Partamona helleri apresentando células
positivas (verde) para marcador de autofagia LC3/AB (A e B) e apoptose caspase-3 (C e D)
nos grupos controle e tratado com fluazinam (FZN). Os nucleos celulares fo foram corados com
DAPI (azul). E. Nimero (médias + sd) de células positivas para LC3/AB. F. Numero (médias
+ sd) de cé¢lulas positivas para caspase-3 clivada. * (p <0.05) e ** (p <0.001) indica diferencas
na quantidade de células imunofluorescentes entre os grupos.
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4.3. Alteracio no comportamento das forrageiras de P. helleri apos exposi¢ao ao
fluazinam

O comportamento das abelhas operdrias forrageiras foi avaliado para verificar
possiveis alteragdes na velocidade média, distancia percorrida e tempo de parada. As abelhas
operarias forrageiras exposta ao fluazinam durante 24h apresentaram alteracdes em seu
comportamento, diminuindo a velocidade média (t = 3.052; gl = 8; p = 0.0158; Figura 4A), a
distancia percorrida (t=2.733; gl = 8; p = 0.0257; Figura 4B), aumentando o nimero de paradas
(t=2.6384; gl = 8; p = 0.03; Figura 4C) e ficando mais tempo em repouso (t=2.638; gl =8; p
< 0.001; Figura 4D).
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Figura 4. Comportamento de operarias forrageiras de Partamona helleri A. Velocidade média
(cm s-1) (média + sd). B. Distancia percorrida (cm) (média + sd). C. Numero de paradas (média
+ sd). D. Tempo de repouso (s) (média + sd). * indicam diferencga significativa (p < 0.05).

5. Discussao

Este ¢ o primeiro estudo com bioensaio ecotoxicoldogico em abelhas utilizando

fungicida fluazinam considerando as concentragdes de campo recomendadas para o controle de
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doengas fungicas em algumas culturas polinizadas pela P. helleri. Assim, foi demonstrado que
a formulacdo comercial de fluazinam em exposi¢do aguda ndo causa mortalidade em abelha P.
helleri, semelhante ao registro recente utilizando fungicida iprodiona em A. mellifera (Carneiro
et al., 2022). Porém, a presenca do fluazinam na dieta inibe o consumo alimentar de operarias
forrageiras de P. helleri, resultando em um consumo de aproximadamente 0,047 (mg i.a. por
abelha) em 24h, sendo que essa quantidade ingerida por cada individuo ndo foi suficiente para
causar a mortalidade. Portanto, a redugcdo do consumo de alimentar pode ser atribuida a alta
concentracdo do composto quimico presente na dieta das quais as abelhas foram expostas
(Aragjo et al., 2021). Assim, como relatado neste trabalho, as altas concentrag¢des de fungicida
Pristine (DeGrandi-Hoffman et al., 2015) e uma mistura de inseticidas (Zhu et al., 2017;
Almasri et al., 2020) também reduziram o consumo alimentar em 4. mellifera. Acreditando que
o fator concentragdo do composto quimico pode ter apresentado um efeito repelente na
alimentacdo, interferido no consumo alimentar pelas operarias forrageiras apos exposi¢ao ao
fluazinam (Bernardes et al., 2017; Almasri et al., 2020).

Com base nos resultados histoldgicos obtidos, fluazinam causou danos celulares no
intestino médio de P. helleri, como, aumento de vacuolos citoplasmaticos; borda estriadas
desorganizada; fragmentos de cromatina nuclear condensada; e liberacdo de fragmentos
celulares no limen intestinal. S3o danos observado apds exposi¢do ao fluazinam que também
foram reportados para outros fungicidas, como estrobilurina (Batista et al., 2020) e iprodiona
(Carneiro et al., 2022) no intestino médio de 4. melifera. Indicando que estes danos celulares
no intestino médio de operarias forrageiras sao semelhantes, independente do quimico utilizado.

O aumento na quantidade e volume dos vacuolos citoplasmaticos juntamente com
aumento de cé€lulas positivas para proteinas LC3/AB nas cé€lulas digestivas do intestino médio
de P. helleri, indicam o processo de autofagia causada pelo fluazinam. Os vactolos
citoplasmaticos podem ser autofagicos, sendo um processo de protegdo que as células
apresentam por meio de degradacao de compostos xenobioticos (Tanida et al., 2004). Relatos
semelhantes aos resultados apresentados, foram observados em células do intestino médio de
A. mellifera ap6s exposi¢do ao imidacloprido, com aumento da expressdo do gene atgl
relacionado a autofagia (Carneiro et al., 2022) e, em P. helleri a exposi¢ao ao espinosade com
células positivas para LC3/AB (Aragjo et al., 2019b). O processo de autofagia relatado no
intestino médio de P. helleri pode evidenciar uma resposta das células digestivas para manter a
homeostase celular e evitar maiores danos pela intoxicacdo ao fluazinam.

A eliminacdo de fragmentos celulares no lumen intestinal e fragmentos de cromatina

nuclear condensada ¢ um indicador de morte celular induzida pelo fluazinam (Silva-Zacarin,
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2007; Araujo et al, 2019b; Domingues et al., 2020b). Em células de
neuroblastoma humano SH-SY5Y o fluazinam demonstrou ser causador de danos oxidativos,
inibindo o complexo mitocondrial I provocando a clivagem da caspase-3, uma proteina
executora de morte celular por apoptose (Lee et al., 2011). Portanto, aumento da quantidade de
células positivas para caspase-3 no intestino médio, comprova o processo de morte celular
induzida por fluazinam, resultando em alteracdes morfologicas como foi observado a
fragmentacao no limen intestinal, e subsequente comprometimento na atividade desse orgao.
Embora o anticorpo anti-caspase-3 clivada utilizado aqui tenha sido desenvolvido para a
caspase-3 de humanos, ela apresenta reagdo cruzada para as caspases efetoras semelhantes
DrICE e Dcp-1 em Drosophila (Fogarty & Bergmann, 2014) e tem sido eficiente também em
P. helleri como encontrado por Fader-Gomes et al. (2021a) e os resultados aqui obtidos.

Os efeitos comportamentais causado pelo fluazinam nas operarias forrageiras de P.
helleri foram similares aqueles relatados para esta abelha exposta ao espinosade (Aragjo et al.,
2019b), azadiractina (Bernardes et al., 2017) e sulfato de cobre (Bernardes et al., 2022b). A
exposicao ao fluazinam reduziu a velocidade média e distancia percorrida, aumentando o
nimero de paradas e ficando mais tempo em repouso, semelhante ao encontrado por Araujo et
al. (2021) apds exposi¢do oral a uma mistura de herbicidas e Bernardes et al., (2022b) com
sulfato de cobre em P. helleri. Essas alteragdes comportamentais podem ser uma estratégia para
minimizar o gasto de energia (Brito et al., 2020), pois o consumo alimentar como relatado foi
menor e o epitélio intestinal apresentou danos que podem prejudicar a disponibilidade
energética que as abelhas necessitam para realizar suas atividades (DeGrandi-Hoffman et al.,
2015; Mao et al., 2017). Diante que a desorganizacao na borda estriada, como observado no
epitélio do intestino médio de operarias forrageiras pode comprometer sua fungdo, uma vez que
essa estrutura estd relacionada a absorcdo de alimentos (Gongalves et al., 2014), e com isso
influenciar na reducgdo da digestdo de proteinas e outros nutrientes (DeGrandi-Hoffman et al.,
2015).

Assim, como outros fungicidas, o fluazinam diminui a sintese de ATP nas
mitocondrias das células flngicas, bloqueando atividade do complexo mitocondrial I (NADH-
coenzima Q redutase) da cadeia transportadora de elétrons (Vioratos, 2014; Shao et al., 2015;
Li et al., 2020; Souders 1II et al., 2021). Em Bombus terrestris, o complexo I em mitocondrias
do musculo de voo foi inibido apds tratamento com o fungicida difenoconazol, afetando a
producdo de ATP (Syromyatnikov et al. 2017). Nicodemos et al. (2020) em seu estudo com o
fungicida piraclostrobina e DeGrandi-Hoffman et al. (2015) com o fungicida Pristine®,

também relataram reducdo na atividade mitocondrial de 4. melifera, apds a exposicao aos
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fungicidas, diminuindo a taxa de v6o das abelhas. Por fim, além da reducdo alimentar e
absor¢ao de nutrientes, o fluazinam pode estar afetando a bioenergética mitocondrial, causando
uma reducao na sintese de ATP e influenciando no comportamento das abelhas tratadas. Essas
alteragdes nos parametros relacionados a movimentagao das operarias forrageiras tratadas com
fluazinam indica que mudancas ao nivel individual que podem comprometer a reproducao,
forrageio e consequentemente prejudicar a sobrevivéncia da colonia (Henry et al., 2012; Lima

et al., 2015; Bernauer et al., 2015).

6. Conclusao

Os resultados mostram que a concentracdo recomendada pelo fabricante do fungicida
fluazinam, ndo ¢ letal as operarias forrageiras de P. helleri em exposicao aguda. No entanto, o
fungicida causa efeitos subletais incluindo danos em células digestivas do intestino médio
induzindo morte celular autofagica e apoptdtica, alteracdes no comportamento € consumo
alimentar. Esses efeitos podem comprometer a saude das abelhas e atividades de forrageio,
prejudicando a qualidade de vida dos individuos. Diante dos impactos do fungicida, ¢
necessario utiliza-lo com cautela devido aos efeitos colaterais aqui apresentados em um

polinizador ndo-alvo.
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Apéndice 1. Faixas representativas em 3D do grupo controle 24h. (A, B e C) sdo abelhas da
colonia 1 e (D, E e F) sdo abelhas da colonia 2. Foram registradas simultaneamente a atividade
de caminhada de 10 minutos de quatro operarias forrageiras e analisadas mantendo a identidade

individual com o software Ethoflow®. Cada cor indica uma identidade individual.
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Apéndice 2. Faixas representativas em 3D do grupo controle e tratado com fluazinam durante
24h. Foram registradas simultaneamente a atividade de caminhada de 10 minutos de quatro

forrageiras e analisadas mantendo a identidade individual com o software Ethoflow®. Cada cor

indica uma identidade individual.
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