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RESUMO

OLIVEIRA, André Henrique de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2022.
Nosema ceranae e Apis mellifera: protecao pela matriz peritrofica e acdo de sais
derivados de ditiocarbimatos no controle da infeccao. Orientador: José Eduardo Serrao

A abelha Apis mellifera é considerada um dos maiores polinizadores naturais do mundo. Sua
preservacdo vem sendo alvo de estudos devido a grandes declinios populacionais, muitas
vezes relacionados com questdes como perda de habitat, uso indiscriminado de agroquimicos
e infec¢des por patdgenos. Esse trabalho traz informagdes sobre como a matriz peritréfica
influencia na infec¢do por Nosema ceranae e investiga a capacidade de controle dessa doenca
com a utilizacdo de compostos derivados de ditiocarbimatos. Primeiro, através de técnicas
histolégicas e ultraestruturais, foi avaliada a funcdo que a matriz peritréfica possui na
protecdo contra o patdégeno Nosema ceranae, mostrando que sua auséncia afeta a
concentracdo de esporos em individuos infectados e acelera o ciclo completo da infec¢do
possibilitando liberacdo de novos esporos mais rapidamente para infeccdes sequenciais. Na
segunda parte, ditiocarbimatos, compostos agroquimicos apresentados como possiveis
alternativas menos toxicas, foram testados para o controle de esporos de N. ceranae.
Compostos ndo toxicos as abelhas foram testados e mostraram possuir diferentes niveis de
controle sobre o esporo de N. ceranae tanto em testes in vitro, como in vivo. Sendo assim,
esse trabalho suporta o papel protetivo da matriz peritréfica no grau de infec¢cao e comprova
que compostos derivados de ditiocarbimato possuem potencial como agentes de protecao

contra N. ceranae em A. mellifera.

Palavras-chave: Abelhas. Intestino-médio. Matriz peritréfica. Nosema. Toxicidade.



ABSTRACT

OLIVEIRA, André Henrique de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2022.
Nosema ceranae and Apis mellifera: protective role of the peritrophic matrix and action
of salts derived from dithiocarbimate in infection control. Adviser: José Eduardo Serrao

The honeybee Apis mellifera is considered one of the most important natural pollinators in the
world. Its preservation has been the subject of studies due to large population declines, often
related to issues such as habitat loss, indiscriminate use of agrochemicals and infections by
pathogens. This work provides information on how the peritrophic matrix influences in
Nosema ceranae infection and investigates the ability to control this disease with the use of
compounds derived from dithiocarbimates. First, the role that the peritrophic matrix plays in
protecting against the pathogen Nosema ceranae was evaluated, showing that its absence
affects the concentration of spores in infected individuals and accelerates the complete cycle
of infection, allowing the release of new spores more quickly for sequential infections. In the
second part, dithiocarbimates, agrochemical compounds presented as possible less toxic
alternatives, were tested for the control of N. ceranae spores. Some compounds showed high
toxicity to bees and were discarded. Those non-toxic were tested and shown to have different
levels of control over the N. ceranae spore both in in vitro and in vivo tests. Therefore, this
work supports the protective role of the peritrophic matrix in the degree of infection and
proves that compounds derived from dithiocarbimate have potential as protective agents

against N. ceranae in A. mellifera.

Keywords: Bees. Midgut. Nosema. Peritrophic matrix. Toxicity
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INTRODUCAO

Apis mellifera é uma abelha de habito social considerada como o polinizador de maior
importancia econdmica globalmente, sendo associada a polinizagc@o de cerca de 80% de toda
agricultura (Breeze et al., 2011; Carreck & Williams,1998). Além de seu papel ecoldgico,
abelhas participam da producdo de produtos apicolas que sdo amplamente utilizados na
industria alimenticia e farmacéutica (Zbuchea, 2017). A satide desse polinizador tem sido alvo
de grande preocupacgdo, principalmente devido a muitos fatores de interacdo que podem
declinar sua populacdo, como ma nutri¢do, mudancas climéticas, perda de habitat, exposi¢ao a
produtos téxicos e patdgenos. Fatores esses que sdo associados ao declinio populacional e ao
distirbio do colapso das coldnias (CCD), que € um evento em que abelhas adultas
desaparecem de suas colmeias abandonando provisdes, rainha e individuos imaturos (Lee et

al., 2015).

A maioria dos insetos possui uma estrutura que auxilia na protecdo contra fatores
externos, a matriz peritréfica, que é uma estrutura semipermeavél que reveste todo o alimento
no intestino médio. A funcdo da matriz peritréfica (MP) estd intimamente associada ao
mecanimo digestivo do inseto, compartimentalizando a digestdo, auxiliando na protecdao
contra a invasdo de patégenos, e protecdo fisica contra possiveis danos fisicos causados pelo

alimento (Peters, 1992; Lehane 1997, Higes et al., 2007).

Dentre os patdégenos que possuem forte influéncia negativa na saide da coldnia, os
microsporideos do genéro Nosema se destacam devido ao seu alto grau de patogenecidade em
ampla gama de hospedeiros, podendo variar de insetos até mamiferos, incluindo humanos.
Dentre seus representantes estdo aproximadamente 322 espécies, incluindo Nosema ceranae
que foi isolada da abelha asidtica Apis cerana na China (Fries et al., 1996), Nosema apis que
foi isolada na abelha europeia Apis mellifera (Zander, 1909) e Nosema neumanni, isolada na

abelha africana em Uganda (Chemurot et al., 2017)

O ciclo de vida de N. ceranae ocorre exclusivamente em células epiteliais do
ventriculo de abelhas (Higes et al., 2019); e pode ser classificado em diferentes fases, sendo: a
fase infecciosa, aquela em que os esporos maduros sofrem estimulos externos, ativando-os
para que assim possam infectar as células hospedeiras através do tubo polar, que é uma
estrutura com func¢do de perfurar a célula e assim poder transferir o seu material genético no

hospedeiro; a fase proliferativa, quando os esporos iniciam o processo de multiplicacdo dentro
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da célula hospedeira; e a fase esporogodnica, processo em que quitina e proteinas se acumulam
na parede do esporo para maturagdo e liberacdo da célula hospedeira para um novo ciclo de

infec¢do (Lom & Vavra, 1963, Chen et al., 2017, Martin-Herndndez et al., 2018,).

A infeccdo por Nosema spp. € denominada nosemose em A. mellifera e € causadora de
diversas consequéncias como, morte prematura de individuos, perda de colOnias, supressdo de
imunidade e maior suscetibilidade a téxicos (Sprague & Becnel, 1998, Pettis et al., 2013). O
antibiético isolado do fungo Aspergillus fumigatus, a fumagilina, tem sido o tratamento mais
utilizado por quase 60 anos para seu controle (Higes et al., 2011). Porém, sua utilizacdo tem
sido questionada devido ao surgimento de forte resisténcia ao tratamento, assim como, devido
questdes de toxicidade a outros organismos seu uso vém sendo banido em diversos paises
(Botias et al., 2012). Assim € necessdria a busca por novos compostos para o controle desses
patégenos que além de eficientes sejam seguros para saide humana e com baixo impacto

ambiental.

Os ditiocarbamatos sdo fungicidas protetores derivados do 4cido ditiocarbamico,
amplamente utilizados como defensivos agricolas devido a sua alta eficiéncia no controle de
doencas fungicas e baixa volatilidade (Hogarth, 2005). No entanto, derivados de
ditiocarbamatos podem gerar como produto final do metabolismo, compostos téxicos como
etilenotiuréia (Gullino et al., 2010). Assim, derivados de ditiocarbimato, que sdo compostos
semelhantes aos ditiocarbamatos, vem sendo estudados como candidatos a novos fungicidas
por nao apresentarem produtos de decomposicdo téxicos, como se verificam com alguns
ditiocarbamatos comerciais. Por isso a importincia do estudo dos derivados de
ditiocarbimatos como novos agroquimicos pois apresentam uma demanda de estudos

especificos de seus representantes.

Este trabalho traz informagdes sobre o papel protetor que a matriz peritroéfica possui
contra a infeccdo por Nosema ceranae, como também avalia o possivel uso de compostos

derivados de ditiocarbimatos no controle dessa infeccdo em Apis mellifera.
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CAPITULO 1

A presenca da matriz peritréfica interfere na infeccao de Nosema ceranae em Apis
mellifera

RESUMO

O intestino médio das abelhas é um 6rgdo dindmico que participa principalmente da digestao
e absorcdo de nutrientes e estd em constante contato com o ambiente e agentes toxicos. Como
método de protecdo ao organismo, o intestino médio é revestido por uma estrutura
denominada matriz peritrofica, que é composta principalmente por cadeias de quitina ligadas
a proteinas que formam multiplas camadas de cariter resistente e gelatinoso. Dentre suas
funcdes estd a barreira mecanica contra a infeccdo por patégenos. Os patdgenos mais comuns
de abelhas incluem o microsporidio intracelular obrigatério Nosema ceranae que tem trazido
danos as colonias de Apis mellifera, sendo vinculado a morte prematura de individuos, danos
a producio apicola e aumento de susceptibilidade a agrotoxicos. Assim, este trabalho avaliou
se a integridade da matriz peritréfica participa da prote¢do contra a infec¢do por N. ceranae
em A. mellifera. A integridade da matriz peritréfica foi alterada pela alimentacdo das abelhas
com Calcofluor White. Os resultados mostram que o Calcofluor White a 0,5% afeta a
integridade da matriz peritréfica com d&reas de interrupcdo desse envelope. Essa
desorganizacdo da matriz peritréfica resulta na diminui¢do do tempo de ciclo de vida de N.
ceranae de oito para quatro dias apds a inoculagdo e aumenta a concentragdo de esporos
encontrados nos primeiros dias pds-inoculacdo. Este estudo traz dados sobre a importancia da
membrana peritréfica como barreira protetora contra infeccdo do patégeno N. ceranae em A.

mellifera.
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1. INTRODUCAO

Dentre as trés regides do trato digestério dos insetos (intestino anterior, médio e
posterior), o intestino médio € o principal local de digestdo e absor¢do dos nutrientes, sendo
responsavel pela producdo das enzimas digestivas e pela absor¢do da maior parte dos
nutrientes (Terra & Ferreira, 2020). Diferente das regides anterior e posterior, que possuem
um revestimento interno de cuticula, o intestino médio estd revestido pela matriz peritréfica
(MP) constituida por uma rede de quitina com proteinas associadas, que pode ser produzida
por toda extensdo do intestino médio, caracterizando a MP do tipo I, ou somente por uma
regido do intestino denominada cardia, caracterizando MP do tipo II de acordo com o grupo
de insetos (Peters, 1992; Terra & Ferreira, 1994).

A MP ¢é uma estrutura semipermedvel com considerdvel resisténcia e elasticidade
(Peters, 1992; Tellam, 1996; Lehane, 1997). A participa¢do da quitina e glicoproteinas na
permeabilidade da matriz peritrofica foi comprovada em diferentes insetos, tanto na variagao
da quantidade de quitina (Kelkenberg et al., 2014), quanto na ligacdo quitina-proteina
(Oliveira et al., 2019).

Embora a MP envelope o alimento que chega ao intestino médio, ela é uma estrutura
multifuncional, auxiliando na passagem de alimento, impedindo que as células intestinais
sofram algum dano (Lehane, 1997; Martin et al., 2006), compartimentando a digestdo nos
espacos endo- e ectoperitroficos (Terra, 2001); inativando toxinas ingeridas (Wang et al.,
2012) e atuando como barreira fisica impedindo a acdo de compostos toxicos (Hegedus, 2009,
Chen et al., 2021). Dada a importancia da MP no intestino dos insetos, sua desestruturacao
tem sido foco de estudo para controle de insetos praga em culturas agricolas (Konno &

Mitsuhashi, 2019; Chen et al., 2021).

Além dessas funcdes, a MP possui um papel direto na protecdo contra invasdo de
patégenos. Infeccdes derivadas de Plasmodium spp. em mosquito Aedes aegypti com MP
artificialmente espessada, resultam menor quantidade de oocistos do protozodrio (Billingsley
e Rudin, 1992). A moscas tséts€¢ com MP danificada apresenta maior suscetpilidade a infec¢ao
com tripanossomas (Aksoy, 2019). Em lagartas Choristoneura fumiferana (Lepidoptrea),
esporos de Nosema fumiferanae foram relatados na MP (Nolan & Clovis, 1985). Em
Helicoverpa armigera (Lepidoptera), foi demonstrado que a MP é degradada pela bactéria

Bacillus thuringiensis como chave para o sucesso de sua infec¢do (Fang et al., 2009). Em
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abelhas Apis mellifera, algo similar ocorre com a infeccdo por Paenibacillus larvae, que

possui genes responsaveis pela degradacao da MP (Garcia-Gonzalez et al., 2014).

Alguns estudos que visam entender a desestruturacdo da MP utilizam-se da inoculacio
de Calcofluor White (CFW) que € um fluorocromo nao especifico que se liga a celulose e a
quitina, comumente usado como um método ripido para a detec¢do de leveduras e fungos
patogénicos. Este composto inibe a formagdo da MP em lagartas de Trichoplusia ni
(Lepidoptera), perturbando o sistema de defesa do intestino médio e aumentando a infec¢ao
por baculovirus (Wang & Granados, 2000). Outros trabalhos inferem a utilizagcdo de quitinase
como estratégia para inibir a defesa mecanica que a MP exerce contra parasitas (Fang et al.,

2009; Garcia-Gonzalez et al., 2014).

Em abelhas A. mellifera a MP € do tipo I e com aspecto gelatinoso composta por
varias camadas que apresentam diferencas morfolégicas quanto ao posicionamento, sendo
mais delgadas quando em contato com espaco ectoperitrofico (espaco que compreende a
regido MP — epitélio), enquanto na regido de contato com espago endoperitrofico (regiao MP

— Lumén) sdo mais densas e espessas (Teixeira et al., 2019).

Nosema ceranae pertence a classe Microsporidia, um grupo de eucariotos unicelulares
obrigatoriamente intracelulares com importancia médica e veterindria podendo infectar de
insetos a mamiferos (Weiss & Becnel, 2014). N. ceranae, ainda que por muito tempo tenha
sido relatado capaz de infectar apenas abelhas adultas, também foi encontrado em pré-pupas
de A. mellifera, porém, exclusivamente em condi¢Oes laboratoriais (Eiri et al., 2015),
inclusive demonstrando que abelhas adultas que tiveram infeccdo em fase larval podem

apresentar uma série de problemas patoldgicos na fase adulta (Ben-Vau e Nieh, 2017).

O ciclo de vida desse microsporidio se caracteriza por diferentes fases, sendo elas: 1) a
ingestdo dos esporos e inicio da germinacdo, que envolve a extrusdo do tubo polar e
introducdo do esporoplasma na célula hospedeira; ii) a multiplicacdo; iii) o espessamento, que
€ a deposicao de material eletrodenso nas membranas celulares; e iv) a liberacdo de parte da
célula hospedeira contendo esporos maduros para o lumén do intestino seguido de excrecao
com as fezes (Bigliardi & Sacchi, 2001; Han & Weiss, 2017; Martin-Herndndez et al., 2018).
Nao existem relatos de estdgios de parasitas ou lesdes celulares em outros orgdos além do

intestino médio (Higes et al., 2019). O tempo para que esse ciclo de vida e a infec¢do ocorra
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no organismo alvo pode variar de trés até 12 dias apds inoculacdo dos esporos, considerando
o inicio até o desenvolvimento total da infeccao (Higes et al., 2007; Forsgren & Fries, 2010).

Os danos causados por Nosema spp. em A. mellifera incluem morte prematura dos
individuos (Higes et al., 2007; Huang et al., 2015), maior suscetibilidade a pesticidas (Pettis et
al., 2013), baixa producdo de mel (Seitz et al., 2016), supressdo significativa da resposta
imune e alteracdo na produ¢do de feromonios (Paris et al., 2018).

Tendo em vista o exposto, pesquisas que visam desvendar os mecanismos que
envolvem a infec¢cdo de A. mellifera por N. ceranae sao necessdrias, especialmente quanto a
funcdo da MP nesse processo. Assim, este estudo tem por objetivo avaliar se a matriz

peritréfica possui papel protetivo sobre a infec¢do por N. ceranae.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Abelhas

Favos de cria de uma colonia sauddvel de A. mellifera africanizadas foram coletados
no Apiario Central da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais, Brasil (20° 45’
N 42° 52" O) e mantidos em BOD a 32 + 2 ° C com umidade 71% para que fossem coletadas
abelhas recém-emergidas livres de Nosema spp. Operdrias recém-emergidas foram
cuidadosamente removidas, separadas em trés grupos de 80 individuos e confinadas em
gaiolas plasticas de 500 mL e mantidas a 32 £ 2 ° C por 24 h sendo alimentadas com pdlen
coletado de colonias de A. mellifera (previamente testado para auséncia de Nosema). O polen

foi retirado durante os experimentos.

2.2 Calcofluor White (CFW)

Para avaliacdo do efeito do CFW na matriz peritrofica e sua toxicidade em abelhas A.
mellifera, trés grupos de 80 abelhas, para cada teste, foram alimentadas ad [ibitum com
solucdo de sacarose 50% contendo 1% e 0,5% (m/v) de CFW por 52 h (Wang e Granados,
2000). O grupo controle foi alimentado apenas com solucdo sacarose 50%.

Para avaliagdo de sua toxicidade, todos os grupos foram avaliados a cada 24 horas por
52 horas consecutivas, abelhas mortas eram retiradas e contabilizadas para testes
subsequentes. Para avaliacdo de alteragdes ma estrutura da MP, seis operarias de cada grupo

foram coletadas nos intervalos de 24 e 48 h de exposi¢do, os intestinos médios foram



17

dissecados, transferidos para solucdo fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 1967),
desidratados em série de etanol e embebidos em historesina (Leica). Sec¢des com 3 um de

espessura foram coradas com hematoxilina e eosina e examinadas por microscépio de luz.

2.3 Isolamento de esporos de N. ceranae

Para obtencdo de esporos de N. ceranae foram coletadas operdrias em colonias de A.
mellifera naturalmente infectadas. As abelhas foram dissecadas e os intestinos retirados e
macerados em 1 mL de dgua destilada por individuo. O macerado foi filtrado em algodao
esterilizado para remocdo de tecidos indesejados e centrifugado a 5000 g por 5 min por trés
vezes. O sobrenadante foi descartado e o precipitado resuspendido em dgua destilada e
homogeneizado. A seguir, uma aliquota foi analisada em camara de Neubauer para contagem

e defini¢do da concentragdo da solu¢do de esporos (Fries et al., 2013).

2.4 Avaliac¢do no tempo de infeccdo

Operdrias de A. mellifera (n = 240) foram transferidas para trés gaiolas (80 abelhas
cada) e alimentadas, ad [libitum, com solucdo sacarose 50% contendo 12500 esporos de N.
ceranae por uL por 24 horas. Apds esse tempo, o alimento foi substituido por solucdo
sacarose 50% livre de esporos. Posteriormente, cinco abelhas foram coletadas diariamente por
12 dias consecutivos, dissecadas e tiveram seus intestinos médios examinados por andlise
histolégica como descrito no item 2.2 para verificar a ocorréncia do microsporideo dentro das

células do intestino.

2.5 Microscopia eletronica de transmissdo

Cinco abelhas com 8, 9 e 10 dias apds a exposi¢do aos esporos de N. ceranae como
descrito acima foram dissecadas em tampao cacodilato de sédio 0,1 M com sacarose 0,2 M,
pH 7,2. O intestino médio foi retirado e transferido para glutaraldeido 2,5% em tampao
cacodilato de s6dio 0,1 M com sacarose 0,2 M por 4 h em temperatura ambiente. Os intestinos
foram entdo submetidos a duas lavagens em solugdo tampao, e pds-fixadas em tetroxido de
Osmio a 1% por 2 h, desidratadas em série de etanol graduado (70%, 80%, 90%, 95% e 99%)
e embutidas em resina LR White. Cortes ultrafinos (80-90 nm) realizados em ultramicrétomo
Sorval MT2-BMT2-B foram submetidos a 1% de acetato de uranila aquoso por 10 min e
citrato de chumbo (Reynolds, 1963) por 3 min para contrastacio. As amostras foram

analisadas e fotografadas em microscopio eletronico de transmissao Zeiss EM 109.
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2.6 Infeccdo de abelhas expostas ao CFW

Operarias de A. mellifera (n = 240) com 48 h de exposi¢do oral ao CFW 0,5% foram
isoladas em gaiolas (80 operdrias cada) e alimentadas com solucdo de sacarose 50% contendo
esporos isolados de N. ceranae em concentragdo de 12500 esporos por pL por 24 h e CFW
0,5% (Higes et al., 2007). Apds exposi¢do de 24 h a solucdo com esporos, o alimento foi
substituido por solugdo sacarose 50% + CFW 0,5% livre de esporos. Cinco operarias foram
coletadas diariamente por oito dias consecutivos e o intestino médio dissecado e analisado

histologicamente para verificar a infec¢do por esporos de N. ceranae como descrito no item

2.2.

2.6 Avaliagdo quantitativa de esporos

Oito grupos contendo 30 abelhas cada foram expostos ao CWF 0,5% por 24 h e
inoculadas com esporos de N. ceranae como descrito no item 2.5. Nos intervalos de tempo de
4 e 8 dias pos inoculacdo, 10 abelhas foram aleatoriamente coletadas e submetidas a contagem
da concentracdo de esporos presentes no trato digestivo com auxilio da camara de Neubauer,
como descrito no item 2.3. A mesma quantidade de abelhas foi analisada no grupo controle,
sem exposicdo ao CFW. As andlises estatisticas ANOVA unidirecional e teste de Tukey com
5% de significancia foram realizadas com software SISVAR 5.6 (Ferreira, 2011). Os dados

sdo relatados como os valores médios de todas as réplicas.

3. RESULTADOS

Operarias expostas a solucdo de sacarose com CFW a 1% apresentaram uma alta taxa
de mortalidade, e foram desconsiderados para andlises posteriores. Individuos que foram
expostos a concentracdo 0,5% de CFW apresentaram baixa mortalidade, semelhante ao

controle (Fig. 1).
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Figura 1. Mortalidade de abelhas Apis mellifera recém-emergidas expostas a solucdo sacarose 50% em
concentracdo 0,5% e 1% de calcofluor White (CFW). As curvas de mortalidade foram analisadas através dos
estimadores de Kaplan- Meier e o procedimento ndo paramétrico LIFETEST do SAS Institute.

Abelhas controle apresentaram MP com miltiplas camadas de aspecto lamelar e
continua por toda a extensdo do intestino médio envelopando o alimento (Fig. 2 A). Em
abelhas expostas a solucdo CFW 0,5% a MP teve a conformagdo alterada para aspecto
granular e completamente ausente em algumas regioes do intestino médio (Fig. 2 B e C),

porém, nenhum dano ao epitélio do intestino médio foi observado.

Abelhas controle nao apresentaram infec¢do por N. ceranae durante o experimento,
comprovando que as abelhas recém-emergidas sdo isentas de pré-infeccao pelo

microsporideo.
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Figura 2. Micrografias de luz do intestino médio de operérias de Apis mellifera. [a]: Controle com matriz
peritréfica (MP) organizada em camadas. [b e c]: Regides do intestino médio de abelhas tratadas com 0,5%
de calcofluor white por 24 h com matriz peritréfica (MP) desestruturada. A — Alimento. EP — epitélio; L —
Limen.

Em operdrias do grupo exposto a solucdo de esporos de N. ceranae ocorreu a liberacio
de novos esporos junto com fragmentos celulares, a partir do oitavo dia de inoculagdo (Fig. 3
A, 3 B e 4 A). Ha presenca de esporos maduros, ndo somente confinados dentro de
fragmentos celulares (Fig. 4 B), mas também entre as vdrias camadas da MP também foi

observada (Fig. 3 A).

As operdrias de A. mellifera alimentadas previamente com CFW 0,5% e expostas aos
esporos de N. ceranae apresentaram a liberacdo de novos esporos no limen a partir do quarto
dia pds-inoculacdo (Fig. 3 C), tendo assim, uma diminui¢do de 50% no tempo para se iniciar

um ciclo com a libera¢do de novos esporos.

Em abelhas submetidas ao tratamento com CFW 0,5%, no quarto dia pés-inoculagdo,
a concentra¢do média de esporos encontrados foi de 11,2x10° por abelha, enquanto no oitavo

dia a concentracdo foi 14,32x106. Na auséncia do CFW 0,5% a concentracdo de esporos
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encontrados foi de 7,1x106 e 17,5x106 aos quatro e oito dias, respectivamente (Fig. 5). Todos

os grupos foram estatisticamente diferentes entre si (F= 1.814; p<0,05).

Figura 3. Micrografias de luz do intestino médio de operdrias de Apis mellifera tratadas com calcofluor white
0,5% e infectadas com esporos de Nosema ceranae. [A]: Regido de intestino médio infectada com esporos de N.
ceranae (setas) oito dias pés-inoculacdo em fragmentos celulares na matriz peritréfica (MP) e no epitélio (EP).
[B]: Detalhe de célula do epitélio com protrusdo apical rica em esporos de N. ceranae (asterisco) no intestino
médio 8 dias pds inoculagdo. [C]: Célula do epitélio com protrusdo apical rica em esporos de N. ceranae
(asterisco) no intestino médio 4 dias pds-inoculagdo. Note a matriz peritréfica (MP) desorganizada. A —
Alimento; L — Ldmen.
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Figura 4. Micrografias eletronicas de transmissdo de intestino médio de operarias de Apis mellifera infectadas
com Nosema ceranae. [A] Regido apical de célula digestiva durante liberagdo de fragmento celular contendo
esporos de N. ceranae (asterisco). [B] Esporos de N. ceranae (asteriscos) no interior de célula digestiva (CD) de
A. mellifera com filamento polar (seta) circundando o niicleo do esporo (Nu). Es — Esporoloplasma; MV —
Microvilosidades das células digestivas;.
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Figura 5. Concentragdo de esporos de Nosema ceranae no intestino médio de operarias de Apis mellifera nos
intervalos de tempo de 4 e 8 dias pds-inoculagdo (d.p.i.), comparando controle e tratamento com calcofluor white
0,5% (CFW). Diferencas estatisticamente significativas entre o grupo controle e os grupos tratados sdo indicadas
com letras mintsculas (ANOVA, teste de Tukey p < 0,05). As barras representam os erros-padrio dos dados.

4. DISCUSSAO

Os resultados mostram que a interacdo do calcofluor white (CFW) com a matriz
peritréfica (MP) de A. mellifera resulta em desmontagem da estrutura lamelar comum da MP,
o que pode ser devido a forte interacdo que as moléculas de CFW possuem com moléculas de
quitina recém sintetizadas, como relatado para lepidopteras (Wang & Granados, 2000; Ress et
al., 2009). O CFW se mostra um competidor para proteinas constituintes da MP, resultando
em sua desestruturacdo, similar ao que ocorre na presenga de anticorpos anti-peritrofinas, as
quais também ocupam um sitio de ligacdo com a quitina e alteram a permeabilidade da MP
em abelhas (Oliveira et al., 2019). Devido a producdo da MP em abelhas ser realizada
continuamente e por toda a extensdo do intestino médio, o que caracteriza a MP do tipo I
(Teixeira et al., 2015), possivelmente, haverd regides do intestino médio que apresentam
desestruturacdo da MP, devido a interacdo CFW-quitina, e outras regides mantém a estrutura

comum, formando assim, regides com dreas afetadas e nao afetadas pelo CFW.

A avaliagdo do tempo de infeccdo mostra a liberacdo de novos esporos a partir de oito
dias apds a inoculagdo (d.p.i.) em A. mellifera. O tempo de infeccdo em abelhas por N.
ceranae € ainda discutido, sendo relatados com 3 d.p.i (Higes et al., 2007), 5 d.p.i (Eiri et al.,

2015), 10 a 12 d.p.i (Forsgren e Fries, 2010). A possivel diferenca na patogenecidade de M.
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ceranae pode estar relacioanda com variagdes genéticas conforme a localizacdo geografica do
microsporideo (Higes et al., 2013). A diferenca no tempo de infeccdo pode ainda estar
relacionada com a metodologia utilizada para a infectar as abelhas, se individual ou em grupo
(Forsgren & Fries, 2010). Eiri (2015) sugere que a diferenca nesse tempo pode ser
influenciada pela quantidade de esporos disponibilizados no momento da infec¢cdo. Porém,
com a adi¢dao de CFW e a consequente desestruturacdo da MP, os dados aqui obtidos mostram
tempo reduzido para apenas 4 d.p.i. em compara¢do com 8 d.p.i. no controle o que suporta o

papel de barreira mecanica da MP em A. mellifera contra N. ceranae.

A andlise da concentracdo de esporos mostrou que a desestruturacdo da MP induzida
pelo CFW afeta a concentragdo total de esporos, com alta concentracdo de esporos nos
primeiros dias de infec¢do, o que pode estar relacionado, além de seu papel de barreira
mecanica, com a propriedade que a MP possui de afetar diretamente a microbiota intestinal do
inseto, que tem importante papel protetivo contra N. ceranae em A. mellifera (Li et al., 2017;

Rodgers et al., 2017).

Tendo em vista que a liberacdao de novos esporos € a principal forma de dispersdo e
infecc¢do por Nosema spp., a diminuicao no tempo do ciclo reprodutivo com a desestruturacao
da MP, implica diretamente em uma maior viruléncia individual e dispersdo dentro da
colonia. Assim, a MP, mesmo ndo protegendo completamente contra a infeccdo, desempenha
um importante papel protetivo na infec¢do por N.ceranae, atrasando a liberacdo de novos
esporos desse fungo em 100% do tempo. Esse resultado indica que, funcionando como
barreira fisica, ou através de sua influéncia na microbiota intestinal da abelha, a MP exerce
funcdo protetiva na infec¢do de N. ceranae em A. mellifera, afetando o tempo para infec¢cdo

maxima, assim como a quantidade de esporos no intestino médio.
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CAPITULO 2

Acao de sais derivados de ditiocarbimatos na sobrevivéncia de Apis mellifera e controle
de Nosema ceranae

RESUMO

Nosemose, ¢ o nome dado a infeccao por Nosema ceranae em Apis mellifera tem sido
relacionada com aspectos negativos para a sobrevivéncia de abelhas. Os danos variam de
menor produgdo de mel, alta mortalidade e colapso de toda colonia. Atualmente, o tratamento
para essa infec¢do € realizado através do uso do antibidtico fumagilina, porém, hé relatos de
resisténcia ao tratamento e seu uso foi banido em diversos paises devido a toxicidade.
Compostos derivados de ditiocarbimatos, vem sendo estudados como alternativas menos
toxicas de compostos que sdo amplamente usados como fungicidas, os ditiocarbamatos. Este
trabalho avaliou o perfil toxico de seis derivados destes compostos na sobrevivéncia de
operarias de A. mellifera e sua possivel fungdo de controle do fungo N. ceranae. Quatro
compostos foram selecionados pela baixa taxa de mortalidade nas abelhas e tiveram sua agdo
antifungica avaliada. Testes in vitro mostraram que 0Os quatro compostos apresentam
capacidade de inviabilizacdo de esporos, porém dois sdo mais efetivos, inviabilizando até
44% dos esporos. Testes in vivo apresentam resultados semelhantes, tendo os dois mesmos
compostos controlando 62% dos esporos. A utilizagdo de derivados de ditiocarbimatos se
mostra promissora no controle de N. ceranae, porém sua toxicidade é um fator relevante ao

estudar sua agdes.
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1. INTRODUCAO

Nosema ceranae € um microsporidio que apresenta alto grau de patogenicidade na
abelha Apis mellifera (Higes et al., 2007; Paxton et al., 2007), sendo a infec¢do natural
associada ao alto indice de mortalidade, baixa produ¢do de mel e a uma sindrome de
despovoamento gradual até seis vezes maior quando comparadas com coldnias ndo infectadas
(Martin-Hernandez et al., 2007). Nosema ceranae mostrou ter a capacidade de manipular e
modificar o metabolismo de carboidratos em abelhas infectadas, sugerindo uma atividade do
patégeno em garantir a disponibilidade de nutrientes para seu proprio beneficio (Dussaubat et
al., 2012). A presenga de N. ceranae na coldnia pode acarretar o aumento da mortalidade de
abelhas forrageiras, que caso ultrapassasse um limiar critico, a colonia colapsa ainda que

alimentos estejam presentes (Higes et al., 2008; Goblirsch et al., 2013).

Em diversos paises da Europa, col6nias contaminadas com Nosema spp. apresentam
maior mortalidade que as ndao contaminadas (Chauzat et al., 2016). Um estudo similar
realizado nos EUA mostrou que os apicultores atribuiram a nosemose como causa de
mortalidade de suas colonias em 53,9% dos casos (Seitz et al., 2016). No Brasil, apenas a
Nosema ceranae foi detectada em apidrios do estado de Sao Paulo (Guimaraes-Cetaro et al.,
2016), reforcando a hipétese de que este € o principal microsporideo no Brasil (Teixeira et
al., 2013). Possivelmente a distribui¢do generalizada de N. ceranae indica uma sobreposicao
especifica sobre Nosema apis em A. mellifera, demonstrando a adaptacdo bem-sucedida de N.

ceranae ao clima seco e quente (Martin-Hernandez et al., 2009).

As abelhas normalmente sdo infectadas com Nosema spp. através da ingestdo de
esporos encontrados em alimentos e dgua contaminados, através da limpeza de favos
contaminados (Higes et al., 2010) ou durante a trofalaxia (Smith, 2012). A infec¢do causa
uma diminuicao na longevidade de abelhas adultas, mudancas no comportamento e disenteria,
0 que pode levar a morte da abelha, e até mesmo de toda a colonia (Anderson & Giacon,

1992; Kralj & Fuchs, 2010).

Atualmente, o tratamento de nosemose em abelhas € realizado através da utilizagao de
um antibidtico isolado do fungo Aspergillus fumigatus, a fumagilina (Williams et al., 2008;
Higes et al., 2011). Porém algumas questdes negativas envolvem sua utilizagdo, incluindo

resisténcia ao tratamento, principalmente devido ao uso prolongado do fungicida, somado ao
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fato de ndo haver outro meio de controle que seja amplamente utilizado (Huang et al., 2013).
Seu uso foi banido no Chile, Austrilia, e alguns paises da Europa por ser relacionado com
alteracdes cromossOmicas, e possuir atividade carcinogénica em humanos (Regulamento
2377/90 Comissao Europeia, 2009, Botias, 2012, van den Heever et al., 2014). Assim, faz-se
necessdrio a pesquisa e utilizacdo de métodos e farmacos alternativos para o controle de

nosemose em A. mellifera.

Compostos derivados de ditiocarbimatos vém sendo testados como antifingicos de
interesse agrario, sendo comprovadamente eficazes contra patégenos dos gé€neros Botrytis,
Colletotrichum, Rhizoctonia e Hemileia (Alves et al., 2009; Oliveira et al., 2015; Rabello,
2021). Estes compostos possuem proximidade estrutural com ditiocarbamatos, como o
Mancozeb, amplamente conhecidos por sua capacidade antifingica (Gullino et al., 2010).
Porém, devido a possivel relacdo entre a presenga de ditiocarbamatos e a grande mortalidade
de abelhas (Porrini et al., 2003), compostos alternativos se tornam necessarios para
manutencao da biodiversidade.

Assim, este estudo investigou a resposta toxicoldgica de seis compostos derivados de
ditiocarbimatos em operdrias de A. mellifera e sua possivel atividade antiftingica in vivo e in

vitro contra o microsporidio N. ceranae.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Abelhas

Quadros de cria de uma colonia saudavel de A. mellifera foram coletados em Apidrio
Central da Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, Minas Gerais, Brasil (20° 45’ N 42° 52’
O). Estes foram mantidos em uma B.O.D a 32 + 2 ° C para que fossem coletadas abelhas
recém-emergidas livres de Nosema spp. As abelhas recém-emergidas foram removidas,
confinadas em gaiolas de plastico (1 L) em grupos de 300 e mantidas na incubadora por 24
horas sendo alimentadas com pélen e mel. Apds esse tempo as abelhas foram separadas em
grupos de 80 individuos em gaiolas menores (500 mL) e alimentadas ad libitum com solucao

aquosa de sacarose a 50%.

2.2 Toxicidade para as abelhas
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Seis sais derivados de ditiocarbimatos (Figura 1), em duas concentragdes diferentes
(20 e 100 uMol L"), foram avaliados quanto a toxicidade para A. mellifera. Esses sais foram
sintetizados e purificados no Laboratério de Sintese de Agroquimicos no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Vicosa e os dados foram comparados com dados na
literatura e possuem alto grau de pureza (Albuini-Oliveira, 2020, Cunha et al., 2012 &
Tavares, 2013). Devido a necessidade da utilizacdo de diluicdo dos compostos em DMSO,
também foram realizados testes de toxicidade para DMSO 0,1%. As abelhas, confinadas em
ndmero de 10 individuos por gaiola, foram alimentadas ad [libitum com sais diluidos em
solugdo de sacarose 50% nas concentracdes de 20 e 100 pMol L e tiveram sua sobrevivéncia
avaliada nos intervalos de 16h, 24h e 48h. Todos os testes foram feitos em triplicadas e

repetidos duas vezes.
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Figural. Representacdo esquemadtica de sais derivados de ditiocarbimatos com cations tetrafenilfosfonio (TP) e
tetrabutilamonio (TBN).

2.3 Isolamento de esporos de N. ceranae

Para obten¢do de esporos de N. ceranae foram utilizadas colonias de A. mellifera
naturalmente infectadas, previamente confirmadas através de microscopia de luz. Abelhas
foram agrupadas e seus intestinos macerados usando 1 mL de dgua destilada por individuo. O
macerado foi filtrado em algoddo e centrifugado a 5000 g por 5 minutos por trés vezes. O

sobrenadante foi descartado e o precipitado re-suspenso em dgua destilada e homogeneizado
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em vortex. Apds o isolamento dos esporos, uma aliquota foi depositada em camara de
Neubauer para contagem e defini¢do da concentracdo da solucdo de esporos (Fries et al.,

2013).

2.4 Infeccdo de abelhas

Abelhas recém-emergidas com até 24 h de idade, foram deixadas em jejum por 3 horas
e entdo expostas a solu¢do de sacarose 50% contendo esporos isolados de N. ceraneae em
concentracdo de 12500 esporos por uL por 24 h ad libitum. Abelhas controle foram
alimentadas apenas com solucdo sacarose 50% livre de esporos. Apds exposic¢ao, o alimento

foi substituido por solucao sacarose 50% livre de esporos até o fim do experimento.

2.5 Atividade antifiingica em esporos isolados

Abelhas naturalmente infectadas foram coletadas e submetidas a extracdo de esporos
como descrito em 2.3. Trés réplicas de suspensdo de esporos foram entdo expostos a cada
composto previamente selecionado, seguindo a concentracao estipulada de 20 e 100 uMol L'
e mantidos por 1 h em temperatura ambiente. As réplicas foram entdo incubadas com 10 pg/
mL de 4'-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) por 30 minutos e lavadas duas vezes em dgua
destilada por centrifugacdo a 5000 g por 5 min e o precipitado final foi ressuspenso para
contagem em camara de Neubauer utilizando microscopio de fluorescéncia. Para cada
avaliacdo, os esporos foram contatos primeiro sob luz fluorescente e em sequéncia em luz
transmitida. Esporos ndo corados com DAPI foram considerados nao infecciosos (McGowan

et al., 2016).

2.6 Atividade antifiingica em abelhas infectadas

Os compostos selecionados como menos toxicos para as abelhas foram dispostos para
alimentacdo ad libitum de abelhas infectadas em laboratério como descrito anteriormente.
Sete dias apds a alimentacdo, as abelhas foram dissecadas, seus intestinos macerados para

obtencdo de esporos como descrito no item 2.3 para contagem em camara de Neubauer.

2.7 Estatistica
A andlise estatistica foi realizada usando o software SISVAR versiao 5.6 (Ferreira,

2011). Comparacdes entre os grupos controle e tratados com os compostos foram realizados



34

usando one-way ANOVA e o teste de Tukey. Os dados sdo relatados como os valores médios

de todas as réplicas. Diferengas de p < 0,05 foram consideradas significativas.

3. RESULTADOS

Os testes de toxidade para as abelhas foram diferentes entre os compostos (F= 117,81;
p< 0,01). TBNZnM, TBNZnSM e TP4NM na concentracido de 20 uMol L' e TBN4NM 100
uMol L', apresentaram baixa porcentagem de mortalidade, enquanto os demais causaram
maiores taxas de mortalidade (Tabela 1). Assim, os testes subsequentes seguiram apenas com

esses compostos que apresentaram mortalidade reduzida a abelhas operarias de A. mellifera.

Tabela 1. Mortalidade média de abelhas £+ DP (%) de abelhas alimentadas com compostos derivados de
ditiocarbimatos.

COMPOSTO (Conc. uMOL L) PORCENTAGEM DE MORTALIDADE
TBNZnM 20 524
TBNZnM 100 23+53
TPZnM 20 6,6 +5,1
TPZnM 100 63,3+4,0
TPZnSM 20 26,6 + 3,17
TPZnSM 100 583+75
TBNZnSM 20 5+£23
TBNZnSM 100 26,6 £5,1
TBN4NM 20 11,6 £4,0
TBN4NM 100 0
TP4NM 20 0
TP4NM 100 46,6 + 8,1
DMSO 0,1% 0

Esporos expostos in vitro aos compostos apresentaram uma queda significativa na taxa
de viabilidade de 12,37 + 0,74 x10° esporos vidveis no controle para 11,10 + 0,47 x10° com
TP4NM, 6,96 + 0,28 x10° com TBNZnSM, 8,39 + 0,40 x10° com TBNZnM e 7,56 + 0,38
x10° com TBN4NM (F=419.950; p< 0,001; Figura 2)
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Figura 2. Nimero de esporos vidveis de Nosema ceranae ap0s exposi¢do a tratamentos com compostos
derivados de ditiocarbimatos e grupo controle. Diferencas estatisticamente significativas entre os grupos sio
indicadas com letras minusculas p < 0,05 (ANOVA, teste de Tukey). As barras de erro representam os erros-
padrio das médias.

No tratamento de abelhas artificialmente infectadas, a concentracdo total de esporos
variou significativamente (F= 30.688; p<0,001). O controle apresentou um total de 17,66 +
0,46 x106esporos por intestino no oitavo dia pds-inoculagcdo, enquanto nas abelhas tratadas
esses valores foram de 9,01 +0,46 x10° com TBNZnSM, 6,65 +0,30 x10® com TBNZnM, 6,56
+0,42 x10° com TBN4NM e 16,63 +0,39 x10° com TP4NM 20 (Figura 3).



36

= = = = N
N N ()} [ole] (@]

Esporos (x10°)
5

8
6
4
2
0
TBNZnSM 20 TBNZnM 20 TBN4NM 100 TP4NM 20 Controle
Compostos

Figura 3. Numero de esporos de Nosema ceranae no intestino médio de Apis mellifera oito dias pds-inoculagio
e tratadas com compostos derivados de ditiocarbimato. Diferengas estatisticamente significativas entre o grupo
controle e os grupos tratados sdo indicadas com letras mintusculas p < 0,05 (ANOVA, teste de Tukey). As barras
de erro representam os erros-padrao dos dados.

4. DISCUSSAO

Abelhas foram expostas a sais derivados de ditiocarbimatos para verificar seus
possiveis efeitos toxicos. Os compostos TBNZnSM (20 uMol L"), TBN4NM (100 uMol Lh,
TBNZnM (20 uMol L") e TPANM (20 uMol Lh, apresentam mortalidade semelhantes ao
grupo controle sendo considerados pouco toxicos para a abelha, ao contrdrio dos demais
grupos. Os resultados sugerem que a parte catidbnica dos sais parece contribuir
significativamente para a toxicidade do composto, sendo 0os mais toxicos os que possuem o
tetrafenilfosfonio (TP) como cétion. Ditiocarbamatos mostram varia¢des quanto a toxicidade
em abelhas, sendo comumente encontrados em amostras de abelhas mortas, porém, o
ditiocarbamato Mancozeb tem baixa toxicidade quando testado em A. mellifera (Porrini et al.,
2003; Stanley, et al., 2015), demonstrando que a toxicidade a esses polinizadores pode variar
dentro do préprio grupo do composto, sendo necessdrio que, assim como em compostos
derivados de ditiocarbamatos, testes toxicoldgicos sejam realizados individualmente e de

maneira mais detalhada para cada derivado de ditiocarbimato.
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A andlise in vitro da acdo antifingica dos compostos avaliados mostra que dentre os
quatro selecionados, todos obtiveram uma resposta positiva, porém TBNZnM (20 uMol L) e
TBN4NM (100 uMol L'l) reduziram em 39% e 44%, respectivamente, a viabilidade dos
esporos, sendo mais promissores quanto ao controle de N. ceranae. E importante notar que,
apesar do sal TBN4NM (100 uMol L") apresentar o melhor resultado in vitro, o sal TBNZnM
(20 uMol L") possui resultado muito similar, porém em uma concentracio 5 vezes menor que
o composto TBN4NM. O modo de a¢do dos compostos ainda é desconhecido, mas a ag¢ao de
compostos semelhantes em outros fungos ocorre pela a a¢do oxidativa no aminodcido cisteina
ligado a proteinas, que sdo amplamente presentes em proteinas constituintes do tubo polar em
Nosema bombycis que infecta o bicho-da-seda (Dias et al., 2010; Lv et al., 2020).

No teste referente a atividade in vivo dos derivados de ditiocarbimatos, os resultados
demonstram uma forte queda na concentracdo de esporos em abelhas infectadas. Dentre os
quatro compostos testados, todos obtiveram um resultado significativamente menor de
esporos de N. ceranae no intestino que o controle, porém os compostos TBNZnM 20 uMol L
' ¢ TBN4NM 100 uMol L™, novamente, foram aqueles que tiveram um melhor resultado,
controlando cerca de 62% da proliferacdo de esporos. Levando em consideracao que o teste in
vitro obteve resultados semelhantes, porém em grau inferior, os dados do teste in vivo
apontam que além do mecanismo de acdo destes compostos, algum outro fator interfere no
grau da infeccao.

Este estudo traz importante informacgdes sobre possiveis aplicabilidades e respostas
ecologicas dos sais derivados de ditiocarbimatos, mostrando que sua toxicidade em abelhas
campeiras A. mellifera é algo que precisa ser estudado individualmente para cada composto,
nio podendo inferir sua resposta apenas por agrupamento. Em contrapartida, sua capacidade
de controle sobre esporos de N. ceranae se mostrou promissora, uma vez que respostas
positivas foram observadas em todos os tratamentos. De maneira geral, os sais que
apresentam como cdtion o tetrabutilamonio (TBN) parecem contribuir mais para o controle
sobre os esporos de N. ceranae a0 mesmo tempo que apresentam menor toxicidade em

abelhas A. mellifera.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo mostra que a matriz peritréfica pode, em certo nivel, controlar a infecc¢ao
de Apis mellifera por Nosema ceranae com o atraso no ciclo de vida do microsporideo. Além
disso, compostos derivados de ditiocarbimatos, que surgem como possiveis substitutos de
fungicidas mais téxicos, podem apresentar certo nivel de toxicidade a abelhas, porém esse
dado ndo se aplica a todos os representantes do grupo, sendo necessdria a andlise toxicoldgica
de cada composto. Entretanto, a capacidade de controle da nosemose € promissora, devido a
todos os compostos testados apresentarem dados positivos, chegando a diminuir a

concentracdo de esporos em até 62% no intestino das abelhas infectadas.



