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RESUMO

As abelhas sdo essenciais na preservagdo de ecossistemas e muito importantes na agricultura,
tendo em conta a relevancia dos servigos ecossistémicos de polinizagdo prestados por estes
insetos. A espeécie Apis mellifera é a principal polinizadora em culturas agricolas,
proporcionando beneficios na qualidade e quantidade da produgdo de muitas espécies
utilizadas na alimentacdo humana. Em contrapartida, a espécie nativa sem ferrdo Melipona
scutellaris é vital para a manutencdo da flora nativa. No entanto, 0 uso de agrotdxicos
associado a fragmentacdo de habitats e agricultura intensiva sdo uma ameaca as populacées
dessas espécies de abelhas. Tendo isso em vista, o presente estudo teve por objetivo avaliar 0s
efeitos biolégicos do fungicida piraclostrobina, em escala individual e subindividual, de
larvas, recem-emergidas e forrageiras de A. mellifera Africanizada e forrageiras de M.
scutellaris, bem como avaliar o desenvolvimento de col6nias de A. mellifera iberiensis antes e
ap0Os exposicdo ao inseticida acetamiprida em plantacGes de eucaliptos em Portugal. Na
primeira parte da pesquisa, conduzida em laboratorio, larvas de A. mellifera Africanizada
receberam dieta artificial, in vitro, contendo trés concentragdes de piraclostrobina [911,25
ng/mL; 94,06 ng/mL e 30,25 ng/mL], do terceiro ao sexto dia de alimentacdo. Apds a
exposicdo, larvas de quinto instar e recém-emergidas foram dissecadas, processadas
histologicamente para avaliacdo imuno-histoquimica por meio do diagndstico de morte
celular no epitélio do intestino e marcacdo de quitina na matriz peritrofica. Efeitos
prejudiciais no desenvolvimento pos-embrionario ndo foram observados. Entretanto, as
concentracdes mais altas de piraclostrobina induziram lesdes no intestino, como morte celular,
e aumento na intensidade de marcacdo de quitina na matriz peritrofica das larvas e recém-
emergidas. Na segunda parte da pesquisa laboratorial, abelhas recém-emergidas e forrageiras
de A. mellifera Africanizada e M. scutellaris foram submetidas a exposicdo oral por cinco
dias, a trés concentracOes residuais de piraclostrobina [0,125 ng i.a./mL; 0,025 ng i.a./mL e
0,005 ng i.a./mL]. Os parametros observados foram tempo de sobrevivéncia dos adultos,
analises morfoldgicas, qualitativas e semiquantitativas, e histoquimicas. Os resultados
demonstraram reducdo da longevidade, aumento nos indices totais de lesbes e diminui¢do na
intensidade de marcacdo de macromoléculas como proteinas, polissacarideos neutros e
glicoconjugados, no intestino médio das forrageiras de A. mellifera e M. scutellaris. As
operarias recém-emergidas de A. mellifera ndo apresentaram reducdo da sobrevivéncia e
lesbes no intestino médio, contudo, houve reducdo de intensidade de marcacdo para
polissacarideos neutros e glicoconjugados. Como consequéncia da exposicdo ao
piraclostrobina, a satde individual de ambas as espécies foi afetada e isso pode comprometer
e prejudicar a manutencdo da saude da colbnia. Nesse sentido, estudos com concentragdes
residuais de fungicidas presentes no alimento e os seus efeitos em diferentes espécies de
abelhas sdo relevantes para estimar a sensibilidade interespecifica e subsidiar futuros
programas de avaliagdo de risco das abelhas. Em relacdo a pesquisa conduzida em Portugal,
duas janelas de estudo foram selecionadas em paisagens dominadas por eucaliptos. No centro
de cada local foi instalado um apiario, sendo definidos como apiario controle e apiario com
aplicacdo pontual de acetamiprida. O monitoramento foi realizado durante seis meses, onde a
saude e o desenvolvimento das coldnias, bem como a distancia de forrageamento, presenca de
residuos de agrotoxicos e a utilizagdo de recursos nas paisagens foram avaliadas. Os
resultados demonstraram que ndo houve diferenca no desenvolvimento das coldnias,
observados por meio da populacao adulta, células de ninho e producdo de mel entre os locais,
antes e apds exposicdo ao inseticida. A distancia de forrageamento das colénias do apiario
aplicacdo indicaram que menos de 4% entraram em contato com o raio da aplicacéo pontual.
A coleta de recursos pelas colonias demonstrou-se mais intensa antes da aplicacdo de



acetamiprida, com destaque para as espécies da vegetacdo arbustiva e subarbustiva. Apesar
disso, residuos de acetamiprida foram detectados em amostras de polen e bee bread. Diante
do exposto, o periodo de aplicagdo do inseticida ndo foi prejudicial para as col6nias, contudo,
os resultados se aplicam as condi¢des especificas do local estudado. Desta maneira, 0s
parametros utilizados no monitoramento das colonias ofereceram informagdes importantes
que podem contribuir para uma menor exposicao das abelhas nas diferentes paisagens em que
0s agrotoxicos sdo utilizados.

Palavras-chave: Apis mellifera. Biomarcadores. Biomonitoramento. Concentragdes residuais.
Melipona scutellaris.



ABSTRACT

Bees are essential in the preservation of ecosystems and important in agriculture, considering
the relevance of the ecosystem services of pollination provided by these insects. Apis
mellifera is the main pollinator in crops, providing benefits in the quality and quantity of the
production of many species used in human food. In contrast, the stingless native species
Melipona scutellaris is vital for the maintenance of native flora. However, the use of
pesticides associated with habitat fragmentation and intensive agriculture are a threat to the
populations of these bee species. Keeping this in view, the present study aimed to evaluate the
biological effects of fungicide pyraclostrobin, on an individual and subindividual scale, of
larvae, newly emerged bees, and foragers of Africanized A. mellifera and foragers of M.
scutellaris, as well as to evaluate the development of A. mellifera iberiensis colonies before
and after exposure to the insecticide acetamiprid in eucalyptus plantations in Portugal. In the
first part of the research, conducted in the laboratory, Africanized A. mellifera larvae were
given an artificial diet, in vitro, containing three concentrations of pyraclostrobin [911,25
ng/mL; 94,06 ng/mL and 30,25 ng/mL], from the third to the sixth day of feeding. After
exposure, fifth instar larvae and newly emerged bees were dissected, processed histologically
for immunohistochemical evaluation through the diagnosis of cell death in the intestine
epithelium and chitin marking in the peritrophic matrix. Harmful effects on post-embryonic
development were not observed. However, higher concentrations of pyraclostrobin induced
lesions in the intestine, such as cell death, and increased intensity of chitin marking in the
peritrophic matrix of larvae and newly emerged bees. In the second part of the laboratory
research, newly emerged bees, and foragers of Africanized A. mellifera and M. scutellaris
were subjected to oral exposure for five days to three residual concentrations of
pyraclostrobin [0.125 ng a.i./mL; 0.025 ng a.i./mL and 0.005 ng a.i./mL]. The parameters
observed were survival rate, morphological, qualitative and semi-quantitative analyses, and
histochemicals. The results showed a reduction in longevity, an increase in the total lesions
index and a decrease in the labeling intensity of macromolecules such as proteins, neutral
polysaccharides and glycoconjugates, in the midgut of foragers of A. mellifera and M.
scutellaris. The newly emerged workers of A. mellifera did not present reduction of survival
and lesions in the midgut, however, there was a reduction of labeling intensity for neutral
polysaccharides and glycoconjugates. As a consequence of exposure to pyraclostrobin, the
individual health of both species has been affected and this can compromise and harm the
maintenance of the health of the colony. In this sense, studies with residual concentrations of
fungicides present in food and their effects on different bee species are relevant to estimate
interspecific sensitivity and to subsidize future programs of risk assessment of bees.
Regarding the research conducted in Portugal, two areas were selected in landscapes
dominated by eucalyptus. In the center of each location was installed an apiary, in which were
defined as a control apiary and apiary with a punctual application of acetamiprid. The
monitoring was carried out over six months, where the health and development of the
colonies, as well as the foraging ranges, presence of pesticide residues and the use of
resources in the landscapes were evaluated. The results showed that there was no difference in
the development of the colonies, observed through the adult population, nest cells and honey
production between the sites, before and after exposure to the insecticide. The foraging ranges
of the apiary application colonies indicated that less than 4% came in contact with the radius
of the point application. The collection of resources by the colonies proved to be more intense
before the application of acetamiprid, with emphasis on species of shrub and subarbustive
vegetation. Nevertheless, acetamiprid residues were detected in pollen and bee bread samples.
Therefore, the period of application of the insecticide was not harmful to the colonies,



however, the results apply to the specific conditions of the site studied. In this way, the
parameters used in the monitoring of the colonies offered important information that can
contribute to a lower exposure of the bees in the different landscapes where the pesticides are
used.

Keywords: Apis mellifera. Biomarkers. Biomonitoring. Residual concentrations. Melipona
scutellaris.
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1 INTRODUCAO GERAL

Dentre os servigos e processos ambientais fornecidos pela natureza (COSTANZA et
al., 1997; DAILY, 1997; BOYD; BANZHAF, 2007; COSTANZA et al., 2017), a polinizacao
é reconhecidamente importante na reproducdo de espécies vegetais, garantindo a perpetuacao
e atuando na manutencdo da biodiversidade no planeta Terra, 0 que representa muitos
beneficios aos seres humanos (HEIN, 2009; OBUTE, 2010; COSTANZA et al., 2017).
Atrelado aos servicos ecossistémicos, a polinizacdo tem grande relevancia e importancia na
producdo de alimentos. IniUmeros trabalhos atribuiram valores ao servico de polinizacéo
(COSTANZA et al., 1997; GALLAI et al., 2009; HANLEY et al., 2015), sendo o mais
recente com estimativas em torno de 235 a 577 bilhGes de dolares/ano (IPBES, 2016). No
Brasil, os valores se aproximam de 12 bilhdes de dolares, que representa a renda total das
culturas dependentes de polinizadores (GIANNINI et al., 2015a).

Segundo levantamento realizado por Ollerton, Winfree e Tarrant (2011), os calculos
aproximados demonstraram que 308.006 espécies de angiospermas sdo polinizadas por
animais, o que representa 87,5% da diversidade de espécies vegetais com flores estimadas por
Paton et al. (2008). Embora exista uma ampla variedade de animais polinizadores como
borboletas (REDDI; BAI, 1984), mariposas (HAHN; BRUHL, 2016), moscas (SSYMANK et
al., 2008), besouros (COSTA et al., 2017), aves (DELLINGER et al., 2014) e mamiferos
(CARTHEW,; GOLDINGAY, 1997; SAZIMA; BUZATO; SAZIMA, 1999), as abelhas
representam o maior grupo dos polinizadores (HUNG et al., 2018).

As abelhas, exercem um papel ecolégico extremamente importante, uma vez que seus
servigos ecossistémicos de polinizacdo contribuem para a manutencdo da estrutura e
funcionamento de grande parte dos ecossistemas naturais (KLEIN et al., 2007; HUNG et al.,
2018). Adicionalmente, elas tém um papel econdmico na producdo de plantas cultivadas
(IMPERATRIZ-FONSECA; NUNES-SILVA, 2010), ja que a polinizacdo realizada por
abelhas proporciona maior quantidade e melhor qualidade dos frutos, menores taxas de
malformacdes, maior vida util e consequentemente maior valor comercial (KLATT et al.,
2014) e, também, sdo reconhecidas economicamente pela comercializacdo de produtos
apicolas como mel, propolis, geleia real, cera, pélen e seu veneno (SCHMIDT, 1997).

Com ocorréncia em uma grande diversidade de areas geogréaficas, a espécie Apis
mellifera (Linnaeus, 1758) € reconhecidamente um polinizador de alto valor econémico
(HUNG et al., 2018). Por suas caracteristicas generalistas, fornecem os servicos de

polinizacdo para uma ampla diversidade de culturas agricolas e geram valor por meio da
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comercializa¢do de produtos apicolas, uma vez que sao facilmente manejadas (GARY et al.,
1985; KLEIN et al., 2007). No Brasil, as abelhas Africanizadas A. mellifera sdo resultantes do
cruzamento de subespécies europeias (italiana, alema e austriaca) com uma subespécie
africana (KERR, 1967; DE JONG, 1996) e exibem enorme relevancia na polinizacdo de
diversos tipos de culturas agricolas como, por exemplo, meldo e maca (SILVA; PACHECO
FILHO; FREITAS, 2015), café, caju, citros, pitanga, manga, girassol e algoddo (GIANNINI
et al., 2015b). Ainda nesse sentido, seus servicos de polinizacdo podem incrementar a
producdo de espécies que ndo dependem da polinizacdo por insetos como é o caso da soja
(CHIARI et al., 2005; CHIARI et al., 2008).

Por outro lado, o Brasil apresenta uma rica abundancia de diversidade de espécies
nativas “sem ferrao” (MICHENER, 2007; PEDRO, 2014), que baseado em diferentes
caracteristicas biologicas das espécies podem ser implementadas como uma alternativa
promissora na polinizagdo em diferentes culturas agricolas (SILVA; PACHECO FILHO;
FREITAS, 2015). Esse ¢ o caso da espécie Melipona scutellaris (Latreille, 1811), que
consegue realizar a polinizacdo por vibracdo (buzz pollination) no momento da coleta do
polen das flores, visto que utilizam sua musculatura tordcica (musculos longitudinais e
verticais) para produzir vibragdes nas anteras e com isso liberar o pélen (BUCHMANN;
HURLEY, 1978; NUNES-SILVA; HRNCIR; IMPERATRIZ-FONSECA, 2010). Entretanto,
a grande importancia destas espécies se da pela sua imprescindibilidade na polinizacdo da
flora nativa, que é vital na reconstrucdo de florestas tropicais e de suma relevancia para a
manutencdo da biodiversidade de ecossistemas no pais (KERR, 1997; BALLIVIAN, 2008;
IMPERATRIZ-FONSECA; NUNES-SILVA, 2010; SILVA; PAZ, 2012).

Contudo, a degradacdo e fragmentacdo de habitats naturais, associada a continua
expansdo de monoculturas, que leva a escassez de diversidade de recursos florais e o intenso
uso de agrotoxicos, vem prejudicando as populacbes de abelhas (GOULSON et al., 2015).
Nas Gltimas décadas, inimeros trabalhos relataram a perda acentuada de col6nias de abelhas
A. mellifera em diferentes continentes (vanENGELSDOREP et al., 2008; POTTS et al., 2010;
vanENGELSDORP et al., 2011; BRODSCHNEIDER et al., 2018), que ficou conhecida
mundialmente como Colony Collapse Disorder (CCD) (COX-FOSTER et al., 2007; ELLIS;
EVANS; PETTIS, 2010; NEUMANN; CARRECK, 2010). Ha evidéncias que as causas da
CCD possam estar relacionadas com a combinacdo e interacdo de multiplos fatores
estressores (GOULSON et al., 2015). No Brasil, também h& relatos do declinio das
populacdes de abelhas (CARVALHO et al., 2012; PIRES et al., 2016) e 0s riscos ndo
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somente se aplicam a espécie exdtica manejada A. mellifera, mas também as espécies nativas
(van der VALK et al., 2012).

Segundo Ferreira et al. (2012), aproximadamente um terco do territorio brasileiro esta
destinado para a producdo agricola, representando uma ameaca as abelhas pela fragmentagéo
dos habitats e pela exposi¢cdo aos agrotoxicos. De acordo com o dossié ABRASCO (2015),
70% dos alimentos in natura consumidos no Brasil contém residuos de agrotdxicos. No
entanto, ndo ha um estudo sistematizado no Brasil em relacdo a concentracdo de agrotdxicos
presentes no polen e néctar das plantas cultivadas que sdo visitadas por abelhas.

Os inseticidas sdo agrotdxicos amplamente estudados e varios trabalhos demonstraram
os efeitos adversos em larvas e operérias adultas de A. mellifera (ROAT et al., 2014,
TAVARES et al., 2015; DOMINGUES et al., 2017; FRIOL et al., 2017; ROAT et al., 2017;
TAVARES et al., 2019; BALSAMO et al., 2019) e abelhas nativas sem ferrdo (LOURENCO
et al., 2012; JACOB et al., 2015; SOARES et al., 2015; MARIANO et al., 2016; DORIGO et
al., 2019). Apesar disso, segundo Heimbach et al. (2017) estudos que avaliem a exposi¢ao aos
inseticidas em escalas de paisagem ainda sdo limitados, embora residuos destes agrotoxicos
sejam encontrados em matrizes apicolas (NIELL et al., 2017).

Detectado em concentragfes residuais no ambiente, 0 inseticida acetamiprida
pertencente aos grupos dos neonicotindides, que sdo 0s agrotéxicos mais utilizados e
comercializados em todo o mundo (BASS et al., 2015; HAN; TIAN; SHEN, 2017). O
mecanismo de acdo deste grupo ocorre pela ligacdo aos receptores nicotinicos de acetilcolina,
localizados nos neurdnios pds-sinapticos, onde a enzima acetilcolinesterase ndo consegue
degradar rapidamente essas moléculas, causando hiperexcitacdo do sistema nervoso central,
paralisia e morte do inseto (TOMIZAWA; CASIDA, 2003; GYORI et al., 2017). Atualmente
no Brasil, é encontrado em 34 produtos formulados, livre ou associados a outras moléculas,
que sdo utilizados em plantagdes de eucaliptos e em culturas agricolas como macd, maméo,
meldo e tomate (MAPA, 2021).

Alguns estudos destacam os efeitos prejudiciais de concentracbes subletais de
acetamiprida em abelhas A. mellifera, como reducéo da longevidade, alteragéo na atividade de
forrageamento (SHI et al., 2020) e no comportamento (EL HASSANI et al., 2008). Wang,
Zhu e Li (2020) demonstraram potencial sinérgico de acetamiprida com outros agrotoxicos e
os efeitos toxicos da mistura. Entretanto, estudos que contemplem os efeitos da exposi¢cdo ao

acetamiprida em escala de campo séo escassas.
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Em relacdo a quantidade de estudos entre agrotdxicos, pesquisas utilizando os
fungicidas ndo apresentaram 0 mesmo crescimento nas Gltimas décadas quando comparado
com os inseticidas (WOOD; GOULSON, 2017; CULLEN et al., 2019), embora em algumas
culturas agricolas e no seu entorno, os fungicidas sdo encontrados em maior quantidade
(PETTIS et al., 2013; PARK et al., 2015; DAVID et al., 2016). Adicionalmente, o risco da
exposicdo das abelhas aos fungicidas ¢ aumentado em condicdes realisticas, o que torna
preocupante a escassez de estudos do efeito dos fungicidas em abelhas.

O piraclostrobina é um fungicida pertencente ao grupo das estrobilurinas, que
representa 0 segundo maior grupo em vendas no mercado mundial (MORTON; STAUB,
2008). O mecanismo de acdo dos fungicidas estrobilurinas ocorre por meio da inibigdo da
respiracdo de fungos e demais eucariotos (BARTLETT et al., 2002; PARREIRA; NEVES;
ZAMBOLIM, 2009). No Brasil, o piraclostrobina pode ser encontrado em 24 produtos
formulados no mercado, na sua forma livre ou associado a outros ingredientes ativos (MAPA,
2020). Das culturas agricolas em que ele é utilizado, sete delas sdo polinizadas por A.
mellifera Africanizada ou M. scutellaris (SILVA; PACHECO FILHO; FREITAS, 2015).

Segundo Battaglin et al. (2011), a interpretacdo de baixa toxicidade dos fungicidas
estrobilurinas eram limitadas devido as lacunas de conhecimento. Indo ao encontro, Degrandi-
Hoffman et al. (2015) demonstraram efeitos adversos do fungicida piraclostrobina em A.
mellifera similares aos de méa nutricdo, o que pode comprometer a colbnia tornando-a mais
susceptiveis a doencas. Pettis et al. (2013) detectaram concentracfes extremamente elevadas
de piraclostrobina em amostras de pdlen. Nesse contexto, a alimentacdo contendo residuos do
fungicida podem prejudicar a performance individual e consequentemente afetar a colonia.

Ao ingerir o alimento contendo residuos de agrotdxicos, este sera digerido e absorvido
no intestino médio da abelha. Logo, por essa via de exposi¢do, o intestino é o primeiro 6rgéo
a entrar em contato com o agrotoxico. O intestino dos insetos é dividido em trés regifes
principais (intestino anterior, médio e posterior), sendo o intestino médio responsavel
principalmente pela digestdo e absor¢do de nutrientes (CRUZ-LANDIM; RODRIGUES,
1967; SERRAO; CRUZ-LANDIM, 1996). Como hipGtese da presente pesquisa,
provavelmente, os sintomas de ma nutricdo observados por Degrandi-Hoffman et al. (2015)
em abelhas expostas ao piraclostrobina possa estar relacionado as alteragdes morfofisioldgicas
no epitelio do intestino médio, o que estaria comprometendo a sua funcao.

Nesse contexto, como hipdtese, considerando a importancia ecolégica e econdmica

das espécies A. mellifera Africanizada e M. scutellaris e uma vez que os fungicidas estdo cada
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vez mais presentes nas culturas agricolas, é imprescindivel analisar os efeitos destes
agrotoxicos em ambas as espécies e comparar a sensibilidade e fornecer dados para futuros
estudos de estimacdo a sensibilidade entre diferentes espécies de abelhas. Nesse sentido, 0
estudo pretende adicionar informacGes importantes como forma de contribuir para protecdo e
manutencdo das populagdes de duas importantes espécies de abelhas no pais. Adicionalmente,
considerando a utilizacdo do inseticida acetamiprida em muitas culturas e em paisagens
dominadas por eucaliptos, é muito relevante avaliar os efeitos da exposicao deste inseticida
em um cenario realistico como forma de suprir as lacunas de conhecimento ainda existentes.
Os resultados do presente estudo serdo apresentados na forma de quatros artigos
organizados em capitulos, dos quais dois ja estdo publicados e os outros dois estdo em fase de
envio para revistas cientificas da area. Os trés primeiros capitulos foram desenvolvidos no
Brasil, com foco no fungicida piraclostrobina e o ultimo capitulo foi desenvolvido em

Portugal, como foco no inseticida acetamiprida.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar e comparar os efeitos de diferentes
concentracdes residuais do fungicida piraclostrobina em larvas, adultas recém-emergidas e
forrageiras de Apis mellifera Africanizada (Linnaeus, 1758) e forrageiras de Melipona
scutellaris (Latreille, 1811), por meio de diferentes parametros de analise em escala
individual e subindividual, bem como verificar os efeitos da exposicdo ao inseticida
acetamiprida nas coldnias de A. mellifera iberiensis, em paisagens dominadas por plantacGes

de eucaliptos por meio de parametros multifatoriais.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Os objetivos especificos foram:

- Verificar se a exposicdo durante a fase larval ao piraclostrobina causa alteraces na
mortalidade larval, taxa de pupacdo e emergéncia de A. mellifera Africanizada e

analisar os possiveis efeitos tardios por meio de estudos imuno-histoquimicos.

- Investigar a presenca de morte celular no epitélio do intestino de larvas e adultos
expostos na fase larval, por meio da reacdo do TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase - mediated dUTP nick end labeling), no microscopio confocal de varredura

a laser.

- Quantificar a quitina na matriz peritréfica do intestino de larvas e adultos expostos na
fase larval, por meio da técnica do WGA (Wheat Germ Agglutinin) conjugado com
FITC (Fluorescein isothiocyanate) utilizando a microscopia confocal de varredura a

laser.

- Determinar o tempo de sobrevivéncia de abelhas recém-emergidas e forrageiras de A.

mellifera Africanizada e de forrageiras de M. scutellaris.

- Analisar os efeitos tardios da exposi¢do oral continua ao fungicida piraclostrobina na
histoarquitetura do intestino médio e determinar o indice de lesdo em abelhas recém-

emergidas e forrageiras de A. mellifera Africanizada e forrageiras M. scutellaris.
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- Quantificar a intensidade de marcacdo de macromoléculas orgénicas por meio de
andlises histoquimicas no intestino médio de abelhas recém-emergidas e forrageiras de

A. mellifera Africanizada e forrageiras de M. scutellaris.

- Investigar a toxicidade do inseticida acetamiprida para as col6nias de A. mellifera
iberiensis apo6s exposi¢cdo em campo, verificando possiveis alteragdes na sadde e no
desenvolvimento ao longo do monitoramento, quando comparadas com as colonias de

uma paisagem controle.

- Identificar por meio de andlises palinoldgicas as espécies botanicas mais utilizadas

como recursos pelas col6nias nas paisagens dominadas por eucaliptos.

- Verificar e quantificar a presenca de residuos de acetamiprida no bee bread, pélen e

nectar nas col6nias, previamente e posteriormente a aplicacao.



26

3 CAPITULO 1

A pesquisa referente a este capitulo foi conduzida no Laboratorio de Ecotoxicologia e
Anadlise de Integridade Ambiental (LEIA) do Ndcleo de Pesquisa e Conservacdo de Abelhas
(NUPECA) da Universidade Federal de Sdo Carlos (campus de Sorocaba). O manuscrito
referente a este capitulo serd submetido para publicacdo em revista cientifica especializada na
area de ecotoxicologia.



27
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Caio Eduardo da Costa Domingues®; Rafaela Tadei®; Lais Vieira Bello Inoue?; Elaine
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HIGHLIGHTS

e A mortalidade larval, taxa de pupacéo e emergéncia ndo foram alteradas pela exposi¢ao ao
fungicida.

e FEfeitos adversos em nivel celular foram observados no intestino de larvas e abelhas
adultas.

e A exposicao ao piraclostrobina na fase larval evidenciou maior intensidade de marcagéao de
quitina na matriz peritréfica.

e O piraclostrobina pode induzir respostas tardias em larvas e adultos de Apis mellifera
Africanizada.

¢ O fungicida pode prejudicar a satde e a performance da col6nia.
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RESUMO

Entre as mais de vinte mil espécies de abelhas descritas atualmente, Apis mellifera se destaca
por sua grande relevancia econdmica devido a polinizacdo em culturas agricolas. Nas Gltimas
décadas, muitos estudos registraram o declinio nas popula¢des associando multiplos fatores
envolvidos, como os agrotdxicos. Estas moléculas podem chegar por meio de residuos
presentes no néctar e polen, que podem ser ingeridos pelas larvas. Contudo, séo raros os
estudos que contemplem os efeitos dos fungicidas em larvas e adultos. Nesse sentido, o
objetivo do estudo foi avaliar os efeitos da exposicdo ao piraclostrobina na fase larval e
verificar os efeitos tardios em abelhas recém-emergidas. As larvas foram submetidas a
exposicdo repetida (terceiro ao sexto dia do bioensaio) e as concentra¢fes do piraclostrobina
utilizadas foram de 911,25 ng/mL (PT1), 94,06 ng/mL (PT2) e 30,25 ng/mL (PT3). Os efeitos
na mortalidade larval, taxa de pupacdo e emergéncia foram avaliados, assim como a taxa de
sobrevivéncia e tempo letal médio das abelhas operarias recém-emergidas. Além disso,
avaliamos a morte celular e a marcacdo de quitina da matriz peritrofica (MP) no intestino de
larvas e recém-emergidas. Nao foram observados efeitos adversos no desenvolvimento pos-
embrionario das larvas e no tempo de sobrevivéncia das operarias recém-emergidas,
evidenciando tolerancia ao fungicida. Entretanto, o epitélio do intestino de larvas (PT1 e PT2)
e adultas (PT1) apresentaram marcagcOes positivas para morte celular e aumento da
intensidade de marcacdo de quitina da matriz peritrofica, demonstrando efeito tardio do
fungicida piraclostrobina. Desta forma, a ingestdo do fungicida na fase larval pode prejudicar
0 desenvolvimento das abelhas e consequentemente prejudicar a salde e performance da
colonia. Nessa perspectiva, estudos que considerem os efeitos de fungicidas nas diferentes
fases do desenvolvimento das abelhas sdo cruciais para melhor interpretacdo dos riscos de
exposicao.

Palavras-chave: Abelha Africanizada. Efeitos tardios. Intestino. Matriz peritrofica. Morte
celular.
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1 INTRODUCAO

A importancia econdmica da especie Apis mellifera (Linnaeus, 1758) para culturas
agricolas e sua relevancia ecologica para 0s ecossistemas € reportada em diferentes estudos
(MORSE; CALDERONE, 2000; RADER et al., 2009; CALDERONE, 2012; RUCKER;
THURMAN; BURGETT, 2012; GARIBALDI et al., 2017; HUNG et al., 2018). Entretanto, o
uso intensivo de agrotoxicos nas culturas, associado a multiplos fatores estressores, tem
provocado o declinio de suas populacGes em diferentes paises (NEUMANN; CARRECK,
2010; SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2014; SIMON-DELSO et al., 2014; GOULSON et al.,
2015).

Dentre a grande diversidade de agrotoxicos utilizados, os inseticidas s&o
extensivamente estudados, com destaque para a classe dos neonicotindides (BLACQUIERE et
al., 2012; FAIRBROTHER et al., 2014; LUNDIN et al., 2015). Contudo, varios estudos
relacionaram efeitos adversos em abelhas apds exposicdo aos fungicidas, na qual podemos
destacar alteracdo na resposta imune (DEGRANDI-HOFFMAN et al., 2015; CIZELJ et al.,
2016) e comportamental (TADEI et al., 2019), diminuicdo da sobrevivéncia de individuos
adultos e lesbes no intestino médio (DOMINGUES et al., 2020a; DOMINGUES et al.,
2020b; CARNEIRO et al., 2020; BATISTA et al., 2020), comprometimento do voo (LIAO et
al., 2019) e enfraquecimento da colénia (YODER et al., 2013). Apesar dos estudos ja
realizados, Cullen et al. (2019) destacam que ainda existem lacunas de conhecimento que
precisam ser sanadas em relacdo aos efeitos dos fungicidas nas abelhas, garantindo melhor
gestdo nos sistemas agricolas e consequentemente diminuicdo no risco de exposicao.

Até o presente momento, estudos que contemplem os efeitos da exposicdo dos
fungicidas nas larvas de A. mellifera ainda séo extremamente limitados (TADEI et al., 2019;
TADEI et al., 2020) quando comparados com outras classes de agrotoxicos (GREGORC,;
BOWEN, 2000; CRUZ et al., 2010; ZHU et al., 2014; SILVA et al., 2015; TAVARES et al.,
2015; TAVARES et al., 2017; FRIOL et al., 2017; DAI et al., 2018; TAVARES et al., 2019).
Esse cenario pode representar um risco para a colonia, uma vez que residuos de fungicidas
encontrados em polen (PETTIS et al., 2013; ZIOGA et al., 2020) e no bee bread (KUBIK et
al., 1999; TONG et al., 2018), podem ser estocados nos alvéolos, expondo as larvas por
contato e principalmente por meio da ingestdo do alimento contendo estes residuos (WU;
ANELLI; SHEPPARD, 2011).

Diante dessa realidade de exposi¢do, o intestino demonstra ser um 6rgdo de grande

relevancia, uma vez que participa diretamente da rota de absor¢do e metabolizagcdo do
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alimento ap6s a sua ingestdo (SERRAO; CRUZ-LANDIM, 1996; SILVA-ZACARIN et al.,
2011). O sistema digestorio das abelhas é dividido em trés regides bem definidas: estomodeo
ou intestino anterior, ventriculo ou intestino médio e o proctodeo ou intestino posterior
(CRUZ-LANDIM; RODRIGUES, 1967). Por ser a regido onde ocorre a digestdo dos
nutrientes e absorcdo, o intestino médio é muito analisado em estudos toxicol6gicos com
larvas (CRUZ et al., 2010; GREGORC; ELLIS, 2011) e adultos de A. mellifera (CATAE et
al., 2014; BATISTA et al., 2020; DOMINGUES et al., 2020a).

E importante destacar que, os 6rgdos das larvas exibem caracteristicas e adaptacoes
proprias desta fase e, durante o processo de metamorfose, passam por uma intensa
remodelacgdo tecidual até a emergéncia do individuo adulto (CRUZ-LANDIM, 2009). Tadei et
al. (2019) descreveram efeitos tardios no comportamento das abelhas adultas (recém-
emergidas) apos exposicdo na fase larval aos agrotoxicos clotianidina e piraclostrobina,
ministrados de forma isolada e combinada. Tais alteragcdes poderiam ndo ser observadas, se as
abelhas adultas ndo fossem estudadas apds a exposi¢do larval. Ainda nesse sentido, alguns
trabalhos demonstraram maior tolerancia das larvas aos agrotéxicos (TAVARES et al., 2015;
FRIOL et al., 2017; TAVARES et al., 2019; TADEI et al., 2020), mas os mecanismos totais
dessa tolerancia ainda permanecem desconhecidos.

Atualmente, acredita-se na influéncia do corpo gorduroso nas respostas aos
agrotoxicos devido suas funcGes de regulacdo da composicdo quimica da hemolinfa,
metabolizacdo de xenobidticos e pela grande quantidade deste tecido na fase larval (CRUZ-
LANDIM, 1985; ABDALLA; DOMINGUES, 2015). De forma complementar ao corpo
gorduroso, uma hipétese para tentar elucidar essa maior tolerancia pode estar relacionada pela
presenca da matriz peritréfica (MP). Essa matriz extracelular reveste, internamente, o
intestino médio das abelhas e pode ter diferencas estruturais e funcionais na larva e no
individuo adulto, sendo uma barreira eficiente a acdo de agrotoxicos na larva pelo fato dela
acumular as fezes durante todo o desenvolvimento larval e defecar somente na passagem da
fase de larva para pupa (CHAPMAN, 2013).

A MP é uma camada extracelular semipermeavel composta por fibrilas de quitina
associada com glicoproteinas. Ela forma um envelope ao redor das fezes presentes no Iimen
do intestino medio dos insetos, separando o conteddo luminal em dois compartimentos
funcionais: os espacos endoperitrofico e ectoperitrofico (LEHANE; BILLINGSLEY, 1996).
A MP desempenha um papel importante na digestdo e absor¢éo de nutrientes, uma vez que

sua permeabilidade e porosidade permite 0 movimento seletivo de moléculas, tais como
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enzimas digestivas, no espago endoperitréfico (HEGEDUS et al., 2009). A MP também atua
como uma barreira limitante aos patdgenos e protege as microvilosidades celulares da abraséo
durante a digestdo (LEHANE, 1997; TELLAM; WIJFFELS; WILLADSEN, 1999). O
balanco entre a sintese e degradacdo da MP dos insetos, que ocorre por meio da acdo das
quitinases e quitina-sintases, determina a sua espessura e as peritrofinas estdo envolvidas na
sua elasticidade e permeabilidade (SHAO; DEVENPORT; JACOBS-LORENA, 2001).

Diante do exposto, 0 presente estudo pretende sanar as lacunas de conhecimento dos
efeitos do fungicida a fim de verificar se existem alteracbes nos padrdes normais de
desenvolvimento de larvas e adultas recém-emergidas. Portanto, o objetivo do trabalho é
avaliar e comparar os efeitos subletais da exposicao na fase larval ao fungicida piraclostrobina
por meio de parametros bioldgicos ao longo do desenvolvimento pds-embrionéario, bem como
o diagnostico de morte celular no epitélio do intestino médio e avaliagdo da marcacdo de

quitina na matriz peritréfica de larvas e adultos expostos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1. OBTENCAO DAS LARVAS DE A. mellifera AFRICANIZADA E MANUTENCAO
EM LABORATORIO

Para a realizacdo dos bioensaios, trés coldonias ndo parentais com estado fisioldgico
conhecido e sem sintomas visiveis de doencas e parasitas foram selecionadas do apiario,
localizado na area rural de Piedade - Sdo Paulo (23° 37' 5.506" S; 47° 29' 7.926" W). Todas as
colbnias foram previamente monitoradas mensalmente e nenhum tratamento foi aplicado
antes de sua utilizacdo nos bioensaios. Inicialmente, foi adicionado um quadro limpo de cera
alveolada no interior de cada uma das trés colonias, com o objetivo de induzir a oviposicao da
rainha e assim obter quantidades suficientes de larvas de primeiro instar. Apds o
desenvolvimento embrionario de trés dias das larvas, os favos de cria foram coletados das trés
colbnias, entre o periodo das 8:00 - 9:00 horas da manhd e com temperaturas iguais ou
superiores a 15 °C, e transportados até o Laboratério de Ecotoxicologia e Anélise de
Integridade Ambiental (LEIA) da Universidade Federal de S&o Carlos em Sorocaba - S&o
Paulo. Todos os procedimentos experimentais utilizados foram realizados conforme o
protocolo OECD n° 239 (2016).

No laboratério, utilizando pinceis (n°® 0), as larvas de primeiro instar foram
individualmente transferidas dos favos de cria para clpulas de poliestireno (1 x 1 x 1 cm),
previamente esterilizadas, contendo 20 pL de dieta artificial A (50% solucdo acgucarada
contendo D-glucose, D-fructose, extrato de levedura e 50% geleia real, m/m) (AUPINEL et
al., 2005). As cupulas foram dispostas em placas de cultura celular com 48 pocos, sendo que
cada poco foi previamente preenchido com metade de algod&@o dental embebido em 500 uL de
solucéo esterilizante contendo 15% m/v de glicerol e 0,2% m/v de solucdo de cloreto de
metilbenzetonio (MBC) (Figura 1). Apos a transferéncia, a viabilidade de cada larva foi
verificada pela observacdo em estereomicroscopio de luz fria (Leica EZ4 HD), onde as larvas

mortas ou submersas no alimento foram substituidas por outras de uma placa reserva.
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FIGURA 1 - Preparagdo dos bioensaios com larvas de A. mellifera Africanizada. A - Algoddes
dentais sendo colocados na placa de cultura celular. B - Algoddes embebidos em solucéo esterilizante.
C - Cupulas dos bioensaios sendo alocadas na placa de cultura celular. D - Padrdo de quadro utilizado
para transferéncia das larvas de primeiro instar para as clpulas de bioensaio.

0006606
909000009
000060

Fonte: Elaborado pelo autor.

As placas contendo as larvas nas clpulas foram acondicionadas no interior de um caixa
hermética de acrilico (Nalgene® 5317-0070, 178 x 305 x 305 mm) contendo uma bandeja com
solucéo aquosa saturada de sulfato de potassio (K2SO4) para manutencéo da umidade relativa
em torno de 95 + 5%. A caixa hermética foi mantida dentro de uma estufa incubadora a 34 +
2 °C e auséncia de luz. Para a manutencdo da umidade no interior da estufa incubadora, uma

bandeja contendo solugéo saturada de cloreto de sédio (NaCl) foi adicionada.

2.2. COMPOSICAO E ELABORAGAO DA DIETA LARVAL

Para o preparo dos trés tipos de dietas larvais (A, B e C) (AUPINEL et al., 2005)
utilizou-se na composicdo D-glucose (99,5%, G8270, Sigma-Aldrich), D-fructose (99%,
F0127, Sigma-Aldrich), extrato de levedura (70161, Sigma-Aldrich) e geleia real pura in
natura (APACAME). A concentragdo de cada um destes componentes variou de acordo com
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as fases do desenvolvimento larval, onde h& diferentes exigéncias nutricionais como
demonstrado na tabela 1 (AUPINEL et al., 2005).

TABELA 1 - Composicdo da dieta artificial larval e concentragdo dos ingredientes utilizados na
criacdo in vitro de operérias de A. mellifera Africanizada.

Constituintes da Dietas e concentragdes dos ingredientes
Dieta A B C
D-glucose 12% 15% 18%
D-fructose 12% 15% 18%
Extrato de levedura 2% 3% 4%
Geleia real 50% 50% 50%

Fonte: Adaptado de Aupinel et al., (2005).

Os componentes da dieta larval foram diluidos em solucdo aquosa autoclavada (agua
destilada), e posteriormente filtrados com seringa utilizando um filtro milipore (non-
pyrogeninc 0,20 um - Sterile-R). A solugéo agucarada e a geleia real foram misturadas com
agitacdo suave no momento da alimentacdo e fornecidas individualmente com o auxilio de
uma micropipeta para liquidos viscosos. O tipo de dieta, a quantidade de alimento fornecido e
a frequéncia da alimentacdo das larvas estdo descritos na tabela 2. No segundo dia do
bioensaio, as larvas ndo foram alimentadas devido ao periodo necessario para aclimatacdo em
condicdes laboratoriais (AUPINEL et al., 2005).

TABELA 2 - Tipo de dieta, quantidade diaria (uL) e frequéncia de alimentacdo das larvas operarias de
A. mellifera Africanizada em condi¢des laboratoriais. Legenda: (-) = auséncia de alimentacdo devido
ao periodo de aclimatago.

Dias
D1 D2 D3 D4 D5 D6
Tipo de dieta A - B C C C
Volume (uL) 20 - 20 30 40 50

Fonte: Adaptado de Aupinel et al. (2005).

2.3. PIRACLOSTROBINA E CONCENTRACOES ESCOLHIDAS

O fungicida piraclostrobina analytical standard, adquirido da Sigma-Aldrich (CAS
Number 175013-18-0, 99,9% pureza), foi utilizado nos bioensaios larvais. Inicialmente, foi
preparada uma solucédo estoque de 1000 ng i.a./mL utilizando como solvente, agua destilada e
acetona, na proporcdo de 60% - 40%, a qual foi diluida de forma seriada até atingir as

concentracdes de trabalho do presente estudo, necessarios para 0s bioensaios de exposicdo
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oral. Como o piraclostrobina néo é totalmente solvel em &gua, a acetona foi escolhida como
solvente organico e um grupo desse solvente foi adicionado como controle da acetona (item
2.4).

A escolha das concentracdes foi baseada em residuos do piraclostrobina encontrados no
polen coletado pelas abelhas forrageiras, na faixa de 2.787,1 £ 1.890,1 (27.000, méaximo) ng/g
(PETTIS et al., 2013), como também em amostras de bee bread coletados da col6nia (2170
ng/g - 319 ng/g) (YODER et al., 2013) e, também, baseados em experimentos com larvas ja
conduzidos in vitro (169 pg.L™!) (TADEI et al., 2019).

2.4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

No inicio dos bioensaios de exposicdo repetida, as larvas foram divididas nos seguintes
grupos experimentais: controle (CT), controle acetona (AC), piraclostrobina 911,25 ng/mL
(PT1), piraclostrobina 94,06 ng/mL (PT2), piraclostrobina 30,25 ng/mL (PT3) e o dimetoato
(DMT, intake de 7,420 ng/larva) como quimico de referéncia estabelecido para A. mellifera
(OECD, 2016), totalizando seis grupos experimentais.

Para realizacdo do bioensaio foram utilizadas 48 larvas por grupo experimental,
distribuidas em seis placas, sendo 16 larvas para cada uma das trés col6nias selecionadas (A,
B e C) como evidenciado na figura 2. Esse procedimento foi realizado em triplicata, isto é,
foram utilizadas 144 larvas por grupo experimental distribuidas em 18 placas, cumprindo em
quatro vezes as exigéncias minimas da OECD n° 239 (2016), de 36 larvas por grupo
experimental (12 larvas x 3 colonias = 36).
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FIGURA 2 - Organizacdo das trés colonias utilizadas nos bioensaios laboratoriais com larvas de A.

mellifera Africanizada.

Colbnia A Colbénia B Colbnia C
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para garantir a diversidade de distribuicdo das larvas nas clpulas individuais, cada

placa continha todos o0s grupos experimentais separados de forma a variar essa organizagao

em cada uma das 18 placas utilizadas nos bioensaios (Figura 3). Isso nos proporciona uma

grande heterogeneidade das placas, garantindo maior precisdo e confiabilidade dos dados

coletados, evitando as possiveis alteracdes que podem ocorrer no microambiente de cada

placa.

FIGURA 3 - Esquema demonstrando a distribuicdo casual de todos os grupos experimentais nas
placas utilizadas nos bioensaios larvais com A. mellifera Africanizada. Legenda: CT = Controle, AC
= Controle acetona, PT1 = Piraclostrobina 911,25 ng/mL, PT2 = Piraclostrobina 94,06 ng/mL, PT3 =
Piraclostrobina 30,25 ng/mL, DMT = Dimetoato.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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2.5. EXPOSICAO REPETIDA PARA AS CONCENTRACOES DE PIRACLOSTROBINA

No periodo da exposigdo repetida, do D3 ao D6 do bioensaio apos a transferéncia das
larvas, as diferentes concentragdes do piraclostrobina foram misturadas a dieta larval e as
larvas foram expostas por via oral. As larvas do grupo AC receberam em sua dieta larval o
mesmo volume de acetona dos grupos PT1, PT2 e PT3, ndo excedendo 2% do volume final da
dieta durante o periodo do D3 ao D6 conforme determina a OECD n° 239 (2016). O grupo CT
recebeu a dieta larval (50% solucdo acucarada e 50% geleia real, m/m) sem adi¢do do
fungicida e do solvente acetona.

As concentragOes de piraclostrobina utilizadas na dieta larval foram calculadas segundo
0 consumo total de pdlen durante a fase de alimentacédo larval de 5,4 mg (SIMPSON, 1955;
BABENDREIER et al., 2004; SIMON-DELSO et al., 2017; TADEI et al., 2019) e baseado
no valor do fungicida piraclostrobina encontrado no polen. Dessa forma, as concentracdes de
trabalho selecionadas apresentaram 0s seguintes consumos por larva (intake): PT1 - 911,25
ng/mL (intake de quatro dias: 127,58 ng/larva) representando o pior cenario encontrado no
polen (27.000 ng/g), PT2 - 94,06 ng/mL (intake de quatro dias: 13,16 ng/larva) e PT3 - 30,27
ng/mL (intake de quatro dias: 4,24 ng/larva) representando concentracdes frequentes de serem
encontradas no campo, 2.787 ng/g e 897 ng/g respectivamente. O intake foi calculado
fundamentado no consumo total da dieta larval durante o periodo de exposicéo repetida de
quatro dias (D3 ao D6) e com base na concentracdo do fungicida na dieta fornecida (Tabela
3).

TABELA 3 - Calculo do intake total durante o periodo de exposicdo repetida (D3 ao D6)
fundamentada no consumo diario das larvas de A. mellifera Africanizada.

Grupos piraclostrobina
PT1 (ng/larva) PT2 (ng/larva) PT3 (ng/larva)

Exposicdo repetida

D3 (20 pL) 18,23 1,88 0,61
D4 (30 pL) 27,34 2,82 0,91
D5 (40 pL) 36,45 3,76 1,21
D6 (50 pL) 45,56 4,70 1,51
Intake total 127,58 13,16 4,24

Fonte: Elaborado pelo autor.

Posteriormente ao periodo da exposi¢do repetida, no D7, a umidade no interior da
caixa hermetica e da estufa incubadora foi alterada e regulada para 80%. Esse periodo é o

comeco da pupacédo das larvas. No D15, as cupulas com as pupas (n = 20) foram movidas
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paras as beecages (potes plasticos, 250 mL, 9 cm x 7 cm) com alimentadores contendo xarope
(50% sacarose + 50% &gua, v:v) organizadas conforme o grupo experimental/colénia e

mantidas na estufa incubadora com umidade relativa a 70% + 10%.

2.6. AVALIACAO DOS EFEITOS BIOLOGICOS DA EXPOSICAO REPETIDA

Durante o periodo da exposicdo repetida (D3 ao D6), a mortalidade larval dos grupos
experimentais foi contabilizada. A partir do D7 ao D14, a taxa de pupacdo e a taxa de
emergéncia acumulada do periodo do D15-D22 foram quantificadas. Como forma de verificar
os efeitos da exposicdo larval nas abelhas adultas, a taxa de sobrevivéncia das abelhas

emergentes foi avaliada até a morte do Gltimo individuo.

2.7. OBTENCAO E PROCESSAMENTO DOS INTESTINOS DE LARVAS E ADULTOS

Foram coletadas cinco larvas de quinto instar pré-defecantes e cinco adultas recém-
emergidas (com até 48 horas) de cada grupo experimental, anestesiadas a 4 °C por um minuto
e dissecadas em temperatura ambiente utilizando um estereomicroscopio (Leica EZ4 HD)
para remocao dos intestinos. Os drgdos foram fixados individualmente em solucdo fixadora
por 24 horas seguindo a metodologia utilizada por Domingues et al. (2020a) e Domingues et
al. (2020b) e desidratados em concentracdes crescentes de etanol a 4 °C conforme descrito por
Silva-Zacarin et al. (2012). Posteriormente a essa etapa, 0os 6rgdos foram imersos em uma
solucdo de alcool - xilol (1:1) por uma hora e na sequéncia, imersos em Xxilol puro pelo
periodo de trés horas. Na continuacdo do processamento, os 6rgdos foram embebidos em
parafina liquida (60 °C + 2), sendo realizado trés trocas de uma hora cada, e incluidos em
parafina ultrapura (Paraplast) em temperatura ambiente. Os intestinos emblocados foram
submetidos ao microtomo para obtencéo de secgdes histologicas sequenciais de 8 pm. Foram
confeccionadas oito laminas para cada um dos cinco individuos de larvas e adultos, contendo

em média 12 cortes por lamina.

2.8. PROCESSAMENTO DAS LAMINAS PARA IMUNO-FLUORESCENCIA

Inicialmente, as Iaminas silanizadas (StarFrost®) contendo as sec¢Bes histoldgicas dos
intestinos de larvas e adultos foram desparafinizadas por imerséo ao xilol puro, trés banhos de

cinco minutos, seguido da solucdo de alcool - xilol (1:1) por cinco minutos e alcool absoluto
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(100%) por 10 minutos. Apos a desparafinizacdo realizada, os intestinos das laminas foram
reidratados por meio de concentragdes decrescentes de etanol (95%, 80%, 70%, 60% e 50%)
pelo periodo de cinco minutos em cada concentracdo, conforme descrito por Silva-Zacarin et
al. (2012). Com a reidratacdo concluida, as laminas foram imersas em tampéo citrato 0,1M
(pH 6,0) com triton 0,05% e irradiadas no micro-ondas (700-750W) por 120 segundos para
permeabilizagio-recuperacdo antigénica. Por fim, as laminas foram lavadas cinco vezes, de

um minuto cada, com tampdo fosfato-salino (PBS - pH 7,4).

2.8.1. Deteccdo de morte celular pelo método do TUNEL

Laminas contendo as sec¢des histoldgicas dos intestinos de trés individuos por grupo
experimental, foram utilizadas para a técnica de deteccdo de morte celular pelo método
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase - mediated dUTP nick end labeling), por
meio do “In Situ Cell Death Kit, Fluorescein” (Roche, Sigma-Aldrich - REF 11684795910)
seguindo as instru¢des do manual do fabricante. Apds a reacédo, as laminas foram lavadas trés
vezes com PBS (pH 7,4) em temperatura ambiente e montadas com o Fluoromount-G, with
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, ref 00-4959-52).
Um controle positivo incubado com DNase-I (3000 U/mL a 3U/mL em tampdo Tris-HCI, pH
7,5 - 10mM MgCI2, 1mg/mL albumina sérica bovina) por 10 minutos a temperatura
ambiente, para inducdo de quebras no DNA e um controle negativo sem a solucdo de TUNEL,
foram adicionados. As analises foram conduzidas em um microscépio confocal de varredura
a laser (LEICA TCS-SP8) conforme configuragfes descritas em Domingues et al. (2017),
sendo 36 secgOes histologicas de cada grupo experimental analisadas qualitativamente para
presenca de marcacOes de fragmentacdo no DNA dos intestinos de larvas e adultos de A.

mellifera Africanizada.

2.8.2. Marcacao da matriz peritrofica ( WGA-FITC)

Laminas contendo as secgdes histologicas dos intestinos de trés individuos por grupo
experimental, foram utilizadas para determinar a estabilidade da matriz peritrofica detectando
a quitina utilizando a lectina de Triticum vulgaris (trigo) conjugada com FITC (Sigma-
Aldrich, L4895) - WGAJ/FITC (Wheat Germ Agglutinin/Fluorescein isothiocyanate),
conforme descrito por Oliveira et al. (2019). O WGA-FITC liga-se aos residuos de N-acetil-

glucosamina (NAG) da quitina e a analise da intensidade do sinal de fluorescéncia indica a
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quantidade de quitina na matriz peritr6fica (MALTA et al.,, 2016). Para realizar a
quantificacdo nos intestinos de larvas e adultos, as laminas foram incubadas individualmente
com 100 pL da solugdo de trabalho do WGA-FITC (1:100) e cobertas com laminulas de
plastico pelo periodo de trés horas a 28 °C. Apo6s a incubacdo, as laminas foram lavadas com
PBS (3x), montadas com o Fluoromount-G, with DAPI e fotodocumentadas em microscopio
confocal de varredura a laser (LEICA TCS-SP8), utilizando a objetiva de 20 x, seguindo as
seguintes configuragdes: Intensidade do laser em 3%, Smart Gain 1100.0 V (brightness),
Smart Offset -30% (background), Pinhole 0.50 AU e Zoom 2.0 (larvas) e 3.0 (adultos).

Trinta imagens de cada grupo experimental (n= 3 individuos, 10 imagens por individuo)
foram analisadas, onde em cada imagem foram selecionadas 10 regides de interesse com 15
pum de largura e 15 um de altura, de forma a abranger toda a extensdo do érgdo nas imagens,
totalizando 300 analises por grupo. A quantificacdo da intensidade de marcacdo do WGA
conjugado com FITC foi realizada utilizando o software ImageJ, por meio da anélise de
histograma de intensidade (unidade = pixels) para o verde.

2.9. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados por meio do software R (versédo 3.6.1; R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, AT, 2019). Os dados referentes aos efeitos biolégicos da
exposicdo repetida ao piraclostrobina foram analisados por meio de modelos lineares
generalizados com distribuicdo quasibinomial e quasipoisson, seguido de pds-teste com valor
de P ajustado por Tukey (LENTH, 2019). A adequabilidade do modelo foi avaliada pela
analise de residuos por meio de half-normal plots (DEMETRIO; HINDE; MORAL, 2014) do
pacote “hnp” (MORAL; HINDE; DEMETRIO, 2017). A andlise de sobrevivéncia foi
realizada por meio do modelo de regressdo de Cox ¢ do pacote “survival” (THERNEAU;
GRAMBSCH, 2000; THERNEAU, 2015). Utilizou-se o pacote “ecotox” para analise do
tempo letal médio (HLINA et al., 2018).

A andlise da intensidade do sinal de fluorescéncia foi realizada pelo teste estatistico
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo pos-teste de multiplas comparagdes de
Dunn’s por meio do software GraphPad Prism 9.0.0. (121) (GraphPad Prism Software, Inc).
Os resultados foram apresentados com média * erro padrdo e o nivel de significancia adotado
foi de P < 0,05.
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3 RESULTADOS
3.1. EFEITOS BIOLOGICOS DA EXPOSICAO REPETIDA AO PIRACLOSTROBINA

A exposicdo repetida durante a fase larval ao fungicida piraclostrobina ndo afetou o
desenvolvimento pds-embrionario (mortalidade, pupacdo e emergéncia) quando comparado
com os grupos controles (P > 0,05), conforme evidenciado na tabela (4). Embora sem
diferenga estatistica, foi possivel observar menor taxa de emergéncia no grupo PT1. A
mortalidade larval causada pelo dimetoato (DMT), inseticida de referéncia utilizado no
presente trabalho, apresentou média de 84,72% + 4,62% dos individuos expostos, validando o
bioensaio (P < 0,0001) de acordo com o protocolo da OECD n° 239 (2016).

TABELA 4 - Taxa média relativa (média + erro padrdo) da mortalidade larval, taxa de pupagéo e taxa
de emergéncia de operarias de A. mellifera Africanizada expostas de forma repetida ao fungicida
piraclostrobina durante a fase larval. *N&o ha diferenca significativa entre os grupos experimentais (P
> 0,05).

Grupos Mortalidade larval* Taxa de pupacéo? Taxa de emergéncial
CT 10,15+ 4,17 79,76 £5,10 77,28 £ 7,58
AC 7,89 + 3,17 80,73+ 4,13 84,04 + 7,21
PT1 7,91+2,32 77,47 £ 3,84 66,20 + 10,58
PT2 15,64 + 3,64 65,60 + 6,73 81,84 £4,91
PT3 7,63 £ 3,09 72,37 £ 4,99 72,11+ 10,39

DMT 84,72 + 4,62 - -

Fonte: Elaborado pelo autor.

A sobrevivéncia das abelhas recém-emergidas dos grupos PT1, PT2 e PT3 ndo
evidenciaram diferenca significativa (P = 0,1281) em relagdo aos grupos controle (Figura 4),

assim como também observado no tempo letal médio (TL50) (Tabela 5).
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FIGURA 4 - Curva de sobrevivéncia de operarias recém-emergidas de A. mellifera Africanizada
expostas de forma repetida ao fungicida piraclostrobina na fase larval. n = 65 abelhas por grupo
experimental.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

TABELA 5 - Efeito do fungicida piraclostrobina no tempo letal médio, em dias, de operarias adultas
de A. mellifera Africanizada. TL50: tempo letal médio, CL: limites de confianca com 95% de
probabilidade, x2: qui-quadrado, P: probabilidade. ®Ndo ha diferenca significativa entre os grupos
experimentais (P < 0,05).

Grupos TL50 (CL) i P
CT 8,61 (7,75 - 9,45) a 27,7 0,010
AC 9,92 (8,72 - 11,05) a 42,0 <0,001
PT1 10,53 (9,33 - 11,61) a 33,0 <0,001
PT2 8,96 (8,07 - 9,76) a 11,7 0,387
PT3 10,19 (9,37 - 11,04) a 24,1 <0,001

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2. REACAO DO TUNEL

O diagnostico de morte celular, por fragmentacdo do DNA, realizado pelo método do
TUNEL no intestino das larvas e adultas de A. mellifera Africanizada pode ser observado nas
figuras 5 e 6 respectivamente. Para as abelhas dos grupos CT, AC e PT3, ndo foram
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evidenciadas imunomarcacfes positivas no epitélio do intestino (Figura 5A-B). Em
contrapartida, as abelhas dos grupos PT1 e PT2 (concentragdes mais altas) demonstraram
imunomarcacgfes positivas no epitélio intestinal (Figura 5C-E). E importante destacar que nas
regibes de diferenciacdo celular ao redor dos ninhos de células regenerativas ndo houve
imunomarcacdo positiva em nenhum dos grupos experimentais, assim como nos ndcleos das
células imaturas dos ninhos de células regenerativas, que também foram negativos para a
reacdo do TUNEL. MarcacOes positivas de células ja eliminadas e localizadas no Iimen do

intestino, foram observadas em todos 0s grupos experimentais.

FIGURA 5 - Deteccdo de morte celular pelo método do TUNEL em larvas de A. mellifera
Africanizada. A - Epitélio do intestino de larvas do grupo CT marcado com DAPI. B - Controle
negativo da reacdo do TUNEL no epitélio intestinal. C - Epitélio intestinal de larvas do grupo PT1
com imunomarcagdo positiva. D - Imunomarcacdo positiva com destaqgue em um ndcleo de um
individuo do grupo PT1. E - Epitélio intestinal de larvas do grupo PT2 com imunomarcacao positiva.
Legenda: asteriscos = células no limen com imunomarcagao positiva, ec = célula sendo eliminada
para o limen, ep = epitélio, lu = limen, n = nlcleo, rc = ninhos de células regenerativas, seta branca
= ndcleos no epitélio intestinal positivos para marcacao pelo método do TUNEL.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Em relacdo aos individuos adultos, as abelhas dos grupos CT, AC, PT2 e PT3 néo
apresentaram imunomarcacdes positivas para o diagnéstico de morte celular pelo método do
TUNEL. Apenas as abelhas do grupo exposto a concentracdo mais alta do fungicida, PT1,
apresentaram marcagdo positiva, embora menos pronunciada que na fase larval (Figura 6C).
Assim como nas larvas, ndo foram observadas imunomarcagdes positivas na regido dos
ninhos de células regenerativas (Figura 6) e foram observadas imunomarcac6es positivas de

células eliminadas para o limen em todos 0s grupos experimentais.

FIGURA 6 - Deteccdo de morte celular pelo método do TUNEL em adultos de A. mellifera
Africanizada. A - Epitélio do intestino de abelhas adultas do grupo CT marcado com DAPI. B -
Controle negativo da reacdo do TUNEL. C - Epitélio intestinal de abelhas adultas do grupo PT1 com
imunomarcagdo positiva. D - Epitélio intestinal de larvas do grupo PT2 negativo para reacdo do
TUNEL. Legenda: ep = epitélio, lu = limen, n = nucleo, rc = ninhos de células regenerativas, seta
branca = nucleos no epitélio intestinal positivos para marcagao pelo método do TUNEL.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.3. QUANTIFICACAO DO WGA-FITC

A marcacao de quitina da matriz peritréfica (ectoperitréfica) foi visualizada por todo o
intestino de larvas e adultos de A. mellifera Africanizada. A quantificacdo da marcacdo de
quitina pelo WGA-FITC (Figura 7A) revelou um aumento da intensidade nos intestinos das
larvas de abelhas do grupo PT1 (média = 206,49) com diferenga estatistica (P < 0,0001) em
relacdo aos demais grupos, CT (média = 143,63), AC (média = 141,52), PT2 (média =
170,19) e PT3 (média = 152,40) (Figura 7B). Os intestinos das larvas do grupo PT2, foram
diferentes estatisticamente (P < 0,001) dos grupos controles e do grupo PT3 (P < 0,005)
(Figura 7B). As larvas dos grupos CT, AC e PT3 séo estatisticamente semelhantes entre si (P
> 0,05).

FIGURA 7 - Intensidade de fluorescéncia de quitina na matriz peritrofica (ectoperitréfica) do
intestino de larvas de A. mellifera Africanizada expostas a diferentes concentragdes do fungicida
piraclostrobina na fase larval. A - Intestino marcado com WGA-FITC e os nlcleos com DAPI. B -
Intensidade de marcacdo da fluorescéncia em unidades de pixel. Legenda: Iu = limen, n = ndcleo
marcado com DAPI, rc = ninho de células regenerativas, seta branca = marcacdo com WGA-FITC.
*Diferenca estatistica (P < 0,05).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Em relacdo as operarias recém-emergidas (Figura 8A-B), as abelhas do grupo PT1
(média = 161,78) apresentaram diferencga significativa (P < 0,0001) para todos os demais
grupos CT (média = 134,41), AC (média = 137,70), PT2 (média = 138,56) e PT3 (média =
136,73) (Figura 8B). Os demais grupos experimentais, CT, AC, PT2 e PT3 sdo
estatisticamente semelhantes entre si (P > 0,05) (Figura 8B).
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FIGURA 8 - Intensidade de fluorescéncia de quitina na matriz peritrofica (ectoperitréfica) do
intestino de operarias recém-emergidas de A. mellifera Africanizada expostas a diferentes
concentracdes do fungicida piraclostrobina na fase larval. A - Intestino marcado com WGA-FITC e o0s
nucleos com DAPI. B - Intensidade de marcacéo da fluorescéncia em unidades de pixel. Legenda: lu
= ldmen, n = nlcleo marcado com DAPI, rc = ninho de células regenerativas, seta branca = marcacao
com WGA-FITC. *Diferenca estatistica (P < 0,05).
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4 DISCUSSAO

Os resultados apresentados aqui, reforcam a importancia da anélise dos efeitos tardios
do fungicida piraclostrobina apos exposicao na fase larval, uma vez que embora ndo tenhamos
observados efeitos bioldgicos imediatos, respostas tardias foram evidenciadas por meio da
reacdo do TUNEL e pela quantificagdo da matriz peritrofica (ectoperitrofica) utilizando a
técnica do WGA-FITC. Segundo a revisdo realizada por Chmiel et al. (2020), os autores
destacam a notavel auséncia de trabalhos com efeitos subletais utilizando fungicidas quando
comparado com outros agrotdxicos, como os inseticidas. Sendo assim, o presente estudo é
relevante para reduzir as lacunas de conhecimento em relagéo aos fungicidas, principalmente
analisando o desenvolvimento pos-embrionério.

A auséncia de efeitos das concentra¢fes do fungicida piraclostrobina na mortalidade
larval, taxa de pupacdo e taxa de emergéncia, podem estar relacionadas com os sistemas de
desintoxicacéo presentes em A. mellifera (BERENBAUM; JOHNSON, 2015), gerando maior
gasto energético como uma resposta compensatéria ao fungicida e consequentemente
mantendo o desenvolvimento até a emergéncia dos adultos. Nesse sentido, sabendo que ao
longo do processo de metamorfose, durante a pupacdo, as abelhas utilizam a reserva
energética acumulada na fase larval para complementar o seu desenvolvimento (BISHOP,
1961; CRUZ-LANDIM, 2009), o desvio na demanda energética para responder ao
piraclostrobina pode comprometer as mudangas induzidas durante a metamorfose e reduzir a
performance das abelhas que irdo emergir, onde em um cenario de exposicdo prolongada
poderia comprometer a dindmica populacional das colénias (DOMINGUES et al., 2020a).
Mussen, Lopez e Peng (2004) sugerem que, mesmo em concentragdes residuais, os fungicidas
podem interferir no desenvolvimento pés-embrionario de A. mellifera. Alguns estudos
destacam a citotoxicidade de concentragdes realisticas dos fungicidas no sistema hepato-
nefrocitico (DOMINGUES et al., 2017), no intestino médio (CARNEIRO et al., 2020;
TADEI et al., 2020) e tubulos de Malpighi (BATISTA et al., 2020) de operarias recém-
emergidas.

Corroborando com 0s nossos achados, estudos utilizando o piraclostrobina (principio
ativo) (TADEI et al., 2019) e uma formulagio comercial (Comet®) (TADEI et al., 2020)
também ndo observaram efeitos sob os mesmos pardmetros analisados no presente trabalho. A
exemplo dos fungicidas, estudos utilizando concentragdo de campo do inseticida
neonicotindide tiametoxam (0,001 ng/uL) demonstraram auséncia de efeitos na taxa de
mortalidade larval, taxa de pupacdo e taxa de emergéncia de abelhas adultas (FRIOL et al.,
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2017). Entretanto, em todos os estudos destacados os autores observaram importantes efeitos
tardios no desenvolvimento em outros biomarcadores como 0S comportamentais,
histopatoldgicos, imuno-histoquimicos e ultraestruturais.

Em relacdo a sobrevivéncia e o tempo letal médio das abelhas recém-emergidas, 0s
nossos resultados estdo de acordo com os achados de Tadei et al. (2020), onde os autores
evidenciaram que a exposigéo oral repetida ao piraclostrobina (4,93 ng/mL) na fase larval ndo
afetou a sobrevivéncia das operarias adultas de A. mellifera Africanizada. Domingues et al.
(2020a), em estudo comparativo com individuos adultos (recém-emergidas e forrageiras),
verificaram que a exposicao oral a trés concentrac6es do piraclostrobina (0,125 ng/mL, 0,025
ng/mL, 0,005 ng/mL) alterou o padrdo de sobrevivéncia apenas das forrageiras e néo
demonstrou efeito na longevidade das abelhas recém-emergidas. No mesmo sentido, Carneiro
et al. (2020) também néo verificaram efeitos imediatos apos exposicdo ao fungicida iprodione
(LD50 = 2 mg/kg).

Contudo, foi possivel notar respostas a nivel celular no epitélio intestinal de abelhas
dos grupos PT1 (larvas e adultos) e PT2 (larvas). O diagnéstico do TUNEL foi positivo para
as células digestivas, que exercem importantes funcdes como: digestdo e absorcdo de
nutrientes, capacidade excretora e sintese dos componentes da matriz peritréfica (SERRAO;
CRUZ-LANDIM, 1996; SILVA-ZACARIN et al., 2011; TERRA; FERREIRA, 2012). Desta
forma, lesdes nestas células podem reduzir a viabilidade do 6rgdo. Os nossos achados
corroboram com Tadei et al. (2020), que detectaram marcacGes positivas para a formulacéo
comercial e o ingrediente ativo de piraclostrobina. Batista et al. (2020) para o picoxistrobina e
Carneiro et al. (2020) para o iprodione também destacaram alteracGes nas células digestivas
de operarias de A. mellifera Africanizada.

As marcacdes positivas para fragmentagdo do DNA em abelhas recém-emergidas do
grupo PT1, sugerem que ndo houve completa metabolizagéo e eliminagdo do piraclostrobina
ao longo da metamorfose. Por sua caracteristica pouco polar ou lipofilica, € possivel que o
fungicida tenha sido armazenado no tecido predominante das larvas e pré-pupas, 0 corpo
gorduroso. Segundo Bishop (1961), este tecido pode representar 60% do peso corporal das
larvas e esta diretamente em contato com a hemolinfa, ou seja, o piraclostrobina pode chegar
rapidamente até o tecido e permanecer devido as caracteristicas de afinidade de sua molécula.
Silva et al. (2015) identificaram a presenca de anomalias em larvas e pupas ap0s exposicao

aguda, no quarto dia do desenvolvimento larval, ao fipronil e os autores sugerem que 0
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inseticida provocou alteracbes no metabolismo das células do corpo gorduroso
comprometendo o desenvolvimento padrdo de A. mellifera Africanizada.

Embora as células digestivas tenham evidenciado marcacao de fragmentacdo do DNA,
0 ninho de células regenerativas de larvas e adultos ndo foi afetado e consequentemente a
integridade do epitélio intestinal foi mantida, o que corrobora com a auséncia de efeitos na
mortalidade e sobrevivéncia descritos aqui. As células que compde o ninho sdo importantes
para manter o nivel de homeostase de digestdo e absorcdo de nutrientes do individuo, uma vez
que sdo as responsaveis pela renovacdo do epitélio, que diminui progressivamente com a
idade (MARTINS et al., 2016). Domingues et al. (2020a) destacam a maior sensibilidade do
epitélio intestinal de forrageiras para o piraclostrobina.

A maior intensidade de marcacdo da quitina da matriz peritréfica identificada para as
larvas (PT1 e PT2) e adultas (PT1) sugere uma alteracdo (aumento) na quantidade de sintese
dos componentes da matriz peritréfica (ectoperitrofica) provocada pelo fungicida. De acordo
com Shao, Devenport e Jacobs-Lorena (2001), o balanco entre a sintese e degradacdo da
matriz peritrofica dos insetos, que ocorre por meio da acdo das quitinases e quitina-sintase,
determina a sua espessura e as peritrofinas estdo envolvidas na sua elasticidade e
permeabilidade. Segundo Oliveira et al. (2019), ndo ha diferencas na permeabilidade ao longo
do intestino médio. Nesse sentido, a maior sintese de componentes da matriz peritréfica,
evidenciado pela intensa marcacéo, estaria barrando grande quantidade absorcéo do fungicida
e com isso mitigando os efeitos adversos. Em Drosophila melanogaster (Meigen, 1830) ja
foram descritos, por meio de evidéncias genéticas, efeitos protetores da matriz peritréfica
contra patégenos e toxinas (KURAISHI et al., 2011).

Oliveira et al. (2019), utilizando a marcacdo da matriz peritréfica com WGA,
demonstraram que a concentracdo de quitina na matriz do intestino médio de A. mellifera foi
significativamente maior na regido anterior do que na posterior e, adicionalmente, maior nas
forrageiras do que nas nutridoras. Com base no exposto, podemos inferir que as larvas
tiveram uma resposta protetora ao fungicida, embora os estudos sobre a matriz peritrofica em
larvas de abelhas sejam limitados. Os estudos sobre a matriz peritrofica das larvas de insetos
concentram-se em espécies consideradas pragas agricolas e visam compreender a estrutura e
funcionamento da matriz peritréfica para a sintese de novos bioinseticidas e novas tecnologias
de controle de pragas (HEGEDUS et al., 2009; SANDOVAL-MOJICA; SCHARF, 2016;

WANG et al., 2016). Nessa perspectiva, o estudo fornece informaces relevantes sobre como
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efeitos tardios devem ser considerados e como a exposicdo pode alterar o padrédo de

desenvolvimento pos-embrionério das abelhas A. mellifera.
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5 CONCLUSOES

Nossos resultados evidenciaram que, apds exposicdo ao fungicida piraclostrobina na
fase larval, o epitélio do intestino de larvas e adultos apresentaram indicacdo de morte celular
por fragmentacGes no DNA das células digestivas e aumento na intensidade de marcacao da
matriz peritréfica. Estes achados demonstram que embora o piraclostrobina ndo tenha causado
mortalidade, a resposta energética das larvas pode gerar abelhas emergentes menos saudaveis
e com isso reduzir a forca da colbnia, jA& que essas abelhas irdo cuidar das atividades
internamente e posteriormente serdo responsaveis pela identificacdo e coleta de recursos.
Nesse sentido, destacamos a importancia de estudos que levem em consideracéo os efeitos
tardios da exposi¢do aos fungicidas durante a fase larval, uma vez que essa lacuna de

conhecimento ainda é alta quando comparada com 0s inseticidas.
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HIGHLIGHTS

¢ Response to pyraclostrobin is different according to the age in honeybee workers.

e Pyraclostrobin reduce honeybee foragers longevity at residual concentrations.

e Pyraclostrobin chronic exposure changed the midgut morphophysiology of foragers.

e Foragers are more sensitive to the fungicide than young workers honeybees.

¢ Pyraclostrobin reduce polysaccharides labeling in young workers midgut.
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ABSTRACT

The honeybee has economic importance both for the commercial value of bee products and for its role
in the pollination of agricultural crops. Despite the fact that the fungicides are widely used in
agriculture, studies comparing the effects of this group of pesticides on bees are still scarce. There are
many gaps preventing the understanding of bees’ responses to exposure to fungicides, including the
influence of the age of the exposed workers. However, this study aimed to compare the effects of
residual concentrations of pyraclostrobin on young and old bees of Africanized Apis mellifera. The
parameters analyzed were the survival rates, as well as the histopathological and histochemical
changes in midgut of orally exposed workers to different sublethal concentrations of this strobilurin
fungicide: 0.125 ng a.i./uL (C1), 0.025 ng a.i./puL (C2) e 0.005 ng a.i./uL (C3). The results showed a
significant decrease in the longevity only for old bees exposed to the three concentrations of
pyraclostrobin. After the five-day exposure period, the fungicide induced sublethal effects in the
midgut only from the old bees. These effects were the increase both in cytoplasmic vacuolization of
digestive cells and morphological changes in the nests of regenerative cells, which reflected in the
higher lesion index of organ for groups C1 and C2. Additionally, there was a reduction in total protein
staining in the intestinal epithelium in C1 and C2. At the same exposure period, the midgut of young
bees presented only a reduction in the staining of neutral polysaccharides in the group C1. Concluding,
old workers are more sensitive to the fungicide than young workers. This study showed different
responses according to worker age, which can affect the maintenance of colony health. Future studies
should take into account the age of the workers to better understand the effects of fungicides on bees.

Keywords: Apis mellifera; strobilurin fungicide; longevity; midgut; morphophysiology.
The response to exposure to the fungicide pyraclostrobin was different according to

bee’s age. However, both ages were harmed that can compromise the health status of the
colony.
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1. Introduction

Bees perform important ecosystem pollination services (Hung et al., 2018). The
honeybee, Apis mellifera L., is the managed species best known worldwide because of the
economic value of bee products and the pollination of several crops (Calderone, 2012; Saez et
al., 2020), since this species is generalist in the search for resources (Malaspina and Stort,
1987) and has a wide geographical distribution (Kotthoff et al., 2013).

Deforestation and habitat fragmentation leads to scarcity of floral resources for bees,
as well as the intensified use of pesticides in agriculture and the infection by pathogens, have
threatened populations of wild and managed bees (Goulson et al., 2015). For the last two
decades, several studies have reported colony losses in managed honeybees in Europe (Gray
et al., 2019; Chauzat et al., 2010; Genersch et al., 2010; Potts et al., 2010) and United States
of America (Kulhanek et al., 2017; Lee et al., 2015; Ellis et al., 2010), and the weakening of
honeybees colonies in Brazil (Castilhos et al., 2019; Pires et al., 2016). Although the causes of
the decline in bee populations are multifactorial (Goulson et al., 2015), pesticides are among
the most relevant and threatening due to the foraging of these bees in agricultural areas and
their surroundings.

Wood and Goulson (2017) point out that studies on the effects of pesticides on bees
were wholly directed to neonicotinoid, from 1995 to 2016, intensifying in the last three years
of this period (correspondent to 59.4% of the total studies). However, studies of the effects of
fungicides on bees have not had the same growth and, although they have increased in recent
years, there are still many knowledge gaps that need to be clarified to understand their effects
on this important non-target organism (Cullen et al., 2019).

In the field, bees may be exposed to fungicides either by direct contact at the time of
spray application, or through their residues in pollen, nectar and water (Jaffe et al., 2019;
Samarghandi et al., 2017; Pettis et al., 2013). In Brazil, there are 24 commercial formulations
containing the fungicide pyraclostrobin as an active ingredient, which are used in crops such
as cotton, peanuts, coffee, sunflower, apple, papaya, mango, melon, peach, pepper and tomato
(Mapa, 2020).

The fungicidal activity of the strobilurin occur due to their ability to inhibit the
mitochondrial respiration by the binding in Qo site (quinone oxidase) of the cytochrome b,
which is located in the inner membrane of the mitochondria of fungi and other eukaryotes
(Bartlett, 2002). In non-target organisms, such as insects, the fungicide pyraclostrobin has the
potential to affect the mitochondrial bioenergetics of silkworms (Nicodemo et al., 2018), and
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it strongly inhibited mitochondrial oxidation rates in vitro, i.e., in the mitochondria isolated
from the flight muscle of the honeybee A. mellifera (Campbell et al., 2016).

Due to the large number of products formulated containing strobilurin as active
principle applied, the risk of exposure to bees becomes more frequent on crops worldwide. In
the case of eusocial bees, it is important to understand the possible sublethal effects of
fungicides throughout their life span, as workers can potentially have different detoxifying
response according to bee's age (Vannette et al., 2015). Glutathione S-transferase (GST) plays
a role in the detoxification of xenobiotics in the midgut and its activity fluctuate during the
life span of A. mellifera worker increasing until 21 days-old bees (Diao et al., 2005).
Transcripts of genes encoding P450 xenobiotic detoxification enzymes that oscillated in both
nurses and foragers (Rodrigues-Zas et al., 2012).

In this context, it is important to study organs that participate in the route of absorption
and metabolism of pesticide residues, after oral ingestion. The intestine of social bees -
anatomically divided into anterior, middle and posterior (Cruz-Landim and Rodrigues, 1967;
Ferreira and Cruz-Landim, 2004) - is a key organ in the evaluation of the sublethal effects of
fungicide residues present in the food because it performs the functions of ingestion, digestion
of food and absorption of its nutrients (Snodgrass, 1956; Serrdo and Cruz-Landim, 1996).
Additionally, midgut plays a role of detoxification of xenobiotics present in ingested food by
means of enzymes as cytochrome P450 (Mao et al., 2011), GST (Diao et al., 2005) and
carboxylesterases (Rand et al., 2015). Therefore, morpho-physiological changes in the
intestine induced by pesticide residues present in the food ingested by the bee can affect the
gut’s functions.

Malaspina and Silva-Zacarin (2006) highlighted the importance of using cell
biomarkers in the internal organs of bees as a complementary tool in toxicological studies, in
order to evaluate the responses of bees exposed to xenobiotics. The epithelium of the midgut
consists of three cell types. The digestive cells that are responsible for the secretion of
enzymes and components of the peritrophic matrix and absorption of nutrients from the
digested food. The endocrine cells that are responsible for the production of peptides with
hormonal action (act in peristalsis, digestion, and diuresis). The regenerative cells, which are
undifferentiated cells capable of replacing the other two cell types when differentiating,
maintaining the renewal and integrity of the epithelium (Martins et al., 2006; Terra, 2001;
Cavalcante and Cruz-Landim, 1998; Landim et al., 1996).
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Studies have shown that fungicides can reduce bee survival (Domingues et al., 2017),
interfere with the immune response (Degrandi-Hoffman et al., 2015), compromise organs
(Batista et al., 2020; Carneiro et al., 2020; Zaluski et al., 2017) and trigger late effects after
their exposure in the larval phase (Tadei et al., 2019). Nevertheless, there are gaps in
knowledge that prevent the understanding of differences in responses between different
phases of life of workers of honeybees exposed to fungicides.

Therefore, to clarify the above-mentioned gaps, the objective of this study is to
evaluate and compare the effects of oral exposure to sublethal concentrations of
pyraclostrobin in newly emerged and forager bees of Africanized A. mellifera, under different
parameters of analysis, specifically survival rate, as well as histopathological and

histochemical analyzes of the midgut.

2. Materials and Methods

In this study, nine colonies of Africanized A. mellifera free of symptomatic disease
and parasites were inside the apiary (22°23'48.1"S; 47°32'33.1"W) located at Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP - campus of Rio Claro, Sdo Paulo State,
Brazil. The toxicological bioassays using newly emerged and forager bees were performed in
laboratory (LECA - Laboratério de Ecotoxicologia e Conservacdo de Abelhas) at the CEIS
(Centro de Estudos de Insetos Sociais) from UNESP.

2.1. Fungicide

The pyraclostrobin fungicide analytical standard purchased from Sigma-Aldrich (CAS
Number 175013-18-0, > 98% purity) was used in the present study. The pyraclostrobin stock
aqueous solution (1000 ng a.i./mL) was prepared with autoclaved distilled water and acetone
(60% - 40%, respectively). Serial dilution was performed to obtain working solutions needed
for continuous oral exposure.

The choice of three sublethal concentrations of pyraclostrobin in the present study was
based on studies with fungicide residues found both in pollen (Pettis et al., 2013) and in bee
bread samples (Yoder et al., 2013). Additionally, the concentrations used in laboratory tests
with larvae of Africanized honeybee (Tadei et al., 2019) and adult workers of A. mellifera

(Zaluski et al., 2017) were taken into account, with varying study ranges between 319 - 5000
ppb.
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2.2. Toxicological bioassays

2.2.1. Experimental design

The toxicological bioassays have been designed so that the bees were distributed into
the following experimental groups for each age: control (CTL) - bees received only syrup;
concentration 1 (C1) - 0.125 ng a.i./uL of pyraclostrobin in syrup; concentration 2 (C2) -
0.025 ng a.i./uL of pyraclostrobin in syrup; concentration 3 (C3) - 0.005 ng a.i./uL of
pyraclostrobin in the syrup. The concentration of pyraclostrobin in C1 group is five times
higher than C2, which is five times higher than C3 group. Since pyraclostrobin is not
completely soluble in water, its dilution was carried out in acetone (solvent) and, however, the
acetone control group (CAC) was included, in which the acetone concentration (< 0.01%) was
similar to the C1 groups, C2 and C3, not exceeding 1% of the final volume according to the
recommendations of OECD 213 (1998).

Five replicates were tested per experimental group, that is, five beecages/group
containing 20 bees of the same colony in each beecage, totaling 100 bees per group (500 bees
per age). In order to guarantee replicability and validate the results, bioassays were performed

three times using three different colonies in each bioassay.

2.2.2. Bioassays: newly emerged and forager bees

In order to collect the newly emerged workers of Africanized A. mellifera from three
different colonies, one frame containing capped brood cells were taken from each colony, and
they were transported to the laboratory, where they were individually placed inside an
incubator at 33 °C (x 1) and 70% (x 5) relative humidity. After emergence at laboratory
conditions, the 24-hour-old bees from each colony were transferred to the beecages (plastic
pots, 250 mL, 9 cm x 7 cm) that contained feeders with syrup inside (50% inverted sugar +
50% water, v:v) provided ad libitum during the 24-hour period that correspond to the
acclimation time. Thus, the newly emerged bees were distributed per colony in five beecages
(described in item 2.2.1.).

The collection of Africanized A. mellifera foragers was carried out using beecages,
positioned directly at the entrance of each colonies between 7:00 - 9:00 a.m. and with
temperatures around 20 °C. After collection of bees from the tree different colonies, the

beecages were transported to the laboratory and placed in an incubator, under the same
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conditions described for the newly emerged worker bees. The feeders with syrup offered at
the time of collection was removed from beecages at 4-6 hours before the beginning of the
bioassays for both ages.

Mortality was recorded daily during the bioassay period. The results showed a marked
decline in survival in foragers bees on the fifth day of continuous oral exposure. Thus, to
standardize the exposure time for both ages, this exposure time was chosen, i.e., five days.

2.3. Histological procedure of midguts

After five days of exposure, 10 bees from each experimental group of both ages (newly
emerged and forager bees) were collected, anesthetized by cooling at 4 °C and dissected at
room temperature. The midguts were immersed in 4% paraformaldehyde buffered fixative
solution in phosphate buffer saline (0.1 mol/L, pH 7.4) for a period of 24 h at 4 °C and then
dehydrated with ethanol following the methodology described by Silva-Zacarin et al. (2012).
After dehydration, the organs were embedded in historesin following the manufacturer's
instructions (Leica Historesin Embedding Kit) and submitted to the microtomy to obtain 6 pum
thick histological sections, which were stained with hematoxylin and eosin for morphological
analysis (Domingues et al., 2017).

On average, 200 non-sequential histological sections were analyzed and photo-
documented per experimental group of both ages, totaling 2000 images, under bright field
light microscope. For histochemical analyzes, the midgut histological sections were submitted
to the techniques of bromophenol blue for detection of total proteins (Pearse, 1985; Junqueira
and Junqueira, 1983) and periodic acid-Schiff (PAS) for detection of neutral polysaccharides
and glycoconjugates (Mcmanus, 1946).

2.4. Semi-quantitative analysis of midguts (lesion index)

In order to quantify the possible adverse effects of pyraclostrobin concentrations in the
midgut of newly emerged and forager bees, 10 slides were analyzed per experimental group
of both ages, totaling 100 slides. The calculations of the histopathological changes detected in
the intestine, as well as the lesion index of the organ were based on Oliveira et al. (2019),
adapted from Grella et al. (2019) and Bernert et al. (1999). The classification of each change
observed in the organ is depending on the degree and extent of this change: 0 = unchanged, 1

= slight occurrence, 2 = moderate occurrence and 3 = severe occurrence. The lesion
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importance factor was classified as 1 = low pathological importance, reversible damage
(apocrine secretion, cells eliminated into lumen), 2 = moderate pathological importance,
repairable in most cases (cell vacuolization, atypical nuclei) and 3 = severe importance

pathological, irreparable (pyknotic nuclei and damage in nest of regenerative cells).

2.5. Histochemical quantification

To calculate the staining intensity of bromophenol blue and PAS, a total of 300 midgut
images were measured by technique (150 for newly emerged and 150 for forager bees) using
the particle analysis determination using the software ImageJ. The images of the midguts of
the bees of each age were analyzed for each of the five experimental groups as described in

the items (2.2.1.), being (n = 30) per group.

2.6. Statistical analysis

A survival rate for each experimental group for newly emerged and forager bees was
determined by Log-rank (Kaplan-Meier), followed by multiple comparison of groups by the
Holm-Sidak method using SigmaPlot® 14.0 (Systat Software Inc). The data obtained in the
present study were initially analyzed by the Shapiro-Wilk normality test. For the semi-
guantitative analysis of midguts (lesion index) and histochemistry intensity, the Kruskal-
Wallis non-parametric test was performed followed by the Dunn's post-test for multiple
comparisons using the GraphPad Prism 8 (GraphPad Prism Software, Inc), with a significance

level of P < 0.05. The data are graphically represented with mean + standard error.

3. Results

3.1. Survival rate

The survival bioassays to different concentrations of pyraclostrobin showed different
patterns of responses according to bee age, with 22 days for newly emerged workers and 19
days for foragers.

The concentrations of the fungicide did not affect the longevity of the newly emerged
bees, compared to the control groups (Log-Rank Test: Statistic: 3555; DF: 4; P = 0.469) (Fig.
1A). However, the longevity of forager bees in groups C1 (3.974 + 0.123 days), C2 (4.011
0.147 days) and C3 (4.046 + 0.126 days) was lower than the CTL (5.018 £ 0.169 days) and
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CAC (4.508 £ 0.153 days) (P < 0.05. Log-Rank Test: Statistic: 34.374; DF: 4; P Value <
0.001) (Fig. 1B). Groups C1, C2 and C3 showed a reduction of 18.75% in survival in

comparison to the CTL group, and 12.54% in survival compared to CAC.
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Fig. 1. Survival pattern of (A) newly emerged bees and (B) forager bees of Africanized A. mellifera
exposed continuously to pyraclostrobin. N = 100 individuals per experimental group. Statistical
difference in B, * P < 0.05. Log-Rank Test: Statistic: 34.374; DF: 4; P Value < 0.001.

3.2. Morphological analysis

Histological analyzes of midguts of newly emerged workers exposed to pyraclostrobin
for five days did not show morphological changes, so that all individuals in the exposed
groups presented a similar morphological pattern to the control group (Fig. 2), with well-
defined villi of the organ with a brush border clearly visible in the apical portion of the
epithelium. Digestive cells (also known as principal or enterocytes) presented their cytoplasm
without vacuolization. The nests of regenerative cells have normal morphology, i.e., they have
large nuclei with decondensed chromatin and they are organized in the form of clusters
visibly located in the basal portion of the epithelium, so that their apical edge does not reach
the lumen of the villi.

On the contrary, forager bees exposed for five days to pyraclostrobin presented
morphological changes more pronounced in the midgut from groups C1 (Fig. 3E-F) and C2
(Fig. 3G-H) than in group C3 (Fig 3I-J), in comparison to CTL (Fig. 3A-B) and CAC (Fig.
3C-D) groups. These changes occurred mainly in the following histopathological parameters:
epithelial cytoplasmic vacuolization, elimination of cells to the lumen and morphological

alteration in the nests regenerative cells. In C1 (Fig. 3E) and C2 (Fig. 3G) it is possible to
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observe a large amount of vacuoles in the epithelial digestive cells of the intestinal villi,
which were not observed in the other groups and, additionally, digestive cells containing a
large amount of inclusions (small granules of secretion/excretion) are being released into the
lumen. In C1 (Fig. 3F) and C2 (Fig. 3H) we observed intense vacuolization in the nests of
regenerative cells at the base of the epithelial tissue of the midgut. Eventually, atypical nuclei
and pyknotic nuclei were detected in the midgut of groups C1 and C2, however these were not
considered in determining response patterns (semi-quantitative analysis) due to their low
frequency. The CTL and CAC groups, for both forager and newly emerged bees, showed a
typical and uniform morphological pattern of the organ and the C3 group (Fig 3I-J) did not
differ in relation to the control groups.
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Fig. 2. Midgut of newly emerged bees of Africanized A. mellifera after five days of oral continuous
exposure to pyraclostrobin. (A-B) CTL - syrup control; (C-D) CAC - solvent (acetone) control; (E-F)
C1 - 0.125 ng a.i./pL of pyraclostrobin; (G-H) C2 - 0.025 ng a.i./uL of pyraclostrobin; (I-J) C3 - 0.005
ng a.i./uL of pyraclostrobin. Legend: lu = lumen, m = muscle, n = nuclei, rc = regenerative cells,
Head arrow = release of apocrine secretion, Black arrow = elimination of cells. Staining:
Hematoxylin-Eosin.
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Fig. 3. Midgut of forager bees of Africanized A. mellifera after five days of oral continuous exposure
to pyraclostrobin. (A-B) CTL - syrup control; (C-D) CAC - solvent (acetone) control; (E-F) C1 - 0.125
ng a.i./uL of pyraclostrobin; (G-H) C2 - 0.025 ng a.i./uL of pyraclostrobin; (1-J) C3 - 0.005 ng a.i./uL
of pyraclostrobin. Legend: lu = lumen, m = muscle, n = nuclei, rc = regenerative cells, sc =
spherocrystals, v = vacuole, * = vacuolization in the nest, Head arrow = release of apocrine secretion,

Black arrow = elimination of cells. Staining: Hematoxylin-Eosin.
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3.3. Lesion index

In order to quantify the changes observed in the histological analyzes and understand
the response pattern of the exposed groups in relation to the control groups, the lesion index

of the organ was determined (Figures 4 and 5).
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In newly emerged bees, the C3 group (P = 0.0193) demonstrated an increase in the
apocrine secretion parameter (lesion degree: 1), in relation to the CTL and CAC groups (Fig.
4A). The total organ index (Fig. 4E), corresponding to the sum of all the parameters analyzed,
showed that the groups did not present statistical differences among them (P > 0.05).

In the forager bees (Fig. 5), all exposed groups showed similarity for the parameters of
apocrine secretion (Fig. 5A) and cell elimination (Fig. 5B). However, the response of forager
bees was different for the parameters of vacuolization (Fig. 5C), degree 2, and morphological
alteration in the nests of regenerative cells (Fig. 5D), degree 3, which was reflected in the
highest total organ index (Fig. 5E) of groups C1 (P < 0.0001) and C2 (P < 0.0002) in
comparison to the others (CTL, CAC and C3). The C3 group (Fig. 5E) is statistically similar
to the CTL and CAC groups (P > 0.05). The parameters of atypical nuclei, degree 2, and
pyknotic nuclei, grade 3, for both ages, did not show enough frequency for quantification and

were not included in the lesion index results.
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Fig. 4. Alterations and organ index in newly emerged bees. (A) Apocrine secretion; (B) Eliminated
cell; (C) Vacuolization; (D) Alteration of nest; (E) Total organ index. Statistical difference in A, * P <
0.05.
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Fig. 5. Alterations and organ index in forager bees. (A) Apocrine secretion; (B) Eliminated cell; (C);
Vacuolization; (D) Alteration of nest; (E) Total organ index. Statistical difference in C, Dand E, * P <
0.05.

3.4. Histochemistry analysis

The data from the histochemical analyzes allowed to identify the different
macromolecules distributed in the midgut. Figure 6 shows comparatively the hematoxylin and
eosin staining for morphological analysis (Fig. 6A, 6D and 6G) and the tests for total proteins
using bromophenol blue (Fig. 6B, 6E and 6H) and for neutral polysaccharides and
glycoconjugates using the PAS (Fig. 6C, 6F and 61) in the midgut.
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Fig. 6. Villi of the midgut of forager bees stained with hematoxylin and eosin techniques (A, D and
G), bromophenol blue (B, E and H) and PAS (C, F and 1). Villi overview (A-C); Detailed view of

digestive cells (D-F); Detailed view of regenerative cell nests (G-I). Legend: Iu = lumen, m = muscle,
n = nuclei, rc = regenerative cells, sc = spherocrystals, vi = villus.

The response pattern for the two histochemical techniques used in the present study
was different in both ages, as shown in Figure 7 (A-D). In newly emerged workers, the C1
group (P = 0.0002) showed a reduction in the positive labeling in the PAS reaction in relation
to the CTL and CAC groups (Figure 7A). Although the C2 group also showed a reduction in
this labeling intensity, there was no statistical difference in relation to the other groups (P =
0.0746). In forager bees, although figure (7B) shows less positive labeling for PAS in groups
C1, C2 and C3, there was no statistical difference between groups (P > 0.05).

Positive labeling for total proteins by the bromophenol blue technique, unlike PAS,
did not show any difference in intensity between the groups of newly emerged bees (P > 0.05)
(Figure 7C). However, in the forager bees, a marked reduction in this positive labeling
intensity was observed, with statistical difference in groups C1 (P = 0.0009) and C2 (P =
0.0205) when compared with the CTL and CAC groups (Figure 7D). Group C3 showed a
decline in labeling intensity, but without statistical difference (P > 0.05).
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Fig. 7. Boxplot of the histochemical alterations in Africanized A. mellifera midguts after five days of
oral continuous exposure to pyraclostrobin. (A) PAS labeling in the midgut of newly emerged bees;
(B) PAS labeling in the midgut of forager bees; (C) Bromophenol blue staining in the midgut of newly
emerged bees; (D) Bromophenol blue staining in the midgut of forager bees. Asterisks indicate
statistical differences (P < 0.05) to the control groups.

4. Discussion

In the present study, we demonstrate that exposure of Africanized A. mellifera to a
range of field-realistic concentrations of pyraclostrobin, including that representative of the
worst-case scenario, decreases the survival of forager bees. In addition, the fungicide induced
both the histochemical changes in the midgut of exposed workers, as newly emerged as
forager bees, and histopathological effects only in foragers, although in different ways, which
can compromise the morphophysiology of the midgut. Studies with other pesticides have also
shown that foragers were more susceptible to the pesticides (4-fold greater effect) than in-hive
bees (Tosi and Nieh, 2019).

According to Seeley (1994), foragers play an essential role in resources’ collection
such as pollen, nectar, water and resin, and in gathering information from the environment for
transmitting the source of resources to individuals within the colony, in the form of waggle

dances (Couvillon et al., 2012; von Frisch and Jander 1957; von Frisch, 1946). The foraging
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skills of these individuals are increased with aging (Dukas and Visscher, 1994). Therefore, the
reduction in the survival time of foragers exposed to pyraclostrobin can cause serious damage
to the colony, such as a decrease in the entry of resources and interruption of the transmission
of information about the environment (waggle dance). Indirect effects can be also observed,
such as reduction in offspring caused by decreased pollen stored, as demonstrated by Allen
and Jeffree (1956), in addition to the potential impact on the health of the colony due to a
possibly less diversified diet (Alaux et al., 2010).

External disturbances can modulate the division of tasks of young workers, so that
changes in the population dynamics of the colony takes place (Robinson, 1992; Huang and
Robinson, 1999), but this modulation may not be enough to recover the colony if the level of
disturbance causes a high degree of impact in the reorganization of worker tasks. Thus,
although pyraclostrobin has not reduced the survival of newly emerged workers, the fact that
this fungicide has reduced the survival of foragers may compromise the activities of young
workers because they can be recruited to forager at an earlier age. According to Khoury et al.
(2011), due to a high mortality rate of foragers in the colony, young workers become foragers
earlier, which leads to a compromise in colony growth, in addition to the fact that early
foragers are not as effective in collecting resources. Carneiro et al. (2020) also reported
absence of mortality in newly emerged workers of A. mellifera exposed to the fungicide
iprodione for the period of 12 h and 24 h.

Some studies report an increase in the mortality of young and old bees after exposure
to isolated or combined fungicides (Tadei et al., 2019; Berg et al., 2018; Domingues et al.,
2017; Fisher et al., 2017), demonstrating the toxicity of these pesticides corroborating with
our findings that showed the adverse effects of pyraclostrobin in both ages. According to
Degrandi-Hoffman et al. (2015), fungicides can still cause indirect effects on bees,
compromising the integrity of the immune system, which makes them more susceptible to
parasites and pathogens, weakening the colony. This greater susceptibility confirms the data
obtained by Pettis et al. (2013) that demonstrated the highest relative risk (95% CI) for
pyraclostrobin (2.85) and, in addition, bees that consumed pollen with a high amount of the
fungicides pyraclostrobin and chlorothalonil presented a high probability of infection by the
intestinal parasite Nosema ssp.

Under normal conditions, due to the secretory function of midgut digestive cells,
inclusions can appear in the form of vacuoles or granules (Terra and Ferreira, 2012), and
spherocrystals (Carneiro et al., 1997). In the present study, the increase in vacuolization in the
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digestive cells and elimination of epithelial cells into the lumen, as well as the morphological
pattern alteration of the regenerative cell nests, are indicative of cytotoxic effects induce by
pyraclostrobin in groups C1 (0.125 ng ai/puL) and C2 (0.025 ng ai/pL). Batista et al. (2020),
detected the presence of cytoplasmic vacuolization in midgut during 72 h and 96 h of oral
exposure in newly emerged workers of A. mellifera exposed to the fungicide picoxystrobin at
a concentration of 18ppb (0.018 ng/mL). Carneiro et al. (2020) demonstrated that after oral
exposure to LDso of the fungicide iprodione, young workers of A. mellifera had an increase in
the frequency of cytoplasmic vacuoles in digestive cells over time of exposure (12 h and 24
h), corresponding to degeneration of the endoplasmic reticulum, observed in the cytoplasm of
these cells at an ultrastructural level. However, in the present study, we only observed
cytoplasmic vacuolization in forager bees after five days of exposure, probably due to the
very low concentrations of the fungicide. Anyway, vacuolization has moderate pathological
importance because it can be reversible (Oliveira et al., 2019; Grella et al., 2019).

The elimination of digestive cells into the lumen is a natural process that occurs when
cells are no longer able to perform the physiological functions, either by damage caused
during the performance of their activities or by the process of cellular senescence. Although
digestive cell death is a natural event, some chemicals increase cell death, which may
compromise digestion and nutrient absorption (Carneiro et al., 2020; Catae et al., 2014). Thus,
these released cells are replaced by regenerative cells that differentiate themselves to replace
them (Serrdo and Cruz-Landim, 1996). However, according to Fernandes et al. (2010; 2012),
regenerative cells do not undergo division in adults and their number decreases as digestive
cells are replaced with age. Therefore, as the damage caused by fungicide exposure (C1 and
C2 groups) in the nests of regenerative cells of midgut from forager bees are severe and
irreversible, which were reflected in the lesion index of organ, there is the possibility of
compromising the physiology of midgut. Thus, food digestion and nutrient absorption can be
compromised because there would not be enough cell replacement in the midgut epithelium,
potentially decreasing its functionality. Some studies have described similar changes in
digestive cells and in nests of regenerative cells caused by fungicides (Batista et al., 2020;
Carneiro et al., 2020) and other pesticides (Oliveira et al., 2019; Gregorc et al., 2018;
Aljedani, 2017; Catae et al., 2014; Oliveira et al., 2014; Kakamand et al., 2008).

Digestive cells have high secretory activity due to their well-developed rough
endoplasmic reticulum and Golgi complex (Cruz-Landim, 2009; Cavalcante and Cruz-
Landim, 1998) and participate in the synthesis of components of a very important structure
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present in the intestine, the peritrophic membrane (Terra, 2001). This membrane consists of
chitin, glycosaminoglycans, glycoproteins and proteins that forms a matrix, and separates the
food content of the lumen from the intestinal epithelium. Some of the peritrophic membrane's
functions are its performance as a physical barrier, protecting epithelial cells from the
mechanical action of food and against parasites and bacteria, in addition to participating in the
absorption of nutrients (Cruz-Landim, 2009; Terra, 2001; Lehane, 1997; Brandt et al., 1978).

Glycosaminoglycans and glycoproteins of the peritrophic matrix, which are
synthetized and secreted by midgut digestive cells, are positive to PAS staining. Thus,
histochemical analyzes that showed lower intensity of PAS-positive labeling (fungicides
groups) may indicate decreased secretion activity by digestive cells in newly emerged
workers. This fact may impair the synthesis of polysaccharide components of the peritrophic
matrix and, consequently, interfere negatively in the digestive process (the matrix forms a
framework for the extracellular digestive enzymes play their role), decrease the protection of
the mechanical action of food and make the midgut more susceptible to the entry of bacteria
and pathogens, compromising the individual's fitness. However, the data from the present
study showed that the survival of young bees was not compromised, despite these
histochemical changes, and there was no evidence of changes in midgut morphology. Thus, it
is suggested that the absence of diminution in the longevity of these exposed bees is due to
the recovery of the midgut of newly emerged bees. Our data corroborates to those obtained by
Batista et al. (2020) that demonstrate recovery of the damage induced by the fungicide
picoxystrobin (strobilurin) in the midgut of the newly emerged workers of A. mellifera.
According with these authors, these damages occurred in the first two days of oral exposure
(24 h and 48 h), with midgut recovery being observed with progressive decrease in lesions at
72 h and 96 h after exposure. Catae et al. (2014) also reported the recovery of midgut after
injury in newly emerged honeybee exposed orally to the insecticide thiamethoxam.

Contrary to the newly emerged bees, the intensity of the positive marking for PAS
(indicative of neutral polysaccharides and glycoconjugates) did not decrease in the forager
bees, probably due to the shorter time of the intestinal transit of the syrup in the midgut (1 h)
in relation to the time of this transit in the newly emerged (18 h) (Cruz-Landim, 2009).
However, this shorter time of permanence of the food in the midgut was sufficient to cause
the morphological damages induced by the absorbed fungicide in this organ. The probable
absence of recovery of the intestinal epithelium is due to the decrease in the regenerative
capacity of the midgut epithelium of foragers that is inherent to their aging process. Thus, the
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data show that forager bees are less tolerant to the same concentrations of fungicides ingested
by the newly emerged, as evidenced in the longevity bioassay.

In this sense, it is extremely relevant to evaluate different parameters of analysis at
different ages of bees, both at cellular/tissue level (histopathology) with individual
(longevity). In addition, it is important to emphasize that the newly emerged workers were
evaluated in laboratory conditions, free of pathogens. Nevertheless, at field conditions,
parasites and bacteria are usually present in honeybee colonies (Muli et al., 2014; Teixeira et
al., 2013) and they can enter more quickly into the midgut of young bees that have had a
decrease in secretion products that make up the protective barrier represented by the
peritrophic matrix. Therefore, future studies on the interaction of pathogens and fungicides
(strobilurin family) may elucidate how much this reduction in polysaccharides of the
peritrophic matrix, observed in the present study, can compromise the health of these bees in
field conditions.

About the histochemical data related to total protein labeling, only forager bees
presented spherocrystals positive to proteins (bromophenol blue) in the cytoplasm of the
digestive cells. Spherocrystals have proteins in their composition as described by Cruz-
Landim (1971) for bee midgut. The spherocrystals are concentric granules rich in salts, metals
and organic compounds that participate in excretion, being important in the osmoregulation
mechanism in the midgut and, consequently, in the internal environment of the bee, as well as
in the neutralization of toxic metabolism compounds (Silva-Zacarin et al., 2011; Cruz-
Landim, 2009; Carneiro et al., 1997; Cruz-Landim and Serrdo, 1997; Cruz-Landim, 1971).
The decrease in the labeling intensity for bromophenol blue-positive spherocrystals found in
forager bees from C1 and C2 groups might be related to changes in the midgut metabolism in
relation to control. Midguts from these exposed-foragers may have their activities centralized
in the detoxification process, which is one of its functions (Rand et al., 2015; Rodrigues-Zas
et al., 2012; Mao et al., 2011), increasing the energy expenditure for this function instead of
using it for the processes of excretion of metabolic products through spherocrystals.
Consequently, this decrease in spherocrystals associated with the histopathological changes
observed in midgut from exposed-foragers may have potentially compromised other essential
functions of the midgut, such as food digestion and nutrient absorption, leading to a decline in
longevity of these workers.

As here demonstrated, the adverse effects of fungicides on bee workers can potentially
compromise their health and decrease their performance in the colony. The present findings
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will help future studies evaluating several other environmental stressors such as fungicides, at

the individual and colony level.

5. Conclusion

In conclusion, we demonstrated differences in responses between newly emerged and
forager bees after exposure to pyraclostrobin for all parameters analyzed. These changes
affect two extremely important ages in the colony, with the younger bees responsible for
internal activities and the older bees responsible for resource collection.

Histopathological changes in midgut are sufficient to interfere, even indirectly, in the
physiological processes of this organ that induced decrease of longevity of forager bees. The
data presented here reinforce that the age of the workers must be taken into account in the
ecotoxicological studies to better understand the pesticides effects on these non-target

organisms.
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HIGHLIGHTS

e Pyraclostrobin is cytotoxic for the Brazilian stingless bee Melipona scutellaris

e Longevity and median lethal time were reduced in foragers after fungicide exposure.
e Sublethal concentrations of pyraclostrobin damaged the midgut morphophysiology
¢ Fungicide decreased marking intensity of polysaccharides and proteins in midgut

¢ Individual fitness performance was severely impaired by the pyraclostrobin
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ABSTRACT

Native stingless bees are key pollinators of native flora and important for many crops.
However, the loss of natural fragments and exposure to pesticides can hinder the development
of colonies and represent a high risk for them. Nevertheless, most studies are conducted with
honeybees and there are not many studies on native species, especially in relation to the
effects of fungicides on them. Therefore, the objective of this paper is to evaluate the effects
of sublethal concentrations of pyraclostrobin, on Melipona scutellaris forager workers. These
Brazilian native stingless bees were submitted to continuous oral exposure to three
concentrations of pyraclostrobin in sirup: 0.125 ng a.i./uL (P1), 0.025 ng a.i./uL (P2), and
0.005 ng a.i./uL (P3). Histopathological and histochemical parameters of midgut, as well as
survival rate were evaluated. All concentrations of fungicide showed an increase in the
midgut lesion index and morphological signs of cell death, such as cytoplasmic
vacuolizations, presence of atypical nuclei or pyknotic nuclei. Histochemical analyzes
revealed a decreased marking of polysaccharides and neutral glycoconjugates both in the villi
and in peritrophic membrane in all exposed-groups in relation to control-groups. P1 and P2
groups presented a reduction in total protein marking in digestive cells in relation to control
groups. As a consequence of alteration in the midgut, all groups exposed to fungicide showed
a reduced survival rate. These findings demonstrate that sublethal concentrations of
pyraclostrobin can lead to significant adverse effects in stingless bees. These effects on social
native bees indicate the need for reassessment of the safety of fungicides to bees.

Keywords: Ecotoxicology; Midgut; Meliponini; Pyraclostrobin; Sublethal effects.
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1. Introduction

Bees are pollinating insects of the order Hymenoptera with a wide diversity on a
global scale, including at least 20,000 described species (Michener, 2007). According to
Silveira et al. (2002), because of the large variety of biomes and habitats, Brazil has more than
3000 species of bees. Amongst them, there are 244 valid species of native fauna stingless bees
(Apidae: Meliponini) (Pedro, 2014).

Amidst such great diversity of native stingless bee species in Brazil, the Meliponini
tribe covers 60 genera distributed in tropical and subtropical regions (Michener, 2007). These
bees can pollinate 30-90% of the native flora, promoting ecological diversity through genetic
variability and helping maintain ecosystems (Bruckman and Campbell, 2014; Kerr, 1997).
Stingless bees can also effectively pollinate economically important crops (Ramirez et al.,
2018; Slaa et al., 2006), as well as hot pepper (Putra et al., 2014), tomatoes (Santos et al.,
2009), strawberry (Malagodi-Braga and Kleinert, 2004), coffee (Klein et al., 2003), coconut,
mango, avocado, pepper, pitanga, and others (Heard, 1999; Silva et al., 2014), increasing
fruiting and fruit quality.

Stingless bees of the Meliponini tribe, Melipona scutellaris Latreille 1811
(Hymenoptera: Apidae), are native to the northeast region of Brazil (Alves et al., 2012).
However, bees of this species are present in other regions of the country, since they were
introduced in the southeast region and are easily managed for the production and
commercialization of honey, propolis, and pollen (Nogueira-Neto, 1997).

Although M. scutellaris holds economic importance and relevance related to the
pollination of native plants (Imperatriz-Fonseca et al., 2007), just like honeybees, they are
exposed to a wide range of stressors on field, such as pesticides, which are largely used on
crops in Brazil (Pires et al.,, 2016) and worldwide. The loss of natural habitats is also

alarming, especially when it comes to stingless bees, which depend on forest fragments for
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nesting and as sources of floral resources. Thus, the maintenance of Atlantic Forest fragments
as a strategy to help preserve stingless bees is imperative, as evidenced by Arena et al. (2018).

Currently, ecotoxicological studies are focused on Apis mellifera. Honeybees is used
as a surrogate for non-Apis bee species in many countries in order to evaluate the risk of
pesticides to all bee species (Cham et al., 2019). But it is necessary to evaluate the risk
assessment for pesticides in native bees because there is uncertainty about the use of
honeybee as surrogate for bees in general (Boyle et al., 2019). In addition, some native
species, including M. scutellaris, are listed in the Brazil Red Book of Threatened Species of
Fauna (ICMBio, 2018; Lima et al., 2016).

Studies have demonstrated the sensitivity of M. scutellaris in relation to anthropogenic
impacts on landscapes (Brosi, 2009; Brown and Oliveira, 2014) and harmful effects of
insecticides, which have been observed in larvae (Dorigo et al., 2019) and forager workers
(Arena and Sgolastra, 2014; Costa et al., 2015; Lourenco et al., 2012a, 2012b; Morais et al.,
2018). However, studies using other pesticides, such as herbicides (Nocelli et al., 2019) and
specifically fungicides (Prado et al., 2020) are rare.

Fungicides have been widely used in agriculture and forager bees can be exposed to
aerial spraying during their flight or by collection floral resources containing residues, which
have already been found in nectar and pollen (Chauzat et al., 2006; Kubik et al., 1999; Mullin
et al., 2010; Pettis et al., 2013; Tong et al., 2018). In Brazil, 546 commercial fungicides are
currently registered, divided into more than 50 chemical groups (Mapa, 2020).

Pyraclostrobin is a strobilurin fungicide whose mechanism of action is the inhibition
of mitochondrial respiration, by means of binding to the Qo site of cytochrome b, thereby
interrupting fungi energy production (Bartlett et al., 2002). This fungicide is applied on
leaves, thatch, furrows, and seeds in many crops (Mapa, 2020). Although pyraclostrobin acts

on disease-inducing fungi, the use of this fungicide has already led to adverse effects in not-
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target organisms, such as honeybee larvae and adults (Batista et al., 2020; Tadei et al., 2019;
Zaluski et al., 2017). Campbell et al. (2016) observed that exposure to Pristine® can affect
flight muscles mitochondria of honeybees’ and it is reasonable to believe that the
consumption of this fungicide affects the intestine.

The insect intestine is divided into three regions, defined as the anterior intestine (food
ingestion and storage), middle intestine (nutrient digestion and absorption), and posterior
intestine (reabsorption and excretion) (Cruz-Landim and Rodrigues, 1967; Silva-Zacarin et
al., 2011). As the intestine is in charge of such relevant functions, this organ is widely used in
ecotoxicological studies with bees that have been orally exposure to pesticides (Batista et al.,
2020; Carneiro et al., 2020; Castro et al., 2020; Catae et al., 2014; Lopes et al., 2018; Oliveira
et al., 2014). Residual pesticides molecules in ingested food can be absorbed in the middle
intestine. The midgut consists of three cell types: digestive cells, responsible for digestion,
absorption, and synthesis of the peritrophic membrane components; regenerative cells,
organized in nests at the base of the intestinal epithelium and responsible for cell renewal,
endocrine cells, responsible for the production of hormones (Caccia et al., 2019; Silva-Zacarin
etal., 2011).

The present study intends to fill the gaps in the understanding of adverse effects of
fungicides on stingless bees. In this perspective, considering that stingless bees forage on
crops or their surroundings, they are potentially exposed to fungicides and they can be harmed
by them. Thus, the objective of the present work was to evaluate the effects of sublethal
concentrations of fungicide pyraclostrobin on the midgut of forager workers of M. scutellaris,
based on the evaluation of histopathological and histochemical parameters, as well as survival

rate.
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2. Materials and Methods
2.1. Collection of stingless bees and toxicological bioassays

Foragers of M. scutellaris from six different colonies were collected at the meliponary
of Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Rio Claro campus (22°23'
48.851" S; 47° 32'38.234" W). Collection was performed using beecages (250 mL, 9 cm x 7
cm) containing feeders with sucrose solution (50% sugar and 50% water, wt/wt), directly at
the entrance of the colonies. After collection, forager bees were placed in an incubator at 28 +
1 °C and relative humidity of 70% + 5% for 2 h, under dark conditions, before the bioassay
started.

Bees were fed ad libitum with pyraclostrobin (Sigma-Aldrich, analytical standard,
CAS Number 175013-18-0, 99.9% purity) at concentrations of 0.125 ng a.i./uL (P1), 0.025 ng
a.i./uL (P2), and 0.005 ng a.i./uL (P3) in a 50% sucrose solution, for 5 days. Choices of
concentrations were based on studies that found pyraclostrobin residues in pollen and
beebread (Pettis et al., 2013; Yoder et al., 2013), and on the sublethal concentrations already
used in laboratory bioassays involving the oral exposure of honeybees (Tadei et al., 2019;
Zaluski et al., 2017). Control bees (CL) were fed a no-fungicide sucrose solution. The acetone
solvent control (AC) received a sucrose solution containing acetone, which did not exceed 1%
of the final volume, in groups P1, P2, and P3, as recommended by OECD (1998). An AC
group (solvent control) was added because pyraclostrobin has a property that makes it not
completely soluble in water.

Each experimental group contained 80 bees (n = 20, in four replicates) that were fed
ad libitum throughout the bioassay (5 days). Three bioassays were carried out using Six
different colonies, totaling 1200 bees used in the present study to ensure data replicability and

reliability.
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2.2. Processing of organs for light microscopy

Twelve foragers from each experimental group were collected after a period of 5 days
of exposure, anesthetized under refrigeration (4° C) for 1 minute and dissected under a
stereomicroscope (Leica EZ4 HD) at room temperature, using the phosphate buffered saline
solution (0.1 mol) LY, pH 7.4. The midgut of each bee was immersed in a fixative solution
(paraformaldehyde 4% in phosphate buffered saline, 0.1 mol LY, pH 7.4) for 24 h. Then, the
organs were dehydrated in a battery with an increasing concentration of ethanol as described
by Silva-Zacarin et al. (2012) and embedded in the Historesin Embedding Kit (Leica),
following the owner’s manual instruction. Non-sequential 6 um histological sections of the
midgut were obtained in a microtome (Leica RM 2255) and stained with hematoxylin and
eosin following the protocol established by Junqueira and Junqueira (1983). Morphological
patterns of each experimental group (histopathological analysis) were established through 200
micrographs of the midgut, documented per group, and analyzed using light photomicroscope

(Olympus BX51) with DP controller software for image acquisition.

2.3. Midgut histopathological analysis: Lesion index determination

Semi-quantitative histopathological analyses of the potential changes caused by
pyraclostrobin concentrations in the midgut were based on protocols designed by Oliveira et
al. (2019) and by Grella et al. (2019) for A. mellifera, M. scutellaris, and Scaptotrigona
postica bees, respectively. Analysis parameters used to assess organ damage index were
adapted from Bernet et al. (1999), where the calculation to determine all histological changes
is based on the importance factor and on the score value, which are classified as unchanged
(0), slight occurrence (1), moderate occurrence (2), and severe occurrence (3). In the present
study, the importance factors analyzed were based on the pathological relevance of specific

parameters in the bees' midgut, such as apocrine secretion, cells eliminated into lumen,
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spherocrystals (importance factor 1), cell vacuolization, atypical nuclei (importance factor 2),
pyknotic nuclei, and damage in regenerative cell nests (importance factor 3).
The parameters described were quantified using 200 micrographs of the midgut,

obtained from 10 slides per each experimental group.

2.4. Histochemical marking intensity on the midgut

Slides containing histological sections of the medium intestine of forager bees were
also subjected to periodic acid-Schiff histochemical technique (McManus, 1946, 1948) for
marking neutral polysaccharides and glycoconjugates present in the villi and in the peritrophic
membrane, and bromophenol blue (Junqueira and Junqueira, 1983) was used to mark total
proteins present in the organic constituents of spherocrystals in digestive cells. Thirty images
from each experimental group were used and the guantification of the marking intensity was

performed applying the ImageJ software, through the particle determination analysis.

2.5. Survival analysis and lethal mean time

Survival time and median lethal time of forager bees in all groups were calculated
through a fourth bioassay (additional) (n = 80 bees per experimental group). Bees were daily
exposed to the fungicide. Mortality was recorded until the last bee died. CL and AC groups

were added to the bioassay and were fed their respective diets for the same period.

2.6. Statistical analysis

At first, midgut data were submitted to test for normal distribution (Shapiro—Wilk test
and Kolmogorov—Smirnov test) and Bartlett’s test for homogeneity of variances. After this
preliminary verification, histopathological midgut data for lesion index determination and

histochemical marking intensity were submitted to the Kruskal-Wallis non-parametric test
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followed by the Dunn’s post-test for multiple comparisons using the GrapahPad Prism
Version 8.4.3 (686) statistical software (GraphPad Prism Software, Inc). Results were
represented with mean =+ standard error and significance level of p < 0.05.

Survival analysis was performed using Cox’s regression model and the “survival”
package (Therneau, 2015; Therneau and Grambsch, 2000). The “ecotox” package was used to
analyze the average lethal time (Hlina et al., 2018). All results were analyzed using the R

program (version 3.6.1; R Foundation for Statistical Computing, Vienna, AT, 2019).

3. Results
3.1. Lesion indexes and organ index

Lesions indexes of the different parameters analyzed in the midgut of M. scutellaris
foragers, after 5 days of oral exposure to pyraclostrobin, are shown in Fig. 1 and Fig. 2a-c.
There was no statistical difference (p > 0.05) among the experimental groups for the lesion
indexes corresponding to the following parameters: apocrine secretion (Fig. 1a), eliminated
cell (Fig. 1b), spherocrystals (Fig. 1c), atypical nuclei (Fig. 2a) and the alteration of nest (Fig.
2¢). However, for the lesion index corresponding to the vacuolization parameter (Fig. 1d), a
statistical difference (p < 0.05) was found for the P2 group in relation to all other
experimental groups. A statistical difference (p < 0.05) of P1 was found for the lesion index
corresponding to the pyknotic nuclei parameter (Fig. 2b) when compared to the CL and AC
groups.

The organ's total index, which takes into account the sum of all quantified parameters,
showed a statistical difference (p < 0.05) in groups P1 (14.2 + 6.8), P2 (10 £ 1.9), and P3
(11.2 £ 2.8) in relation to CL (8.8 = 1.8) and AC (8.8 + 0.8), as shown in the figure 2d.

Control bees (CL and AC) midgut showed no tissue damage.
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3.2. Morphological analysis and histochemical quantification

The morphological analyzes of the midgut of M. scutellaris foragers showed that the
CL and AC groups presented the same morphological pattern of the intestinal villi (Fig. 3A—
D), with visceral muscle fibers, constituted by a simple epithelium of prismatic cells with
elliptical nuclei or spherical and brush border clearly evident in the apical portion of the cells,
with regenerative cell nests at the base of the epithelium surrounded by digestive cells (Fig.
3B, D).

However, the intestines of foragers in groups P1, P2, and P3 showed changes in the
normal histological patterns observed in the control groups CL and AC (Fig. 3E-J). The villi
of group P1 were irregular with elimination of cells in blocks and apocrine secretion releasing
to the lumen (Fig. 3E), digestive cells with atypical nuclei with chromatin condensation, and a
clear halo around them, presence of pyknotic nuclei and vacuolization in the basal region
where regenerative cell nests are present (Fig. 3F). In group P2, intense cytoplasmic
vacuolization was observed in digestive cells (Fig. 3G) and at the base of the epithelium (Fig.
3H), and elimination of cells in blocks from the lumen (Fig. 3G). Regarding the P3 group, the
presence of digestive cells with atypical nuclei was observed (Fig. 3l, J), similar to those

found in P1.
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1A : J :

Fig. 3. Midgut of M. scutellaris foragers. Sections stained with hematoxylin and eosin. (A, B) CL
group (control), (C, D) AC group (solvent control), (E, F) P1 group (0.125 ng a.i/uL of
pyraclostrobin), (G, H) P2 group (0.025 ng a.i./uL of pyraclostrobin), (I, J) P3 group (0.005 ng a.i./uL
of pyraclostrobin). an = atypical nuclei, black arrow = cell elimination, head arrow = release of
apocrine secretion, lu = lumen, m = muscle, mv = microvilli, n = nuclei, pn = pyknotic nuclei, rc =
regenerative cells, v = villi, * = vacuolization. A, C, E, G, | = Villi overview. B, D, F, H, J = Detailed
view of villi.

Regarding the quantification of histochemical markings intensities, both techniques
demonstrated statistical differences between the groups exposed to pyraclostrobin in
comparison to the control groups, as illustrated in Figs. 4 and 5. The reaction to periodic acid-

Schiff revealed a decrease in the positive marking for neutral polysaccharides and
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glycoconjugates in the concentrations of pyraclostrobin, showing a statistical difference (p <
0.05) in groups P1 (mean = 2282.41), P2 (mean = 2643.52), and P3 (mean = 2748.29) in
relation to the CL (mean = 3869.08) and AC (mean = 3495.9) groups, as shown in Fig. 4.
However, when compared to each other (P1, P2, and P3), no statistical differences were

observed in relation to the decrease in positive marking (p > 0.05).
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Fig. 4. Intensity of the positive marking for the periodic acid-Schiff histochemical reaction in the M.
scutellaris midgut after pyraclostrobin fungicide exposure. The reduction in the % of labeling of
polysaccharides and neutral glycoconjugates can be observed in groups P1, P2 and P3. Asterisks
indicate statistical difference (p < 0.05) to the CL and AC groups.

The bromophenol blue reaction allowed for the observation of a reduction in the
positive staining for total proteins in the P1 (mean = 1438.06) and P2 (mean = 1551.88)
groups, with statistical difference (p < 0.05), in relation to the P3 group (mean = 2272.94), CL

(mean = 2415.56), and AC (mean = 2328.44) (Fig. 5).
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Fig. 5. Intensity of the positive marking for the bromophenol blue histochemical technique in the M.
scutellaris midgut after exposure to the pyraclostrobin fungicide. The reduction in the % of total
protein labeling can be observed in groups P1 and P2. Asterisks indicate statistical difference (p <
0.05) to the CL and AC groups.

3.3. Survival pattern and median lethal time

The concentrations of pyraclostrobin showed interference in the bees’ survival time
upon continuous oral exposure, resulting in a decrease in the longevity of groups P1, P2, and
P3 compared to groups CL and AC (Fig. 6), with statistical differences verified by Cox
regression analysis model (survival package) (p < 0.01). The survival bioassay lasted 23 days
and the results showed that the P1 group bees had their lifetime reduced by 37.5% when
compared to CL, and 26.4% when compared to AC. In relation to P2, a 37.8% lifetime
reduction was observed with regards to CL and 26.8% with regards to AC. P3 presented a
36.1% lifetime reduction when we observed CL, and 24.8% when compared to AC. Based on
Fig. 6, it is still possible to observe intensified decay for bees from groups P1, P2, and P3 on
the 5th day of the survival bioassay. The curve for these groups decayed completely before

the complete decay of the control groups (CL and AC).
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Fig. 6. M. scutellaris survival pattern after exposure to pyraclostrobin. Cox regression model and the
“survival” package (R, version 3.6.1). Asterisks indicate statistical differences (p < 0.01) to the CL and
AC groups. n = 80 bees per experimental group.
The median lethal time (MLT) of groups P1 (6.15 + 0.56 days), P2 (6.12 + 0.68 days),
and P3 (6.29 + 0.85 days) were statistically lower than the MLT of CL (9.84 £ 0.92 days) and
AC (8.36 + 1.44 days) with a 95% confidence interval (p < 0.05) (Table 1). However, the

MLT of pyraclostrobin concentrations were statistically similar (p > 0.05) (Table 1).

Table 1
Effects of oral exposure to pyraclostrobin in the MLT, in days, of foragers workers of M. scutellaris.
Groups Time LCL UCL MLT  Chi-square Difference
CL 9.87 8.93 10.76 9.84 75.88 a
AC 8.47 6.93 9.80 8.36 104.85 ab
P1 6.17 5.59 6.70 6.15 50.47 c
P2 6.15 5.45 6.80 6.12 44.54 c
P3 6.34 5.44 7.14 6.29 64.58 bc

Legend - LCL - lower confidence limit, UCL - upper confidence limit, MLT - median lethal time.
“ecotox” package for analyzing the median lethal time (R, version 3.6.1). Confidence interval with
95% probability. Different letters represent statistically differences (p < 0.05) and equal letters indicate
no significant difference (p > 0.05).
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4. Discussion

The results of present study from multi-bioindexes analysis reinforced the hypothesis
that orally ingested pyraclostrobin is cytotoxic for midgut, as diagnosed by the
histopathological and histochemical parameters, leading to a reduced survival rate in all
fungicide exposed-groups.

In recently previous studies, the adverse effects of fungicide pyraclostrobin have been
described in non-target organisms, such as honeybees (Batista et al., 2020; Degrandi-Hoffman
et al., 2015; Nicodemo et al., 2020; Tadei et al., 2019), Bufo cognatus (Hooser et al., 2012),
Hyalella azteca (Willming and Maul, 2016), Lymnaea stagnalis (Fidder et al., 2016), Danio
rerio (Zhang et al., 2017), and Eisenia fetida (Ma et al., 2019). In consonance with these
studies, in this present work was demonstrate that M. scutellaris native stingless bee were
sensitive to all parameters analyzed after exposure to pyraclostrobin, which is alarming since
the estimated intake (ng/bee) during the 5-day bioassay is similar to the concentrations that
can be found in floral resources collected by foragers (Pettis et al., 2013; Yoder et al., 2013)
and stored in the colony as food supply for their individuals.

The relation between a decrease longevity among forager workers subjected to oral
fungicide exposure may bear a potential close relation with the histopathological and
histochemical changes observed in the midgut of bees in exposed groups, due to the vital
functions performed by the midgut to maintain individual-level homeostasis. The midgut is an
alimentary canal region of endodermal origin found in bees, responsible for most of the
digestion and absorption of nutrients (Snodgrass, 1956; Terra and Ferreira, 2012). Although
this structure is characteristic of insects, in a comparative study on the feeding channel
involving 15 species of social bees, Cruz-Landim and Rodrigues (1967) demonstrated
structural differences in histology and mainly in anatomy in the anterior, medium and

posterior intestines of the examined species. According to Ferreira and Cruz-Landim (2004),
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there are differences in the length of the midgut among individuals in the same colony. In this
sense, studies that contemplate other species of bees, such as native ones, and not only exotic
bees, such as Africanized A. mellifera (Batista et al., 2020; Carneiro et al., 2020; Domingues
et al., 2017; Johnson et al., 2013; Leite et al., 2018; Zaluski et al., 2017), are crucial. Such
relevance is justified because, given the intestinal tissue particularities in these species (Cruz-
Landim and Rodrigues, 1967), they provide important ecosystem services to the environment
(Kerr, 1997; Kremen et al., 2002), and are exposed to different environmental stressors (Cham
et al., 2019; Goulson et al., 2015). Furthermore, the number of studies is still quite limited
when compared to studies on honeybees.

Lesion index is an important assessment tool, with applicability in different organs. It
monitors histopathological changes caused by xenobiotics and was first standardized for fish
(Bernet et al., 1999) and later adapted for bees (Grella et al., 2019; Oliveira et al., 2019; Tadei
et al., 2020). The total lesion index of M. scutellaris midgut demonstrated that the three
fungicide concentrations resulted in morphological changes, that is, even the lowest field
concentration ingested continuously for 5 days is already capable of inducing tissue damage
in the intestine. Physiological vital functions of the individuals were not properly performed,
once such exposure reduces the longevity of those individuals exposed to the three fungicide
concentrations. Carneiro et al. (2020) showed that oral exposure to LD50 of fungicide
iprodione caused lesions in the midgut of newly emerged A. mellifera workers at 12 h and 24
h. In addition, such index increased over time, corroborating with the data of the present
study, in which much lower concentrations than the LD50 > 73.1 pg of pyraclostrobin/bee
were ingested. An increase in the midgut lesion index was also observed in foragers of A.
mellifera exposed to pyraclostrobin (Domingues et al., 2020).

Thus, according to Grella et al. (2019) the morphological damage caused by pesticides

in the intestine can compromise not only the individual fitness, but that of the whole colony.
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Nevertheless, a study by Nicodemo et al. (2020), demonstrated that pyraclostrobin interfered
in the mitochondrial activity of forager A. mellifera workers, which compromises the energy
demand destined for foraging and consequently collection and entry of resources into the
colony

Midgut morphological changes observed here, just like the irregular villi
histoarchitecture, cytoplasmic vacuolizations, presence of atypical nuclei, pyknotic nuclei in
digestive cells, and chromatin condensation, are indicative of pyraclostrobin cytotoxicity in all
tested concentrations. Previous studies, after exposure of A. mellifera to different fungicides,
described morphological (Batista et al., 2020; Carneiro et al., 2020) and physiological
changes (Degrandi-Hoffman et al., 2015; Mao et al., 2017) in the midgut. Based on these
results, the observed sublethal effects of pyraclostrobin may be interfering with the
detoxification mechanisms of intestinal cells (Diao et al., 2005; Mao et al., 2017), and may be
leading to morphological characteristics indicative of cell death by apoptosis (Elmore, 2007;
Kerr et al., 1972).

According to Cavalcanti and Cruz-Landim (2004) the main cells involved in the
process of cell death exhibit compact central nuclei with condensed chromatin and a clear
halo around them, exactly as observed in the cells of the groups exposed to pyraclostrobin in
the present study. Kerr et al. (1972) described that the pyknotic nuclei are easily visible in
light microscopy and indicate cell death, and the authors considered it to be apoptosis. Our
results demonstrated that this characteristic was observed in the main cells exposed to
pyraclostrobin (P1, P2, and P3). Such features related to programmed cell death were also
described by Silva-Zacarin (2007) in the salivary glands of honeybee larvae that presented
cells with cytoplasm vacuolization, chromatin compaction, and perichromatin halo, which

indicates that these morphological characteristics are common during cell death in insect
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tissues. Batista et al. (2020) described these same morphological characteristics for the midgut
of newly emerged Africanized A. mellifera workers exposed to the fungicide picoxystrobin.

A disturbance in the midgut homeostasis was reflected in the low marking intensity for
neutral polysaccharides-glycoconjugates and proteins present in histochemical analyzes. The
midgut is covered by a matrix that separates the lumen and intestinal villi into two
compartments (endoperitrophic and ectoperitrophic), called peritrophic membrane (PM)
(Terra, 2001), which in the present study was detected by the positive periodic acid-Schiff
marking due to its large amount of neutral polysaccharides-glycoconjugates. PM functions in
bees include the protection of digestive cells, control of substances flow, permeability, and
initial digestion by enzymes are described (Terra, 2001). According to Brandt et al. (1978),
PM can act as a physical barrier against parasites and bacteria. Digestive cells are responsible
for the synthesis of the components of the peritrophic membrane (Smith, 1968). Thus,
periodic acid-Schiff marking reduction in the midgut of P1, P2, and P3 is totally related to the
adverse effect caused by pyraclostrobin and, consequently, the synthesis and secretion of
these components may be compromised.

Regarding the protein marking by bromophenol blue, the reduction observed in P1 and
P2 suggests the loss of another important physiological function of the organ. Digestive cells
have excretory capacity and inclusions in their cytoplasm, which are positive for bromophenol
blue. They appear as spherocrystals that can act in the cell osmoregulation and
storage/neutralization of potentially toxic metabolites for their subsequent excretion (Cruz-
Landim and Serrdo, 1997; Serrdo et al., 2008). Spherocrystals reduction, positive to
bromophenol blue, can occur as insect age, which was observed by Ryerse (1979) in
Calpodes ethlius. However, in the present work it was possible to verify that pyraclostrobin

was responsible for the reduction of the amount of spherocrystals, which could be a reflex of
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cellular metabolism impairment and excretion of toxic products in this metabolism, as a
response to fungicide exposure.

The reduction in foragers longevity in the face of continuous exposure to sublethal
concentrations of pyraclostrobin in groups P1, P2, and P3, as a consequence of morphological
and histochemical lesions, corroborate with previous studies that also demonstrated a
reduction in longevity in A. mellifera foragers exposed to fungicides (Domingues et al., 2017;
Fisher et al., 2017). Tadei et al. (2019) showed that oral exposure to low doses of
pyraclostrobin in the larval stage of A. mellifera reduced the longevity of young bees,
demonstrating the late effect of the fungicide in their development.

However, this longevity reduction scenario related to M. scutellaris foragers can lead
to impacts in the colony, which is alarming. In view of the fact that the maximum number of
individuals in the colony does not exceed seven thousand, considering that adult workers take
40 days to fully develop (Alves et al., 2009) and that their life expectancy of around 31 days
(Alves et al., 2009; Oliveira and Kleinert-Giovannini, 1991), we suggest that the rate of dead
workers replacement is slow. Consequently, the mortality of M. scutellaris foragers could
result in the colony collapse due to the endangerment of resource input, workers replacement,
brood thermoregulation, and impaired ability to fight kleptoparasites, such as phorids.

Thus, when compared to honeybees, we can confirm native bees face an increased
risk, since the Africanized A. mellifera workers takes 18-19 days to develop (Winston, 1992)
with a life expectancy of around 50-75 days (Page and Peng, 2001). Population-wise, a
honeybee colony can reach up to one hundred thousand individuals, which represents a much
faster replacement rate than that of M. scutellaris.

This hypothesis is corroborated by Dorigo et al. (2019), who demonstrated that M.
scutellaris larvae are 320 times more sensitive to dimethoate (standard insecticide in

toxicological tests) when compared to Africanized A. mellifera larvae. Previous studies have
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also shown that stingless bees are more sensitive to pesticides than bumblebees (Arena and
Sgolastra, 2014) and honeybees (Tomé et al., 2017). These findings are also corroborated by
Brown and Albrecht (2001) with bees of the genus Melipona, which demonstrated that bees
of this genus are sensitive to anthropogenic disorders, such as habitat fragmentation, and can
be used as indicators of changes in the landscape.

In this perspective, the present research highlights the importance of studies focusing
on the effects of fungicides on native species of bees and underscores the need to determine

and consider their sensitivity in risk assessment monitoring programs related to pesticides.

5. Conclusion

The results found by the present work, on the oral exposure of M. scutellaris foragers
to sublethal concentrations of fungicide pyraclostrobin, showed significant adverse effects on
the midgut morphophysiology and, consequently, a reduction in the bees’ time of survival.
These findings demonstrate that fungicide pyraclostrobin can lead to significant deleterious
effects in stingless bees at a colonial level, thus stressing the need for future re-evaluation of

the safety of fungicides to bees.
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RESUMO

As plantacbes de eucaliptos, destinadas principalmente para a producdo de papel, ocupam
grande parte da area florestal do territério continental de Portugal. Nesse sentido, muitos
apicultores mantém suas colénias de Apis mellifera no interior ou proximas das plantacdes
para a producdo do mel. No entanto, as plantacbes de eucaliptos, assim como outras
monoculturas, sdo altamente susceptiveis a diferentes pragas. O uso de agrotoxicos para o
controle destas pragas pode oferecer riscos as abelhas que forrageiam nessa area e
consequentemente as colbnias, sendo de extrema importancia analisar os efeitos da sua
aplicacdo. Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi realizar uma avaliagédo
multifatorial do estado de saude e desenvolvimento das coldnias de A. mellifera iberiensis em
duas plantacbes de Eucalyptus globulus, com uma éarea referéncia, controle, e outra com
aplicacdo de inseticida. Duas janelas de paisagens foram selecionadas para a instalagéo de
oito colbnias em cada local, onde foram monitoradas antes e ap6s aplicacdo pontual do
inseticida acetamiprida para 0s seguintes parametros: desenvolvimento por meio da
guantificacdo de células do ninho, populacdo adulta, quantidade de recursos e estado
sanitario; analises de multiresiduos e analise de residuos de acetamiprida; atividade de
forrageamento e andlise palinoldgica do pélen e do mel. Os resultados obtidos evidenciaram
que a aplicacdo pontual de acetamiprida ndo alterou o estado de saide e desenvolvimento das
colbnias. Ndo obstante, foram detectados residuos de acetamiprida um e 16 dias apds
aplicacdo em amostras de pdlen e bee bread. No presente estudo, destacamos que 0S
pardmetros de monitoramento utilizados fornecem informagdes confiaveis do
desenvolvimento das colonias e podem contribuir para um melhor manejo na aplicacdo de
agrotoxicos em &reas de producdo intensiva e diminuir o risco de exposicao para as abelhas.

Palavras-chave: Abelha melifera. Analise de risco. Estudo de campo. Inseticida.
Monoculturas.



125

1 INTRODUCAO

A polinizagdo é um servigo vital para a preservacdo da estrutura dos ecossistemas
terrestres (COSTANZA et al., 2017). Este servigo ecossistémico é também muito importante
do ponto de vista econdmico em culturas agricolas (KLEIN et al., 2007), onde a diversidade
de polinizadores é essencial no processo de reproducao das plantas (OLLERTON, 2017). De
acordo com Ollerton, Winfree e Tarrant (2011), a grande maioria das espécies vegetais com
flores é dependente da polinizacdo animal. Segundo Aizen et al. (2009), ao longo do tempo a
agricultura tornou-se mais dependente dos polinizadores e na auséncia de polinizacdo animal
é esperada uma reducdo direta de 3-8% na producdo agricola em escala global, interferindo na
diversidade das culturas. Nesse sentido, as abelhas se sobressaem como 0 maior grupo de
polinizadores animais, imprescindiveis na polinizacdo da flora nativa e de culturas agricolas
(KLEIN et al., 2007; HUNG et al., 2018).

Dentre a grande diversidade de abelhas descritas (MICHENER, 2007), a espécie Apis
mellifera (Linnaeus, 1758) é reconhecidamente a abelha manejada mais utilizada
(vanENGELSDORP; MEIXNER, 2010). Difundida em praticamente todo o planeta (GUPTA,
2014), essa espécie possui coldnias numerosas, apresenta amplas faixas de forrageamento e
tem ainda a capacidade de visitar flores de diferentes formas/tamanhos. Associado a estes
fatores vem a comercializacdo de seus produtos apicolas, que contribui para que se destaque
como um dos principais polinizadores de importancia econémica (MORSE; CALDERONE,
2000; CALDERONE, 2012; HUNG et al., 2018).

Embora fornecam muitos beneficios, suas populacdes sofreram perdas severas nas
ultimas décadas na sindrome que foi denominada de Colony Collapse Disorder (CCD), como
descrito inicialmente nos Estados Unidos da América e na Europa (UNDERWOOD;
vanENGELSDORP, 2007; vanENGELSDORP et al., 2009; vanENGELSDORRP et al., 2010;
NEUMANN; CARRECK, 2010; DAINAT; vanENGELSDORP; NEUMANN, 2012). As
perdas de coldnias estdo associadas a multiplos fatores estressores, dos quais podem-se
destacar: perda de habitats, doencas e parasitas, alteracbes climaticas, aumento do tamanho
dos campos de cultura, simplificacdo e homogeneizagdo de paisagens e 0 uso de agrotoxicos,
gue é considerado um dos fatores mais relevantes com risco associado para as abelhas
(TSCHARNTKE et al., 2005; ODOUX et al., 2014; GOULSON et al., 2015).

Atualmente, o territério de Portugal contabiliza 845.000 hectares ocupados por
plantagcdes de eucaliptos, o que representa 26% da floresta continental, e um aumento de
127.800 hectares em um periodo de 20 anos (1995-2015) (ICNF, 2015). Introduzido em
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Portugal no seculo 19, Eucalyptus globulus Labill é uma espécie nativa da Austrélia
(JORDAN et al., 1994) que se estabeleceu muito bem em diferentes regides do pais (CATRY
et al., 2015), onde representa alto valor econémico principalmente como matéria-prima para a
producdo de papel e celulose (VALENTE; MACHADO; SILVA, 2008), além da utilizacdo na
indUstria farmacéutica. A importancia como fonte de recursos para a producdo de mel também
é reconhecida no centro e nordeste de Portugal, uma vez que muitos apicultores mantém
colénias de A. mellifera iberiensis no interior ou nas proximidades das plantacdes de
eucaliptos (KARABAGIAS et al., 2018).

Segundo Kovacs-Hostyanszki et al. (2017), a auséncia de diversidade em areas com
monoculturas torna essas paisagens vulneraveis a pragas e consequentemente mais propensas
ao uso de agrotdxicos. Alguns estudos tém demonstrado que as plantacdes de eucaliptos sao
altamente susceptiveis a infestacdes por pragas agricolas, assim como outras monoculturas,
principalmente pelo besouro desfolhador Gonipterus platensis (Coleoptera: Curculionidae)
(MANSILLA-VAZQUEZ; PEREZ-OTERO, 1996; SOUSA; FERREIRA, 1996; VALENTE;
MACHADO; SILVA, 2008). Conhecido popularmente como gorgulho-do-eucalipto, é uma
espécie nativa da Australia que foi introduzida acidentalmente em outras regides do mundo e
pode causar desfolhacOes severas nas plantacbes (HURLEY et al., 2016), representando
grandes perdas na producdo de madeira (CORDERO-RIVERA; SANTOLAMAZZA-
CARBONE; ANDRES, 1999; LOCH; MATSUKI, 2010). Atualmente, os métodos utilizados
para combater esse besouro praga sdo o controle bioldgico e o controle quimico (REIS et al.,
2012).

A vespa parasitoide Anaphes nitens (Hymenoptera: Mymaridae) € comumente a
estratégia utilizada no controle bioldgico do G. platensis e, embora seja eficaz, sua efetividade
diminui drasticamente com a altitude, sendo eficiente até 400 metros e se estima que um terco
das plantacGes de eucaliptos em Portugal estejam localizadas em areas acima de 450 metros
(REIS et al., 2012). Como forma de evitar perdas na producdo de madeira em regides onde a
implementacao do controle biologico ainda ndo é efetiva, a aplicacdo de agrotoxicos contra o
G. platensis € utilizada (LOCH, 2005; ECHEVERRI-MOLINA; SANTOLAMAZZA.-
CARBONE, 2010).

Diferentes moléculas como azadiractina, flufenoxuron, deltametrina, etofenprox,
lufenuron,  flufenoxuron (PEREZ-OTERO; MANSILLA-VAZQUES; RODRIGUEZ
IGLESIAS, 2003), lambda-cialotrina, cipermetrina e tiametoxam (ECHEVERRI-MOLINA;
SANTOLAMAZZA-CARBONE, 2010) foram testadas quanto sua eficiéncia no controle de
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G. platensis (SANTOLAMAZZA-CARBONE; ANA-MAGAN, 2004). Segundo o Instituto
da Conservacdo da Natureza e das Florestas - ICNF (2015), os produtos homologados que
estdo autorizados para utilizagcdo em Portugal sdo os inseticidas Calypso® (tiacloprido como
ingrediente ativo) e o Epik SG® (acetamiprida como ingrediente ativo). Ambos os produtos
demonstraram bons resultados no controle de G. Platensis.

Entretanto, o uso destes inseticidas pode oferecer riscos a organismos ndo-alvo por
serem pertencentes ao grupo quimico dos neonicotindides, que atuam por ingestdo ou contato
e 0 mecanismo de acdo causa hiperexcitacdo, paralisia e morte do inseto (TOMIZAWA,
CASIDA, 2003; WOOD; GOULSON, 2017). Por ndo serem seletivos, as forrageiras de A.
mellifera iberiensis podem ser potencialmente expostas aos agrotdxicos usados nas plantaces
de eucaliptos ou nas proximidades de apiarios devido as atividades agricolas. Estas moléculas
podem ser acumuladas no interior das colbnias, prejudicando o seu desenvolvimento
(HENRY et al., 2012b). Inimeros estudos utilizando concentragdes subletais dos
neonicotindides destacaram efeitos prejudiciais na aprendizagem e memoria das abelhas,
comprometendo atividades como o forrageamento (HENRY et al., 2012a; WILLIAMSON;
WRIGHT, 2013; FAIRBROTHER et al., 2014; TISON et al., 2019), e na morfofisiologia de
Orgdos de larvas e adultos (ROAT et al., 2013; TAVARES et al., 2015; DOMINGUES et al.,
2017; WU et al., 2017; TAVARES et al. 2019; TADEI et al., 2019). Estudos conduzidos em
laboratério demonstraram efeitos adversos do tiacloprido e da acetamiprida em abelhas
meliferas (ALIOUANE et al., 2009; VIDAU et al., 2011; TISON et al., 2017; BRANDT et
al., 2016; SHI et al., 2019; SHI et al., 2020a; WANG; ZHU; L1, 2020).

Apesar dos efeitos conhecidos dos agrotoxicos nas abelhas em bioensaios
laboratoriais, ainda faltam estudos de campo onde as colbnias sdo expostas a concentragdes
ambientalmente realistas (HEIMBACH et al., 2017). A avaliacdo regulatdria de risco, no
continente europeu, prescrita para abelhas ndao leva em consideracdo multiplas exposicfes ou
estressores combinados, ignorando efeitos aditivos ou sinérgicos (RORTAIS et al., 2013).
Ademais, é de grande importancia avaliar como o gerenciamento da paisagem, a organizagédo
e composicao espacial afetam a disponibilidade de recursos e quais sdo as consequéncias para
o desenvolvimento das colonias (VIANA et al.,, 2012). Para abordar essas mdultiplas
variaveis, modelos como o BEEHAVE (BECHER et al., 2014) foram criados, mas sdo
apontados como ineficientes do ponto de vista regulatorio devido a falta de um modulo de
agrotoxicos (EFSA, 2015).



128

Como forma de suprir essas lacunas de conhecimento, este trabalho pretende aplicar
uma abordagem multifatorial para avaliar os efeitos da aplicacdo de acetamiprida no entorno
das col6nias de abelhas, A. mellifera iberiensis, em paisagens dominadas pelas plantacdes de
eucaliptos. Nesse sentido, justifica-se a realizacdo de um monitoramento aprofundado do
status das colonias localizadas em plantagfes de eucaliptos, adotando uma abordagem
multiestressor, considerando padrdes de uso de agrotdxicos e exposi¢ao potencial, estrutura e
manejo da paisagem, incluindo disponibilidade de recursos, e prevaléncia de doencgas. Além
disso, os dados compilados a partir desta avaliacdo fornecerdo informacgdes para ajudar na
validacdo e melhoraramento do novo modelo mecanicista do ApisRAM para avaliar riscos as
colbnias de abelhas, proposto pela EFSA (2016a).
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho é monitorar e avaliar, utilizando uma abordagem
multifatorial, o estado de saude e desenvolvimento de coldnias de A. mellifera iberiensis pré e
pos-aplicacdo do inseticida acetamiprida em uma paisagem dominada por plantacbes de
eucaliptos.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estimar a demografia de individuos adultos de A. mellifera iberiensis.

- Avaliar o desenvolvimento das col6nias por meio de balancas automaéticas e do

software DeepBee®.
- Verificar o estado sanitario e a prevaléncia de doencas nas colonias.

- Quantificar a presenca de residuos nas colbnias derivados da aplicacdo de
acetamiprida.

- Avaliar a disponibilidade de recursos florais nas plantacdes de eucaliptos.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1. SELECAO DOS LOCAIS DE ESTUDO E INSTALACAO DOS APIARIOS

Para o desenvolvimento do presente estudo, a regido central de Portugal continental,
por meio do municipio de Castelo Branco, foi escolhida por atender aos requisitos de alta
densidade de areas florestais com plantacfes de eucaliptos (Eucalyptus globulus). Nessa
regido, duas janelas de paisagem de 5 Km x 5 Km foram identificadas e selecionadas para
instalacdo dos apidrios, baseada em caracteristicas semelhantes no que se refere ao uso do
solo, declive, tipo e densidade de cobertura arbustiva e subarbustiva, exposicdo solar e o
clima. Todas as caracteristicas escolhidas para padronizacdo das janelas de paisagens foram
baseadas em EFSA (2017), para que ambas disponham de landscape fitness semelhantes.

Inicialmente, 16 colénias homogéneas ndo parentais de A. mellifera iberiensis em
caixas tipo Langstroth, visivelmente livre de doencas sintomaticas e parasitas, foram
adquiridas para utilizacdo durante o periodo do estudo. Todas as col6nias continham rainhas
da mesma idade, com um ano (nascidas em 2018), marcadas para facilitar a deteccdo de sua
presenca pelo método de identificacdo visual (EFSA, 2016a). As colbnias iniciaram o estudo
com introducdo individual de dieta artificial em pasta Fondabee® 1 Kg (83,5% de sacarose,
11,5% de acucares superiores, 3% de dextrose e 2% de maltose), pratica comum no momento
da instalacdo de um novo apiario e preventiva para manutencdo da homogeneidade das
colonias.

Aproximadamente no centro de cada uma das duas janelas selecionadas foi instalado
um apiario contendo oito colénias (Figura 1), sendo um apiario destinado para ser o local
controle (39°58'29.1"N 7°03'59.2"W) e um apiario com aplicacdo pontual do inseticida
neonicotindide acetamiprida (Epik SG®) (40°05'43.8"N 7°01'00.4"W). A distancia das
col6nias para o solo foi padronizada em 60 cm e entre as coldnias em um metro e meio para

ambos o0s apiarios, como forma de minimizar o drifting acidental de abelhas.
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FIGURA 1 - Instalacéo dos apiarios de A. mellifera iberiensis no centro de cada janela de estudo, no
municipio de Castelo Branco em Portugal continental. A - Apiério controle. B - Apiario com aplicacédo
pontual de Epik SG®.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para garantir auséncia de exposicao ao inseticida acetamiprida no apiario controle, foi
mantida uma distancia de 15 Km entre o centro de cada janela onde foram instalados os
apiarios e na janela controle foi inserida uma zona tampéao adicional (auséncia de agrotoxicos)

de 5 Km em torno do apiério (Figura 2).

FIGURA 2 - Esquema representativo das distancias entre os apiarios de cada janela de estudo e da
zona tampdo adicional do apiario controle.

Janela com aplicagao Janela controle
(Epik SG")
5 Km
/
5 Km & 15 Km
5 Km

Zona tampao

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.2. MONITORAMENTO DOS ATRIBUTOS DAS COLONIAS DE A. mellifera iberiensis

As técnicas de monitoramento dos parametros de desenvolvimento e evolucdo das
colénias e do estado sanitario seguiram as recomendacdes da EFSA (2016a) e EFSA (2016b).
Em cada apiério, cinco coldnias foram utilizadas para coleta dos dados e duas col6nias foram
destinadas como controle, a fim de verificar alguma possivel interferéncia do manejo da
coleta de dados no estudo. Adicionalmente, como forma de reunir o méximo de informac6es
do desenvolvimento das abelhas, uma col6nia em cada apiario foi destinada apenas para

gravar as dancas das abelhas (col6nia de observacao) (Figura 3).

FIGURA 3 - Esquema representativo da organizacdo das oito col6nias de A. mellifera iberiensis em
cada um dos dois apiarios.

4 ™

Colénias de A. mellfifera iberiensis

00000

Controle 1 Controle 2 Estudo 1 Estudo 2 Estudo 3 Estudo 4 Estudo 5 Observagao

Fonte: Elaborado pelo autor.

As atividades de campo para coleta de dados nos apiarios das janelas de estudo foram
realizadas em média a cada 19 dias (£ 1), respeitando o ciclo de desenvolvimento de abelhas
A. mellifera iberiensis. O estudo foi conduzido entre os meses de abril a setembro de 2019,
correspondentes ao periodo apicola de seis meses em Portugal continental. Para efeitos das
analises de dados, apenas as colonias de estudo que ndo enxamearam (n = 3 em cada apiario)

foram consideradas no presente estudo.

3.2.1. Peso, manutencdo da temperatura e umidade interna e externa

Cada uma das colbnias dos dois apiarios, exceto as destinadas somente para
observagdo das dancas das abelhas, foram equipadas individualmente com uma balanga
automatica (Apis Technology) contendo sensores de umidade, temperatura externa e
temperatura interna (Figura 4). As balancas, por meio de um sistema denominado B-Hive,
coletavam os dados de forma continua diaria (de hora em hora) e transmitiam as informacdes,
via short message service, para uma plataforma online/aplicativo (B-App, Apis Technology)
na qual era possivel acessar e monitorar os dados em tempo real. As balangas automaticas
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foram ligadas diretamente em uma bateria automotiva (Ultracell®, 12 volts, 85 Ah), a qual era
recarregada por um painel solar fotovoltaico (50 w), sendo possivel manter o envio de dados

durante 24 horas por dia por todo o periodo de seis meses do monitoramento.

FIGURA 4 - Colbnias de A. mellifera iberiensis equipadas individualmente com balancas automaticas
contendo sensores de umidade e temperatura interna. Legenda: BA = balangas automaticas (Apis
Technology), S = sensores de umidade e temperatura interna, BT = bateria automotiva, PS = painéis
solares.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Adicionalmente as balancas automaticas, em cada apiario foi instalada uma estacao
meteorolégica (WatchDog 2900ET Weather Station) para monitoramento diario, com
periocidade de registro de uma hora, dos pardmetros climéaticos externos que condicionam as
atividades das abelhas, como temperatura (°C), umidade relativa (%), pluviosidade (mm),

velocidade do vento (Km/h) e radiacdo solar (w/m2) (Figura 5).
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FIGURA 5 - Instalacdo e funcionamento das estagdes meteoroldgicas nos apiarios. A - Instalacdo da
estacdo meteoroldgica. B - Estacdo meteorolégica em funcionamento.

3.2.2. Demografia e quantidades de reservas

Como forma de quantificar os individuos adultos das populaces das colénias nos
apiarios e a producdo de mel, cada quadro de cada colénia foi pesado individualmente em
uma balanga digital tipo gancho (KERN - série HCB, mé&ximo 20 Kg £ 10 g). Inicialmente, o
quadro foi retirado da coldnia com auxilio de um sacador de quadros com formao e pesado
com todas as abelhas presentes (Figuras 6A-B), ap6s esse processo, realizou-se a limpeza com
uma vassoura de apicultura (varrendo para dentro da col6nia), e o quadro foi pesado sem
abelhas (Figuras 6C-D) (ODOUX et al., 2014). Para calcular a populacéo, a diferenca de peso
entre os quadros com e sem abelhas foi multiplicada por 1,24x10** Kg/abelha (DELAPLANE;
van der STEEN; GUZMAN-NOVOA, 2013). Esta estimativa considerou apenas as abelhas
presentes no interior da coldnia. Além disso, este processo permite também estimar a

guantidade, em quilogramas, de mel dos quadros que continham esse recurso.
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FIGURA 6 - Pesagem dos quadros para quantificagdo dos individuos adultos das populagdes das
coldnias de A. mellifera iberiensis e estimar a producéo de mel. A - Coleta do quadro. B - Pesagem do
guadro com abelhas. C - Limpeza do quadro com a vassoura de apicultura. D - Pesagem do quadro
sem abelhas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Por sua vez, o desenvolvimento das crias nas colonias e a quantidade de recursos de
reservas como polen, ao longo dos meses de estudo, foi monitorado por meio de analise de
imagens (ALVES et al., 2020). Primeiramente, todos os quadros de todas as col6nias de
estudo foram devidamente identificados com cddigos proprios, mantendo a sequéncia no
interior do ninho e facilitando a organizacdo das fotos. Para assegurar a captura de imagens de
forma padronizada, um tanel de fotografia retratil foi desenvolvido com base em Alves et al.
(2020) (Figura 7), contendo um suporte para fixacdo da cdmera em uma extremidade e na
outra, suportes para um quadro com inclinacdo de 11° e um par de iluminadores (Led Pro, 7.5

w) incidindo luz a 45° graus para fotodocumentagdo com melhor qualidade (Figura 8).
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FIGURA 7 - Tanel instalado nos dois apiarios para fotografar os quadros de A. mellifera iberiensis.
Legenda: ¢ = local de posicionamento para fixacdo da cémera fotografica, q = local de
posicionamento do quadro e dos iluminadores. 247 cm - tamanho estendido e 92 ¢cm - tamanho
retraido.

247 cm

Fonte: Elaborado pelo autor.

FIGURA 8 - Equipamentos instalados no interior do tunel para fotodocumentacdo dos quadros das
colénias de A. mellifera iberiensis. A - Cémera fixada. B - Quadro posicionado para
fotodocumentacdo. Legenda: 1 = quadro com crias de A. mellifera iberiensis, 2 = codigo de
identificac&o, 3 = iluminadores led, 4 = suportes para o quadro.

Fonte: Elaborado pelo autor.

As imagens foram registradas apds a pesagem dos quadros sem abelhas, por meio de
uma camera Nikon D3300, equipada com a lente Nikon AF-S DX Nikkor Telephoto Zoom 55-
200mm F/4.0-5.6G VR I, configurada para: Distancia focal - 100 mm, ISO - 100, Foco
automatico - ligado, Flash - desligado, Compressdo - JPEG, Resolucdo de 24 M pixels (6000
x 4000 px) e 300 DPI. Um disparador remoto foi adaptado na cAmera para evitar 0 manuseio e

o registro de imagens desfocadas.
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Durante o periodo de conducdo do estudo, 1286 quadros (686 - apiario controle e 600 -
apiério aplicacdo) foram fotografados de ambos os lados, totalizando 2572 imagens (1372
imagens - apiario controle e 1200 imagens - apiario aplicacdo). Apos 0s registros, as imagens
dos quadros foram analisadas com base no software DeepBee® (ALVES et al., 2020) por
meio da deteccdo de todo o conteudo das células dos quadros e pela classificacdo nas
seguintes categorias: ovo, larva, cria operculada, pdlen, néctar, mel e outros (células vazias),

como desmonstrado na figura (9).

FIGURA 9 - Deteccdo e classificagdo de todas as células presentes no quadro por meio do software
DeepBee®. A - Imagem do quadro no tunel de fotografia. B - Quadro com as células identificadas e
classificadas no software DeepBee®.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A mortalidade de abelhas das col6nias foi quantificada utilizando bacias plasticas
(650 x 475 x 160 mm) distribuidas em frente as entradas das colénias (Figura 10). Foram
realizados furos na extremidade das bacias para impedir acimulo de agua e uma tela de
protecdo foi adicionada, evitando predacdo por aves que inviabilizariam as contagens. As

bacias foram colocadas no dia da instalacdo dos apiarios e a cada saida de campo para
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monitoramento, as abelhas mortas foram contabilizadas onde obteve-se a mortalidade durante
todo o periodo do estudo (HUMAN et al., 2013).

FIGURA 10 - Quantificacdo de abelhas mortas das colnias de A. mellifera iberiensis. A - Bacia
plastica utiliza como recipiente de descarte pelas abelhas. B - Contagem manual das abelhas mortas. C
- Abelhas mortas na bacia plastica.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.3. Estado sanitario: identificacdo e prevaléncia de agentes infecciosos

Durante todo o monitoramento, o estado sanitario das colonias foi avaliado por meio
de inspecdo visual para doengas nas colonias, sendo que diferentes sintomas foram
observados quanto a sua presenca, na qual podemos destacar: falha nas células dos quadros e
presenca de crias mortas, larvas com caracteristicas morfolégicas e coloragfes anormais, sinal
de fraqueza dos individuos adultos, incapacidade de voar, asas deformadas, comportamentos
atipicos de forrageiras (paralisia aguda), odor putrido, presenca de fungos, presenca de
Aethina tumida (Coledptera), Galleria mellonella (Lepiddptera) e Vespa velutina
(Hymenoptera) (EFSA, 2016b).

Para detectar e quantificar possiveis infestacbes pelo acaro Varroa destructor
(Anderson & Trueman, 2000), a metodologia de sticky board foi realizada (FLORES; GIL,;
PADILLA, 2015). Folhas de papel sulfite A3 (29,7 x 42 cm) foram totalmente cobertas com
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vaselina (100% pura) e colocadas, individualmente, sobre as bases sanitarios de todas as
colonias por um periodo de 24 horas. Posteriormente, o nimero total de &caros foi
contabilizado de acordo com a férmula (306,247 + 9,38*queda natural dos &caros ao longo de

quatro dias) proposta por Flores, Gil e Padilla (2015) (Figura 11).

FIGURA 11 - Instalacdo de uma folha sulfite A3 coberta com vaselina na base sanitaria de uma
coldnia de A. mellifera iberiensis, para deteccdo e quantificacdo do &caro V. destructor.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3. APLICACAO DE ACETAMIPRIDA (Epik SG®) E AVALIACAO DA EXPOSICAO

No presente estudo, foi realizada uma aplicacdo pontual do inseticida neonicotindide
acetamiprida (27/05/2019), por meio do produto formulado Epik SG® (20 % (p/p) de
acetamiprida), em uma das janelas de estudo pré-determinada (40°05'43.8"N 7°01'00.4"W). A
concentracdo utilizada foi de 0,8 L/ha, o que significa uma concentracdo de 40 g s.a./ha. A
aplicacdo estimada de 24 L de Epik SG® aconteceu no periodo da manha, com o débito do
pulverizador calibrado em 50 L/h seguindo as condi¢fes ambientais recomendadas favoraveis
a absorcdo e translocagdo do produto, como temperatura atmosférica (< 30 °C), auséncia de
chuva por pelo menos 24 horas seguintes a aplicacao e velocidade do vento (< 11 Km/h). Os
caminhos de aplicacdo do agrotoxico foram predefinidos em uma area correspondente a uma

distancia de 500 metros em torno do apiario, excluindo um raio de 200 metros em torno do
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mesmo, que foi definida como zona tamp&o (pratica comum quando se tem a localizacdo das
colonias).

Em relacdo a avaliacdo da presenca prévia de agrotéxicos nas col6nias do presente
estudo, amostras de néctar (5 g) e bee bread (5 g) foram coletadas individualmente de cada
coldnia no inicio da estacdo (primavera) e no final da temporada apicola (verdo/setembro), e
enviadas para anélise de multiresiduos. Para avaliar eventual acimulo do inseticida Epik SG®
nas coldnias do apiario em que houve aplicacdo, amostras de néctar (5 g) e bee bread (5 g)
foram coletadas antes de aplicacdo, um e 16 dias ap0s a aplicacdo (para deteccdo de efeitos
letais e subletais a curto prazo), e enviadas para anélise de acetamiprida. Adicionalmente, o
néctar foi coletado um dia ap6s a aplicacdo diretamente das abelhas forrageiras pelo método
de capilaridade baseado em Gary e Lorenzen (1976) e o polen recolhido na entrada das
col6bnias utilizando capta-pdlens para andlise de residuos de acetamiprida. As amostras foram
congeladas imediatamente apds a coleta e enviadas para andlises pelo método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada e espectrometia de massa sequencial (LC-
MS/MS; Limite de quantificacdo de 0,01 mg/kg = 10 ppb) no Laboratério Analitico
Bioclinico (Espanha). O residual intake de acetamiprida nas coldnias foi calculado para

estimar o pior cenario de contaminacéo baseado em EFSA (2013).

3.3.1. Medida de atividade de forrageamento

As distancias de forragemaneto foram estimadas por meio das analises das dangas das
abelhas usando uma coldnia de observacdo, que estava em uma caixa tipo Langstroth
adaptada com vidro (transparente) para visualizacdo de dois quadros. Previamente as
gravacdes, foi instalada uma caixa de madeira (50 x 50 x 40 cm) contendo um iluminador
(Led Pro, 7.5 w) incidindo luz a 45° graus nos quadros, o qual era carregado por uma bateria
(Ultracell®, 12 volts, 18 Ah), e uma camera de acéo (Yi action camera) gravando oito horas
de video (9 - 17h) (Figura 12).

As atividades de forrageamento foram avaliadas no apiario com aplicacdo de
acetamiprida (Epik SG®) nas cinco datas iniciais, considerando a aplicacio e a floragio na
janela de estudo, seguindo o calendario de monitoramento em campo: 03 e 22 de abril, 11 e
30 de maio e 18 de junho. No total, oito horas de videos foram gravados para cada uma das
cinco datas. Foram selecionadas 100 dancas nos horarios de maior atividade de forrageamento
(11 as 13h), de cada data, para analise utilizando a metodologia proposta por Couvillon et al.

(2012) e Schirch et al. (2013). A duracédo das waggle run foram avaliadas em milissegundos



141

utilizando o software Media Player Classic Home Cinema (MPC-HC X-64, versdo 1.7.13)
para correlacionar a relagdo entre a duragdo das waggle run e a distancia de uma fonte de

recurso no campo.

FIGURA 12 - Coldnia de observacdo utilizada para gravar as dancas das abelhas. A - Col6nia de
observacdo com a caixa de gravacdo instalada. B - Sistema de gravacdo dos videos no interior da
caixa. C - Detalhe do vidro utilizado na col6nia para visualizar as dangas. D - Registro de uma danga
de A. mellifera iberiensis. Legenda: ba = bateria automotiva, ¢ = cdmera, cg = caixa de gravacao, co
= col6nia de observacéo, il = iluminador led, quadrado vermelho = danca de uma abelha em detalhe.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.4. AVALIACAO DOS RECURSOS FLORAIS

De forma a complementar e correlacionar o item (3.3.1), a disponibilidade de recursos
florais existentes também foi avaliada para as mesmas datas na janela do apiério aplicacdo (5
x 5 Km). Inicialmente, a janela foi mapeada e vetorizada usando uma plataforma de sistema
de informacdo geogréfica (SIG), identificando-se os poligonos na paisagem de acordo com 0s
recursos florais existentes predominantes e criando-se assim categorias de paisagem (Figura
13). Em cada ponto de amostragem, a abundancia relativa dos recursos foi estimada
visualmente nas datas propostas e posteriormente identificadas em nivel de espécie. As
informacdes de floracdo, qualidade e quantidade de recursos e interesse apicola foram obtidas
com base na literatura (TALAVERA et al., 1988; SAENZ LAIN; FERRERAS, 2000;
MENEGUETTI, 2013; AGUADO MARTIN; CASTIEL; SANDOVAL, 2017; FLORA-ON,
2020). Posteriormente a organizacdo destas informacoes, as espécies foram classificadas de
zero a trés quanto a sua importancia como recurso de néctar e pdlen, onde zero representa
auséncia de recurso e um a trés representa baixa, média e alta disponibilidade de recursos
respectivamente (GIGAURI, 2019). Apds a classificacdo das espécies, a média da
disponibilidade de néctar e polen foi calculada para cada categoria da paisagem, com base em
Gigauri (2019). Diante disso, foi possivel criar mapas que permitiram comparar as

informacdes das dancas das abelhas com a disponibilidade de recursos em cada data. Os
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mapas foram confeccionados utilizando o software QGIS 3.4.6-Madeira (QGIS Development
Team, 2018).

FIGURA 13 - Variacao espacial de recursos florais ao redor do apiario aplicacéo. A area experimental
cobriu uma érea quadrada de 5 x 5 Km, com o apidrio localizado no centro. Foram identificadas nove
categorias de paisagem de acordo com os recursos floristicos dominantes: azinheiras, estevas,
eucaliptos, matos, olival, pastagens, pinhal, sobreiros e outros.
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Sem informagdo
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0 1 2 km

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os recursos florais, para ambos apiarios, foram ainda avaliados por meio da analise
palinoldgica do polen e do mel. O pélen coletado pelas forrageiras foi recolhido e armazenado
nos capta-polen de madeira com grelha dobrével, instalados em trés coldnias de estudo de
cada apiério, e ativados por um periodo de 24 horas a cada 19 dias (£ 1) (Figura 14). O mel
foi analisado sob a forma de uma amostra composta de trés coldnias, recolhida apos a
extracdo de mel no final do monitoramento. Para realizar a identificagdo da origem boténica
do pdlen e do mel, as amostras foram enviadas para analise por especialistas em palinologia
do Laboratdrio Apicola (LabApis) da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro (UTAD).
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FIGURA 14 - Exemplar de um capta pélen sendo ativado em uma colonia de A. mellifera iberiensis
durante o monitoramento nos locais de estudo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.5. ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, os dados foram submetidos ao teste de distribuicdo normal (teste de
Shapiro-Wilk e teste de Kolmogorov-Smirnov) e o teste de Bartlett’s para homogeneidade de
variancias. Os dados referentes ao desenvolvimento das colnias (populacdo adulta, ninho e
mortalidade) nos apiarios foram analisados por meio da analise de variancia (ANOVA, two-
way) com medidas repetidas para duas variaveis analisadas (tempo, local). Os resultados
foram representados com média + erro padrdo e o nivel de significancia adotado foi de P <
0,05. O programa estatistico Statistica® 13.3 (TIBCO, 2017) foi utilizado em todas as

analises.
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4 RESULTADOS
4.1. CONDICOES EXTERNAS E INTERNAS

Os parametros analisados das condicGes externas (temperatura, umidade relativa,
pluviosidade, radiacdo solar e velocidade do vento) de ambos os apiarios das areas de estudos
selecionadas, registrados por meio das estacfes meteoroldgicas, apresentaram valores muito
similares durante os seis meses de monitoramento. Os dados compilados estdo apresentados
como média £ desvio padrdo e podem ser observadas no apéndice (1). Em relacdo aos valores
de temperatura e umidade no interior das colénias, registrados pelos sensores presentes nas
balangas automaticas, o apiario controle apresentou médias de temperatura de 32 °C (2) e
umidade 56,1% (+3,4), enquanto o apiario aplicacdo de 32,6 ° C (+2) e umidade 58,2% (£3).

4.2. MONITORAMENTO COM AS BALANCAS AUTOMATICAS

Com base na utilizacdo das balancas automaéticas, foi possivel acompanhar todo o
desenvolvimento das col6nias (indicador de producdo) e perceber as suas variacdes ao longo
dos meses de monitoramento nos apiarios. Apos o inicio de abril, ambos os apiarios
apresentaram um aumento gradual em quilogramas, sendo que no final de abril (25/04/2019)
0s sobreninhos, compartimento com quadros adicionais colocados em cima do ninho, foram
instalados em ambos os locais. Na sequéncia da instalacdo dos sobreninhos, a quantidade de
quilograma das col6nias (peso) nos apiarios aumentou até atingir o pico maximo, no inicio de
maio, para o apiario aplicacdo e final de maio para o apiario controle (Figura 15).
Posteriormente & data da aplicagdo do Epik SG®, as col6nias do apiario aplicacdo se
mantiveram com peso constante até exibir um ligeiro aumento no final do més de junho e
inicio de julho, seguido do decréscimo nas datas seguintes (final do periodo apicola). Por
outro lado, as col6nias do apiario controle demonstraram um lento decaimento a partir do

inicio de junho até a data final do monitoramento (Figura 15).
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FIGURA 15 - Monitoramento dos valores em quilogramas das coldnias de A. mellifera iberiensis de
ambos os apiarios ao longo do estudo (periodo apicola em Portugal).

35

Aumento de peso (Kg)
6 &6 3 & 8

ol
1

o

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
(2] (o)) (o)) (2] (o)) (2] (o)) (o)) (2] (o)) (2] (o)) (o)) (2] (o)) (2] (o)) (o)) (2] (o)) (2] (o))
— — — - — — — — - — — — — - — — — — - — — —
o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o
N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N
QA a4 o4 o4 d d 4 4 4 o o o 4 N N 4 N ANA
< <t < < T9) Lo n Lo [{e] [{(=] (o] [(=] N~ N~ N~ N~ N~ [ee] (o] (o] [o0] (2]
o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o
 Q Q Q 9 9 9 Q 9 9 9 9O Q 9 9 9 9 9 9 9 9O 9
[e0] n N (e] [{e] ™ o N~ ™ o N~ < — (0] T9) N [¢] Lo N (o] © (o]
o i N N o — N N o — — N o o — N N o — — N o
mmmm Sobreninhos s Data da aplicagdo Aplicagdo == Controle

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3. DESENVOLVIMENTO DAS COLONIAS

A producdo do mel pelas colbnias, ao longo do periodo de monitoramento,
demonstrou que as variacbes do peso observado na figura (15) estdo fortemente
correlacionadas (r = 0,89) com o aumento da quantidade de mel nas colbnias, conforme
evidenciado na figura (16). Os apiarios apresentaram valores maximos da producdo de mel
em diferentes meses, sendo o apiario controle no final do més de maio e o apiario aplicacao
no meio do més de julho. Embora a producdo em quilogramas das colbnias do apiario
controle seja maior que as col6nias do apiario aplicagéo, a analise dos dados demonstrou que
ndo houve diferenca estatistica (P = 0,066) entre ambos os locais para todas as datas

analisadas.
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FIGURA 16 - Quantidade de quilogramas de mel produzido pelas colonias de A. mellifera iberiensis
de ambos os apiarios ao longo dos meses de monitoramento.

35 H
30 A
G
<
@
S
[«5)
©
(=]
i
E T 1 1 ?
o L I
[a
0 T T T T
03/04/2019 03/05/2019 03/06/2019 03/07/2019 03/08/2019
mmmm Data da Aplicacéo Aplicacdo =—e=Controle

Fonte: Elaborado pelo autor.

A gquantidade de individuos referentes a populacdo adulta das col6nias de ambos 0s
apiarios, apresentaram uma evolucdo de suas populacGes de forma semelhante, conforme
demonstrada na figura (17). O valor mais alto encontrado nas colénias do apiario controle foi
observado no meio do més de maio, enquanto nas coldnias do apiério aplicacdo o valor mais
alto registrado aconteceu no final do més de julho. N&o houve diferenca estatistica (P = 0,872)
entre as populacdes adultas das colbnias do apiario controle e aplicacdo em cada uma das
datas comparadas, demonstrando similaridade na evolugdo ao nivel populacional no eixo
temporal.

Em relacdo a quantidade de células de ninho das colbnias, foram considerados os
ovos, as larvas e as crias operculadas. Com base na mesma figura (17), é possivel observar
que o valor mais alto na quantidade destas células ocorreu ao final do més de abril para as
colbnias de ambos os apiarios. Apods esta data, as colonias de ambos 0s apiarios apresentaram
decréscimos com variacOes, a partir do meio do més de maio. Nao houve diferenca estatistica

(P = 0,855) antes e apds a aplicacio de Epik SG® para os apiarios em todas as datas.
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FIGURA 17 - Média do nimero de abelhas (populacéo adulta) e do nimero de células de ninho (ovos,
larvas e crias operculadas) das colnias de A. mellifera iberiensis em ambos os apiarios ao longo dos
meses de monitoramento.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Como dltimo parametro do desenvolvimento das coldnias, a mortalidade foi
contabilizada em cada saida, onde os meses de abril e junho apresentaram maior média de
mortalidade enquanto os meses de julho e agosto os menores indices (Figura 18).
Considerando todas as datas, a aplicacdo do Epik SG® nio afetou estatisticamente (P > 0,05) a
mortalidade das col6nias do apiario aplicacdo quando comparado com as colénias do apiario

controle.

FIGURA 18 - Média das abelhas mortas das colnias de A. mellifera iberiensis em ambos 0s apiarios
ao longo dos meses do monitoramento.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4. ESTADO SANITARIO DAS COLONIAS

Durante as inspecfes visuais para verificar o estado de saude das colénias, nenhum
dos sintomas prejudicias descritos no item (3.2.3.) foram detectados nas colonias de ambos 0s
apiarios do presente estudo. As abelhas, em fase larval e adulta, demonstraram aparéncia
visualmente saudavel e comportamentos padrGes conforme a lista de comportamentos
normais descrita por Scheiner et al. (2013). No que se refere a deteccdo e quantificagdo do
acaro V. destructor, a figura 19 evidencia que apenas nos meses de junho, julho e agosto
foram registrados a presenca do &caro. Entretanto, os valores para esses meses estdo muito

distantes do limite que as coldnias suportam (proximos de 1200 acaros).

FIGURA 19 - Quantidade de acaros V. destructor e meses em que foram detectados nas coldnias de
A. mellifera iberiensis dos dois apiérios.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5. AVALIACAO DE MULTIRESIDUOS E DE ACETAMIPRIDA

As analises de multiresiduos para as matrizes de nectar e bee bread das colbnias,
coletados no inicio da primavera (03/04/2019) e no final do periodo apicola (03/09/2019),
detectaram a presenca de duas moléculas toxicas (Tabela 1). O acaricida coumafos foi
encontrado em col6nias dos dois apiarios no inicio e no final, sendo o valor residual maximo
encontrado de 0,051 mg/kg - ppm no néctar de uma coldnia do apiario controle. Entretanto, o

inseticida acetamiprida foi detectado somente no final do estudo em uma col6nia do apiario
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aplicacdo, na concentracio de 0,017 mg/kg - ppm no bee bread. E relevante ressaltar que no
foi detectada a presenca de residuo de acetamiprida em nenhuma das amostras antes da data
de aplicacao.

TABELA 1 - Andlise de multiresiduos (476 residuos analisados por MR GC-MS/MS e MR UPLC-
MS/MS) de amostras de néctar e bee bread coletados no inicio e no final da temporada apicola. As

amostras ndo presentes nesta tabela, ndo possuem residuos acima do limite de detecgdo (0,01 mg/kg
s.a.).

Local  Coldnia Dcacl)tlztga Matriz Residuos (mg/kg = 1ppm)
Controle 1 03/04/2019 Bee bread Coumafos* - 0,023
Controle 1 03/04/2019 Néctar Coumafos* - 0,051
Controle 2 03/04/2019 Bee bread Coumafos* - 0,013
Aplicagéo 5 03/09/2019 Bee bread Coumafos* - 0,010; Acetamiprida - 0,017

Fonte: Elaborado pelo autor.

As analises para a identificacdo da presenca de residuos de acetamiprida no néctar e no
bee bread demonstraram-se negativas antes da aplicacdo e positivas um e 16 dias apds
aplicacdo, apenas para o bee bread. O inseticida foi encontrado em trés colénias um dia apds
a aplicacdo, com a deteccdo maxima de 0,023 mg/kg - ppm e em quatro coldnias 16 dias apds

a aplicacdo, com a deteccdo maxima de 0,042 mg/kg - ppm conforme compilado na tabela (2).

TABELA 2 - Analise residual de acetamiprida (analisado usando MR GC-MS/MS com um limite de
deteccdo de 0,01 mg/kg) das amostras de néctar e bee bread coletadas nos dias 26 de maio (antes da
aplicagdo), 28 de maio (um dia apds a aplicacdo) e 12 de junho (16 dias apds a aplica¢do), em todas as
coldnias (apiario controle e aplicagdo). As amostras ndo presentes nesta tabela, ndo possuem residuos

de acetamiprida acima do limite de deteccéo (0,01 mg/kg s.a.).

Local Colbnia Data da coleta Matriz Acetamiprida (mg/kg = 1ppm)
Aplicacédo 2 28/05/2019 Bee bread 0,019
Aplicacédo 4 28/05/2019 Bee bread 0,023
Aplicagéo 5 28/05/2019 Bee bread 0,020
Aplicagéo 2 12/06/2019 Bee bread 0,024
Aplicacédo 3 12/06/2019 Bee bread 0,020
Aplicacédo 4 12/06/2019 Bee bread 0,014
Aplicacéo 5 12/06/2019 Bee bread 0,042

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Em relacdo as amostras de polen, coletadas por intermédio dos capta-polen, e néctar
fresco, proveniente do papo das abelhas, somente no pdlen do apiério aplicacdo foi detectada
a presenca do inseticida acetamiprida na concentracdo de 0,096 + 0,048 mg/Kg s.a., um dia
ap6s a aplicacdo de Epik SG®. Em virtude dos residuos de acetamiprida estarem presentes
apenas nas amostras de polen e bee bread, a taxa de intake foi calculada para larvas e adultas
(nurses) utilizando o valor m&ximo de acetamiprida detectado 0,144 mg/Kg (pdlen), porque
estas sdo as classes de abelhas que mais se alimentam de polen ao longo do seu ciclo/fungéo.
N&o consideramos as foragers e as winter bees, uma vez que o0 consumo ndo é relevante
(EFSA, 2013). Levando em consideragdo o consumo de 2 mg de pdlen no periodo de
alimentacdo das larvas (cinco dias), a ingestdo total de acetamiprida é 0,288 ng. Para 0s
adultos, o consumo diario considerado de pdlen é 12 mg (durante 10 dias) o que pressupde

uma ingestdo maxima de 17,28 ng no periodo (1,728 ng dia x 10 dias).

4.6. FORRAGEAMENTO E RECURSOS FLORAIS

A decodificacdo das dancas das abelhas, como forma de estimar as distancias
percorridas pelas abelhas, associada a disponibilidade de recursos, podem ser observadas nas
figuras (20-24) para as cinco datas descritas no item (3.3.1). Com base nas diferentes datas
analisadas, € possivel evidenciar que as trés primeiras sd0 as que possuem maior
disponibilidade de recursos no raio de 2,5 Km ao redor das col6nias (Figuras 20-22). A figura
20 destaca a primeira data do monitoramento, realizada em 03/04/2019, onde é possivel
observar elevada disponibilidade de recursos nas faixas de 500 até 2500 metros (Figuras 20A,
20C-D). A maior porcentagem de forrageamento das dancgas analisadas aconteceu na faixa de
500-1000 metros com 37%, seguido de 1000-1500 metros com 27% e 1500-200 metros com

25% (Figura 20B). As demais faixas ndo ultrapassaram 8% das dancas analisadas.
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FIGURA 20 - Disponibilidade de recursos e decodificacdo das dancas realizadas pelas abelhas A.
mellifera iberiensis da colénia de observacdo do apiario aplicagdo em 03/04/2019. A - Disponibilidade
de recursos florais (néctar + polen). B - Distancias de forrageamento percorrida pelas abelhas. C -
Disponibilidade de néctar. D - Disponibilidade de pélen.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na data seguinte de abril, 22/04/2019, podemos destacar alta disponibilidade de
recursos nas faixas de 500-1000 metros, 1500-2000 metros e 2000-2500 metros (Figuras 21A,
21C-D). As dancas analisadas destacaram que 44% do forrageamento aconteceu na faixa de
500-1000 metros, seguido de 1500-2000 com 29%, 1000-1500 metros com 13%, 0-500

metros com 10% (Figura 21B). As demais faixas ndo ultrapassaram 5% das dancas analisadas.
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FIGURA 21 - Disponibilidade de recursos e decodificacdo das dancas realizadas pelas abelhas A.
mellifera iberiensis da col6nia de observagéo do apiario aplicacdo em 22/04/2019. A - Disponibilidade
de recursos florais (néctar + polen). B - Distancias de forrageamento percorrida pelas abelhas. C -
Disponibilidade de néctar. D - Disponibilidade de pélen.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A figura (22), 11/05/2019, demonstra maior disponibilidade de recursos nas faixas de
500-1000 metros, 1500-2000 metros e 2000-2500 metros (Figuras 22A, 22C-D). As dancas
analisadas evidenciaram que 35% do forrageamento foi na faixa de 1500-2000 metros,
seguido de 1000-1500 com 31%, 500-1000 metros com 15%, 0-500 metros com 10% e 2000-
2500 metros com 9% (Figura 22B). As demais faixas ndo registraram atividade de

forrageamento pelas dangas analisadas.
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FIGURA 22 - Disponibilidade de recursos e decodificagdo das dancas realizadas pelas abelhas A.
mellifera iberiensis da col6nia de observagéo do apiario aplicacdo em 11/05/2019. A - Disponibilidade
de recursos florais (néctar + polen). B - Distancias de forrageamento percorrida pelas abelhas. C -
Disponibilidade de néctar. D - Disponibilidade de pélen.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A data de 30/05/2019, destaca os recursos e as atividades de forrageamento das
abelhas trés dias ap6s a aplicacdo do Epik SG®, como pode ser observada na figura (23). A
disponibilidade de recursos estava baixa proximo das col6nias, sendo 1500-200 metros a faixa
com maior quantidade de recursos (Figuras 23A, 23C-D). E possivel destacar que a maior
porcentagem de forrageamento foi na faixa de 1500-2000 metros com 42,57% das dancas
analisadas, seguido de 500-1000 metros com 23,76%, 2000-2500 metros com 14,85% e 1000-
1500 metros com 12,87%. Apenas 3,96% das dancas indicaram que as abelhas forragearam
entre 0-500 metros, entrando em contato com a zona de aplicacéo do Epik SG® (Figura 23B).

Né&o houve forrageamento em distancias superiores aos 3000m.
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FIGURA 23 - Disponibilidade de recursos e decodificacdo das dancas realizadas pelas abelhas A.
mellifera iberiensis da colénia de observacdo do apiario aplicacdo em 30/05/2019, trés dias apos
aplicacdo de acetamiprida (Epik SG®). A - Disponibilidade de recursos florais (néctar + pélen). B -
Distancias de forrageamento percorrida pelas abelhas. C - Disponibilidade de néctar. D -
Disponibilidade de polen.
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Em relacdo a ultima data, 18/06/2019, a maior quantidade de recursos estava nas
faixas de 500-1000 metros (Figuras 24A, 24C-D). Da mesma forma, as atividades de
forrageamento foram maiores nas faixas de 500-1000 metros com 45% das dancas analisadas,
seguido de 1000-1500 metros com 26%, 1500-2000 com 14% e 2000-2500 metros com 10%
(Figura 24B). As demais faixas de forrageamento ndo ultrapassaram 3% das dancas

analisadas.
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FIGURA 24 - Disponibilidade de recursos e decodificacdo das dancas realizadas pelas abelhas A.
mellifera iberiensis da colénia de observacdo do apiario aplicagdo em 18/06/2019. A - Disponibilidade
de recursos florais (néctar + polen). B - Distancias de forrageamento percorrida pelas abelhas. C -
Disponibilidade de néctar. D - Disponibilidade de pélen.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.7. ANALISE PALINOLOGICA DO POLEN E MEL COLETADOS

Os dados da quantidade de polen (em gramas) das colonias nos dois apiarios,
permitiram identificar as datas onde esse recurso foi mais coletado. A figura (25) exibe
comparativamente a evolugdo do recurso nas coldnias antes e ap6s a aplicagdo, sendo que
ambos os locais apresentaram maior pico de coleta na metade do més de maio, ou seja, pré-
aplicacdo de Epik SG®. E possivel observar que, a quantidade de recurso coletado pelas
colbnias um dia antes da aplicacdo (26/05/2019) foi baixa, assim como ap0s a aplicagdo em

ambos 0s apiarios.
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FIGURA 25 - Quantidade de pélen coletado (gramas) pelas coldnias de A. mellifera iberiensis de
ambos os apiarios ao longo do monitoramento.
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As amostras de pélen enviadas para identificacdo botanica das espécies demonstraram
uma grande diversidade nos dois apiarios (Figuras 26 e 27), sendo 22 espécies no apiario
controle e 41 espécies no apiario aplicacdo, entretanto, algumas espécies foram mais
relevantes no que se refere a quantidade coletada em gramas. No apiario controle,
predominantemente, duas espécies se destacaram nas trés primeiras datas (Figura 26a-c),
Cistus ladanifer e Cytisus sp. Nas datas seguintes (Figura 26d-g), pélen de diferentes espécies
foram coletados em quantidades inferiores aos primeiros dois meses. Na ultima coleta (Figura
26h), a quantidade de pdlen aumentou e apresentou predominancia da espécie Carlina
hispanica. De maneira similar ao apiario controle, duas espéecies se destacaram no apiario
aplicagéo (Figura 27c), Cistus ladanifer e Cytisus sp. no periodo em que o valor maximo de
polen foi registrado. Nas datas seguintes (Figura 27d-i), diferentes espécies foram registradas
embora em quantidades inferiores as coletas de 23/04/2019 e 11/05/2019.
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FIGURA 26 - Andlise palinoldgica e quantidade de pélen coletado em cada uma das datas de monitoramento no apiério controle. *As quantidades registradas
no final de abril e inicio de maio representam a maior porcentagem (81,3%) do poélen total coletado.
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FIGURA 27 - Andlise palinoldgica e quantidade de pdlen coletado em cada uma das datas de monitoramento no apiario aplicagdo. *As quantidades
registradas no final de abril e inicio de maio representam a maior porcentagem (85,2%) do pdlen total coletado.

a 03/04/2019

e
]

Pélen coletado (g}

ceeeeo oo
[- S R T

d 26/05/2019

NN W
s o o

Pélen coletado (g}
.

1.0
0.5
0.0
> e o
&@0&5&? K Q\@( 9?\\ & K
Y ‘0 X (\
(\Q(O ®6\0\ Q_\) o Q‘\) (Q’b&(\\“
'bé’\o c-’ae. O@ Q ?S‘
00\'3
g 25/07/2019
0.4
G
303
b=
£
202
Q
H]
5 0.1
o
0.0
&ﬁ&&f%&e 5£§
0,5\%%0\3 s 6“9 De* o \O{Qo*‘o\@
&V e
o Q\*Q?"\OQ Q,Q O\)C’ A% G@(\ (\“ &

b 23/04/2019

Pélen coletado (g}
O = N w h OO~ ®

K {\ ) & ,&faQ £
3 S ST S <f}‘° S
G %\\)rp 6%((\ o\" 0\} (0 s
Fep @@Qs A%
ot

e 18/06/2019

~

“

Pélen coletado (g)
- n

W
R & R ©
& P WG \\b
&S O &
& &
,(‘\\(‘
'b\\
S
h 14/08/2019
0.5
B4
=}
K]
£03
k]
Q
8 9.2
5
2 o1
0.0
¢ &
& ¥ ¢
NS P ]
\ A ]
G & &
& & &
O’b N Q

Fonte: Elaborado pelo autor.

11/05/2019
Cc

Pélen coletado (g)
- NN W

© 69 é? (\‘%cﬁ KR eQ Er gQ &
S NI
g?i*‘i @W £ 0\660\‘5 s o3 e

f 10/07/2019

2.0
_ 35
o
3
Zas
§ 20
2is
210
%05

0.0

P 5 m fa (, @ ((\

SO i@;fﬁ‘ A\‘ @e

&
& \“{\\)

@f&

31/08/2019

-
o

o
@

Pélen coletado (g)
o o
3 o

2
e



159

Os resultados da origem boténica do pdlen presente na amostra composta do mel
revelaram a presenca de 26 espécies diferentes. Dentre todas estas espécies presentes no mel,
Rubus sp. representou 50,53% da amostra e foi o recurso mais utilizado como fonte de néctar
pelas colonias dos dois apiarios seguido de Cytisus striatus com 14,77% e Anarrhinum

bellidifolium com 5,05% (Figura 28). As demais espécies ndo atingiram, individualmente, 5%
da amostra.

FIGURA 28 - Anélise palinologica da amostra composta do mel de A. mellifera iberiensis em ambos
0s apiarios do estudo. *19 espécies apresentaram porcentagem inferior a 1% e por isso foram
agrupadas em outras.
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5 DISCUSSAO

Embora o inseticida acetamiprida seja considerado menos toxico que outros inseticidas
neonicotindides, é importante ressaltar que indmeros estudos conduzidos em laboratorio
destacam seus efeitos adversos, isolado ou associado a outros agrotdxicos, ao nivel individual
em larvas e adultos de abelhas meliferas (HAN et al., 2019; YANG et al., 2019; SHI et al.,
2020a; SHI et al., 2020b; WANG; ZHU; LI, 2020). Contudo, ainda se faz necessario estudos
em campo para averiguar os efeitos de concentracdes realisticas nas coldnias em diferentes
paisagens (ALBURAKI et al., 2017; ALBURAKI et al., 2018). Desta forma, o presente
estudo é inovador em relacdo os efeitos da aplicacdo do acetamiprida em um cenério
realistico, como em &reas de cultivo do eucalipto.

Nesse sentido, as abelhas podem entrar em contato com os agrotdxicos por diferentes
vias, seja no momento do voo de forrageamento (SPONSLER; JOHNSON, 2017), na coleta
de recursos florais contendo residuos (PETTIS et al., 2013; BOHME et al., 2018) ou no
interior da colonia, afetando o desenvolvimento de larvas e consequentemente a manutengéo
da salde e sobrevivéncia da colonia (SILVA et al., 2015; TAVARES et al., 2015; FRIOL et
al., 2017). Diante desse cenario, é importante ressaltar que os parametros utilizados para o
monitoramento podem fornecer informacdes fidedignas do desenvolvimento das coldnias e,
consequentemente contribuir para diminuicdo do risco de exposicdo em um periodo de
aplicacdo de agrotoxico em &reas manejadas, ou seja, uma ferramenta de apoio a decisdo no
que diz respeito as praticas apicolas.

Os dados constantes registrados pelas balancas automaticas associados aos resultados
da producdo de mel, evidenciaram as melhores épocas de producdo/floracdo em ambos os
locais. Nesse contexto, uma aplicacdo realizada no momento de maior disponibilidade destes
recursos poderia levar & maior presenca de residuos de acetamiprida no polen e no néctar, o
gue eventualmente pode prejudicar a saude e a performance das abelhas forrageiras e
posteriormente as winter bees, uma vez que sdo as que consomem mais alimento conforme
descrito por Seeley e Visscher (1985). Por outro lado, segundo Urbanowicz et al. (2019) a
aplicacdo de agrotéxico em um cenario de floracdo ndo necessariamente pode levar a um
aumento da exposicdo, especialmente se houver disponibilidade de recursos sem residuos
préximos da colbnia. Entretanto, a aplicacdo de agrotoxico em um cenario com producédo
estabilizada e com baixa disponibilidade de recursos, tende a diminuir o risco de exposi¢do

das abelhas.
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Os resultados da populacdo das coldnias (células de ninho e adultos) e mortalidade,
evidenciadas ao longo do eixo temporal do monitoramento, indicam que a aplicagéo pontual
de Epik SG® nio afetou estes parametros das col6nias do apiario aplicagdo. Dentre os fatores
que influenciam a populacéo e a mortalidade das abelhas, podemos destacar a disponibilidade
de recursos e alteragdes sazonais (LEMANSKI; BANSAL; FEFFERMAN, 2020), doencas e
parasitas, agrotdxicos e disturbios no habitat (SWITANEK et al., 2017; REQUIER, 2019).
Nesse sentido, como as condi¢cdes externas de ambos 0s apiarios apresentaram valores
constantemente similares (apéndice 1) com auséncia de distdrbios em ambos os locais e a
disponibilidade de recursos foi maior no apiario aplicacdo, os dados gerados neste trabalho
estdo alinhados com a literatura.

A atividade de forrageamento das abelhas permite a coleta de pdlen, néctar, agua e
outros recursos essenciais (resinas, extratos florais, material para o ninho), que sdo
extremamente importantes para o desenvolvimento da colénia (HILARIO; IMPERATRIZ-
FONSECA; KLEINERT, 2000). O fato de existir pouca atividade de forragemento no raio de
0-500 metros, trés dias apos aplicacdo e ao longo das demais datas, indica a baixa
disponibilidade de recurso nessa area e é uma explicacdo para os valores residuais de
acetamiprida encontrados no interior das coldnias. Segundo Abou-Shaara (2014), as
caracteristicas da paisagem, a disponibilidade de recursos para o forrageamento e a salde das
abelhas representam um papel importante nas faixas dessa atividade, que podem ser muito
varidveis. A maioria dos eucaliptos utilizados nos sistemas intensivos em Portugal sdo
hibridos ou ndo atingem o periodo de floracdo (VALENTE; MACHADO; SILVA, 2008).
Dessa forma, o recurso proveniente destas plantacdes € pouco utilizado, sendo a vegetacdo
arbustiva e subarbustiva a maior fonte de néctar e pélen para as colonias localizadas nesse
sistema.

As analises de residuos nos indicaram que as fontes de pdlen demonstraram ser o
principal foco de exposi¢cdo ao acetamiprida para as col6nias devido a presenca de residuos
(0,096 + 0,048 mg/kg s.a) e eventual acumulacéo no bee bread. O pdlen, na qual € convertido
bioquimicamente e por acdo microbiana em bee bread, tem maior afinidade para certas
moléculas dos agrotoxicos devido a presenca de lipidios (MORALES et al., 2020). Alguns
agrotoxicos sdo lipofilicos (acetamiprida é ligeiramente lipofilica; coeficiente de particdo =
0,8), 0 que significa que tem alguma afinidade a lipidios. Sendo assim, a maioria dos residuos
sdo comumente encontrados em amostras de polen (MULLIN et al., 2010; ROSZKO et al.,
2016), na qual atuam como um bioindicar de contaminacdo ambiental (NIELL et al., 2018).
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Em relacdo ao néctar, as analises ndo detectaram a presenca de residuos de
acetamiprida, mesmo no nectar fresco que foi coletado diretamente das forrageiras, o que
pode ser um indicativo que ndo houve contaminacdo do substrato arbustivo que estava em
floracdo no momento da aplicacdo ou que esses niveis eram baixos e passiveis de
desintoxicacdo pelas abelhas, ndo sendo detectados nas analises (limite de deteccdo = 0,01
mg/Kg). Entretanto, mesmo que o néctar coletado das flores contenha residuos de
acetamiprida, € mais dificil encontrar residuos no mel, uma vez que durante o processo de
trofalaxia até a fermentacdo, residuos podem ser eliminados devido a presenca de enzimas
ligadas ao sistema imunitario e a desintoxicacdo nos tecidos dos 6rgdos onde o néctar é
processado (VANNETTE; MOHAMED; JOHNSON, 2015). Brunet, Badiou e Belzunces
(2012) destacaram que ap0Os exposicdo oral a uma concentracdo residual de acetamiprida,
mais de 50% do composto foi metabolizado em menos de 30 minutos, indicando um curto
tempo de meia-vida. Entretanto, isso ndo invalida que as abelhas possam acumular residuos
no seu corpo, dependendo do nivel de contamina¢do do alimento e consequente exposic¢ao dos
individuos (EFSA, 2013).

Avaliando a exposicdo das diferentes classes de abelhas, as forrageiras estdo
potencialmente mais expostas aos agrotdxicos por contato ou ingestdo (WILLIAMSON;
WILLIS; WRIGHT, 2014; SAMARGHANDI et al., 2017). No entanto, estas abelhas
possuem menos corpo gorduroso (CRUZ-LANDIM, 2009), o que pode representar menor
acumulacdo. Por outro lado, mais de metade do corpo das nurse bees e cerca de 60% do corpo
das larvas é composto pelo corpo gorduroso, sendo que ambas séo alimentadas com bee bread
(BISHOP, 1961). As nurse bees se alimentam de bee bread até ao décimo dia, 0 que promove
0 desenvolvimento das glandulas hipofaringeas e mandibulares, permitindo produzir geleia
real para alimentar as larvas (LI et al., 2010). De acordo com Rortais et al. (2005), estas
abelhas alimentam-se de 65 mg de pélen durante esses 10 dias.

Considerando o pior cenario de exposicdo, as nurses bees consumiriam 17,28 ng de
acetamiprida ao final de 10 dias. Segundo o relatorio de avaliagdo para o acetamiprida (EFSA,
2013), testes crénicos conduzidos com A. mellifera destacam a CLso (10 dias) de 11,7 pug s.a.
abelha/dia e assumindo uma proporcéo linear, atingiria um total de 117 pg/abelha ao final dos
10 dias. Este valor é 18.750 vezes superior ao valor que as col6nias do apiario aplicacéo
estiveram expostas, o que nos indica fortemente que a exposicdo das colbnias foi
minima/residual para causar algum efeito passivel de ser detectado a nivel colonial. No

entanto, um aumento da exposicdo em 100 vezes ao que foi registrado foi suficiente para
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observacdo de efeitos subletais (100 ng s.a./abelha) conforme descrito em El Hassani et al.
(2008) e alteracdo dos niveis de expressdo génica de genes relacionados com a capacidade de
aprendizagem e memoria (500 ng s.a./abelha) (SHI et al., 2019).

A presenca do acaricida coumafos nas coldnias demonstrou ser residual. Esta molécula
é comumente utilizada para o tratamento da varroose e que tem um elevado potencial de
acumulacgdo na cera (BAJUK et al., 2017). Sendo assim, é provavel que os valores detectados
no néctar e no bee bread sejam devido a migracdo de coumafos da cera para estes recursos
das col6nias. De acordo com Kochansky, Wilzer e Feldlaufer (2001) é necessario a presenca
de pelo menos 1000 ppm (1000 mg/kg s.a.) de coumafos na cera para que essa migragdo
acontega.

As analises palinologicas evidenciaram gque Rubus sp. (nome popular = silvas) é um
género de grande importancia apicola nas janelas do estudo. Assim sendo, uma vez que €
utilizada para a producdo de mel, ela sera aproveitada como recurso chave durante o periodo
de escassez no inverno. Caso o0 néctar coletado apresente residuos de agrotoxicos, os efeitos
podem ndo serem verificados a curto prazo, mas sim com uma elevada mortalidade no
inverno. As winter bees podem viver durante seis meses ou mais, possuem uma taxa de
senescéncia menor que as operarias de primavera/verdo e sdo as que mais se alimentam de
mel (RORTAIS et al., 2005; MUNCH; KREIBICH; AMDAM, 2013) para aquecer a colonia.
Neste estudo, as andlises realizadas no néctar e mel quanto a presenca de acetamiprida ou de
outros compostos toxicos para as abelhas, ndo detectaram quaisquer residuos (acima do limite
de deteccdo). Por isso, existe um risco muito baixo de ocorrer mortalidade de inverno
derivada da acumulacdo de toxicos no mel. Isso demonstra que as silvas ndao foram alvo de
contaminacdo e é recomendado que em aplicagbes futuras se mantenha esse cuidado, até
porque este género de plantas surge muitas vezes associado a pequenos cursos de agua.

Ainda nesse sentido, com base nas analises palinolégicas, é possivel destacar que os E.
globulus ndo apresentaram importancia apicola como a vegetacdo arbustiva e subarbustiva,

considerando que muitos s&o hibridos ou ndo atingem o periodo de floragédo
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo, por meio da abordagem multifatorial de
avaliacdo da exposicdo, ressaltam que a aplicacdo pontual do inseticida ndo alterou o estado
de saude e desenvolvimento das coldnias de A. mellifera iberiensis, a curto e longo prazo.
Entretanto, as conclusGes se aplicam as condicdes especificas do monitoramento em uma
paisagem dominada por planta¢des de eucaliptos.

Neste estudo, concluimos que existem dois indicadores extremamente importantes e
de simples implementacdo para uma melhor gestdo das aplicacdes de agrotoxicos, como a
utilizacdo de balangas automaticas e as andlises palinologicas. Os dados fornecidos
automaticamente pelas balancas, permitem identificar as épocas de producdo de mel e o
periodo de maior coleta de recursos; os dados do pdlen permitem identificar as espécies mais
relevantes utilizadas pelas col6nias na paisagem. No presente estudo, trés espécies
demonstraram grande relevancia para as abelhas, sendo Cistus ladanifer (p6len), Cytisus sp.
(pblen) e Rubus sp. (néctar). A floragdo destas espécies pode ser utilizada como bioindicador
para reduzir ou evitar aplicacGes nesse periodo e consequentemente diminuir a exposicao das
colbnias aos agrotoxicos. Estes achados demonstram a relevancia dos estudos de
monitoramento de col6nias em campo e podem ajudar em futuros programas de avaliacdo de

riscos para as abelhas em diferentes cenérios agricolas ou florestais.
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APENDICES

APENDICE 1

TABELA 3 - Parametros climaticos externos do apiario controle durante o periodo do estudo.

Apiario controle

Meses Temperatura  Umidade Pluviosidade Radiacédo solar  Velocidade do

(°C) relativa (%0) (mm) (wat/m2) vento (Km/h)
Marco 14,55 (+4,56) 53,91 (£15,92) 0 108,54 0,02
Abril 12,68 (£5,76) 72,10 (x21,09) 0,02 136,45 0,35
Maio 19,92 (+6,75) 48,17 (£22,90) 0 205,12 0,31
Junho 20,22 (£6,95) 52,21 (+22,47) 0 198,38 0,43
Julho 24,78 (£7,14) 49,49 (£22,76) 0 212,18 0,45
Agosto 25,05 (£6,59) 47,73 (£22,17) 0 185,70 0,32

Fonte: Elaborado pelo autor.

TABELA 4 - Parametros climéaticos externos do apiario com aplicacdo do inseticida
acetamiprida (EPIK SG®) durante o periodo do estudo.

Apiéario com aplicacdo pontual de acetamiprida

Meses Temperatura Umidade Pluviosidade Radiacéo solar Velocidade do

(°C) relativa (%) (mm) (wat/m2) vento (km/h)
Marco 13,94 (+4,62) 52,58 (+12,51) 0,02 108,61 0
Abril 12,34 (5,63) 73,74 (x20,46) 0,02 86,26 0,20
Maio 19,21 (+6,72) 50,25 (+21,49) 0 110,81 0,10
Junho 20,00 (+6,80) 53,50 (+21,90) 0 115,35 0,11
Julho 24,93 (+6,80) 48,53 (+20,56) 0 120,37 0,08
Agosto 24,82 (+6,40) 48,18 (+20,89) 0 106,30 0,06

Fonte: Elaborado pelo autor.
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7 CONSIDERAQOES FINAIS
Com base nos resultados obtidos por meio do presente estudo, pode-se concluir que:

- As concentracOes residuais do fungicida piraclostrobina demonstraram toxicidade
para a espécie exotica A. mellifera Africanizada e para a espécie brasileira nativa M.
scutellaris.

- O piraclostrobina pode induzir respostas tardias em abelhas recém-emergidas de A.
mellifera Africanizada, mesmo ap0s exposicdo durante a fase larval, comprovadas por meio
das analises de morte celular no intestino e pela quantificacdo de quitina da matriz peritrofica.

- As anélises de sobrevivéncia, histologicas e histoquimicas (intestino médio),
comprovaram que as forrageiras de A. mellifera Africanizada sdo mais sensiveis as
concentragdes residuais do piraclostrobina que as operéarias recém-emergidas. Contudo, ficou
elucidado que ambas as idades apresentaram respostas frente a exposi¢do ao piraclostrobina,
sendo que a satde da coldnia pode ser comprometida.

- As forrageiras de M. scutellaris evidenciaram que sdo muito sensiveis as
concentragdes residuais do piraclostrobina e, em virtude das caracteristicas da coldnia dessa
espécie, os efeitos adversos provavelmente sdo mais dificeis de recuperar que nas abelhas
meliferas.

- A aplicagdo pontual do inseticida acetamiprida, em uma paisagem dominada por
eucaliptos, ndo alterou o desenvolvimento das col6nias de A. mellifera iberiensis. Entretanto,
residuos de acetamiprida foram detectados nos recursos coletados pelas abelhas.

- As analises palinologicas identificaram que espécies arbustivas e subarbustivas,
Cistus ladanifer, Cytisus sp. e Rubus sp. sdo as mais utilizadas como recursos, polen e néctar,
pelas coldnias nas paisagens dominadas por eucaliptos.

- A implementacdo de balancas automaticas nas colénias e as andlises palinoldgicas
das espécies botanicas, podem subsidiar programas de monitoramento de abelhas em
paisagens com aplicacdes de agrotoxicos.

- Diante dos fatos apresentados, esta pesquisa contribuiu fortemente para estreitar as
lacunas de conhecimento em relagdo os efeitos dos fungicidas em abelhas, com base nos
resultados obtidos dos multiplos parametros analisados. Nessa perspectiva, 0s dados gerados
apontam 0s riscos associados dos fungicidas em organismos nao-alvo e enfatizam a
importancia dos biomarcadores utilizados nos estudos ecotoxicoldgicos com abelhas. Indo ao

encontro, foi possivel destacar a relevancia do gerenciamento das colénias nas paisagens de



177

eucaliptos onde os agrotéxicos, como o acetamiprida, sdo aplicados e a influéncia do manejo
adequado nestas areas, contribuindo para um melhor monitoramento de avaliacdo de risco
para as abelhas. A pesquisa ainda pode se subdividir para diferentes areas, como forma de

expandir e agregar ainda mais conhecimento a respeito do tema aqui abordado.
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ANEXOS
ANEXO 1
Protocolo Hematoxilina e Eosina (HE)

A técnica de HE permite a diferenciacdo de estruturas celulares acidas e basicas. A
hematoxilina € um corante basico que tem afinidade por substancias acidas (pH < 7,0), como
0 nucleo e o reticulo endoplasmatico rugoso (estruturas baséfilas). A eosina € um corante
acido que tem afinidade por substancias basicas (pH > 7,0), como o citoplasma (estruturas
acidofilas). A metodologia da técnica seguiu 0s procedimentos abaixo:

- Filtrar os corantes antes de sua utilizacédo

- Hidratar as ldminas por 10 minutos em agua destilada
- Hematoxilina de Harris por 10 minutos

- Deixar reagindo em agua corrente por 5 minutos

- Lavar em agua destilada

- Eosina aquosa (0,5%) por 5 minutos

- Lavar em égua corrente

- Secar em temperatura ambiente e montar com meio de montagem (Dibutylphthalate
Polystyrene Xylene - Mounting Medium) (DPX - Mounting Medium).
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ANEXO 2
Protocolo Acido Periddico de Schiff (PAS)

A técnica histoquimica utilizando o PAS tem como principio identificar glicogénio e
glicoconjugados neutros (carboidratos, glicoproteinas, polissacarideos neutros e acidos) nas
estruturas celulares, que sdo evidenciados com coloracdo magenta. A metodologia da técnica

seguiu os procedimentos abaixo:

- Hidratar as ldminas por 10 minutos em &gua destilada
- Acido periédico 0,4% por 10 minutos

- Lavar em &gua destilada

- Reativo de Schiff por 1 hora no escuro

- Lavar em &gua sulforosa, 3 banhos de 1 minuto

- Lavar em &gua corrente 10 a 30 minutos

- Secar em temperatura ambiente e montar com meio de montagem (DPX - Mounting Medium).
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ANEXO 3
Protocolo Azul de Bromofenol

A técnica histoquimica utilizando o azul de bromofenol tem como principio identificar
proteinas totais, que sdo evidenciadas com coloragdo azul. A metodologia da técnica seguiu 0s
procedimentos abaixo:

- Hidratar as laminas por 10 minutos em &gua destilada
- Azul de bromofenol por 1 hora no escuro

- Lavar em &cido acético 0,5% por 1 a 5 minutos

- Lavar em &gua corrente por 5 a 10 minutos

- Secar em temperatura ambiente e montar com meio de montagem (DPX - Mounting Medium).



