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RESUMO

VIANA, Thais Andrade, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2022. Efeitos
da exposicao oral a particulas poluidoras e a bactéria geneticamente modificada
Serratia AS1 em Partamona helleri. Orientador: Gustavo Ferreira Martins.
Coorientadora: Maria Augusta Lima Siqueira.

As avaliacdes de risco englobam a identificacdo e a analise dos riscos aos quais um
organismo pode estar exposto. Essas avaliagdes contribuem para a elaboracéo e a
adocao de estratégias para evitar, minimizar e enfrentar riscos. Estudos sobre os
potenciais riscos da exposicao as particulas poluidoras e a organismos geneticamente
modificados em insetos polinizadores sdo escassos. Considerando que o0s
polinizadores vém sendo bastante estudados devido ao seu declinio populacional
ocasionado por diferentes impactos das atividades humanas, este trabalho explorou:
(a) o impacto da ingestdo de particulas plasticas (poliestireno expandido-EPS e
polietileno tereftalato-PET) e de di6xido de titanio (TiOz2) em adultos de Partamona
helleri (Friese) derivados de larvas que ingeriram estes compostos e (b) o impacto da
ingestdo de alimento contendo a bactéria geneticamente modificada Serratia eGFP
AS1 — portadora das proteinas anti-Plasmodium, em operarias de P. helleri. Nao foi
encontrada diferenga significativa na sobrevivéncia durante a fase imatura e na
propor¢cao de pupas deformadas derivadas de larvas que ingeriram as particulas de
EPS, PET ou TiO2 (500ng/abelha, 500ng/abelha, 10ug/abelha, respectivamente).
Entretanto, a ingestdo destas particulas causou aumento na massa corpérea dos
adultos derivados de larvas tratadas. A contagem total de hemécitos (CTH) diminuiu
em abelhas alimentadas com EPS, e aumentou com PET e TiO2. E a contagem
diferencial de hemdécitos (CDH) também foi alterada, onde a propor¢cdo de
prohemdcitos aumentou em abelhas alimentadas com EPS e a proporcdo dos
plasmatdécitos foi reduzida com os tratamentos EPS e PET em comparagao com o
controle. O niumero de hemacitos circulantes reflete na capacidade do individuo em
lidar com desafios imunes. Portanto, a contaminacao por nano/microparticulas pode
prejudicar as colonias de abelhas sem ferrdo. A colonizagdo do sistema digestivo de
P. helleri por S. AS1 foi verificada nos tempos 24h, 72h e 144h apés a ingestao do
alimento inoculado com a bactéria, e nenhuma alteracdo foi detectada na
sobrevivéncia e nos comportamentos de alimentacdo, caminhamento e voo dos

adultos, mesmo sendo detectadas no intestino posterior apés 144h apds o inicio do



experimento. Nossos resultados demonstraram que S. AS1 nédo prejudicou P. helleri,
e pode ser uma candidata segura para combate de doengas transmitidas por vetores,
sem comprometer espécies nativas e ecologicamente relevantes. Considerando a
relevancia das abelhas como polinizadores, os resultados apresentados aqui
fornecem informagdes inéditas que poderao auxiliar na elaboragdo de avaliagdes de
risco envolvendo a ingestdo de particulas poluidores e sobre a acdo de organismos

simbiontes geneticamente modificados em abelhas sem ferréo.

Palavras-chave: Abelhas sem ferrdo. Didxido de titdnio. Microparticulas de plastico.
Organismo geneticamente modificado. Paratransgénese. Poliestireno expandido.

Polietileno tereftalato.



ABSTRACT

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

Risk assessments encompass the identification and analysis of the risks to which an
organism may be exposed. These assessments contribute to elaborating and adopting
strategies to avoid, and minimize risks. Studies on the potential risks of exposure to
polluting particles and genetically modified organisms in pollinating insects are scarce.
Considering that pollinators have been extensively studied due to their population
decline caused by different impacts of human activities, this work explored (a) the
impact of the ingestion of plastic particles (polystyrene-PS and polyethylene
terephthalate-PET) and titanium dioxide (TiOz2) in adults of Partamona helleri (Friese)
derived from larvae that ingested these compounds; and (b) the impact of ingestion of
food containing the genetically modified bacterium Serratia eGFP AS1 - carrier of anti-
Plasmodium proteins in workers of P. helleri. No significant difference was found in
survival during the immature phase and in the proportion of deformed pupae derived
from larvae that ingested EPS, PET, or TiO2 particles (500ng/bee, 500ng/bee,
10ug/bee, respectively). However, body mass of treated adults was higher. Total
hemocyte counts (THC) decreased in bees that ingested EPS and increased in bees
that ingested with PET or TiOz2. The differential hemocyte count (DHC) was also
altered, where the proportion of prohemocytes increased in bees fed EPS, and the
proportion of plasmatocytes was reduced with the EPS or PET treatments compared
to the control. Therefore, nano/microparticle contaminations can harm stingless bee
colonies, once the number of circulating hemocytes reflects the individual's ability to
deal with immune challenges. Colonization of the digestive system of P. helleri by S.
AS1 was checked at 24h, 72h, and 144h after the ingestion of food inoculated with the
bacterium, and no changes were detected in the survival and in the feeding, walking,
and flying behaviors of the adults, even though they were detected in the hindgut 144h
after the beginning of the experiment. Our findings demonstrate the S. AS1 is not
harmful to P. helleri They may be a safe candidate for combating vector-borne
diseases, not compromising native and ecologically relevant species, such as wild
bees. Considering the relevance of bees as pollinators, the results presented here



provide new information that could help in the elaboration of risk assessments involving
contamination by pollution particles, as well as information on the action of genetically

modified symbiotic organisms in stingless bees.

Keywords: Stingless bees. Titanium dioxide. Genetically modified organism.
Paratransgenesis. Expanded polystyrene. Polyethylene terephthalate.
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1. INTRODUCAO GERAL

As abelhas séo cruciais para os servigos de polinizagdo ecoldgica e agricola,
além de produzirem cera, propolis e mel, utilizados para o consumo humano (Whitfield
et al. 2006, Potts et al. 2010, Staveley et al. 2014). Dentre a grande diversidade
apicola, encontra-se a tribo Meliponini, familia Apidae, que sdo abelhas popularmente
chamadas de “abelhas indigenas sem ferrédo” (Michener 2007, Vit et al. 2013).
Somente no Brasil, cerca de 300 espécies de meliponineos ja foram descritas, sendo
23 espécies de Partamona, incluindo a Partamona helleri (Friese 1900).

As abelhas Partamona sdo de tamanho médio (6-7 mm), possuindo uma tibia
posterior muito alargada em forma de colher (Silveira et al. 2002, Camargo & Pedro
2003). Os seus ninhos sao aéreos, apoiados em diferentes substratos, como ninhos
de passaros feitos de gravetos. Esses ninhos sdo compostos com uma regiao de cria,
com células em forma de favos, potes para armazenamento de mel e pdlen e com o
barro e resinas delimitando o espaco do ninho (Camargo & Pedro 2003). No Brasil,
Partamona helleri pode ser encontrada nos estados da Bahia, Espirito Santo, Minas
Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Santa Catarina e Sao Paulo, em areas de diferentes
fitofisionomias, inclusive em ambientes antropicos, como urbanizagcées. Nesses
lugares, as abelhas vao a procura de recursos para a subsisténcia da colénia, como
agua, alimento, materiais para a construcao do ninho (Camargo & Pedro 2003, Pedro
2014).

A reducdo populacional das coldnias de abelhas tem sido observada nos
ultimos anos e algumas supostas causas para essa reducdo sao: alteracoes
climaticas, reducdo da diversidade floral, desnutricdo, introducdo de espécies
exoticas, aumento de predadores, dispersdo de patdgenos, uso excessivo de
agroquimicos e a interacao entre esses fatores (Potts et al. 2010, Alaux et al. 2010,
Vidau et al. 2011). Um fator que supostamente poderia influenciar essa reducéo
populacional seria os nano/micropoluentes, devido a esses poluentes poderem
intoxicar as abelhas e contribuir para a ocorréncia de efeitos letais e subletais (Al
Naggar et al. 2018, Balzani et al. 2022).

Apesar dos nano/micropoluidores ainda nao terem sido associados ao declinio
de abelhas, o risco de contaminagé&o das abelhas tende a aumentar em virtude do
crescente uso de nano/micromateriais em novas tecnologias e o seu descarte onde

as abelhas se encontram. Portanto, antecipar esse cenario torna-se fundamental para
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prever os efeitos potenciais de nano/microparticulas em organismos polinizadores.
Abelhas solitarias Megachile sp. usam fragmentos de plasticos na construcdo de
ninhos, mostrando que elas se adequaram ao uso de material plastico descartado em
atividades agricolas (Maclvor & Moore 2013, Allasino et al. 2019). Foi demonstrado
que 66,7% da espécie Apis mellifera e Apis cerana coletadas em campo na China
apresentaram residuos plasticos, incluindo o poliestireno (PS) e o polietileno
tereftalato (PET) (Deng et al. 2021), estando potencialmente expostas a contaminacao
por nano/microplasticos.

A crescente utilizagdo do plastico € uma preocupacdo ambiental de extrema
importancia global. Em 2017, a producdo de materiais plasticos no mundo atingiu
quase 350 milhdes de toneladas. Essa quantidade tem distribuicao de 50,1% na Asia,
18,5% na Europa, 17,7% na América do Norte, 7,1% no Oriente Médio e na Africa,
4% na América do Sul e 2,6% na Comunidade dos Estados Independentes. Os
residuos plasticos ndo descartados adequadamente acabam se acumulando e
poluindo tanto o ambiente aquatico quanto o terrestre (Barnes et al. 2009, Riling 2012).
Essa contaminacdo ocorre devido a maioria dos plasticos utilizados serem de uso
descartavel, possuindo uma reciclagem limitada e uma alta durabilidade, de décadas
ou séculos (Geyer et al. 2017), podendo até serem transportados por longas
distancias através do vento e da chuva (Allen et al. 2019).

Entre os residuos plasticos utilizados destacam-se o PS e o PET, ambos
derivados do petroleo (Simdes et al. 2014, PlasticsEurope 2018). O PS & um
homopolimero termoplastico e sua sintese acontece através da polimerizagdo de
mondmero de estireno em agua e € encontrado, frequentemente, como poliestireno
expandido (EPS), popularmente chamado de isopor (Huntsman 2001). O seu residuo
€ resultante de protetores de equipamentos, embalagens de alimentos, isolantes
térmicos, pecas automotivas, dentre outros, e sua vida util € indefinida (Ho et al. 2018,
PlasticsEurope 2018).

O PET é um polimero de etileno termoplastico, e a sua produgao ocorre através
da reacgao do tereftalato de dimetilo com etilenoglicol (EG) pela transesterificagcdo ou
através da reacdo acido tereftédlico com EG, pela esterificacdo direta. Apds esses
processos, 0s subprodutos passam, basicamente, pela pré-polimerizacéo, seguida da
policondensacdo em fusdo e, por ultimo, a policondensacdo em estado sélido
(Ravindranath & Mashelkar 1986). O seu residuo € resultante do uso de garrafas
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plasticas para embalagens de liquidos em geral, e podem demorar até 600 anos para
se decompor (Formigoni & Campos 2012, PlasticsEurope 2018).

Recentemente, o estudo do impacto ambiental das particulas microplasticas
(com diametro <5mm) vem aumentando (Cole et al. 2011, Thompson 2015). Essas
particulas podem se originar, principalmente, da decomposi¢ao de plasticos maiores
presentes nos ambientes (Thompson 2004). Os microplasticos podem sofrer um maior
desgaste formando particulas ainda menores que um mm de diametro, os
nanoplasticos formados, por exemplo, a partir do atrito com substratos rochosos
(Mattsson et al. 2015). Como esses nano/microplasticos sdo muito pequenos, eles
podem ser espalhados e ingeridos por organismos, e assim, acumularem na cadeia
alimentar (Riling 2012, Thompson 2015, Huerta Lwanga et al. 2016, 2017).

Embora ocorra a ingestdo de nano/microplasticos por diferentes organismos
como invertebrados benténicos (Graham & Thompson 2009), invertebrados terrestres
(Zhu et al. 2018, Chae & An 2018), peixes (Possatto et al. 2011, Foekema et al. 2013),
aves (van Franeker et al. 2011) e mamiferos (Rebolledo et al. 2013), ndo se sabe ao
certo o potencial dano dessa ingestdo na cadeia alimentar. Entretanto, ja é
comprovado que a ingestao dessas particulas afeta o desenvolvimento do ouri¢o-do-
mar Paracentrotus lividus e da ascidia Ciona robusta, o desenvolvimento e o
crescimento da minhoca Lumbricus terrestris, e a reproducédo e a massa corporal do
anelideo Enchytraeus crypticus (Huerta Lwanga et al. 2016, Messinetti et al. 2018,
Zhu et al. 2018, Botterell et al. 2019). Fragmentos de plasticos podem limitar o
consumo alimentar do molusco Mytilus edulis ou alterar a microbiota intestinal de E.
crypticus (von Moos et al. 2012, Zhu et al. 2018). Danos histopatolégicos e
imunolégicos no anelideo Eisenia andrei também foram observados apds o consumo
de microplasticos (Rodriguez-Seijo et al. 2017).

Nanoplasticos podem permear membranas celulares e organelas de diferentes
orgédos de M. edulis, e este efeito também foi observado em mamiferos, podendo
resultar em respostas inflamatdérias, alteragdes na expressao génica e morte celular
(Brown et al. 2001, von Moos et al. 2012, Roex et al. 2013, Chae & An, 2018). Além
disso, microplasticos podem carrear poluentes como o fenantreno e o nonifenol, e
produtos quimicos como o triclosan e o éter difenil polibromado - 47 (PBDE-47), tendo
o potencial de serem transferidos para os organismos no pés-ingestao (Teuten et al.
2009, Roex et al. 2013, Browne et al. 2013). Em contrapartida, os estudos de
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toxicidade provocada pela ingestao de plasticos sdo quase exclusivamente focados
em ambientes aquaticos, tornando o estudo do seu impacto em ambiente terrestre
incipiente (Riling 2012, Thompson 2015, Chae & An 2018).

A nanotecnologia tem se tornado indispensavel na ciéncia, na industria, na
biotecnologia, na medicina e em muitas outras areas. Na agricultura, por exemplo,
acredita-se que os avancgos nessa tecnologia podem auxiliar na protecéo de cultivos
e no manejo de pragas (Parisi et al. 2015). Além disso, o efeito das
nano/microparticulas de metais e ndo metais sdo conhecidos pela sua atividade
antimicrobiana, tendo sua acao em patégenos resistentes a fungicidas e a bactericidas
(Chowdappa & Gowda, 2013, Aziz et al. 2015, 2016). Uma dessas nanoparticulas em
ascensao no mercado é o diéxido de titanio (TiO2), um semicondutor, cujas particulas
sao produzidas a partir do processo sol-gel de Sau e Rogach, onde o precursor
utilizado é o etoxido de titdnio também conhecido como ortotitanato de tetraetilo
(Bernier et al. 2012, Tiwari & Turner et al. 2014).

Por ser versatil, o TiO2 pode ser empregado para diferentes finalidades como
na fabricacdo de corantes de alimentos, tintas, cosméticos e protetores solares,
células solares fotossensiveis, sensores de gas, além de ter aplicagdo como material
autolimpante e catalisador da fotocalise (Tiwari & Turner 2014, Banerjee et al. 2015,
Yadav et al. 2016, Yang et al. 2016). Sdo inumeras as aplica¢des do TiOz e elas
tendem a aumentar, fazendo com que a disponibilizacdo dele no ambiente aumente.

Em invertebrados, os efeitos da ingestao de TiO2 foram avaliados em larvas
das mariposas Bombyx mori, (Wang et al. 2015, Li et al. 2016) e Galleria mellonela
(Zorlu et al. 2018) e no microcrustaceo Ceriodaphnia dubia (Dalai et al. 2013). Os
efeitos da ingestao de TiOz variam de acordo com a espécie, podendo ser benéfico.
Por exemplo, foi demonstrado que a ingestao de nanoparticula de TiOz2 teve efeito no
sistema digestivo de larvas de B. mori, podendo atenuar lesdes pré-existentes, bem
como diminuir o estresse oxidativo no intestino médio, além de aumentar a
sobrevivéncia e o peso corporal de individuos tratados por phoxim, um organofosfato
(Wang et al. 2015, Li et al. 2016).

A ingestdo de nanoparticulas de TiO2 pode aumentar o tempo de
desenvolvimento e diminuir a sobrevivéncia de larvas da mariposa G. mellonela (Zorlu
et al. 2018). No microcrustaceo C. dubia, popularmente conhecida com pulga d’agua,
a mortalidade foi aumentada em altas concentragdes de TiO2, assim como ocorreu
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um aumento na expressao de catalase, superoxido dismutase e glutationa S-
transferase (Dalai et al. 2013). Pelo exposto, conclui-se que a toxicidade de TiOzvaria
em funcao das concentracdes testadas e das espécies de invertebrados.

Uma alternativa ao controle de doencas transmitidas por insetos vetores é a
paratransgénese, que envolve manipulagao genética de microrganismos simbioticos
para reduzir e/ou interromper os patdogenos dentro de seus insetos hospedeiros
(Coutinho-Abreu et al. 2010, Wang et al. 2017). Dentro da familia Enterobacteriaceae
encontra-se 0 género Serratia, bastonetes gram-negativos e aerdbios facultativos.
Esse género pode ser simbidtico e € encontrado em muitos artropodes, como
mosquitos (Gusmao et al. 2003, Pumpuni et al. 1993), abelhas (Botina et al. 2019) e
flebotomineos (Maleki-Ravasan et al. 2014).

Estudos recentes demonstraram o potencial da bactéria Serratia eGFP AS1
(Serratia marscercens, linhagem AS1) para a paratransgénese (Wang et al. 2017,
Koosha et al. 2018, 2019). Na Serratia eGFP AS1 foi integrado o gene da proteina
que codifica o eGFP (proteina verde fluorescente), e cinco genes efetores anti-
Plasmodium ((MP2)2 - Scorpine — (EPIP)4 — Shival — (SM1)2) sobre o controle de um
unico promotor, os quais inibem o desenvolvimento do patéogeno Plasmodium
falciparum em fémeas do mosquito Anopheles gambiae e Anopheles stephensi (Wang
et al. 2017). Todas as proteinas efetoras inibem fortemente esse patégeno, reduzindo
a carga de oocisto em até 93% (Wang et al. 2017).

Parasitas do género Plasmodium podem ser transmitidos aos humanos através
de picadas das fémeas infectadas de Anopheles, ocasionando a Malaria, doenca
endémica em muitos paises em desenvolvimento. As ferramentas disponiveis para o
combate a malaria sdao, basicamente, o controle dos vetores e os medicamentos
antimalaricos (World Malaria Report 2019). Infelizmente, essas ferramentas tém
perdido sua eficacia diante do aumento da resisténcia dos mosquitos aos inseticidas
e dos parasitas aos medicamentos (World Malaria Report 2019). Por conseguinte,
encontrar outras maneiras para o combate dessa doenga é extremamente necessario.

A utilizagcado de qualquer organismo modificado geneticamente (OGM) para o
controle biolégico requer que ele apresente um custo minimo para o condicionamento
fisico dos seus portadores (Coutinho-Abreu et al. 2010), o que € investigado através
de avaliagdes de risco, incluindo os riscos que os individuos paratransgénicos
representam (CTNBio n® 24, de 07.01.2020). Essas avaliacbes incluem a investigacao
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das rotas de transferéncia dos OGMs — que podem ser vertical (da mae para a prole),
transestadial (entre as fases de desenvolvimento) e/ou horizontal (de um individuo
para o outro, sem ser parental) — bem como dos efeitos no comportamento (ex.
alimentar), na sobrevivéncia e na reproducdo dos hospedeiros alvos (Wang et al.
2017, Koosha et al. 2018).

A transferéncia horizontal dos OGM entre os individuos pode ocorrer através
do compartilhamento de recursos em comum (Eggers & Mackenzie 2000, Engel et al.
2016, Wang et al. 2017), por exemplo, o contato com a agua contaminada pela
presenca desse organismo (Koosha et al. 2019). Os 6rgaos normativos, como a
CTNBio (Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca, Ministério da Ciéncia,
Tecnologia e Inovagdes, Brasil), também exigem a avaliacdo da interacdo dos
individuos paratransgénicos com o meio ambiente, o que inclui a preocupacao
particular com os possiveis efeitos nocivos desses OGM em organismos nao-alvo
(CTNBio n® 24, de 07.01.2020, Eckerstorfer et al. 2012), como polinizadores
(Eckerstorfer et al. 2012). Uma vez que abelhas sao polinizadores naturais dos
ecossistemas e tem um papel significativo na manutengao da biodiversidade (Allen-
Wardell et al. 1998, Slaa et al. 2006), esses organismos sdao amplamente
reconhecidos para integrarem protocolos de avaliacdo de risco (Villa et al. 2000,
Malone & Pham-Delegue 2001, Romeis et al. 2008, Thompson 2010).

Em virtude da comunicacdo com o ambiente externo a colbnia, para a busca
de recursos alimentares, estudos sado preferencialmente realizados em abelhas
forrageiras e incluem avaliagdes da letalidade e em menor grau de efeitos subletais
(Desneux et al. 2007, Lima et al. 2016). Nao menos comum é o uso da espécie A.
mellifera como organismo modelo em estudos de avaliagdo de risco ou apenas
ecotoxicoldgicos, ainda que essa espécie seja exoética de ambientes neotropicais
como a América (Barbosa et al. 2015, Lima et al. 2016). No entanto, as abelhas sem-
ferrao (Meliponini) sdo mais representativas em ecossistemas neotropicais (Slaa et al.
2009, Lima et al. 2016) como polinizadores da mata nativa (Slaa et al. 2009) e
ecossistemas agricolas (Giannini et al. 2015) e, portanto, elas deveriam ser
consideradas em estudos de liberagdo dos OGMs.

Em abelhas, a capacidade de suportar estressores ambientais esta
intimamente ligada a microbiota intestinal (Li et al. 2017, Raymann et al. 2017,
Raymann & Moren, 2018). Além disso, a microbiota intestinal se relaciona com o
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comportamento, o metabolismo, o crescimento e o desenvolvimento dos seus
hospedeiros (Zheng et al. 2018, Raymann & Moren 2018) e em abelhas sem ferrdo, a
microbiota é altamente conservada em relacéo a abelhas nao corbiculadas (Kwong et
al. 2017). A espécie de meliponineo P. helleri, por exemplo, possui uma ampla gama
de géneros bacterianos dominantes (cerca de 33) e o género Serratia também foi
encontrado nela, embora menos abundante em relagao a outros (Botina et al. 2019).
Espécies de Serratia podem ser também patogénicas a abelhas, como foi observado
para as cepas de S. marcescens Ss1 (Burritt et al. 2016), kz2, kz11, kz19, Db11 em
adultos de A. mellifera (Raymann et al. 2018).

O objetivo do presente trabalho foi avangar na elaboracdo de técnicas que
poderao auxiliar nas construgcées de avaliacées de risco com polinizadores, assim
como, estudar possiveis fatores que podem influenciar o declinio populacional de
polinizadores. Essas questdes levantaram hipoteses sobre a existéncia dos possiveis
risco de contaminacgao das abelhas por nano/microparticulas e pela colonizagao por
bactérias paratransgénicas. Para acessar essas hip6teses, esta investigacao foi
organizada em dois capitulos.

No Capitulo | foi avaliado o efeito do consumo de nano/microparticulas de dois
tipos de plastico (poliestireno expandido-EPS e polietileno tereftalato-PET) e de
diéxido de titanio (TiOz2) via ingestdo durante a fase larval de P. helleri. Essa avaliacdo
foi realizada através da comparacdo dos parametros de sobrevivéncia, massa
corporal, desenvolvimento, locomogao e resposta imune celular em operarias recém-
emergidas originadas de larvas alimentadas com as nano/microparticulas.

No Capitulo Il foi avaliado o efeito da ingestdo do alimento contendo a cepa
geneticamente modificada de Serratia eGFP AS1 — portadora das proteinas anti-
Plasmodium em P. helleri. Essa avaliacao foi realizada através da sobrevivéncia, dos
comportamentos alimentar, locomocdo e voo em forrageiras apds ingestdo do
alimento inoculado com a bactéria em comparagao com o controle.

Os resultados expostos nessa tese fornecem informacdées inéditas sobre o risco
envolvendo a ingestao de nano/micro poluidores, bem como os efeitos da colonizagao
do sistema digestivo por organismos geneticamente modificados em abelhas sem

ferrao.
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RESUMO

O descarte inadequado de materiais plasticos e de compostos oriundos de metais e a
geracao dos nano/microparticulas vem sendo amplamente discutidos devido a seu
potencial de risco como poluentes e contaminagdo dos organismos mediante sua
bioacumulacdo. Entretanto, estudos sobre potencial toxicologico dessas
nano/microparticulas sobre insetos polinizadores sdo escassos. Considerando o valor
inestimavel dos servigos ecossistémicos que os polinizadores prestam e seu declinio
populacional ocasionado por diferentes impactos antropicos, este trabalho explorou a
letalidade e os efeitos subletais de nano/microparticulas de poluentes na abelha sem
ferrao Partamona helleri. A toxicidade de particulas plasticas (poliestireno expandido-
EPS e polietileno tereftalato-PET) e de 6xido metélico (diéxido de titanio-TiOz) foi
avaliada via ingestao larval. A taxa de sobrevivéncia nao foi afetada pela ingestao de
particulas de EPS, PET ou TiO2 (500ng/abelha, 500ng/abelha, 10ug/abelha,
respectivamente) em relacao ao controle (alimento sem as particulas). Entretanto, o
peso dos adultos teve um aumento significativo nos individuos tratados em relagao ao
controle. O comportamento de locomocao foi afetado apés a ingestao das particulas,
no qual as abelhas que ingeriram PET ou TiOz2 tenderam a ficar um maior tempo de
repouso assim como tenderam a interagir mais. A contagem total de hemdcitos foi
alterada, assim como a diferencial, sendo observadas alteragdes significativas na
propor¢ao dos plasmatocitos e dos prohemécitos em comparagdo com o controle. Isto
pode refletir negativamente na capacidade do individuo em lidar com estressores. Os
dados aqui expostos sugerem que a contaminagao por particulas de plasticos e TiO2
podem ocasionar efeitos subletais nas colénias de abelhas sem ferrdo. Nosso estudo
fornece informacdes inéditas sobre a ingestdo de nano/microparticulas poluidoras em
abelhas sem ferrdo, a fim de investigar se essa contaminagéo pode ser um dos fatores
que influenciam o declinio populacional de polinizadores.

Palavras chaves: Abelhas sem ferrdo. Didxido de titdnio. Microplastico. Poliestireno
expandido. Polietileno tereftalato.
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1.0. INTRODUCAO

A crescente utilizagdo do plastico € uma preocupacao ambiental de extrema
importancia global e os residuos nao descartados adequadamente se acumulam nos
ecossistemas naturais (Barnes et al. 2009, Rillig 2012), gerando contaminac¢ao. Essa
contaminag¢do ocorre devido a maioria desses residuos plasticos possuirem uma
resisténcia a degradacdo (Geyer et al. 2017). Essa preocupacao ambiental esta
associada a decomposicao de pecas ou pedacgos de plasticos maiores presentes nos
ambientes (Thompson 2004), o que resulta em particulas menores, denominadas
microplasticos (com diametro < 5 um) ou até mesmo nanoplasticos (com diametro < 1
um) (Cole et al. 2011, Mattsson et al. 2015, Thompson 2015). Como esses
nano/microplasticos sdo muito pequenos, eles podem ser espalhados e ingeridos por
organismos e, assim, acumularem na cadeia alimentar (Rillig 2012, Thompson 2015,
Huerta Lwanga et al. 2016, 2017). Alguns desses residuos plasticos séo oriundos do
petréleo, dentre eles destacam-se o poliestireno (PS) e o polietileno tereftalato (PET)
(Simdes et al. 2014, PlasticsEurope 2018). O PS é frequentemente encontrado como
poliestireno expandido (EPS), conhecido como isopor (Huntsman 2001), e sua vida
util é indefinida (Ho et al. 2018, PlasticsEurope 2018). O residuo do PET é resultante
principalmente do uso de garrafas plasticas para embalagens de liquidos em geral, e
podem demorar até 600 anos para se decompor (Formigoni & Campos 2012,
PlasticsEurope 2018).

Os efeitos da ingestao das particulas plasticas por diferentes organismos, como
invertebrados benténicos (Graham & Thompson 2009) ou terrestres (Zhu et al. 2018,
Chae & An 2018), peixes (Possatto et al. 2011, Foekema et al. 2013), aves (van
Franeker et al. 2011) e mamiferos (Rebolledo et al. 2013) tem sido alvo de estudo.
Esta comprovado que a ingestdo dessas particulas afeta o desenvolvimento, o
crescimento, a reproducdo, 0 consumo alimentar e a massa corporal dos
invertebrados, o que pode alterar a microbiota intestinal e ocasionar, também, danos
histopatoldgicos e imunoldgicos (von Moos et al. 2012, Huerta Lwanga et al. 2016,
Rodriguez-Seijo et al. 2017, Messinetti et al. 2018, Zhu et al. 2018, Botterell et al.
2019). A maioria dos estudos sobre a toxicidade da ingestdo de particulas plasticas
considera organismos aquaticos, poucos sado focados considerando o ambiente
terrestre (Rillig 2012, Chae & An 2018, Balzani et al. 2022).
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O uso da nanotecnologia tende a se intensificar na agricultura. Acredita-se que
0s avangos nessa tecnologia podem auxiliar na protecédo de cultivos e no manejo de
pragas (Parisi et al. 2015). Uma dessas nanoparticulas em ascenséao é o TiO2 (didxido
de titanio), pois devido a sua ampla gama de aplicacdes na fabricacao de corantes de
alimentos, tintas, cosméticos e protetores solares, células solares fotossensiveis,
sensores de gas, material autolimpante e catalisador da fotocalise (Tiwari & Turner
2014, Banerjee et al. 2015, Yadav et al. 2016, Yang et al. 2016), a sua disponibilidade
no ambiente tende a aumentar.

A exposicao do TiO2 em invertebrados foi avaliada, e a sua ingestdo tem
diferentes efeitos observados, variando de benéfico a prejudicial dependente da
concentracao e espécie (Dalai et al. 2013, Wang et al. 2015, Li et al. 2016, Zorlu et al.
2018). Na mariposa Bombyx mori possui um efeito positivo na sobrevivéncia, no peso
corporal e no sistema digestério (Wang et al. 2015). Entretanto, em larvas de outra
mariposa (Galleria mellonela), a ingestdao de TiO2 prejudicou a sobrevivéncia e 0
tempo de desenvolvimento (Zorlu et al. 2018), e no microcrustaceo Ceriodaphnia
dubia, interferiu na mortalidade e na expressao de genes envolvidos no estresse
oxidativo (Dalai et al. 2013). Tendo em vista os estudos supracitados, os efeitos TiO2
nos invertebrados variam de acordo com as espécies expostas e as concentragoes
utilizadas, sendo assim, a toxicidade de TiO2 tem que ser melhor investigada.

Ha mais de uma década, o declinio populacional das abelhas tem ganhado
destaque, e diferentes fatores foram apontados por influenciar essa reducao:
introducdo de espécies exdticas, mudancas no clima, aumento de predadores,
diminuicédo da diversidade floral, escassez de alimentos, dispersao de patdogenos, uso
demasiado de agrotoxicos e a interacdo entre esses parametros (Potts et al. 2010,
Alaux et al. 2010, Vidau et al. 2011). Os nano/micropoluentes ainda nao estao
associados a reducao das colbnias de abelhas, entretanto, o perigo diante a exposicao
delas a essas particulas tende a aumentar devido a crescente poluicdo ambiental por
nano/microparticulas (PlasticsEurope, 2018). Portanto, antecipar esse cenério é
fundamental para entender como essa nano/micropoluicao pode atuar em organismos
polinizadores como as abelhas. Em Megachile sp. ja foi descrito a construgdo de
ninhos utilizando fragmentos de plasticos, uma forma de utilizagcdo dos residuos
plasticos descartados na agricultura (Maclvor & Moore 2013, Allasino et al. 2019),
comprovando o0 quao importante € o estudo sobre a contaminagcdo por
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nano/microplasticos. Essa contaminacao também é comprovada em abelhas Apis
mellifera e Apis cerana coletadas em campo de diferentes localidades na China,
inclusive dos residuos mais encontrados destacam-se o PS e PET (polietileno) (Edo
et al. 2021, Deng et al. 2021).

Neste trabalho investigamos os possiveis efeitos da ingestao das particulas de
EPS, PET ou TiO2 durante a alimentagéo larval de Partamona helleri. Uma grande
propor¢cdo desses materiais é usada e descartada em ecossistemas visitados pelas
abelhas para coleta de recursos, expondo-as ao contato e ingestao desses poluentes
(Roex et al. 2013, Horton et al. 2017, Ojha et al. 2018). Além disso, 0 uso de uma
espécie de abelha nativa estimula a adequacgéo de avaliagdes de risco, uma vez que
considera a representatividade da espécie bioindicadora no ecossistema local.

2.0. MATERIAL E METODOS

2.1. Abelhas

As abelhas P. helleri que foram utilizadas para o experimento estdo
estabelecidas no campus da Universidade Federal de Vigosa (UFV), em Vigosa - MG
(202 45" 14" S e 42° 52' 55" O). Favos de cria contendo ovos foram retirados de trés
colénias e armazenados em placas de Petri em incubadoras (28 + 1°C, 70 £ 5% RH,
no escuro) até o inicio dos bioensaios. As larvas foram expostas durante o
desenvolvimento ao EPS, PET ou TiO2 (Bernardes et al. 2018, Botina et al. 2020).

2.2. Obtencao e caracterizacao das particulas

Os dois tipos de plasticos testados foram o EPS (Sigma-Aldrich) e PET (Sigma-
Aldrich), puros e sob a forma de granulos. Os granulos foram triturados em
liquidificador. As doses utilizadas nos bioensaios foram de 0% (controle),
500ng/abelha de EPS e 500 ng/abelha de PET. A particula nano-6xido metalica TiO2
(Mago Industria LTDA, Cotia, Sdo Paulo, Brasil) foi disponibilizada em pé e a sua dose
utilizada nos bioensaios foi de 10ug/abelha. O calculo para as doses utilizadas foi

derivado de testes preliminares com diferentes concentracdes, assim como, foram
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baseados em estudos anteriores (Zhu et al. 2018, Zorlu et al. 2018, Lopez-Muioz et
al. 2019, Wang et al. 2021).

A caracterizacao das particulas de plastico e do TiOz (Figura 1) foi realizada no
microscépio eletrénico de varredura MEV VP1430 LEO (LEO Electron Microscopy
Ltda., Cambridge, Reino Unido) do Centro de Microscopia e Microandlise da
Universidade Federal de Vicosa (NMM-UFV) e no MEV JEOL - JSM-6010LA do
Laboratério de Microscopia Eletrénica de Varredura (DPF-UFV), sendo que as
particulas foram coladas diretamente na fita adesiva dupla-face previamente montada

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

Figura 1. Micrografia eletrénica de varredura de microparticulas de plastico e de TiO2
(setas). (A) Poliestireno expandido (EPS); (B) Polietileno tereftalato (PET); (C) Dioxido
de titanio, TiOa.

2.3. Exposicao

Células de cria artificiais foram montadas em placas de polietileno de 96 pogos,
revestidas e fechadas com cera de Apis mellifera, obtidas do Apiario Central da UFV.
Cada célula de cria recebeu 40 pL de dieta, suficiente para o desenvolvimento larval
de operarias (Bernardes et al. 2018, Botina et al. 2020).

O alimento larval foi coletado dos favos de cria e misturado aos compostos nas
concentracdes testadas. Sendo que os microplasticos foram misturados diretamente
a 37 uL da dieta e depois adicionados 3 pL de agua, e o TiO2 foi diluido em trés pL de
agua para posterior mistura a 37 pL do alimento larval, totalizando assim 40 pL de
dieta contaminada com EPS ou PET ou TiOz adicionada as células de cria. Foram
utilizados 48 ovos em cada tratamento, incluindo o controle de cada colb6nia. Portanto,
cada tratamento possuiu 144 ovos provenientes de trés col6nias diferentes (n=576).
Os favos de cria (placas de polietileno contendo os ovos) foram colocados dentro de
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frascos dessecadores de vidro, mantidos em incubadora a 28 + 1 °C, sob escuridao
total e umidade relativa (UR) de 95 + 5% até o término da alimentagao larval.

Apo6s o término do consumo do alimento, a umidade dentro do dessecador foi
alterada utilizando uma solugao saturada de cloreto de sodio para manté-la a 70 £ 5%
de UR até a emergéncia dos adultos (Bernardes et al. 2018, Botina et al. 2020).

Apés emergéncia, os adultos foram marcados de acordo com a data de
emergéncia com tinta atoxica (Acrilex Tintas Especiais S.A., Sao Bernardo do Campo,
Sao Paulo, Brasil) e mantidos em potes de plastico de 500m|
a28+1°Ce70+5%de UR. As operarias foram alimentadas com 50% mel de abelhas
meliferas e 50% de agua destilada, fornecidas ad libitum.

2.4. Sobrevivéncia e massa corporal

A avaliagao da sobrevivéncia foi feita diariamente. As abelhas que ndo foram
identificadas como operarias e os ovos que nao eclodiram foram excluidos das
analises. Individuos que nao apresentaram movimento respiratério (movimento da
abertura do espiraculos) ou apresentaram uma coloragdo escura foram considerados
mortos e descartados para evitar possiveis contaminagdes nas placas. Individuos com
alteracao morfolégica foi considerado deformado. As pupas, com aproximadamente
24 dias apds eclosao, foram analisadas em estereomicroscépio para verificacdo do
sexo, de acordo com suas caracteristicas morfoldégicas (Michener 1944). Operarias
adultas foram pesadas em balanca analitica para registro da massa corporal logo apés
a emergéncia (< 24 horas de idade adulta).

2.5. Comportamento de locomocao

Para avaliacdo do comportamento de locomocéo, foi feita uma gravacdo com
operarias com trés dias de idade em uma placa de Petri (9 cm de diametro e 2 cm de
altura), durante 10 minutos, com auxilio de uma cémera de video digital (HDR-
XR520V, Sony Corporation) a 24 fps (frames per second) e alta definicao (1920 x 1080
pixels) em uma sala a 25 £ 3 °C e 70 £ 5% de umidade relativa com trés lampadas de
led vermelho (seis watts) colocadas 50 cm acima das arenas. Os videos foram
analisados pelo programa de video rastreamento Ethoflow® (Bernardes et al. 2021,
Instituto Nacional de Propriedade Industrial-INPI, Brasil, BR 51 2020 000737-6). Isso
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possibilitou analisar os efeitos da ingestao das particulas de acordo com as variaveis
associadas ao comportamento de locomogéo: velocidade média (cm/s), meandros
(°/cm; a soma absoluta do angulo que o individuo girou, dividido pela distancia que o
individuo percorreu durante o video), tempo(s) de repouso e interacdes (todas as
interacdes de um individuo com os demais do grupo); interacdo foi considerada
quando os individuos se aproximaram de uma distancia < 0,68 cm. A definicao
matematica dessas variaveis pode ser encontrada em Bernardes et al. (2021). Foram
analisados em média cinco individuos tratados com cada composto (EPS, PET ou
TiO2) e cinco do controle para duas coldnias diferentes em cada arena, perfazendo o
experimento em duplicata técnica com um total de 72 abelhas (Videos

suplementares).

2.6. Contagem total de hemocitos

Para coleta da hemolinfa, 10 uL de solucao anticoagulante (0,098 M de NaOH,
0,145 M de NaCl, 0,017 Mde EDTA e 0,041 M de acido citrico, pH 4,5) foram injetados
no primeiro segmento do abdémen das abelhas imobilizada a frio (+ 4 °C), com uma
seringa para aplicacao de insulina (modificada de Araujo et al. 2008, Ravaiano et al.
2018ab, Viana et al. 2020). Uma micropipeta e ponteiras previamente siliconadas com
SigmaCote (Sigma) foram utilizadas para coletar a hemolinfa (10 pyL). A hemolinfa
coletada foi dispensada diretamente (sem diluicdo apds a coleta) em camara de
Neubauer melhorada. A contagem total dos hemdcitos foi feita ao microscépio dptico
(Primo Star, Zeiss) com aumento final de 400x. Trés abelhas expostas a cada
tratamento (EPS, PET, TiO2 ou controle) foram utilizadas de trés col6nias diferentes
(n=36).

2.7. Contagem diferencial de hemocitos

Apés a injecao de 10 pL de solugao anticoagulante, a quantidade maxima de
hemolinfa extravasada foi coletada de cada abelha perfazendo um pool com trés
individuos. A hemolinfa foi dispensada em laminas de vidro em linhas paralelas e
permaneceu em repouso por 20 min para aderéncia das células e secagem. As

amostras foram fixadas com metanol por 10 min, coradas com solucdo Giemsa em
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tampao Sérensem (0,06M, pH 6,8), na proporgcéo 1:30 (v/v), por 15 min e, finalmente
foram lavadas com agua corrente (Amaral et al. 2010).

Para cada tratamento, foram analisadas quatro laminas com um pool de
hemolinfa de trés individuos de cada tratamento. As células foram identificadas e
caracterizadas em microscopio éptico (Olympus BX53). Para contagem diferencial de
hemocitos (CDH), duzentas células foram consideradas por lamina para se estimar o
namero médio de trés tipos principais de hemdcitos (prohemdcitos, granuldcitos e
plasmatdcitos) (Figura 2) por individuo (Adaptado de Ravaiano et al. 2018ab).

? ;1 k-

20 pm 10 pm 10 pm

Figura 2. Hemdcitos de operarias recém-emergidas de Partamona helleri com trés
dias de idade e corados com Giemsa. (A). Prohemdcitos com formato redondo com o
nucleo (n) ocupando a maior parte da célula. (B). Granul6citos em formato redondo
com nucleos arredondados (n). (C). Plasmatécitos em formato de meia-lua com o

nucleo redondo central (n).

2.8. Analise estatistica

A longevidade da fase imatura (periodos de larva e pupa somados) foi
submetida a analise de sobrevivéncia pelo teste de log-Rank, com censura
estabelecida na mudanca dos individuos para a fase adulta. O peso dos adultos foi
submetido a um modelo linear. A contagem total de hemocitos foi submetida a um
modelo linear generalizado com distribuicdo de Poisson do erro. As propor¢cdes de
prohemdéticos, granuldcitos e plasmatocitos obtidas na contagem diferencial e a
proporcao de pupas deformadas foram submetidas a modelos lineares generalizados
com distribuicdo binomial do erro. Em todos os modelos, lineares e lineares
generalizados, os tratamentos com as nano/microparticulas e as colbnias foram

consideradas como efeitos fixos e testados, respectivamente, através do teste F e de
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chi-quadrado considerando 5% de significancia em ambos os testes. Além disso, o
teste de Tukey a 5% de significancia foi realizado quando os efeitos fixos dos
tratamentos foram significativos. Todas as analises foram realizadas no software R.
Os dados do comportamento de locomocdo foram submetidos a andlise de
coordenadas principais (PCoA) com base na matriz de dissimilaridade de Mahalanobis
(adequada para dados com variaveis medidas em diferentes escalas), e uma analise
de variancia multivariada permutacional (PERMANOVA) com 10.000 permutacées foi
realizada para testar diferenca significativa entre os tratamentos. Contrastes pareados
entre os tratamentos foram aplicados com ajuste de Holm. Um teste de
homogeneidade de dispersdo multivariada (PERMDISP) foi utilizado para verificar a
suposicao da homogeneidade da PERMANOVA (Anderson 2017). Os contrastes
pareados entre os tratamentos dos grupos foram aplicados com ajuste de Holm. Essas
analises foram realizadas no software R (R Core Team 2021) usando o pacote vegan
(Oksanen et al. 2019).

3.0. RESULTADOS

Nao foi encontrada diferenga significativa na sobrevivéncia dos imaturos de P.
helleri submetidos a dietas com particulas de EPS, PET ou TiO2 em comparacao com
o controle (x> = 2.609; df = 3; p = 0.544; Figura 3). O peso dos adultos foi
significativamente alterado pelos tratamentos (Fs,354 = 14,637; p < 0,001), sendo maior
em relacdo ao controle (Figura 4). Nao houve diferencga significativa na proporcao de
pupas deformadas entre os tratamentos (x? = 2,0026; df = 3; p = 0,572); cuja valor
geral foi de 0,048 + 0,013 (desvio-padrao).



38

== Control EPS == PET == TiO>

1.00+ -|-|.
e o e T M ==

_———___—'

o o
(o)) ~
T T

Survival probability
o
N
[$)]

0.004

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52
B Time (days)
Number at risk

= 121 M7 M5 M6 115 114 112 109 109 109 108 94 27
107 101 97 97 97 97 97 97 97 97 97 88 62
117 113 109 109 106 105 104 104 104 104 104 96 49
92 88 84 84 82 82 81 7% 78 78 77 74 37

T T T T T T T T T T T T T

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52
Time (days)

I
o O = O

Figura 3. (A) Sobrevivéncia de imaturos de Partamona helleri alimentados com dieta
larval contendo EPS, PET ou TiO2. Apenas agua adicionada a dieta foi considerada
como controle. O teste de log-Rank geral ndo indicou diferencga significativa entre pelo
menos um dos contrates entre tratamentos (x? = 2,609; df = 3; p = 0,544). (B) A tabela
mostra o numero de abelhas que permaneceram em risco em cada tratamento ao

longo da avaliagéo.
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Figura 4. Peso dos adultos de Partamona helleri provenientes de larvas alimentadas
em dieta contendo EPS, PET, TiO2 ou controle. Diferentes letras indicam diferenga

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

O comportamento de locomogao variou entre os tratamentos (PERMANOVA: F
3,68 = 3,87, p < 0,001, R? = 0,15) (Figura 5A, Tabela suplementar 1). A principal
variavel (que apresentou maior importancia) em relagdo a dimensdo PCoA1 foi o
repouso (Figura 5B), como também indicado na ordenacdo da PCoA1 em abelhas
alimentadas com particulas de PET ou TIO2, que apresentaram valores maiores
(Figura 5A). A variavel apresentou maior evidéncia negativa foi a interagdo com a
dimensao PCoA2 (Figura 5B). Assim, as abelhas nos tratamentos com as particulas
de PET e TIO2 tenderam a interagir mais (Figura 5C), uma vez que eles apresentaram
valores menores em relagédo a ordenacdo no PCoA2 (Figura 5A).
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Figura 5. Comportamento de locomogdo de operarias de Partamona helleri
provenientes de larvas alimentadas com particulas de EPS, PET, TiO2 ou controle
durante 10 minutos. As variaveis comportamentais avaliadas foram velocidade média
(cm/s), meandros (°/cm; a soma absoluta do dngulo que o individuo girou dividido pela
distancia que o individuo percorreu), tempo de repouso (s) e interagdes (considerada
interacdo quando as abelhas se aproximaram uma distédncia < 0,68 cm). (A)
Ordenacao da andlise de coordenadas principais (PCoA) da matriz de dissimilaridade
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de Mahalanobis entre os tratamentos. As diferencas dos tratamentos foram
comparadas por andlise de variancia multivariada permutacional (PERMANOVA).
Cada ponto representa uma amostra (n=72), e os segmentos unem pontos ao seu
centroide. (B) Diagrama de correlagdes entre as duas dimensdes (PcoA 1 e PcoA 2)
da PcoA e as varidveis comportamentais. A espessura das conexdes do arco
representa o valor de correlagdo, bem como a barra horizontal. (C) Parcela dividida
por tratamentos exibindo distribuicdo (ou seja, caixas indicando a mediana e
dispersao; quartis inferior e superior) das variaveis comportamentais avaliadas nas
abelhas. Cada caracteristica foi dimensionada (normalizada) para o intervalo padréo
(média =0 e desvio padrao = 1), subtraindo a média de cada variavel e dividindo pelo

seu desvio padréo.

A CTH foi afetada significativamente nos individuos tratados em comparacao
ao controle (x? = 146,923; df = 3; p < 0,001). Abelhas alimentadas com PET ou TiO2
aumentaram significativamente a CTH, enquanto, as abelhas alimentadas com EPS,
a CTH diminuiu em comparacao ao controle (Figura 6). A inclusdo dos poluentes na
dieta larval ndo fez diferenca significativa na proporg¢éo dos granulécitos dos adultos
(X2 = 5,9966; df = 3; p = 0,1118), porém, eles alteram significativamente a proporcdo
dos prohemacitos (x? = 11,5381; df = 3; p = 0,009) e dos plasmatdcitos (x° = 40,329;
df = 3; p < 0,001) em comparagao ao controle. Nesse caso, em abelhas alimentadas
com EPS a proporcao de prohemdcitos aumentou (Figura 7), enquanto o tratamento
com EPS e o PET a proporcao de plasmatécitos diminuiu (Figura 8) em comparacéo

ao controle.
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Figura 6. Contagem total de hemocidos (CTH) dos adultos de Partamona helleri
provenientes de larvas alimentadas em dieta contendo EPS, PET, TiO2 ou controle.
Diferentes letras indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 7. Proporcédo de prohemacitos dos adultos de Partamona helleri provenientes
de larvas alimentadas em dieta contendo EPS, PET, TiO2z ou controle. Diferentes letras
indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 8. Proporgao de plasmatécitos dos adultos de Partamona helleri provenientes
de larvas alimentadas em dieta contendo EPS, PET, TiO2z ou controle. Diferentes letras
indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

4.0 DISCUSSAO

Nano/microparticulas plasticas ou de metal sdo encontradas em quase todos
os ambientes representando uma ameaca emergente a conservacido e a
biodiversidade (Chowdappa & Gowda, 2013, Aziz et al. 2015, 2016, PlasticsEurope
2018). Muitos estudos relatam uma variedade de efeitos que eles podem causar, de
insignificante até prejudicial, porém, pouco se sabe sobre o seu efeito na biota
terrestre, e principalmente dos possiveis impactos nos polinizadores. Nossa pesquisa
foi pioneira em avaliar os efeitos da ingestao de particulas de plasticos (EPS ou PET)
e TiOz por P. helleri. A ingestdo nao alterou a sobrevivéncia e morfologia das abelhas,
entretanto, o peso, o comportamento de locomogéo, a CTH e CDH foram alterados
em comparagao com o controle.

Altas concentragdes da ingestdo de nano/microparticulas poluentes possuem
efeitos prejudiciais aos organismos, essas particulas podem ser bioacumuladas na
cadeia alimentar (Huerta Lwanga et al. 2016, Messinetti et al. 2018, Al Naggar et al.
2018, Ferrara et al. 2020, Al Naggar et al. 2021). Por exemplo, em adultos do ourigo-
do-mar Paracentrotus lividus, da ascidia Ciona robusta, e da minhoca Lumbricus
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terrestris, a sobrevivéncia e o desenvolvimento foram prejudicados ap6s a ingestéao
de microplasticos (Huerta Lwanga et al. 2016, Messinetti et al. 2018), assim como, em
adultos A. mellifera houve uma maior mortalidade apds a ingestao de éxidos metalicos
(Al Naggar et al. 2018) e ap6s a ingestdo de PS (Wang et al. 2022). Entretanto, a
sobrevivéncia e o desenvolvimento de P. helleri submetidos a dieta contendo
particulas poluentes néo foi afetada. Isso pode ser devido ao fato de as concentragdes
ingeridas tenham sido subletais. Esse resultado € semelhante ao observado em
adultos A. mellifera ap6és a ingestdao de microparticulas de polietileno em baixas
concentragdes, onde o efeito significativo na mortalidade foi encontrado somente para
concentragdes mais altas (Balzani et al. 2022). Essa diversidade de respostas
ressaltam a importancia de estudos considerando a ingestao de particulas poluentes
com diferentes animais terrestres.

Um impacto na alimentacdo e, consequentemente, reducdo do peso foi
observado em adultos do copépode Calanus helgolandicus e em adultos de A.
mellifera apds ingestao de microplastico poliestileno e de 6xidos metélicos de chumbo
e cadmio, respectivamente (Cole et al. 2015, Al Naggar et al. 2018). A reducédo do
peso também foi observada em A. mellifera ap6s o consumo de nanoparticulas de PS,
assim como a acumulacdo dessas particulas no reto e/ou aderéncia no pdlen
germinativo e bactérias intestinais (Wang et al. 2022). No caso de P. helleri, foi
observado um aumento na massa corpérea das abelhas que ingeriram as particulas
poluentes em comparacao ao controle, e esse resultado pode ser explicado pelo fato
de que essas particulas se acumulam no corpo das abelhas (Deng et al. 2021, Wang
et al. 2022), podendo alterar a expressao génica da resposta de desintoxicagédo e
equilibrio energético (Wang et al. 2022), levando ao acumulo da massa corporal. Esse
aumento também foi observado para larvas de Bombis mori ap6s a ingestao de TiO2
(Wang et al. 2015, Li et al. 2016). E importante observar que ocorre uma variagéo na
massa corpdérea dependente dos compostos ingeridos e das espécies analisadas.
Estudos comportamentais (como a analise do comportamento de v6o), assim como,
estudos em diferentes 6rgaos das abelhas terdo que ser realizados para comprovar a
presenca destas particulas e qual seria o efeito desse acumulo.

A capacidade cognitiva comportamental dos animais pode ser comprometida
apos a ingestao das nano/microparticulas poluidoras (von Moos et al. 2012, Al Naggar
et al. 2018, Deng et al. 2021, Balzani et al. 2022). Por exemplo, em adultos A. mellifera
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lingustica, o comportamento alimentar foi afetado de forma dependente da
concentragdo ingerida, com uma ingestdo maior de alimento quando expostas a
baixas concentrac6es de PE, e a alta concentracao afetou a capacidade das abelhas
de responder a sacarose (Balzani et al 2022). O comportamento alimentar em adultos
A. mellifera variou de acordo com o composto metalico ingerido, de forma que a
ingestdo de cadmio ou cobre ndo alterou sensibilidade a sacarose, mas foi alterada
apds o consumo de chumbo (Burden et al. 2019). A ingestao de particulas PET ou
TIO2 em concentracbes subletais também afetou o caminhamento de P. helleri. A
capacidade cognitiva € essencial no processo de polinizagdo e manutencdo das
coldnias, o estudo sobre a ingestdo de nano/microparticulas poluentes por abelhas &
de grande relevancia, pois qualquer dano comportamental nos individuos pode
comprometer a sobrevivéncia das colbnias.

A quantidade de hemdcitos € um importante parametro para entender a
resposta imune celular diante de um estresse ambiental (Brandt et al. 2016, 2017,
Quintana et al. 2019). Considerando isso, a CTH foi determinada em adultos P. helleri
apds a ingestdo de particulas poluentes durante a fase larval. Essa resposta foi
alterada, tendo em vista que a CTH aumentou nas abelhas tratadas com PET ou TiOz
em relagdo ao controle. Um aumento de CTH também foi relatado em adultos do
crustaceo Procambarus clarkii, ap6s a ingestdo de particulas de PS (Capanni et al.
2021), entretanto, a CTH nao foi alterada em adultos do mexilhdo Mytilus
galloprovincialis ap6s ingestao do PS (Auguste et al. 2020). Em contrapartida, houve
uma reducao na CTH em comparacgéo ao controle em abelhas alimentadas com EPS.
Essa imunossupressdo também foi constatada em adultos do molusco Tegillarca
granosa e do crustaceo Procambarus clarkii apds a ingestao do microplastico PS e
polietileno, respectivamente (Shi et al. 2020, Zhang et al. 2022), assim como em
adultos do mexilhdo Mytilus coruscus apés ingestao de nanoparticula TiO2 (Wang et
al. 2019). Estes dados da literatura, juntamente com os dados do nosso trabalho,
sugerem que os efeitos sobre a CTH dependem do composto testado e das espécies
expostas. Reducbes na quantidade de hemécitos circulantes pode prejudicar a
fagocitose, nodulagdo e encapsulagdo, bem como, a melanizagédo, o transporte e a
estocagem de nutrientes, além da coagulacdo, cicatrizacdo, e a desintoxicacado
(Lavine & Strand 2002, Strand 2008). Sendo assim, a ingestao de particulas poluentes



46

durante a fase larval compromete a resposta imune celular de adultos de P. helleri, e
provavelmente, prejudica as suas colonias.

Uma outra maneira importante utilizada para mensurar a defesa celular é a
CDH devido a resposta imune ser mediada por hemdcitos, responsaveis pela
fagocitose, formacdo de nddulos e encapsulagdo (Lavine & Strand 2002). A
alimentacao com EPS aumentou a proporgcado de prohemdécitos (células-tronco) em
comparacao com o controle, e possivelmente isso acontece para remediar a formacéao
de outros hemdcitos (Lanot et al. 2001), tendo em vista que essas células dao origem
a outros hemdcitos (Lanot et al. 2001, Lavine & Strand 2002). Todavia, a propor¢céo
de granuldcitos néo foi alterada apds a exposicdo, como eles sdo as células imunes
mais ativas, era esperado uma alteracdo na sua quantidade em abelha tratadas.
Tendo em vista que, a quantidade de granul6citos em circulacdo depende da sua
prépria divisdo apds a diferenciacao (Gardiner & Strand 2000), e a sua diferenciagéo
foi sugerida a partir dos plasmatocitos oriundo dos prohemacitos, ou diretamente dos
prohemécitos (Yamashita & Iwabuchi 2001, Lavine & Strand 2002). E como as
quantidades de prohemécitos e plasmatécitos foram alteradas com a ingestao de
particulas de EPS ou PET, sugere-se uma ocultacdo na resposta dos granuldcitos
oriundos de abelhas tratadas em comparacdo ao controle. A quantidade de
plasmatécitos (células-fagociticas) diminuiu nas abelhas alimentadas com EPS ou
PET. Essa imunossupressdao pode ser devida a esses hemécitos aderirem a
superficies de alvos abidticos no processo de encapsulacao (Lavine & Strand 2001,
2002), constituindo uma barreira entorno das particulas que poderiam estar na
cavidade corpdrea, o que precisa ser investigado.

Danos ocasionados por particulas microplasticas e 6éxidos metalicos foram
observados em abelhas (Ozkan et al 2014, Nikolic et al. 2015, Al Naggar et al. 2018,
Deng et al. 2021, Wang et al. 2021, Balzani et al. 2022). Em adultos de A. mellifera
ligustica, a exposicdo ao microplastico de PE afetou a sobrevivéncia e o
comportamento (Balzani et al. 2022). A ingestao de particulas de PS por adultos de
A. mellifera e A. cerana danificou o intestino médio, alterou a microbiota intestinal e a
expressao génica (Wang et al. 2021, Deng et al. 2021, Wang et al. 2022). Todavia, a
exposi¢cdo aos metais chumbo e zinco, e a ingestdo aos 6xidos de chumbo e de
cadmio em adultos de A. mellifera diminui a sobrevivéncia e a taxa de alimentacao e
alterou a expresséo dos genes envolvidos no extresse oxidativo (Nikolic et al. 2015,
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Al Naggar et al. 2018). Além dos danos indicados acima, no nosso trabalho foi
comprovado que a ingestdo de particulas plasticas e de TiO2 ocasionam alteragcdes
comportamentais, fisioldégicas e imunes em P. helleri.

O presente trabalho é um estudo inovador, sendo o primeiro a avaliar os efeitos
da ingestao de particulas de plésticos e de TiO2 na sobrevivéncia, desenvolvimento e
massa corporal de P. helleri, bem como avaliar a dindmica comportamental e células
da resposta imune diante da ingestao destes componentes. Embora a exposicéo a
nano/microparticulas poluidoras nao seja um fator reconhecido por influenciar o
declinio populacional das abelhas, alteragdes fisioldgicos, imunes e comportamentais
foram ocasionados as abelhas sem ferrdo pela ingestdo destes poluentes em
condicdes controladas. Portanto, a contaminagédo por nano/microparticulas plasticas
ou de TiOz2tem potencial para ocasionar efeitos subletais nas col6nias. Os dados aqui
expostos mostram que a exposigcdo a microparticulas poluidoras pode ser um dos
fatores que influenciam o declinio populacional de polinizadores, e entender como
esses fatores atuam e se relacionam é crucial para gerar informacoes a fim de apoiar
estratégias na conservacao de polinizadores. Enfatizamos a necessidade de estudos
ecotoxicoldégicos de campo para melhor compreender o papel das
nano/microparticulas poluidoras no declinio da populagéao de abelhas.
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Material suplementar

Tabela suplementar 1. Contraste pareado entre os tratamentos (aplicado com um
ajuste de Holm) na analise de variancia permutacional multivariada (PERMANOVA) a
partir de dados do comportamento de locomogéo de abelhas alimentadas com as
particulas de EPS, PET ou TiO2. Apenas agua adicionada a dieta larval foi
considerada como controle. O asterisco indica diferenca significativa realizada pela
andlise de variancia multivariada permutacional (PERMANOVA) (p < 0,05).

Pairs F value R? P value
Contol vs EPS 1.007239 0.0258218 0.632
Contol vs PET 6.369638 0.1704496 0.006 *
Contol vs TIO2 2.777827 0.0776410 0.144

EPSvs PET 7.702928 0.1519228 0.006 *
EPSvs TIO2 4.409361 0.0892414 0.024 *
PETvs TIO2 1.301889 0.0331253 0.632

Videos suplementares. Atividade de locomoc¢ao de operarias de Partamona helleri
proveniente de larvas alimentadas com dieta contendo EPS, PET e TiO2. Apenas agua
adicionada a dieta larval foi considerada como controle. As diferentes letras

representam a identidade dos individuos.

Video suplementar 1. Abelhas alimentadas com solucdo sem contaminacao
(controle). Link de acesso:
https://drive.google.com/file/d/1JGA7PByg0oNz2tAX9qJkyjSoVG epXcZ/view?usp=s

haring

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


https://drive.google.com/file/d/1JGA7PByg0oNz2tAX9qJkyjSoVG_epXcZ/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1JGA7PByg0oNz2tAX9qJkyjSoVG_epXcZ/view?usp=sharing
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Link de acesso: https:/drive.google.com/file/d/1bclXpoovU8JRKV8QRDbIQ-Ib-
qdCeEMIly/view?usp=sharing

Video suplementar 3 Abelhas alimentadas com dieta contaminada com PET.
Link de acesso: https://drive.google.com/file/d/1ddd3-efHO5YK-
al7rkl1Srm4 5QPFkEe/view?usp=sharing

Video suplementar 4 Abelhas alimentadas com dieta contaminada com TiOz.
Link de acesso: https://drive.google.com/file/d/12durkOI9Ah3FIwFb4iUcU-

Cor9jlQBoj/view?usp=sharing



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

Paratransgenesis consists of genetically engineering an insect symbiont to control vector-borne diseases. Biosafety assess-
ments are a prerequisite for the use of genetically modified organisms (GMOs). Assessments rely on the measurement of
the possible impacts of GMOs on different organisms, including beneficial organisms, such as pollinators. The bacterium
Serratia AS1 has been genetically modified to express anti-Plasmodium effector proteins and does not impose a fitness cost
on mosquitoes that carry it. In the present study, we assessed the impact of this bacterium on the native bee Partamona
helleri (Meliponini), an ecologically important species in Brazil. Serratia eGFP AS1 (recombinant strain) or a wild strain
of Serratia marcescens were suspended in a sucrose solution and fed to foragers, followed by measurements of survival,
feeding rate, and behavior (walking and flying). These bacteria did not change any of the variables measured at 24, 72, and
144 h after the onset of the experiment. Recombinant and wild bacteria were detected in the homogenates of digestive tract
during the 144 h period analyzed, but their numbers decreased with time. The recombinant strain was detected in the midgut
at 24 h and in the hindgut at 72 h and 144 h after the onset of the experiment under the fluorescent microscope. As reported
for mosquitoes, Serratia eGFP AS1 did not compromise the foragers of P. helleri, an ecologically relevant bee.

Keywords Bees - Genetically modified organism - Pollinator - Risk assessment - Serratia - Stingless bee

Introduction is based primarily on reducing vector populations with
insecticides and using antimalarial drugs [1]. These tools
Malaria is one of the deadliest infectious diseases world- have been ineffective due to the development of mosquito

wide. Plasmodium parasites, the causative agents of  insecticide resistance and parasite drug resistance [1]. The
malaria, are transmitted to humans through the bite of  development of new tools to combat this disease is of high
infected female Anopheles mosquitoes. Control of malaria  priority.
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Paratransgenesis, the genetic manipulation of insect sym-
biotic microorganisms to block pathogen transmission, is a
promising strategy for controlling insect-borne diseases. Its
effectiveness is enhanced by the fact that bacteria share the
same compartment, the midgut, with the pathogens transmit-
ted by the insects and because bacterial numbers increase
dramatically following a blood meal [2, 3]. The facultative
aerobic and gram-negative rod-shaped bacteria of the genus
Serratia (Enterobacteriaceae) are common components of
the midgut microbiota. This genus is a symbiont of many
arthropods, such as mosquitoes, bees, sandflies, ticks. and
aphids [4-9].

The potential of Serratia eGFP AS1 (Serratia marsce-
scens, AS1 strain) for paratransgenesis has been demon-
strated [10-12]. The gene encoding the green fluorescent
protein (eGFP) has been integrated into the Serratia ¢eGFP
AS1 chromosome. This bacterium contains a plasmid with
five anti-Plasmodium effector genes [(MP2) 2—Scorpine—
(EPIP) 4—Shival—(SM1) 2] under the control of a single
promoter, which inhibits the development of Plasmodium
Jalciparum in female Anopheles gambiae and Anopheles ste-
phensi [10]. Both SM1 and MP2 (midgut peptides 1 and 2,
respectively) bind to the mosquito midgut surface and inhibit
Plasmodium invasion [13, 14]. Scorpine is an antimicrobial
peptide found in the venom of the scorpion Pandinus imper-
ator and prevents the formation of gametes and ookinetes
of Plasmodium berghei [15]. EPIP (enolase-plasminogen
interaction peptide) inhibits mosquito midgut invasion by
preventing plasminogen binding to the ookinete surface [13].
The Shival or cecropin-like synthetic antimicrobial lytic
peptide kills P. falciparum [16]. All these effector proteins
strongly inhibited this pathogen. reducing the oocyst load
by up to 93% [10].

The use of any genetically modified organism (GMQ)
for biological control should impose a minimal cost to ils
insect carrier [2]. Moreover, a thorough risk assessment (o
the environment is required before introduction in the field
[17]. These assessments include investigating the transfer
routes of GMOs, which can be vertical (from mother to off-
spring), transstadial (between developmental stages), and
horizontal (from one individual to another, without being
parental), as well as from the effects of the GMO on behav-
ior, survival, and reproduction of potential hosts [10, 11].

The horizontal transfer of the GMO between organisms
can occur through the sharing of common resources [10, 18,
19], for example, by water contaminated with the GMO [12].
Normative institutions, such as CTNBio (National Technical
Commission of Biosafety, Ministry of Science, Technology
and Innovation, Brazil), also require the assessment of the
interaction of paratransgenic individuals with the environ-
ment, which includes a particular concern regarding the pos-
sible harmful effects of GMO on non-target organisms [17],
including pollinators [20]. Since bees, as pollinators, play

a significant role in maintaining biodiversity [21, 22], these
organisms are widely recognized for integrating risk assess-
ment protocols [23-26].

Forager bees perform out-colony tasks, including the
search for resources (i.e., water, fiber, resin, nectar, and pol-
len), which are in direct contact with the external environ-
ment [27]. Therefore, risk assessments are preferably carried
out on foragers and include assessments of lethality and.
to a lesser extent, sublethal effects [28, 29]. Such assess-
ment studies are mostly carried out with the honey bee Apis
mellifera as a model organism, but this species is exotic in
Neotropical environments such as South America [29, 30].
In this sense, stingless bees (Meliponini) are more repre-
sentative of Neotropical ecosystems [22, 29] as pollinators
of native and cultivated plants [31]. Therefore, stingless
bees should be considered in studies to measure the poten-
tial risks of GMOs.

The ability of bees to withstand environmental stressors
is linked to the gut microbiota [32, 33]. In addition, the gut
microbiota can influence the behavior, metabolism, growth,
and development of hosts [34, 35]. The microbiota is highly
conserved among several species of stingless bees [36]. The
stingless bee Partamona helleri (Meliponini) has a wide
range of dominant bacterial genera (approximately 33), and
the genus Serratia has also been found in this species [8].
Certain Serratia species can also be pathogenic to bees, as
was observed for the S. marcescens sicaria strain (Ssl) in
honeybee adults [37].

This work evaluated the risk to foragers of P. helleri of
ingestion of the genetically modified Serratia eGFP AS1,
carrying anti-Plasmodium effectors. We investigated sur-
vival, food ingestion (i.e., feeding rate), and walking and
flight activities of foragers as it relales to the evaluation of
safety o the environment.

Materials and Methods
Bees

Foragers from five colonies of P. helleri, 25 or more days old
[27], were obtained from the Central Apiary at the Universi-
dade Federal de Vigosa (UFV), Vigosa—MG (207 45'14"S;
42° 52' 55"). These colonies were unrelated and collected in
different locations under license 1D75536 (ICMBio — SIS-
BIO, Ministério do Meio Ambiente, Brazil). The foragers
were captured with a glass bottle at the hive entrance and
immediately transported to the Insect Molecular Biology
Laboratory (UFV) without controlling the temperature or
luminosity. The bees were anesthetized with carbon dioxide
for 5 s and then transferred to 500 mL round transparent
plastic pots. The foraging bees fasted for 1 h in an incuba-
tor (28 +1 °C, 70 +5% relative humidity (RH), in the dark)
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until the bioassays began. This fasting period is necessary
to stimulate the ingestion of food provided in oral exposure
tests [38].

Bacteria

Serratia eGFP AS1 (GenBank: KY935421) was genetically
modified to express eGFP (pBAM2-GFP), antimalarial
effector proteins [(MP2) 2—Scorpine—(EPIP) 4—Shival—
(SM1) 2], and resistance to the antibiotic kanamycin. This
strain has a yellowish beige color [10]. The wild strain S.
marcescens (wild strain MINDQ1) synthesizes prodigiosin,
a naturally reddish pigment at 28 °C, and does not grow
in the presence of kanamycin. The recombinant bacterium
was provided by the Department of Molecular Microbiology
and Immunology, Malaria Research Institute, Johns Hopkins
Bloomberg School of Public Health (Baltimore, USA). The
wild bacterium was kindly provided by Dr. Maria Cristina
Dantas Vanetti at the Industrial Microbiology Laboratory
(UFV). Serratia cGFP AS1 was cultured under license CQB
024/97 at the Laboratdrio de Imunoquimica e Glicobiologia
(DBG-UFV). Both strains were grown for 24 h at 28 °C in
Petri dishes containing Luria Bertani (LB) broth (compo-
sition per liter: 10 g tryptone, 5 g yeast extract, and 10 g
NaCl) (Lenoxx—L3022 Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
USA), with 2% agar (Himedia ® —RMO026 Technical Data,
Mumbai, Maharashtra, India), supplemented with or with-
out kanamycin sulfate (100 pg/mL) (Gibco™—11,815,032
ThermoFisher, Burlington, Ontario, Canada) to obtain iso-
lated colonics. Subsequently, bacteria from each isolated
colony were cultured separately for 24 h at 28 °C in 100 mL
glass test tubes containing 5 mL of liquid LB medium. Bac-
teria stocks in LB medium supplemented with 20% glycerol
were stored at — 80 °C for later use.

Exposure to the Bacteria

The bacteria (recombinant and wild) stocks were thawed and
cultured for 24 h in liquid LB medium at 28 °C and diluted
in sterilized sucrose solution (50% v/v) to a final concen-
tration of 10® cells/mL, which was verified with the final
optical density (OD) 600 nm of 0.1. Different diets were
prepared to expose the bees to four separate treatments: (1)
sucrose only (control), (2) sterile LB with sucrose (1:1), (3)
Serratia eGFP AS| (recombinant) with sucrose, and (4) wild
8. marcescens with sucrose. For each treatment, we used 20
foragers of each of the five experimental colonies (n = 100
bees per treatment). The experiment was carried out in two
independent sets (see below), resulting in a total sampling
size of n = 800 bees.

Each diet was offered to 20 bees in a 2 mL microtube
drilled at the bottom and inserted through a hole in a 500 mL
plastic pot [38]. After 24 h exposure, the diet was changed,
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and the bees received only 50% sucrose solution (v/v) for the
next 120 h. In the first experiment set, the survival and food
consumption over 144 h (n=400 bees) after the onset of the
experiment were assessed. In the second set, the behavior at
72 h and the presence of bacteria in the digestive tract and
ovary (n=400 bees) at 24, 72, and 144 h after the onset of

the experiment were assessed.
Survival and Food Consumption

Survival was monitored every 24 h for 144 h. Individuals
were considered dead when they did not move after stimula-
tion with forceps, and dead bees were discarded [38].

Food consumption was measured by weighing the micro-
tubes on an analytical scale. The weights of the microtubes
with the sucrose solution were recorded before feeding and
then again before switching. The food, which contained the
four different diets, was offered for 24 h. The tubes with the
remaining food were then weighed. After 24 h, the micro-
tubes were replaced with microtubes containing only sucrose
solution, and the weights of the microtubes were measured
48, 72, 96, 120, and 144 h after the beginning of the assay.
Plastic pots without bees, but with microtubes containing
sucrose (50% v/v), were kept under experimental conditions
to estimate the losses by evaporation. These values were
used to correct the feeding rate (amount of food consumed
by a given group minus the evaporated liquid) [8, 38, 39].

Detection of Bacteria in the Digestive Tract
and Ovary

The presence of Serratia eGFP AS1 and 8. marcescens
(wild) in the digestive tract of bees was assessed. Fifteen
bees (3 bees per colony, totaling 5 colonies) were used for
each treatment (i.e., different diets) at 24, 72, and 144 h
(n=180 bees) after the beginning of the assay. The bees
were anesthetized on ice. The anesthetized workers (i.e.,
live but without movements) were sterilized for 3 min with
70% ethanol and washed three times with sterile phosphate-
buffered saline (PBS; 0.1 M, pH 7.2). The digestive tract
(i.e., midgut and hindgut) was dissected, transferred indi-
vidually to a microtube (1.5 mL), homogenized in 500 pL
of sterile PBS, and serially diluted from 10" to 10*. From
this homogenate, the micro-drop plating technique was com-
pleted using a 20 pL aliquot, which was plated in triplicate,
collected for each sample. and transferred to plates with agar
and LB medium containing 100 pg/mL kanamycin [40]. The
plates were then incubated at 28 °C for 24 h. The bacteria
were identified according to their colony phenotype (Supp.
Figure 1). Colony GFP fluorescence was detected using a
UV transilluminator (High-Performance 2UVTM Transil-
luminator, » =365 nm).
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The presence of fluorescent Serratia eGFP AS1 was
checked in freshly dissected organs (i.e., digestive tract and
ovary) 24 h, 72 h, and 144 h after the onset of the experi-
ment. Bees (n=25 per treatment) from the four treatments
were anesthetized and dissected as described above. The
organs were transferred to glass slides mounted with PBS.
Samples were analyzed with an Olympus BX60 Epifluores-
cence Microscope coupled with a QColor Olympus® image
capture system using WB filters (450-480 nm) for eGFP.

Walking

Walking activity was studied in groups of 5 individuals
from the same colony inside arcnas (Petri dishes, 9 ¢cm
diameter, 2 cm high). The bottom of the arenas was cov-
ered with white filter paper (ash content < 0.1%, diameter
9 ¢m, thickness 0.13-0.17 mm), and the upper part of the
arenas was wrapped with transparent PVC film. The activi-
ties were recorded for 10 min with a digital camcorder
(HDR-XR520V, Sony Corporation, Tokyo, Japan) at 30 fps
and high definition (1920 x 1080 pixels) under a couple of
red-light lamps (LED; 6 W) positioned 50 cm above the
arenas. The videos (Supp. Videos) were analyzed using
the Ethoflow® software (National Institute of Industrial
Property-INPI, Ministry of Economy, Brazil, BR 51 2020
000,737-6) [41], considering the time at resting (s) (walked
distance <0.0226 cm/frame), the medium activity time (s)
(0.0226 < walked distance <0.22 cm/frame), the fast activity
time (s) (walked distance > 0.22 cm/frame), and cumulative
walked distance (cm). Each treatment was studied in two
groups of 5 individuals per colony of five different colo-
nies, 72 h after the onsct of the experiment (i.c., 48 h after
the 24 h treatment period); therefore, 50 individuals were
evaluated per treatment, totaling 200 individuals. In the data
analysis, the average of individuals in each arena was con-
sidered as a replicate. Recordings were performed under red
light at 2542 °C and 70+5% RH [38].

Flight

The same foragers evaluated in the walking bioassay were
evaluated using a flight bioassay. The assay consisted of
releasing 5 bees at the bottom of a wooden tower (105 cm
high x 35 cm long X 35 cm wide) covered laterally with the
organza fabric. A white light lamp (LED: 6 W) was placed
5 cm above the top of the tower in a dark room. The bees
were kept for 1 min at the base of the tower in a Petri dish for
acclimatization and then released. The proportion of indi-
viduals that flew to the top of the tower was counted [42].
Two groups of 5 individuals were analyzed for each treat-
ment from the five different colonies (n=200). The average
proportions of the two groups in each colony were used for
statistical analyses.

Statistical Analysis

Survival data were used to obtain survival curves using
Kaplan-Meier estimators and were first analyzed using the
log-rank test. Subsequently, survival curves were pairwise
compared using Bonferroni’s method. The values of food
consumption were transformed to In and then subjected to
the generalized least squares (GLS) model under different
structures of variance—covariance, owing to repeated meas-
ures over time. The model was chosen based on parsimony,
verification of residual quantile plots, and the lowest Bayes-
ian information criterion (BIC), Back-transformed estimates
were then used in graphical plots to represent consumption
over time and between treatments. CFU data were rank-
transformed and submitted to a linear mixed-effects model
with the colony as a random effect. Subsequently, Tukey’s
pairwise comparisons were carried out using adjusted P val-
ues according to the Westfall method [43]. The variables of
walking behavior (time at rest, medium activity time, fast
activity time, and walked distance accumulated) were sub-
jected to analysis of variance (ANOVA) with colonies con-
sidered as repetitions. For flight behavior data, a generalized
linear model (GLM) was fitted with a quasibinomial distri-
bution; adequate distribution for proportion data when there
was overdispersion (high residual deviance), and colonies
were also used as repetitions, The residues were checked in
all models to verify the adequacy of the distributions. All
data were analyzed using R software [44] with a significance
level of 5%.

Results

Consumption of the different sucrose solutions did not affect
the survival of the bees during the 144 h after the onset of
the experiment (x: =8.7,df=3, p=0.03) (Fig. 1). However,
only pairwise contrast between wild and LB survival curves
differed significantly (p=0.014). Food consumption was sig-
nificantly affected over the studied time points (i.e., 24, 48,
72,96, 120, and 144 h) (F| ;54=76.95; p<0.001), with the
highest ingestion occurring between 72 and 96 h (Fig. 2a).
However, the amount of food consumed was not significantly
different among the treatments (i.e., different food) during
the 144 h period analyzed (F; 4,=0.16; p=0.92) (Fig. 2b).

Both Serratia eGFP AS1 and §. marcescens (wild) were
detected in the homogenate obtained from the digestive tract
(midgut+ hindgut) dissected at 24, 72, and 144 h after the
onset of the experiment (Fig. 3, Supp. Figure 1). The bacte-
rial colony-forming units (CFUs) were higher at 24 h than at
72h(z=-3.57,p=0.001) and 144 h (z=-2.21,p=0.027)
but were similar between 72 and 144 h (z=1.36, p=0.17) for
the recombinant strain. The CFUs were higher at 24 h than at
T2h(z=—-3.65,p<0.001) and 144 h (z= —4.40, p<0.001)
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but were similar between 72 and 144 h (z= —0.76, p=0.45)
for the wild strain. Serratia ¢GFP AS1 was detected in the
midgut of bees at 24 h and in the hindgut at 72 h and 144 h
after the onset of the experiment (Fig. 4). However, this
modified bacterium was not detected in the ovaries at any
of the analyzed times (Fig. 5).

There was no significant difference between treatments in
any of the variables associated with walking activity (Supp.
Table 1, Supp. Videos). The resting time (F; 1,=0.2; P=0.9;
R2=0.15) (Fig. 6a), medium activity (F; ,,=0.9; P=0, 5;
R?=0.013) (Fig. 6b), or fast activity (F; ,,=0.0; P=1.0;
R2=0.18) (Fig. 6¢) were similar among treatments, and the
accumulated distance walked (F; 1=0.3: P=0.9; R*=0.13)
(Fig. 6d). Flight activity was also not affected by the treat-
ments (F; 1,=0.2: P=0.89) (Fig. 7).

Discussion

The present study is the first to investigate the possible
effects of digestive tract colonization of a stingless bee by a
genetically modified bacterium (Serratia eGFP AS1) devel-
oped for the control of vector-borne diseases. Our results
demonstrated that ingestion of the modified bacterium did
not affect the lifespan or behavior of P. helleri foragers.

@ Springer

Control

LB Recombinant Wild
Treatment

Fig.2 Ingestion of sucrose solution (mg/bee) by Partamona helleri.
a Food consumption considering all treatments versus time after
exposure, b Consumption according to treatments: sterile sucrose
(control), sterile sucrose plus sterile LB (1:1). Serratia eGFP AS1
(recombinant) in sucrose, and Serratia marcescens (wild) in sucrose.
The values are means of five biological replicates, 20 bees per treat-
ment (n=400), ns, not significant; solid line and bars: means (+95%
confidential intervals)

Foragers colonized by Serratia eGFP AS1 had similar sur-
vival rates, ingested the same amount of food, and had simi-
lar walking and flying activities compared to individuals that
ingested a non-recombinant bacterium or sucrose controls.

Our results corroborate the studies using mosquitoes
(e.g., Anopheles gambie and Anopheles stephensi) colo-
nized by Serratia eGFP AS1 and Serratia AS1 (wild strain),
and Culex pipiens colonized by Serratia mCherry AS1, for
which no negative effects on survival, feeding behavior, or
fertility were detected [10, 11]. The wild strain (S. marces-
cens) used in our work as a control for the inoculated diet
was also not harmful to the bees. Although this wild strain
is not the wild Serratia AS1 that derivate the modified Ser-
ratia eGFP AS1, these two wild strains did not contain



65

A Genetically Modified Anti-Plasmodium Bacterium Is Harmless to the Foragers of the Stingless... 771

Recombinant Wild

6x10

4x10

CFU/mL

2x10 1

b b b b

24 72 144 24 72 144
Time (h)

Fig.3 Colony-forming units (CFUs/mL) of Serratia eGFP ASl
(recombinant) and Serratia marcescens (wild) obtained from Parta-
mona helleri disgestive tract homogenates. CFUs were higher at 24 h
than at 72 h (z= —3.65, p<0.001) and 144 h (z= —4.40, p<0.001),
but it was similar between 72 and 144 h (z= —0.76, p=0.45) for
the wild strain. CFUs were higher at 24 h than at 72 h (z=-3.57,
p=0.001) and 144 h (z= —2.21, p=0.027); however, it was similar
between 72 and 144 h (z=1.36, p=0.17) for the recombinant strain.
The CFUs are means of five biological replicates in groups of 3 bees
per treatment (n=90). Different letters indicate significant differences
(Tukey’s test; a=5%)

the expression cassette used in the modified strain [10]. In

general, the genus Serratia is non-pathogenic and is con-
stitutively found in the guts of many arthropods, including

Control

mosquitoes, bees, sandflies, ticks, beetles, and aphids [4-9,
45]. However, certain S. marcescens strains are patho-
genic. For instance, strain Ssl is pathogenic when in high
abundance in honeybees [33, 37], whereas RPWL1 can be
pathogenic to the beetle Rhynchophorus ferrugineus [46].
Conversely, a genetically modified Serratia symbiotica did
not affect the fitness or survival of aphids, suggesting that it
is an important future paratransgenic tool for the control of
agricultural pests [9].

Serratia eGFP AS1 and wild S. marscencens were recov-
ered from the digestive tract (midgut+ hindgut; homogenate)
of P. helleri at 24, 72, and 144 h after the onset of the experi-
ment; however, there was a reduction in bacterial numbers
over time. This reduction may be related to the inability
of bacteria from the external environment to successfully
colonize the digestive tract of bees protected by the natural
microbiota, which can prevent the proliferation of exogenous
bacteria [34, 47, 48]. Corroborating this, the spread of Ser-
ratia cGFP AS1 through the digestive tract of foragers of P.
helleri was limited. Serratia ecGFP AS1 was detected only in
the midgut 24 h after the onset of the experiment, and only
in the hindgut at 72 h and 144 h after the onset of the experi-
ment under the fluorescent microscope. This change in the
location may be due to the protection conferred by bacteria
naturally present in the midgut of Meliponini bees, such as
Gialliamella and Lactobacillus [8, 36, 48].

Recombinant

24h

144h

Fig.4 Portions of midgut and hindgut of foragers of Partamona hel-
leri. A, B Midgut of a bee that ingested not inoculated sucrose solu-
tion (control), and C, D midgut of a bee that ingested food with Ser-
ratia eGFP ASI (recombinant, green fluorescent, and pointed by
arrows) 24 h after the onset of the experiment. E, F Hindgut of a bee
that ingested not inoculated sucrose solution, and G, H hindgut of a

bee that ingested food with Serratia eGFP AS1 (arrows) 72 h after
the onset of the experiment. I, J Hindgut of a bee that ingested not
inoculated sucrose solution, and K, L hindgut of bees that ingested
food with Serratia eGFP AS1 (arrows) 144 h after the onset of the
experiment. Midgut (mg); Malpighian tubules (mt); rectal pads (rp)
in the hindgut. Bars for: 200 pm
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Fig.5 Ovaries of foragers

of Partamona helleri. A, B
Ovary after the ingesting of
not inoculated sucrose solution
(control) 144 h after the onset
of the experiment. C, D Ovary
after the ingestion of food with
Serratia eGFP AS1 (recombi-
nant) 144 h after the onset of
the experiment. Ovary (ov): not
developed follicle (fl); oviduct
(od); trachea (t). Bar: 200 pm

Fig.6 The walking activity of
Partamona helleri after inges-
tion of different sucrose solu-
tions: not inoculated (control),
with sterile LB (1:1), with Ser-
ratia eGFP AS1 (recombinant),
and with Serratia marcescens
(wild). The constituent values
within each part of the graph
represent the averages obtained
from a time at rest, b medium
activity time, ¢ fast activity
time, and d walked distance
accumulated over 10 min. The
walking activity is the mean of
five biological replicates in two
groups of 5 bees per treatment
(n=200). There was no sig-
nificant difference in any of the
variables based on the analysis
of variance (a=5%)
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Fig.7 The proportion of foragers of Partamona helleri that flew after
ingestion of different sucrose solutions: not inoculated (control), with
sterile LB (1:1), with Serraria eGFP AS1 (recombinant), and with
Serratia marcescens (wild). The average proportion of five biological
replicates in two groups of 5 bees per treatment (n=200). There was
no significant difference in any of the variables analyzed according
to the generalized linear model (x=35%), ns indicates not significant;
bars: mean (+ standard error)

In mosquitoes, Serratia eGFP AS|1 persists for at least
three consecutive generations and colonizes organs other
than the midgut, including the ovaries and male accessory
glands. In addition, this bacterium rapidly spreads among
mosquito populations in the laboratory [10]. In bees, pos-
sible interaction with the bacteria occurs when they leave
the colony for foraging, a function performed at the end of
the bee’s life [27]. Foragers can transfer the food with bac-
teria through trophallactic interactions (mouth-to-mouth
contacts) to other individuals of the colony. Thus, the bac-
teria can rapidly spread to colony individuals, including
the queen, via horizontal transfer [49]. If this bacterium
can reach the active ovaries of the queen or if this bacte-
rium can be transferred to the eggs and immature from the
queen, as observed in mosquito females [10, 11], are unan-
swered questions. In the current work, Serratia eGFP AS1
was not detected in ovaries of foragers (individuals with
atrophied ovaries), so it can be inferred that the propaga-
tion of this bacterium vertically would be limited in the
case of P. helleri. This study highlights the importance of
studying the effects of GMOs on non-target organisms,
including pollinators, to aid in decision-making for the
release of GMOs into the environment.

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https:/doi.org/10.1007/s00248-021-01805-9.
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With UV light

Recombinant

Wild

Supplementary fig. 1 Homogenates of the digestive tract (midgut + hindgut) of worker
of Partamona helleri plated on LB with or without kanamycin (100 pg/mL), 24 h after
ingestion of different sucrose solutions (food). (A, B) No bacteria added to the food
(control). (C, D) Workers fed sterile LB (1:1). (E, F) Workers fed Serratia eGFP AS1
(recombinant). (G, H) Workers fed Serratia marcescens (wild). Left plates: different
dilutions plated, as indicated. Right plates: UV illumination to detect GFP fluorescence
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Supplementary Tab. 1 Results of the analysis of variance of walking distance of
Partamona helleri workers fed different sucrose solutions (food). Control = not
inoculated food, LB = not inoculated with sterile LB (1:1), SE = Standard error F = F
value, dfieat.= treatment degrees of freedom, dfres = degrees of freedom of residuals, P
= p-value, R2aq,. = adjusted coefficient of determination

Behavioral
] Food Mean SE F dftreat. dfres. P Rzadj.
variables
Resting time (s) Control 50.15 1582 0.2 3 16 0.9 0.15
LB 58.21 13.85
Recombinant strain 48.23 6.11
Wild strain 4756 13.16
Medium activity Control 4914 19.07 09 3 16 0.5 0.013
LB 448.16 12.37
Recombinant strain 467.28 19.45
Wild strain 474 58 22.48
Fast activity time Control 30.19 8.03 0 3 16 1 0.18
LB 32.57 6.73
Recombinant strain 31.62 6.25
Wild strain 30.44 5.98
Control 2205 2944 0.3 3 16 0.9 0.13
Walked distance LB 2283.8 340.6
(cm) Recombinant strain 2078.5 294.1
Wild strain 1947.2 196.5




73

Supplementary videos. The walking activity of Partamona helleriworkers fed different
sucrose solutions. The different letters represent the identity of the individuals.
Supplementary video 1 Bees fed sucrose solution (control)

Supplementary video 2 Bees fed sucrose solution with sterile LB (1:1).
Supplementary video 3 Bees fed sucrose solution with Serratia eGFP AS1
(recombinant).

Supplementary video 4 Bees fed sucrose solution with S. marcescens (wild).
Access by link:  <https:/link.springer.com/article/10.1007/s00248-021-01805-
9#Secl13>
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4. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

A ingestao de particulas de EPS, PET ou TiO2 durante a fase larval ndo alterou
a sobrevivéncia e nem a morfologia externa das pupas de P. helleri, sugerindo
que as abelhas podem estar acostumadas a ingestdo de doses subletais de
nano/microrparticulas de poluentes;

A ingestao destas particulas aumentou a massa corporea das abelhas recém-
emergidas de P. helleri, provavelmente devido a essas particulas poderem ser

bioacumuladas e poderem ocasionar processos inflamatorios;

O comportamento de locomocéao dos adultos de P. helleri expostos durante o
desenvolvimento larval foi comprometido, e devido a essa capacidade ser uma
das mais relevantes para a manutencdo e sobrevivéncia das colbnias, a

exposicdo a particulas de EPS, PET ou TiO2 pode prejudicar as mesmas;

A ingestéo das particulas durante a fase larval aumentou a CTH nas abelhas
tratadas com PET ou TiO2 e uma diminuicdo com EPS em relagdo ao controle,
demonstrando que o tratamento teve um efeito toxico para as abelhas,
dependendo da particula ingerida;

A CDH também foi alterada ap6s o tratamento com as particulas, sendo que a
propor¢cao dos prohemdcitos foi reduzida em individuos que ingeriram EPS, e
a de plasmatdcitos aumentou em individuos que ingeriram EPS ou PET em
comparagdo com o controle. Essa alteracdo na quantidade de hemdcitos
circulantes pode refletir negativamente na capacidade das abelhas em lidar
com estressores;

A ingestdo da bactéria geneticamente modificada Serratia eGFP AS1,
originalmente desenvolvida para o bloqueio da transmissao de Plasmodium por
mosquitos, ndo afetou a sobrevivéncia e o comportamental (alimentar,
caminhamento e voo) de forrageiras de P. helleri. Dessa forma, ndo afetou a
atividade vital delas, sugerindo que a bactéria pode ser utilizada como um
organismo seguro para controle de patégenos transmitidos por vetores;
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SerratiaeGFP AS1 foi detectada no sistema digestorio 144h ap6s sua ingestao
pelas operarias de P. helleri. Entretanto, sua quantidade diminuiu com o tempo
apods a ingestdo. Além disso, a localizagdo de Serratia eGFP AS1 variou de
acordo com o periodo observado, sendo detectada no intestino meédio apos 24h
e no intestino posterior 72h e 144h apds o inicio do experimento. Essa variacao
no tempo de deteccéao e localizacado pode ser devido a protecao conferida pela
microbiota intestinal, que limitaria a colonizacao do trato digestivo por Serratia
eGFP ASH.



