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RESUMO

A polinizacdo é um processo importante para a manutencao da biodiversidade, sendo que
as abelhas séo os principais polinizadores de grande parte dos ambientes naturais. Dentre
as espécies encontradas no Brasil, estd Scaptotrigona postica Latreille, 1807, uma espécie
com ferrdo atrofiado, eussocial e pertencente a tribo Trigonini. Mesmo as abelhas sendo
consideradas de extrema importancia, algumas acGes estdo fazendo com que a populacéo
desses insetos diminua, como € o caso do uso inadequado de agrotoxicos. Este trabalho
teve como objetivo expor as abelhas forrageiras, de forma oral, a concentracGes subletais
isoladas do inseticida dimetoato e do fungicida azoxistrobina (exposi¢éo aguda e cronica),
e também avaliar e comparar as alteragdes morfoldgicas causadas no intestino médio e
nos tabulos de Malpighi por ambos os tipos de exposi¢fes. As analises morfoldgicas
foram feitas a partir de seccBes realizadas em micrétomo, em diferentes profundidades
dos 6rgéos, as quais passaram por técnicas de dupla colorag¢do por Hematoxilina e Eosina.
As laminas foram analisadas levando-se em consideracdo as seguintes alteracbes nos
Orgdos: perda de material citoplasmatico, perda de borda em escova, eliminacdo de
células para o limen, perda de ninhos de células regenerativas, inchaco celular, células
com nucleos picnoticos, secrecdo apdcrina e esferocristais. Para cada alteracdo observada,
foi utilizado um valor de pontuacdo pré-estabelecido, que depende da intensidade da
alteracdo no 6rgao. A partir dos resultados obtidos, foi observado que as exposi¢des aguda
e cronica as concentracGes subletais dos agrotoxicos foram capazes de causar as
alteracdes nos parametros citados, em ambos os 6rgdos, com excec¢do de secrecdo
apocrina e esferocristais. Entretanto, a exposicao crénica causou maiores prejuizos. Desta
forma, conclui-se que tanto a exposi¢do aguda quanto a cronica as concentracdes subletais
de dimetoato e azoxistrobina causam alteracdes morfoldgicas em importantes 0rgaos

envolvidos na rota metabdlica de agrotoxicos em S. postica.

Palavras-chave: dimetoato; azoxistrobina; intestino; tabulos de Malpighi; exposicdo

aguda e cronica.



ABSTRACT

Pollination is an important process for maintaining biodiversity, and bees are the main
pollinators of most natural environments. Among the species found in Brazil, is
Scaptotrigona postica Latreille, 1807, a species with stunted, eussocial and belonging to
the Trigonini tribe. Even though bees are considered of extreme importance, some actions
are causing the population of these insects to decrease, as is the case of the exaggerated
and mistaken use of pesticides. This study aimed to expose forage bees, orally, to
sublethal concentrations isolated from the insecticide dimetoate and the fungicide
azoxystrobin (acute and chronic exposure), and also to evaluate and compare the
morphological changes caused in the midgut and Malpighian tubules by both types of
exposure. The morphological analyzes were made from sections carried out in
microtome, in different depths of the organs, which underwent double staining techniques
using Hematoxylin and Eosin. The slides were analyzed taking into account the following
changes in the organs: loss of cytoplasmic material, loss of brush border, elimination of
cells to the lumen, loss of regenerative cell nests, cell swelling, cells with pycnotic nuclei,
apocrine secretion and spherocrystals. For each observed change, a pre-established score
value was used, which depends on the intensity of the change in the organ. From the
results obtained, it was observed that acute and chronic exposure to sublethal
concentrations of pesticides were able to cause changes in the parameters mentioned, in
both organs, with the exception of apocrine and spherocrystal secretion. Thus, it is
concluded that acute and chronic exposure to sublethal concentrations of dimethoate and
azoxystrobin cause morphological changes in important organs involved in the metabolic
route of pesticides in S. postica.

Key-words: dimethoate, azoxyxtrobin, intestine, Malpighian tubules, acute and chronic

exposure.
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INTRODUCAO

A polinizagdo corresponde a transferéncia de pdlen de anteras para os estigmas
das flores, em uma mesma flor, em flores diferentes de uma mesma planta, ou flores
localizadas em plantas diferentes e, por meio desse processo, 0s gametas dos vegetais sao
capazes de unirem-se na fertilizacdo (KEVAN; VIANA, 2003). Esse processo pode
acontecer por meio da acdo de agentes polinizadores, que podem ser abidticos, como a
agua e o vento, ou bioticos, como insetos, aves e mamiferos (COSTA-MAIA; LINO-
LOURENCO; TOLEDO, 2010).

A polinizacéo é apontada como um servigo ecossistémico regulatorio, de proviséo
e cultural, que fornece diversos beneficios aos seres humanos (BPBES/REBIPP, 2019).
Alguns desses beneficios obtidos por meio da polinizacdo sdo a manutengdo da
variabilidade genética de plantas nativas, o fornecimento de frutos, sementes e a
capacidade de promover valores culturais relacionadas ao conhecimento tradicional
(IPBES, 2016; COSTANZA et al., 2017). A polinizacdo é um servigco ecossistémico
essencial para a manutencdo de agro ecossistemas e atua de maneira eficaz na reproducgéo
de plantas superiores e na conservacdo de ecossistemas, uma vez que mantém diversas
interacdes entre plantas e animais (FREITAS; NUNES-SILVA, 2012).

A polinizagdo como servico ecossistémico pode ser avaliada quando relacionada
a producdo de alimentos (BPBES/REBIPP, 2019). No Brasil, a polinizacdo ligada a
producdo agricola possui um valor anual estimado em US$ 12 bilhGes (GIANNINI et al.,
2015). E importante ressaltar que 94% das plantas de ambientes tropicais sdo polinizadas
por animais (OLLERTON et al., 2011).

O Brasil possui uma grande diversidade de animais que realizam o servigo de
polinizacdo. Essa riqueza relaciona-se a nove grupos de polinizadores, sendo que as
abelhas correspondem a 66,3% das espécies polinizadoras, seguidas dos besouros (9,2%),
borboletas (5,2%), mariposas (5,2%), aves (4,4%), vespas (4,4%), moscas (2,8%),
morcegos (2%) e hemipteros (0,4%) (BPBES/REBIPP, 2019). Na agricultura, os
polinizadores sdo responsaveis por polinizar 75% das plantas cultivadas, sendo que a falta
desses animais pode diminuir a produtividade e a qualidade e, entdo, trazer prejuizos ao
agricultor (MARQUES et al., 2015).

No Brasil, diversas culturas, como meldo, melancia e soja dependem, em algum
grau, da polinizacdo (BPBES/REBIPP, 2019). As abelhas sdo consideradas eficientes

agentes polinizadores devido a sua grande diversidade e a adaptacéo as estruturas florais,



como pecas bucais e corpos adaptados para coletar néctar e polen nas flores (KEVAN;
BAKER, 1983).

Dentre as abelhas, hé as que possuem ferrdo atrofiado, uma vez que perderam a
capacidade de ferroar ao longo do processo evolutivo (OLIVEIRA et al., 2013).
Entretanto, possuem outros mecanismos de defesa de seus ninhos, como enrolar-se nos
pelos ou beliscar a pele do agressor, por meio de suas mandibulas (OLIVEIRA et al.,
2013). A implementacdo de colbnias de abelhas sem ferrdo na agricultura tem tido
resultado positivo na produtividade de certos cultivos (BPBES/REBIPP, 2019), pois sdo
consideradas as principais polinizadoras de certas culturas, como melancia (Citrullus
lanatus L.), girassol (Helianthus annuus L.), cebola (Allium cepa L.), café (Coffea
arabica L.), entre outras (MACIEIRA; PRONI, 2004). Além disso, as abelhas também
apresentam produtos e subprodutos de alto valor econémico, como cera, mel e propolis,
que sdo alguns dos principais motivos para criacdo e manejo das abelhas sem ferrdo
(SILVA; PAZ, 2012).

As abelhas sem ferrdo sdo divididas em duas tribos, de acordo com a classificacéo
de Moure (1961): Meliponini e Trigonini. Dentro da tribo Trigonini, esta a espécie
Scaptotrigona postica Latreille, 1807 (NOGUEIRA-NETO, 1997), utilizada no presente
trabalho. A abelha S. postica possui comportamento classificado como eussocial, em que
ha sobreposicdo de geracbes e divisdo de tarefas entre os individuos da col6nia
(FERREIRA, 2010). A divisdo de trabalho ocorre entre as fémeas, sendo que a rainha é
responsavel por gerar novos individuos e as operarias possuem a funcdo de manutencao
e defesa da colénia (CRUZ-LANDIM; SANTQOS, 2002). J& os machos possuem a funcéao
de acasalamento com as rainhas (NOGUEIRA-NETO, 1997) e também podem realizar
trabalhos dentro da col6nia, como defesa do ninho e incubacédo de favos de cria (KERR;
CUNHA, 1990).

As abelhas sdo importantes polinizadores, mas, devido ao desmatamento de seus
habitats, esses insetos tém intensificado o forrageamento em areas agricolas. Esse
processo vem causando uma diminuicdo do nimero de abelhas, devido, dentre outros
fatores, & exposicdo aos agrotoxicos utilizados para controlar pragas agricolas nesses
locais (MALASPINA; SILVA-ZACARIN, 2006).

Os agrotdxicos estdo relacionados a tecnologias referentes ao processo de
desenvolvimento e modernizacdo da agricultura, que aconteceu a partir dos anos 60
(CAMPANHOLA; BETTIOL, 2003). Segundo o Instituto Brasileiro de Meio Ambiente

(IBAMA), a agricultura brasileira fez o uso de 539,9 mil toneladas de agrotoxicos, em
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2017. Uma das consequéncias ambientais preocupantes dos agrotoxicos € a contaminagéo
de organismos ndo-alvo, como as abelhas (SAIBT, 2017). Segundo Lozowicka (2013),
grande parte dos agrotdxicos é prejudicial para as abelhas, especialmente os inseticidas,
que sdo mais provaveis de causar a morte desses animais.

Dentre os varios produtos utilizados para o controle de insetos-praga que ocorrem
em &reas urbanas e na agricultura, ha o dimetoato, um inseticida desenvolvido na década
de 1950, pertencente ao grupo dos organofosforados (OMS, 2004; HEALTH CANADA,
2011). O dimetoato, no Brasil, é indicado para as culturas de citros, macd, rosa, trigo,
tomate e algoddo (MAPA, 2017).

Os inseticidas da classe dos organofosforados atuam como inibidores da
acetilcolinesterase, uma enzima que age na degradacdo de moléculas de acetilcolina ap6s
a transmissdo de um impulso nervoso (MACEDO, 2016). Na presenca do agrotoxico, a
acetilcolina ndo é degradada e o impulso nervoso se torna continuo. As consequéncias da
contaminagdo por agrotoxicos da classe dos organofosforados podem ser tremores e
convulsdes, levando o sistema nervoso central ao colapso (YU et al., 2008).

O inseticida dimetoato foi utilizado no presente trabalho, pois, sua toxicidade e
riscos sdo confirmados para abelhas da espécie Apis mellifera (Linnaeus, 1758) e, em
adicdo, apos anos de estudos de toxicidade aguda, Gough, Mclindoe e Lewis (1994)
sugeriram que este inseticida fosse determinado como agrotoxico padrdo em estudos de
toxicidade. Agéncias reguladoras dos Estados Unidos da América, da Europa, do Brasil
e a Organizacdo para a Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico indicam a utilizacéo
do dimetoato como padréo positivo em testes de toxicidade (MEDRZYCKI et al., 2013).
Entretanto, ha poucos dados sobre este inseticida para a espécie S. postica (MACEDO,
2016).

De acordo com o estudo de Lourencetti (2018), foi possivel observar, por meio de
concentracdo e dose letais médias (CLso € DLso, respectivamente), que as abelhas da
especie S. postica sdo mais susceptiveis ao inseticida dimetoato quando comparadas a
espécie A. mellifera. Mesmo as abelhas ndo sendo consideradas organismos alvos do
dimetoato, a semelhanca fisiolégica com os insetos-praga e 0 mecanismo de acdo desse
agrotoxico sdo determinantes na questéo de elevada toxicidade em abelhas (SANCHEZ-
BAYO et al., 2012).

Além dos inseticidas, os fungicidas representam outra classe de agrotoxicos que
vem se destacando quanto aos efeitos causados em abelhas, uma vez que alguns trabalhos

encontraram essa substancia nas matrizes coletadas pelas abelhas. Como é o caso do
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estudo realizado por Carneiro (2020), que demonstrou que abelhas da espécie A. mellifera
podem ser prejudicadas pelo fungicida iprodione, uma vez que apresentaram alterac6es
morfoldgicas nas células do intestino. Ademais, de acordo com Zaluski, Justulin e Orsi
(2017), a exposicao de abelhas nutrizes ao fungicida piraclostrobina, pertencente a classe
das estrobilurinas, foi capaz de causar alteracGes danosas em suas glandulas mandibulares
e hipofaringeas, podendo prejudicar a manutengdo da coldnia por parte dessas abelhas.

Entre os fungicidas utilizados na agricultura, a classe dos benzimidazois, triazois
e das estrobilurinas tem ganhado destaque nos ultimos anos (SOARES et al., 2011). Entre
0 grupo das estrobilurinas, a azoxistrobina é um fungicida amplamente utilizado em
cultivos agricolas, sendo considerado muito perigoso ao meio ambiente (classe II) e
altamente persistente (MAPA, 2019). E utilizado para controle de doengas, como a pinta-
preta na batata, a ferrugem-do-cafeeiro no café, a mancha-preta de citros, o oidio no
meldo, a septoriose no tomate, entre outras (MAPA, 2019). Alguns dos motivos para a
eficacia e o sucesso do grupo das estrobilurinas sdo sua atividade de amplo espectro,
controle de fungos resistentes a outros mecanismos de agdes de fungicidas, diminuicdo
das taxas de uso e alto rendimento e qualidade (BARTLETT et al., 2002).

Quando as abelhas realizam o forrageamento em ambientes agricolas, estdo
expostas a varias substancias potencialmente toxicas utilizadas no controle de pragas,
como inseticidas, herbicidas e fungicidas (BAYO; GOKA, 2016). Quando se expdem a
fungicidas, por exemplo, podem carrega-lo para dentro de suas col6nias, 0 que pode
comprometé-las como um todo, pois os fungos possuem alta relevancia na manutencéo
de uma colénia saudavel de abelhas (YODER et al., 2017). Em um estudo de Menezes et
al. (2015) foi visto que a abelha nativa Scaptotrigona aff. depilis necessita, além de p6len
e mel, de uma espécie de fungo para seu desenvolvimento. O consumo do fungo ocorre
durante o periodo de desenvolvimento larval e fornece ergosterol para as abelhas, fazendo
com que o desenvolvimento desses insetos seja bem sucedido (MENEZES et al., 2015;
PALUDO et al., 2018).

Muitos agrotoxicos, incluindo os aqui mencionados, dimetoato e azoxistrobina,
sdo sistémicos, ou seja, sdo absorvidos pela planta e permanecem circulantes no sistema
de vasos, podendo aparecer no poélen e no néctar, que sdo fontes de proteinas e
carboidratos para as abelhas. Quando a exposi¢do da abelha ao agrotoxico ocorre de
forma oral, o primeiro 6rgéo a entrar em contato com a substancia quimica € o intestino
(CATAE et al., 2014), que é um Orgdo importante para a analise de toxicidade, uma vez

que possui como funcéo a digestéo e a absorcéo de nutrientes (CRUZ-LANDIM, 2009).
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O sistema digestivo das abelhas é formado pelo canal alimentar que passa pelo
corpo, longitudinalmente, da boca até o anus (Figura 1). Dentro do sistema digestivo, ha
0 intestino, que € dividido em trés partes: intestino anterior, intestino médio ou ventriculo
e intestino posterior (CHAPMAN, 1975). O intestino médio € a porcao onde acontece a
maior parte da digestdo e absorcdo dos nutrientes (CAVALCANTE; CRUZ-LANDIM,
1999).

ST —— —Regiao da boca

Intestino anterior 4

N
Vesicula melifera 4 )
/—Proventriculo

| Tibulos de
| /| Malpighi

,»/// Z

N\ 3
\ ;y“ :
. \ /) 4 g
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Ventriculo +4

—lleo
Intestino posterior

—Reto

............. ;Regiao do anus

Figura 1. Representacdo esquematica do padrdo anatdmico do sistema digestivo de abelhas adultas. Fonte: ilustracdo
realizada por Elaine C. M. Silva-Zacarin e Béarbara N. Rodrigues (SILVA-ZACARIN et al., 2010).

No epitélio intestinal das abelhas, sdo caracterizados trés tipos celulares: células
digestivas, regenerativas e enddcrinas (SERRAO, 1995 e 1996; CRUZ-LANDIM, 2009).

As células digestivas possuem a funcdo de produzir enzimas digestivas e absorver
nutrientes (CRUZ-LANDIM, 1985; SERRAO, 1995). Quando essas células morrem, s&o
substituidas pelas regenerativas, um grupo de células indiferenciadas que faz parte do
ninho de células regenerativas (SILVA-ZACARIN et al., 2010), reparando assim, o
nimero de células digestivas durante a vida do inseto (SERRAO, 1996; CRUZ-LANDIM
etal., 1996; CRUZ LANDIM; COSTA-LEONARDO, 1996) (Figura 2).

Além desses dois tipos de células mencionados acima, também estao presentes as
enddcrinas, que atuam na producdo de diferentes peptideos, que podem funcionar como
hormdnios no organismo (SILVA-ZACARIN et al., 2010). As células intestinais de

abelhas sintetizam diversas enzimas que atuam no processo de desintoxicacéo,
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fornecendo assim, maior tolerdncia aos xenobioticos, como agrotéxicos (SILVA-
ZACARIN et al., 2010).

Figura 2. Intestino de Scaptotrigona postica do grupo controle, onde pode ser observada a organizagdo tecidual e dois
dos trés tipos celulares presentes: as células digestivas (Cl) e as células regenerativas, nos ninhos (ncr); borda em escova
(be); e L (Itmen). Coloragdo Hematoxilina e Eosina. Objetiva 40x. Fonte: elaborada pela autora.

Apds a passagem pelo intestino, o agrotoxico pode percorrer diferentes rotas, por
exemplo, indo para a hemolinfa e chegando ao cérebro, mais rapidamente, ou passando
pelos tdbulos de Malpighi (Figura 3). Os tubulos de Malpighi sdo estruturas extensas e
finas conectadas ao trato intestinal (NOCELLI et al., 2016). Em insetos, os tdbulos de
Malpighi s&o os principais 0rgdos excretores e osmorreguladores e, além da fungéo de
osmorregulacdo, também atuam na defesa do organismo, no transporte de substancias

organicas e na desintoxicacdo de substancias quimicas (NOCELLI et al., 2016).



Figura 3. Fotomicrografia dos tGbulos de Malpighi de Scaptotrigona postica do grupo controle, onde pode ser
observada a organizacéo tecidual e algumas estruturas, como: células dos tubulos de Malpighi (Cl); borda em escova
(be); lamen (L) e tdbulos de Malpighi (TM). Coloragdo Hematoxilina e Eosina. Objetiva 40x. Fonte: elaborada pela
autora.

Alguns trabalhos apresentaram resultados que comprovaram que agrotoxicos
podem causar danos celulares no intestino e nos tubulos de Malpighi das abelhas. Rossi
et al. (2013) observaram aumento de células com nucleo picnotico e maior eliminagéo de
células para o limen, quando abelhas da espécie A. mellifera foram expostas ao inseticida
imidacloprido. Oliveira et al. (2013), por sua vez, verificaram perda de material
citoplasmatico em abelhas da espécie A. mellifera que foram expostas, oralmente, ao
inseticida tiametoxam.

Em um trabalho realizado por Soares et al. (2015), foram observados diversos
danos morfoldgicos, como perda de borda em escova, células com nlcleo picnético e
inchaco celular em abelhas da espécie S. postica expostas ao inseticida imidacloprido.
Além disso, no referido trabalho, também se verificou que as abelhas sem ferrdo
apresentaram maior sensibilidade ao inseticida imidacloprido, quando comparadas a
espécie A. mellifera. Portanto, em estudos de toxicidade, o uso de mais espécies de
abelhas deve ser adotado, devido ao fato de que uma Unica espécie ndo é capaz de
representar todo o conjunto de diversidades fisioldgicas e morfologicas (DECOURTYE
etal., 2004).



Pequenas concentracdes e doses de agrotoxicos podem ndo causar a morte
imediata de abelhas, entretanto, podem interferir em seu comportamento, além de
diminuir a atividade de forrageamento ou aumentar a desorientacdo desses insetos,
prejudicando toda a col6nia. Logo, alteracGes relevantes podem ser provocadas por essa
exposicdo a longo prazo, mesmo a concentracfes e doses baixas, conhecidas como
subletais (NOCELLI et al., 2012).

A avaliacdo morfologica é de grande relevancia no entendimento das alteraces
causadas pela exposicdo das abelhas aos agrotoxicos (MALASPINA & SILVA-
ZACARIN, 2006). Em adicdo, os sistemas digestorio e excretor, por possuirem acao na
metabolizacdo e eliminagdo de substancias téxicas ao organismo, sdo de grande
importancia e relevancia para os estudos de toxicidade (SILVA-ZACARIN et al., 2010).

Considerando a importancia das abelhas nativas para a polinizacao e a possivel
exposicdo desses insetos aos agrotdxicos, faz-se necessario o estudo dos efeitos dessas
substancias em polinizadores. Durante o forrageamento, as abelhas operéarias podem
ingerir residuos de agrotoxicos, sendo que estes possuem potencial para comprometer a
salide e o comportamento do individuo e da colénia. Também é fundamental o estudo das
consequéncias dos agrotdxicos a nivel celular, uma vez que essas substancias podem néo
causar a morte imediata da abelha, mas possuem potencial para prejudicar

irreversivelmente seus 6rgdos envolvidos na rota metabodlica.

OBJETIVO GERAL
Avaliar os possiveis efeitos da exposi¢do oral aguda e crénica a concentracdes
subletais do inseticida dimetoato e do fungicida azoxistrobina em abelhas forrageiras da

espeécie S. postica.

Objetivos especificos:

1- Analisar a morfologia do intestino e dos tabulos de Malpighi de S. postica apds a
exposicdo oral a concentragdes subletais do inseticida dimetoato e do fungicida
azoxistrobina.

2- Comparar, dentro de cada dia, 0s grupos expostos as concentracdes subletais em
relagdo ao controle.

3- Comparar, dentro de cada dia, o grupo exposto de forma aguda com o grupo

exposto de forma cronica.



MATERIAL E METODOS

Material bioldgico

Foram coletadas abelhas forrageiras adultas de trés colénias ndo-irmas, da espécie
S. postica. A coleta foi realizada na entrada das col6nias, localizadas no meliponario do
grupo de pesquisas sobre Abelhas e Servicos Ambientais (ASAs), da UFSCar-Araras. As
abelhas foram mantidas em potes plasticos de 250 mL (10 abelhas por pote/concentracgéo),
previamente furados, para possibilitar a circulagéo de ar, e com suprimento de alimento
(solucdo de sacarose 50% v/v). Os experimentos foram realizados em estufa de demanda
bioquimica de oxigénio (D.B.0.) com temperatura a 28°C+1°C e umidade relativa de
70%+10%.

Grupos experimentais

Os grupos experimentais referentes ao inseticida dimetoato e ao fungicida
azoxistrobina no presente trabalho foram: controle, exposi¢do aguda e exposic¢ao cronica,
para cada agrotoxico.

Para cada grupo experimental (controle, exposicdo aguda e exposicao cronica),
foram utilizados 3 potes plasticos, contendo 10 abelhas cada, logo, 90 abelhas foram
necessarias para o experimento com o inseticida dimetoato e 90 para o0 experimento com
o fungicida azoxistrobina. Vale ressaltar que esses 3 potes, por grupo, foram de coldnias

ndo-irmds, para garantir a variabilidade genética.

Exposicdo ao inseticida dimetoato

O ingrediente ativo dimetoato, utilizado no experimento, foi obtido na Sigma-
Aldrich (Brasil). Para a realizacdo dos bioensaios, foi preparada uma solu¢cdo mae com
1000 ng/uL do ingrediente ativo, onde sucessivas diluicdes foram realizadas até obter-se
a concentracao desejada (Figura 4).

A concentracdo subletal utilizada no presente trabalho foi baseada no trabalho de
iniciacdo cientifica da Ana Paula Salomé Lourencetti (PIBIC edital 2017/2018),
intitulado: “Determinagdo da Dose Letal Média (DLso) e da Concentragdo Letal Média
(CLso) do fungicida azoxistrobina para abelhas da espécie Scaptotrigona postica
(Latreille,1804)”, o qual estabeleceu a CLso do dimetoato, que foi de 4,392 ng/uL. Para
simular o residuo do inseticida encontrado no campo, a dose utilizada no presente trabalho
foi dividida por 100 (CLso/100): 0,04392 ng/uL.



0,0023g de dimetoato +

2300 PL de agua 4500 JJL de xarope puro 9000 uL de xarope puro 30000 pL de xarope puro 1;0()00 uL de xarope puro
|

= 5000 UL , = 10000 uL = 30000 pL = 30000 pL
Solugao maie
(1000 ng/pL) so0uL uL 100 ng/uL 1 =000 uL 10ng/iL | 7500, | 2:6 ng/ul 506,77 L 0,04392 ng/uL

Figura 4. Diluicéo seriada do inseticida dimetoato. Fonte: elaborada pela autora.

Exposi¢do ao fungicida azoxistrobina

O ingrediente ativo azoxistrobina (pureza 98%), utilizado no experimento, foi
obtido na Sigma-Aldrich (Brasil). Para a realizacdo dos bioensaios, foi preparada uma
solugdo mée com 10000 ng/uL do ingrediente ativo, onde sucessivas diluicbes foram
realizadas até obter-se a concentracdo desejada (Figura 5).

A concentracdo subletal utilizada no presente trabalho foi baseada no dado obtido
por meio do trabalho Pettis et al. (2013), onde foi descrita a concentracdo média do
fungicida azoxistrobina encontrada no polen de abelhas forrageiras: 0,060 ng/uL. Como
esse dado encontrado no estudo de Pettis et al. (2013) ja é referente ao residuo encontrado
em campo, a concentracdo utilizada para azoxistrobina neste trabalho ndo precisou ser

dividida por 100 e foi denominada de concentracdo média (Cmédia).

80 ml de 4gua +
20 ml de acetona 4’00 L de xarope 9000 HL de xarope 9000 uL de xarope 9000 uL de xarope 188000 pL de xarope
puro puro puro puro } puro
lV = 5000 puL = 10000 pL = 10000 uL = 10000 uL = 20000 uL

Solug:ao mée
(10000 ng/puL) | 500 uL 1000 ng/pL 1000 uL 100 ng/l-lL g/pL l ng |.1L 0,06 ng/uL

Figura 5. Diluic&o seriada do fungicida azoxistrobina. Fonte: elaborada pela autora.

Exposicdo aguda

Na exposicdo aguda, as abelhas foram expostas ao alimento contaminado com
agrotoxico durante 24 horas e, em seguida, o alimento foi substituido por xarope puro
(solucdo de sacarose 50% v/v), durante os 9 dias de experimento restantes. A
concentragdo utilizada de dimetoato foi de 0,04392 ng/uL e de azoxistrobina, 0,060

ng/uL. O alimento com o agrotoxico foi fornecido apenas uma vez, durante essas 24
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horas, ad libitum e, apos esse periodo, a dieta das abelhas se manteve apenas com xarope,

sendo adicionado quando necessario.

Exposicdo cronica

J& na exposicdo cronica, as abelhas foram expostas ao alimento contaminado com
0 agrotoxico durante os 10 dias de experimento, ad libitum. A concentracdo utilizada de
dimetoato foi de 0,04392 ng/uL e de azoxistrobina foi de 0,060 ng/uL. A cascata foi
realizada levando em consideracdo que o alimento contendo o agrotoxico deveria durar,
pelo menos, 10 dias. E esse alimento que continha o agrotdxico foi sendo acrescentado,

quando necessario, para que as abelhas o tivessem em abundancia.

Preparo e analise dos 6rgaos

Os tempos de disseccdo dos 6rgdos foram escolhidos baseados nos resultados
encontrados por Catae et al. (2014), e adicionado o 10° dia, uma vez que 0s autores do
referido trabalho observaram apenas a recuperacdo do intestino e ndo nos tdbulos de
Malpighi até o 8° dia de analise.

Para cada grupo/tempo do bioensaio, foram dissecadas 4 abelhas. Apés a
disseccdo, os 6rgdos retirados foram fixados em paraformaldeido 4% por 48 horas e, em
seguida, o paraformaldeido foi substituido por tampé&o fosfato de soédio, no qual os 6rgaos
ficaram por 72 horas. Na sequéncia, seguiu-se o protocolo de desidratacdo lenta dos
Orgdos para inclusdo em historesina Leica (SILVA-ZACARIN et al., 2012). As analises
morfolégicas foram feitas a partir de seccGes com espessura de 6um realizadas em
microtomo (Leica), em diferentes profundidades dos 6rgédos, que foram colocados em
laminas histoldgicas, as quais passaram por técnicas de dupla coloracdo conforme

descrito abaixo.

Técnica de coloracdo por Hematoxilina e Eosina (Junqueira e Junqueira,
1983)

De acordo com o protocolo estabelecido por Junqueira e Junqueira (1983),
primeiramente, as laminas foram colocadas em agua destilada durante 1 minuto.
Posteriormente, foram coradas com hematoxilina por 10 minutos, lavadas novamente em
agua destilada por 5 minutos e, entdo, imersas em agua corrente por 1 minuto. Apos esse
processo, as laminas foram coradas com eosina aquosa durante 5 minutos e lavadas em
agua corrente por 1 minuto. Em seguida, as ldminas foram secas e montadas com a

utilizacdo de DPX, um meio de montagem permanente. Os cortes foram analisados e
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fotografados por meio de um fotomicroscopio de luz Leica e software LAS V4.4 para a

captura das imagens.

Analise das laminas histologicas

As imagens capturadas pelo fotomicroscéopio de luz Leica foram em aumento final
de 400x e as analises das alteracdes morfoldgicas foram realizadas por meio do programa
ImageJ. Foram analisadas 9 fotos por dia, para cada 6rgao e agrotdxico. Por exemplo,
para o intestino de abelhas expostas ao dimetoato, foram analisadas 9 fotos (3 do grupo
controle; 3 do grupo exposto de forma aguda e 3 do grupo exposto de forma crénica), em
cada um dos 5 dias de coleta (1, 3, 5, 8 e 10) dos 6rgdos. Logo, ao considerar o intestino
exposto ao dimetoato, foram analisadas 45 imagens (9 fotos para cada um dos 5 dias de
coleta dos 6rgdos). O mesmo vale para o intestino exposto a azoxistrobina (45 fotos), para
os tubulos de Malpighi expostos ao inseticida (45 fotos) e para os tubulos de Malpighi
expostos ao fungicida (45 fotos). Entéo, no total, foram analisadas 180 fotos.

Em cada uma das fotos analisadas, foram realizadas 3 medicGes de uma
determinada alteracdo morfoldgica, dessa forma, foram obtidas 540 medidas (180 fotos x
3 medic¢bes). Eliminacdo de células, picnose e perda de ninhos de células regenerativas
foram analisadas por meio de contagens das células afetadas em relagdo ao nimero total
de células na imagem, e os dados foram gerados em porcentagem. Perda de material
citoplasmatico, borda em escova e inchaco celular foram analisados por meio de medidas,
as quais foram realizadas em 3 regides distintas da mesma imagem. Secrecdo apdcrina e
esferocristais foram analisados mediante ao contraste de imagem, realizados em 3 regides

distintas da imagem.

Atribuicéo dos valores de escore

Apos a andlise das imagens, seguiu-se 0 método descrito por Grella et al. (2019),
no qual os valores obtidos foram analisados de acordo com os escores e as frequéncias
descritas. Os dados obtidos proporcionaram uma analise semiquantitativa e, entdo, foram
capazes de indicar o nivel de toxicidade e a significancia da exposi¢do dos 0rgaos aos
agrotoxicos.

Os passos realizados para obter os dados utilizados na andlise estatistica, de
acordo com Grella et al. (2019), foram:

1) A substituicdo de cada valor obtido no programa ImageJ pela frequéncia de

ocorréncia do dano (que pode ser 0, 2, 4 ou 6) de acordo com a intensidade na

qual ela se encaixa.
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2) A multiplicacédo da frequéncia de ocorréncia do dano pelo valor do escore da

alteracdo. O escore pode ser de grau 1, 2 ou 3 (Quadros 1 e 2), sendo que 0

grau 1 corresponde a uma lesdo patolégica menor e reversivel; o grau 2 esta

relacionado a uma lesdo moderada e, geralmente, reversivel; e o grau 3

representa uma lesdo grave e irreversivel, que pode comprometer todo 6rgédo

em analise.

3) O valor final da multiplicacdo foi utilizado na analise estatistica.

Quadro 1. Escore atribuido para as alteragdes no intestino (GRELLA et al., 2019).

ALTERACOES NO INTESTINO

ESCORE

Secrecdo apocrina

Esferocristais

Eliminacéo de células para o ltmen

Vacuolizacdo / Perda de material citoplasmatico

Perda de borda em escova

Perda de ninhos de células regenerativas

Células com picnose / condensacgédo cromatinica

Wl W N N P P

Quadro 2. Escore atribuido para as alteracdes nos tubulos de Malpighi (GRELLA et al., 2019).

ALTERACOES NOS TUBULOS DE MALPIGHI

ESCORE

Secrecdo apocrina

Esferocristais

Eliminacéo de células para o ltmen

Vacuolizacdo / Perda de material citoplasmatico

Perda de borda em escova

Inchacgo celular / reducdo do limen

Células com picnose / condensagdo cromatinica

Wl N N DN | R

Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado no presente trabalho foi de blocos

casualizados, onde cada bloco demonstrava um tratamento em que a abelha foi submetida.
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Devido a utilizacdo do escore (GRELLA et al., 2019), que é uma atribuicdo de valores
pré-determinados, os dados foram considerados ndo-paramétricos, por ndo possuirem
distribuicdo normal (TRIOLA, 2008). Os valores obtidos apds o célculo da multiplicacéo
do escore pela frequéncia de ocorréncia das alteracbes foram submetidos a anélise
estatistica comparativa, com a utilizacao do teste de Friedman, que esta incluido no pacote
“agricolae” (MENDIBURU, 2019), no software RStudio (R CORE TEAM, 2018).

As analises estatisticas foram feitas a partir de trés linhas de comparacéo, dentro
de cada dia de coleta dos 6rgéos (1, 3, 5, 8 e 10 dias): comparagéo entre o grupo controle
e 0 exposto, de forma aguda, ao agrotoxico; comparacdo entre o grupo controle e o
exposto, de forma crbnica, ao agrotdxico; e comparacdo entre 0S grupos expostos

agudamente e cronicamente ao agrotoxico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, observou-se que a
exposicao oral aguda e cronica a concentracdes subletais de dimetoato e de azoxistrobina
foi capaz de causar alteracbes morfoldgicas no intestino e nos tabulos de Malpighi da
abelha S. postica como demonstrado nos quadros a seguir. Como apéndice, ao final do
trabalho, encontram-se disponiveis as Tabelas (1, 2, 3 e 4) com os valores completos
relacionados as alteragdes morfoldgicas observadas no intestino e nos tubulos de
Malpighi de S. postica exposta aos agrotoxicos. Além disso, também sdo apresentadas,
em apéndice, as Figuras (6 a 13) que demonstram os danos morfoldgicos encontrados nos
6rgdos analisados de S. postica, ap0s a exposicao aguda e cronica. J& 0s quadros a seguir
correspondem a um resumo dos resultados obtidos, com o objetivo de facilitar a
compreensdo do leitor do trabalho.

Uma alteracdo morfoldgica observada, ap6s a exposicdo de ambos os 6rgdos aos
dois agrotdxicos, foi a perda de material citoplasmatico (Quadros 3, 4,5 e 6 e Tabelas 1,
2, 3 e 4). A perda de material citoplasmatico € um processo que ocorre naturalmente,
entretanto, a degradagdo de algumas areas do citoplasma pode indicar morte celular, o
que é capaz de prejudicar o funcionamento do 6rgdo (MOORE; ALLEN; SOMERFIELD,
2006).

No intestino, quando comparou-se 0 grupo controle e o exposto ao dimetoato de
forma aguda observou-se que, em relacdo a perda de material citoplasmatico (Figura 6),

ocorreu diferenca estatistica entre os grupos nos dias 1, 3 e 8 de anélise, sendo que o
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grupo exposto apresentou maior intensidade de alteracdo. Ja ao considerar o grupo
controle e 0 exposto ao inseticida de forma crénica (Figura 7) verificou-se que, em relagéo
a mesma alteragdo, o grupo exposto demonstrou intensidade maior em todos os dias de
analise. A partir desse fato, podemos inferir que a exposicao cronica foi mais prejudicial
para essa alteracdo no intestino, uma vez que intensificou a perda de material
citoplasmatico em todos os dias de andlise. Isto ocorreu, provavelmente pelo fato de que,
na exposicao cronica, a abelha recebeu alimentagdo com o dimetoato em todos os dias de

experimento.

Quadro 3. Comparagdo da diferenca estatistica significativa entre os grupos controle e expostos ao
inseticida dimetoato, com base nas alteracOes verificadas no intestino de Scaptotrigona postica.

1dia 3 dias 5 dias 8 dias 10 dias
Da | Dc | D | Da | Dc D |Da|Dc| D |Da|Dc | D | Da | Dc D
pmc | V v - v v - - v - v v - - v -
pbe | v | V - v | v - v |V - v | v - - - .
eCl - - - v v - - - - - - - - - ;
pic - - - - V4 ZC - - - - - - - - -

Grupo exposto ao dimetoato, de forma aguda, comparado ao controle (Da); grupo exposto ao dimetoato, de
forma cronica, comparado ao controle (Dc); comparacdo entre 0s grupos expostos ao dimetoato de forma
aguda e cronica (D); perda de material citoplasmatico (pmc); perda de borda em escova (pbe); eliminacdo

de células para o lumen (eCl) e picnose (pic). O simbolo de “check” (V) indica que houve diferenca
estatistica no respectivo grupo, comparado ao controle. O simbolo de maior (>), presente na comparacao
entre 0s grupos expostos ao dimetoato (D), indica se o valor de alteracdo foi mais alto na exposi¢do aguda
ou crbnica e também que ocorreu diferenca estatistica na comparacéo entre as duas formas de exposi¢éo.

Nos tabulos de Malpighi, quando comparou-se 0 grupo controle e 0s expostos ao
dimetoato, de forma aguda (Figura 8) e crbnica (Figura 9), foi possivel observar que 0s
grupos expostos apresentou maior frequéncia de perda de material citoplasmatico nos dias
1,5, 8 e 10 de andlise. Vale ressaltar que, de acordo com a comparacdo realizada entre 0s
grupos expostos, de forma aguda e cronica ao dimetoato, observou-se que, no oitavo dia
de analise, o grupo exposto de forma crénica demonstrou maior frequéncia de perda de

material citoplasmatico.

Quadro 4. Comparagdo da diferenca estatistica significativa entre os grupos controle e expostos ao
inseticida dimetoato, com base nas alteragdes verificadas nos tlbulos de Malpighi de Scaptotrigona postica.

1dia 3 dias 5dias 8 dias 10 dias
Da | Dc | D |Da|Dc | D |Da|Dc | D |Da |Dc | D |Da | Dc | D
pme | v | v |- |- -] -|v|v]|-|v|v|Tlv]|v]-
poe | v | v |- v iv]-|v]|v]|-|v|v|®lv]v D
eCl - - - - - - - - - v |V - - - -




Grupo exposto ao dimetoato, de forma aguda, comparado ao controle (Da); grupo exposto ao dimetoato, de
forma cronica, comparado ao controle (Dc); comparacao entre 0s grupos expostos ao dimetoato de forma
aguda e crénica (D); perda de material citoplasmatico (pmc); perda de borda em escova (pbe) e eliminacédo

de células para o lumen (eCl). O simbolo de “check” (V) indica que houve diferenca estatistica no
respectivo grupo, comparado ao controle. O simbolo de maior (>), presente na comparagao entre 0s grupos
expostos ao dimetoato (D), indica se o valor de alteracdo foi mais alto na exposi¢do aguda ou crbnica e
também que ocorreu diferenca estatistica na comparacgdo entre as duas formas de exposicao.

No intestino, quando se comparou 0 grupo controle ao exposto a azoxistrobina de
forma aguda (Figura 10), observou-se que, em relacdo a alteracdo perda de material
citoplasmatico, o grupo exposto apresentou maior ocorréncia de alteracdo nos dias 3 e 5
de andlise. J& quando foram comparados o grupo controle e 0 exposto a azoxistrobina de
forma cronica (Figura 11) verificou-se que o grupo exposto demonstrou maior frequéncia
de perda de material citoplasmatico nos dias 3, 5, 8 e 10 de analise.

Além disso, ao comparar 0S grupos expostos a azoxistrobina, de forma aguda e
crénica, 0 grupo exposto cronicamente apresentou maior frequéncia de perda de material
citoplasmatico nos dias 3, 5, 8 e 10 de analise. Este fato demonstra que, no primeiro dia
de analise, nem a exposicdo aguda nem a cronica interferiram no intestino, em relacédo a
essa alteracdo. Entretanto, a partir do terceiro dia de analise, o grupo exposto de forma
cronica demonstrou maior intensidade de alteracdo, provavelmente pelo tempo de

exposicao ter sido maior.

Quadro 5. Comparacdo da diferenca estatistica significativa entre os grupos controle e expostos ao
fungicida azoxistrobina, com base nas altera¢Ges verificadas no intestino de Scaptotrigona postica.

1dia 3 dias 5 dias 8 dias 10 dias
Aa | Ac | A | Aa | Ac A Aa | Ac A Aa | Ac A Aa | Ac A
pmc | - - -V v | Ac> | V v | Ac> | - v | Ac> | - v | Ac>
pbe | v | V |- ]| V | V - v |V - v | v - v oIV -
eCl - - - - v - - - - - - - - - -
pner | v - - v - - - - - - - - - -
pic - - - - v | Ac>| - v | Ac> | - - - - v | Ac>

Grupo exposto a azoxistrobina, de forma aguda, comparado ao controle (Aa); grupo exposto a
azoxistrobina, de forma crénica, comparado ao controle (Ac); comparacdo entre 0S grupos expostos a
azoxistrobina de forma aguda e cronica (D); perda de material citoplasmatico (pmc); perda de borda em
escova (pbe); eliminacgdo de células para o limen (eCl); perda de ninhos de células regenerativas (pncr) e
picnose (pic). O simbolo de “check” (V') indica que houve diferenca estatistica no respectivo grupo,
comparado ao controle. O simbolo de maior (>), presente na comparagdo entre 0S grupos expostos a
azoxistrobina (A), indica se o valor de alteracao foi mais alto na exposi¢do aguda ou cronica e também que
ocorreu diferenca estatistica na comparagdo entre as duas formas de exposicao.

Nos tubulos de Malpighi, a comparagéo entre o grupo controle e o exposto de

forma aguda a azoxistrobina (Figura 12) mostrou que, em relacdo a perda de material

16



citoplasmatico, 0 grupo exposto apresentou maior intensidade de alteracdo apenas no
terceiro dia de andlise. J& quando comparamos o grupo controle e o exposto de forma
cronica a azoxistrobina (Figura 13), verificou-se que o0 grupo exposto demonstrou maior
frequéncia de alteracdo nos dias 3, 5, 8 e 10 de analise. Vale ressaltar que, quando foram
comparados 0s grupos expostos a azoxistrobina, de forma aguda e crénica, observou-se
que o grupo exposto de forma crénica apresentou maior incidéncia de perda de material
citoplasmatico nos dias 5, 8 e 10 de anélise.

Quadro 6. Comparacdo da diferenca estatistica significativa entre os grupos controle e expostos ao

fungicida azoxistrobina, com base nas alteracdes verificadas nos tibulos de Malpighi de Scaptotrigona
postica.

1dia 3 dias 5 dias 8 dias 10 dias
Aa | Ac A Aa | Ac A Aa | Ac A Aa | Ac A Aa | Ac A
Ac Ac Ac
pmc - - - v v - - v N - v > - v S
Ac
pbe v Vv - N N S N N - Vv v - v v -
eCl - - - - - - N N - - - - - - -

Grupo exposto a azoxistrobina, de forma aguda, comparado ao controle (Aa); grupo exposto a
azoxistrobina, de forma crénica, comparado ao controle (Ac); comparagdo entre 0S grupos expostos a
azoxistrobina de forma aguda e cronica (D); perda de material citoplasmético (pmc); perda de borda em

escova (pbe) e eliminag¢do de células para o limen (eCl). O simbolo de “check” (/) indica que houve
diferenca estatistica no respectivo grupo, comparado ao controle. O simbolo de maior (>), presente na
comparagdo entre 0s grupos expostos a azoxistrobina (A), indica se o valor de alteracdo foi mais alto na
exposicao aguda ou crbnica e também que ocorreu diferenca estatistica na comparagéo entre as duas formas
de exposicéo.

A partir dos dados apresentados pode-se inferir que, assim como no intestino, no
primeiro dia de analise, nem a exposic¢do aguda nem a crénica interferiram nos tabulos de
Malpighi em relacdo a perda de material citoplasmatico. Porém, nos dias 5, 8 e 10 a
exposicao crénica se mostrou mais prejudicial, talvez devido ao tempo maior em que a
abelha recebeu alimentag&o com o fungicida.

Catae et al. (2014), em seu trabalho, observou a recuperagéo do intestino, a partir
do 3° dia, apds a exposicdo da abelha A. mellifera a concentracao subletal do inseticida
tiametoxam, entretanto, nos tubulos de Malpighi néo foi vista essa recuperacao do 6rgao.
No presente estudo, verificou-se que, em relagdo a exposi¢do aguda ao inseticida
dimetoato, pode ter ocorrido recuperacdo, uma vez que 0 grupo exposto diferiu do
controle nos dias 1, 3 e 8 de andlise, ou seja, no quinto dia ndo ocorreu diferenca
estatistica, o que demonstra que o 6rgdo poderia estar realizando a desintoxicagdo e, no
décimo dia também n&o houve diferenca, outro indicio de que poderia estar ocorrendo a

metabolizacdo do dimetoato. J& quando consideramos a exposi¢éo crénica ao inseticida,
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ndo foi possivel observar recuperacdo do intestino ou dos tubulos de Malpighi de S.
postica.

Sobre a exposi¢do aguda ao fungicida azoxistrobina, foi observada uma possivel
recuperacdo de ambos 0s 6rgaos, o que pode ser explicado pelo fato de as abelhas terem
sido expostas apenas por 1 dia ao fungicida e, provavelmente, isso auxiliou na
desintoxicacdo e recuperacdo do Orgdo. Ja na exposi¢do cronica ndo se verificou
recuperacdo dos Orgdos analisados, pois a abelha alimentou-se com a azoxistrobina
durante todos os dias de experimento, e entdo, a recuperacao dos 6rgdos pode ter sido
dificultada, devido ao tempo longo de exposicdo. Segundo Grella et al. (2019), o dano
perda de material citoplasmético € moderadamente prejudicial e reversivel.

A partir dos resultados observados, foi vista a recuperacéo dos 6rgaos de S. postica
apos a exposicdo aguda ao fungicida azoxistrobina, em relacdo a perda de material
citoplasmatico. No intestino, verificou-se que a partir do 8° dia de andlise, ndo ocorreu
diferenca entre o grupo exposto agudamente e o controle. J& nos tabulos de Malpighi, a
partir do 5° dia de analise ndo foi observada diferenca estatistica entre o grupo exposto e
o controle. Portanto, devido a esse fato, pode-se inferir que ha a possibilidade do intestino
e dos tabulos de Malpighi terem conseguido se recuperar, em relacdo a alteracdo perda
de material citoplasmatico, do fungicida, apos a exposi¢do aguda.

Existem dados na literatura que também encontraram perda de material
citoplasmatico nos 6rgdos de abelhas expostas a agrotoxicos. No estudo realizado por
Carneiro et al. (2020), que utilizou a microscopia eletronica, foi observada perda de
material citoplasméatico no intestino de abelhas da espécie A. mellifera expostas ao
fungicida iprodione, durante 24 horas. O aumento de vacuolizagéo do citoplasma causado
pelos agrotoxicos pode ter ocorrido devido a degeneracéo de organelas, por exemplo, o
reticulo endoplasmatico, como verificado em outros insetos que foram expostos a agentes
estressores (ROST-ROSZKOWKA et al., 2008; AKI, NARA, UEMARA, 2012).

O trabalho efetuado por Rossi (2011) também demonstrou que abelhas A.
mellifera, expostas durante 10 dias a doses subletais do inseticida imidacloprido,
apresentaram perda de material citoplasmatico no intestino e nos tabulos de Malpighi.
Ademais, Rossi (2011) observou que, quando a dose letal média foi dividida por 100
(DLsor100), & perda de material citoplasmatico iniciou-se no terceiro dia de analise, sendo
que este mesmo fato ocorreu no presente trabalho, quando os tubulos de Malpighi de S.
postica foram expostos ao fungicida azoxistrobina, uma vez que houve diferenga

estatistica entre 0s grupos a partir do terceiro dia de analise.

18



Outra alteracao constatada foi a perda de borda em escova (Quadros 3,4,5e6 e
Tabelas 1, 2, 3 e 4). A borda em escova possui como funcdo principal a absor¢do de
nutrientes, uma vez que estd em contato direto com o alimento e com as células digestivas,
que também possuem a funcdo absortiva (CRUZ-LANDIM, 2009). Logo, a perda de
borda em escova pode comprometer a absorcao de nutrientes por parte desses insetos,
prejudicando assim, o funcionamento do organismo.

No presente trabalho, quando comparamos o intestino do grupo controle ao grupo
exposto ao dimetoato de forma aguda (Figura 4) e cronica (Figura 5), em relacdo a perda
de borda em escova, foi possivel observar que 0s grupos expostos apresentaram maior
frequéncia de alteracdo nos dias 1, 3, 5 e 8 de analise. Essa alteragdo também foi
observada nos tubulos de Malpighi expostos ao inseticida dimetoato. Quando foram
comparados 0s grupos controle e expostos ao dimetoato, de forma aguda (Figura 6) e
cronica (Figura 7), foi verificado que o0s grupos expostos demonstraram maior frequéncia
de alteracdo em todos os dias de analise.

Nos tibulos de Malpighi de S. postica expostas ao inseticida dimetoato, no oitavo
e décimo dia, a perda de borda em escova foi mais intensa no grupo exposto de forma
aguda, em relacdo ao grupo exposto de forma crénica. Uma possibilidade para esse fato
incomum ter ocorrido é que, durante a exposicao crénica, a abelha entrou em contato com
0 inseticida durante os 10 dias de experimento e seu organismo pode ter intensificado o
processo de desintoxicacdo. Logo, ha a possibilidade de grande parte do inseticida ter
sido metabolizada no intestino, o que fez com que os tubulos de Malpighi fossem afetados
menos intensamente, nos Gltimos dias de anélise.

Em relacdo a alteracdo perda de borda em escova no intestino exposto ao fungicida
azoxistrobina, quando comparou-se 0s grupos controle e os expostos, de forma aguda
(Figura 8) e cronica (Figura 9), verificou-se que em todos os dias de analise (1, 3,5, 8 e
10) os grupos expostos a azoxistrobina diferiram estatisticamente do grupo controle,
sendo que esses grupos expostos apresentaram maior ocorréncia de perda de borda em
escova. Ja sobre a perda de borda em escova nos tubulos de Malpighi expostos a
azoxistrobina, verificou-se que ocorreu diferenca estatistica significativa entre o grupo
controle e ambos os expostos, de forma aguda (Figura 10) e crénica (Figura 11), também
em todos os dias de anélise (1, 3, 5, 8 e 10), uma vez que 0S grupos expostos apresentaram
maior ocorréncia de perda de borda em escova.

Dessa forma, ndo foi possivel observar a recuperagdo dos oOrgdos, durante a

exposicao, aguda ou cronica, ao fungicida azoxistrobina, em relacdo a alteracdo perda de
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borda em escova. Entretanto, quando olhamos para a exposi¢cdo ao inseticida dimetoato,
podemos perceber que o intestino sofreu com perda de borda em escova durante os dias
1, 3, 5 e 8 de anélise, porém, no décimo dia ndo houve essa alteracdo, o que pode indicar
uma recuperacao. Esse fato pode ter ocorrido, pois esse dano morfoldgico corresponde a
uma lesdo moderada e possivelmente reversivel (GRELLA et al., 2019). Ja nos tabulos
de Malpighi expostos ao dimetoato, ndo ocorreu recupera¢do e uma possibilidade para
essa evidéncia é que o intestino comegou o processo de recuperagdo apds o oitavo dia,
sendo que era o primeiro 6rgdo a entrar em contato com o agrotdxico, logo, para ocorrer
a recuperacao dos tabulos de Malpighi, provavelmente seria necessario mais tempo.

Soares et al. (2015) realizaram um estudo com a espécie de abelha S. postica, onde
observaram perda de borda em escova no intestino e nos tibulos de Malpighi de abelhas
que foram expostas ao inseticida imidacloprido, via oral, durante 48 horas. Além disso,
Grella (2017) também verificou perda de borda em escova no intestino e nos tabulos de
Malpighi de Melipona scutellaris (Latreille, 1811) exposta a nanodoses do inseticida
tiametoxam, durante 24 horas, com concentracdo igual a 0,0453 ng i.a./uL dieta (CLso),
que é semelhante com a utilizada no presente trabalho (0,04392 ng/uL para o dimetoato
e 0,060 ng/uL para a azoxistrobina). O resultado obtido por esses autores reforca os
encontrados neste estudo, uma vez que também foi verificada perda de borda em escova
no intestino e nos tdbulos de Malpighi de abelhas, da espécie S. postica, expostas ao
inseticida dimetoato e ao fungicida azoxistrobina.

Outra alteracdo observada no intestino foi a eliminacao exacerbada de células para
0 limen (Quadros 3, 4, 5 e 6 e Tabelas 1, 2, 3 e 4). As células digestivas sdo as mais
prejudicadas por agrotoxicos, uma vez que possuem maior zona de contato com o lumen
e com substancias ingeridas (CAETANO et al., 1994). Essas células podem eliminar
substancias toxicas e, devido a isso, tem a possibilidade de serem eliminadas para o
[men, a fim de realizarem a desintoxicagdo (CATAE et al., 2014).

No intestino, quando comparou-se 0s grupos controle e expostos de forma aguda
(Figura 6) e cronica (Figura 7) ao inseticida dimetoato, observou-se que, em relacdo a
eliminacdo de células para o limen, 0s grupos expostos apresentaram maior incidéncia
dessa alteragdo no terceiro dia de analise. Ja em relagdo a eliminacdo de células para o
limen nos tubulos de Malpighi expostos ao inseticida dimetoato, tanto de forma aguda
(Figura 8) quanto cronica (Figura 9), foi possivel observar que o grupo controle diferiu
estatisticamente dos grupos expostos no oitavo dia de analise, sendo que 0s grupos

expostos apresentaram maior ocorréncia dessa alteracao.
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Ja no intestino exposto a azoxistrobina, ainda sobre a alteracéo células eliminadas
para o lumen, o grupo controle diferiu estatisticamente apenas do grupo exposto de forma
cronica (Figura 11) a azoxistrobina, no terceiro dia de anélise. O dano de eliminacéo de
células para o lumen também foi observado nos tubulos de Malpighi expostos ao
fungicida, uma vez que, ao comparar 0s grupos controle e expostos, de forma aguda
(Figura 12) e cronica (Figura 13), foi possivel verificar que, no quinto dia de anélise, o
grupo controle diferiu estatisticamente de ambos 0s grupos expostos, que apresentaram
maior ocorréncia de células eliminadas para o lumen.

A partir desses resultados, pode-se inferir que, no intestino, o dano morfologico
referente a eliminagdo de células para o limen, foi evidente primeiramente no intestino
(terceiro dia de analise), uma vez que é o primeiro 6rgdo a entrar em contato com o
agrotoxico e, apoés ter sido metabolizado e ter ido para a hemolinfa, chegou aos tubulos
de Malpighi, porém, mais tardiamente (quinto e oitavo dia de analise).

De acordo com Rossi (2011), as abelhas da espécie Apis mellifera apresentaram,
no intestino, maior intensidade de células eliminadas para o limen apds 1 dia de
exposicao ao inseticida imidacloprido, o que corrobora o presente trabalho, uma vez que,
no intestino, 0s grupos expostos aos agrotdxicos apresentaram maior intensidade desse
dano morfoldgico no terceiro dia de analise. Ademais, Oliveira et al. (2013), também
observaram aumento de eliminacdo de células para o limen, no intestino de abelhas A.
mellifera, devido a exposicao ao inseticida tiametoxam.

O trabalho de Catae et al. (2014) corrobora os dados encontrados no presente
estudo, a respeito do dano morfolégico eliminacdo de células para o limen. No referido
trabalho, os autores observaram alteracbes morfoldgicas no intestino e nos tabulos de
Malpighi de A. mellifera exposta a uma concentracdo subletal do inseticida tiametoxam.
Catae et al. (2014) verificaram que, nos primeiros dias de experimento, o intestino
apresentou alteracBes morfoldgicas mais intensas, em consequéncia da exposi¢do ao
inseticida, porem, os tubulos de Malpighi demonstraram maior prejuizo em relacdo a
essas alteracdes a partir do terceiro dia de experimento. 1sso se deu pois, 0 primeiro 6rgao
a entrar em contato com o agrotdéxico foi o intestino e, seguindo a rota metabdlica, o0s
tubulos de Malpighi foram afetados posteriormente, logo, os efeitos mais prejudiciais
podem ser vistos primeiro no intestino e, depois, nos tubulos de Malpighi.

Quando as celulas digestivas perdem a capacidade de realizar corretamente sua
funcdo, morrem e sdo substituidas por células regenerativas diferenciadas, que séo

produzidas nos ninhos de células regenerativas localizados na base das microvilosidades
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do intestino (ZACARIN et al., 2010). E a perda de ninhos de células regenerativas,
observada no presente trabalho (Quadro 5 e Tabela 3), € uma lesdo considerada grave,
possuindo o maior valor de escore (trés) (GRELLA etal., 2019). Portanto, danos causados
aos ninhos de células regenerativas podem gerar prejuizos irreversiveis ao intestino e,
consequentemente, comprometer a digestao e a absorcao de nutrientes (CRUZ-LANDIM,
2009).

No intestino exposto ao inseticida dimetoato, ndo foi observada diferenca
estatistica significativa entre o grupo controle e os expostos, de forma aguda (Figura 6) e
crénica (Figura 7), em relacdo a alteracdo perda de ninhos de celulas regenerativas. Esse
fato pode ter ocorrido provavelmente devido a concentracéo do inseticida ter sido baixa
ou ao sucesso da metabolizagdo e desintoxicacdo da substancia quimica no drgao.

Ja no intestino exposto ao fungicida azoxistrobina, a perda de ninhos de células
regenerativas foi observada, no primeiro dia, quando comparamos o0 grupo controle ao
exposto, tanto de forma aguda (Figura 10) como crénica (Figura 11). J& no terceiro dia, 0
grupo controle diferiu estatisticamente somente do grupo exposto de forma cronica,
demonstrando que o grupo exposto de forma crbnica apresentou maior prejuizo em
relacdo a perda de ninhos de células regenerativas. A partir das observacdes dos efeitos
do fungicida azoxistrobina, quanto a essa alteragdo, pode-se inferir que essa substancia
pode ser tdxica para organismos nao-alvos, prejudicando a funcgéo de substituicdo celular
que os ninhos de células regenerativas possuem.

Alguns trabalhos também encontraram perda de ninhos de células regenerativas
no intestino de abelhas expostas a agrotéxicos, como Grella (2017), ao expor, durante 24
horas, abelhas da espécie M. scutellaris a nanodoses do inseticida tiametoxam, observou
que ocorreu perda de ninhos de células regenerativas no intestino dessas abelhas. O estudo
de Camargo (2019), por sua vez, verificou perda de ninhos de células regenerativas em
abelhas da espécie S. postica exposta a uma concentracdo subletal do inseticida
clotianidina, durante 8 dias de experimento.

Outra alteragdo observada foi a picnose (Quadros 3 e 5 e Tabelas 1 e 3). As células
com nucleo picnédtico podem ser um indicio de morte celular e sdo comuns em tecidos de
insetos que estdo sofrendo alguma lesdo, sendo que, apo6s o inicio do processo de morte
por apoptose ela torna-se irreversivel (GREGORC; BOWEN, 1997; DAI; GILBERT,
1997; SILVA-ZACARIN et al., 2008).

No intestino exposto ao dimetoato (Figuras 6 e 7), houve diferenca estatistica de

células com ndcleo picnético apenas no terceiro dia de analise, em dois tipos de

22



comparagOes realizadas, sendo elas: quando comparamos 0 grupo controle ao grupo
exposto de forma croénica, na qual o grupo exposto apresentou maior indice de nucleos
picnoticos, e quando comparamos 0s grupos expostos, de forma aguda e crénica, onde o
grupo exposto cronicamente demonstrou maior indice de nucleos picnoticos em relagdo
ao grupo exposto de forma aguda.

J& no intestino exposto a azoxistrobina (figuras 10 e 11), ocorreu diferenca
estatistica, em relagdo a células com ndcleo picndtico, nos dias 3, 5 e 10 de anélise, em
um tipo de comparacdo feita: quando foram comparados o grupo controle ao grupo
exposto de forma croénica, na qual o grupo exposto demonstrou maior indice de picnose.
Ja quando foram comparados 0s grupos expostos aguda e cronicamente, foi observado
que o grupo exposto de forma cronica apresentou maior ocorréncia de nucleo picnéticos
nos dias 3, 5 e 10 de analise.

Carneiro et al. (2020) observaram células com ndcleo picnético no intestino de
abelhas da espécie A. mellifera expostas ao fungicida iprodione, durante 24 horas. Ferreira
(2010) também verificou o aumento da frequéncia e da intensidade de células com
nucleos condensados, caracteristica tipica de picnose, nos tubulos de Malpighi, de S.
postica, apds 14 dias de exposicao a concentracdes subletais do inseticida fipronil. Esses
dados consolidam os encontrados no presente trabalho, uma vez que foram observadas
células com nucleo picnético em intestino e tabulos de Malpighi de abelhas da espécie S.
postica exposta a inseticida e fungicida.

Entretanto, nos tabulos de Malpighi expostos, tanto ao inseticida dimetoato
(Figuras 8 e 9) quanto ao fungicida azoxistrobina (Figuras 12 e 13), ndo foi observada
diferenca estatistica significativa entre os grupos analisados em relacdo ao dano
morfoldgico células com nucleo picndtico. Uma possibilidade para que esse fato tenha
ocorrido é que o intestino foi capaz de realizar grande parte da metabolizacdo do
inseticida e do fungicida, logo, quando seguiu-se a rota metabdlica para os tubulos de
Malpighi, esse 6rgao ndo foi afetado pela alteracdo que é considerada grave e irreversivel
(GRELLA etal., 2019).

Outra alteragdo morfoldgica observada nos tabulos de Malpighi foi o inchago
celular, em todos os dias de analise e grupos, incluindo controle e expostos (Figuras 8, 9,
12 e 13). O inchago das células pode causar obstrucdo do Iimen e, entdo, tem a capacidade
de prejudicar o fluxo da urina primaria, que sera filtrada e transformada em liquido
isosmotico e, por fim, excretada (NOCELLI et al., 2016). Segundo Grivicich et al. (2007),

o0 inchago celular esta relacionado & necrose. Em um estudo realizado por Rossi et al.
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(2013), também foi verificado inchaco celular em abelhas da espécie A. mellifera que
foram expostas ao inseticida imidacloprido.

No presente trabalho, 0 aumento de secrecdo apdcrina e de esferocristais nao foi
observado no intestino ou nos tabulos de Malpighi de S. postica. O aumento de ambas
alteracdes morfologicas pode ser um indicativo de excrecdo de substancias nocivas ao
funcionamento do 6rgdo do individuo (CAETANO et al., 1994). A ndo verificacdo de
aumento de secrecdo apdcrina e de esferocristais fato pode ter ocorrido devido a essas
alteracdes serem levemente prejudiciais e facilmente reversiveis (GRELLA et al., 2019).
Outra possibilidade para esse acontecimento é que as células do intestino e dos tubulos
de Malpighi ndo foram capazes de realizar sua fungéo de excretar substancias nocivas ao
organismo, uma vez que outras alteracGes morfoldgicas observadas, como perda de borda
em escova e células com nucleo picnoético, provavelmente prejudicaram o funcionamento
dessas células e, consequentemente, dos érgaos.

De acordo com os resultados obtidos por Catae et al. (2014), quando analisou A.
mellifera exposta a concentracdo subletal do inseticida tiametoxam, as alteragdes
observadas no epitélio intestinal indicam que este 6rgao sofreu danos que comprometem
as organelas celulares que produzem proteinas e energias e, consequentemente, a
fisiologia das células é prejudicada. O intestino é o local do trato digestdrio onde ocorre
a maior parte da digestdo e absorcdo dos nutrientes (CRUZ-LANDIM, 2009), portanto,
os efeitos causados pelos agrotdxicos podem interferir negativamente na absorcao de
nutrientes.

E possivel que, durante o processo de digestdo, o intestino da abelha ndo tenha
sido capaz de metabolizar totalmente o agrotdxico e, o excesso dessa substancia no
organismo do inseto, pode ter causado as alteracdes morfol6gicas observadas nos tabulos
de Malpighi, prejudicando, possivelmente, o processo de excrecdo da substancia. A
excrecdo ineficiente do agrotdxico pode fazer com que essa substancia e seus metabélitos
permanecam na hemolinfa e sejam capazes de atingir outros orgaos do individuo, como
¢ 0 caso do inseticida dimetoato, que possui o cérebro como 6rgdo-alvo. E, se esse
inseticida atingir o cérebro, a acetilcolina ndo sera degradada e o impulso nervoso se
tornara continuo, podendo levar o sistema nervoso central do inseto ao colapso (YU et
al., 2008).

Entretanto, em algumas situacdes relacionadas a exposi¢do aguda aos agrotdxicos,
observou-se que 0s 6rgdos podem ter sido capazes de se regenerar ao longo do tempo.

Uma possibilidade para esse fato ter ocorrido é que, na exposicdo aguda, a abelha foi
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exposta apenas 1 dia ao alimento contaminado com agrotoxico, logo, teve um tempo habil
mais longo para realizar o processo de desintoxicagdo, uma vez que o contato com o
agrotoxico foi apenas no primeiro dia de experimento. Ja na exposicao cronica, a abelha
teve contato com o alimento contaminado em todos os dias de experimento (10 dias), o
que dificultou o processo de desintoxicacdo por parte do organismo, uma vez que ndo
houve tempo hébil, devido a alimentagdo continua contendo o agrotoxico.

Em suma, existem diversos estudos sobre os efeitos de inseticidas em A. mellifera,
porém, trabalhos sobre os efeitos de outros agrotoxicos, como fungicidas, em abelhas sem
ferrdo, como S. postica, sdo escassos, principalmente a nivel celular. No presente trabalho
foi observado que fungicidas também podem causar intensos prejuizos nos 6rgdos de
abelhas nativas. Portanto, ressalta-se a importancia de mais estudos a respeito das
consequéncias dessas substancias quimicas nas células de organismos nao-alvos, como

os polinizadores.
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CONCLUSAO

- O inseticida dimetoato e o fungicida azoxistrobina foram capazes de causar
alteraces morfoldgicas reversiveis e irreversiveis no intestino e nos tubulos de Malpighi
de S. postica, o que pode comprometer as funcées especificas de cada 6rgao.

- Para a maioria dos danos morfoldgicos causados, principalmente os de médio e
alto impacto (escore igual a 2 e 3, respectivamente), a exposicao cronica aos agrotoxicos
causou prejuizos mais severos do que a exposicao aguda, em ambos o0s 6rgaos da abelha
da espécie S. postica.

- No intestino, o fungicida azoxistrobina foi capaz de causar mais alteracGes
morfoldgicas do que o inseticida dimetoato, uma vez que a perda de ninhos de células
regenerativas foi vista somente no grupo exposto ao fungicida, quando comparado ao
controle. Ja nos tubulos de Malpighi, ndo foi observada diferenca em relacéo a quantidade

de alteracBes morfologicas causadas pelo fungicida e pelo inseticida.
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APENDICE 1 - FIGURAS

Figura 6. Intestino de Scaptotrigona postica nas condigdes experimentais exposta, de forma aguda, ao
dimetoato. Controle (A); CLsoo0 por 1 dia (B); CLsoioo por 3 dias (C); CLsomoo por 5 dias (D); CLsooo por
8 dias (E) e CLsgnoo por 10 dias (F). Coloragdo Hematoxilina e Eosina. Lamen (L), perda de material
citoplasmético (pmc), perda de borda em escova (pbe), eliminacéo de células (eCl), perda de ninhos de
células regenerativas (pncr) e células com ndcleo picnético (pic). As alteragbes foram indicadas por
simbolos: pbe (seta cheia); pmc (seta vazia); eCl (circulo) e pic (asterisco). Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 7. Intestino de Scaptotrigona postica nas condigdes experimentais exposta, de forma cronica, ao
dimetoato. Controle (A); CLso00 por 1 dia (B); CLsoioo por 3 dias (C); CLsonoo por 5 dias (D); CLsooo por
8 dias (E) e CLsonoo por 10 dias (F). Coloragdo Hematoxilina e Eosina. Lamen (L), perda de material
citoplasmatico (pmc), perda de borda em escova (pbe), eliminacdo de células (eCl), perda de ninhos de

células regenerativas (pncr) e células com ndcleo picnético (pic). As alteragbes foram indicadas por
simbolos: pbe (seta cheia); pmc (seta vazia); eCl (circulo) e pic (asterisco). Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 8. Tubulos de Malpighi de Scaptotrigona postica nas condi¢fes experimentais exposta, de forma
aguda, ao dimetoato. Controle (A); CLsonoo por 1 dia (B); CLsooo por 3 dias (C); CLsonoo por 5 dias (D);
CLsonoo por 8 dias (E) e CLsosoo por 10 dias (F). Coloragdo Hematoxilina e Eosina. Lamen (L), perda de
material citoplasmético (pmc), perda de borda em escova (pbe), eliminacao de células (eCl), inchaco celular
(ic) e células com nucleo picnético (pic). As alteragdes foram indicadas por simbolos: pbe (seta cheia); pmc
(seta vazia); eCl (circulo); pic (asterisco) e ic (quadrado). Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 9. Tubulos de Malpighi de Scaptotrigona postica nas condi¢fes experimentais exposta, de forma
cronica, ao dimetoato. Controle (A); CLsonoo por 1 dia (B); CLsonoo por 3 dias (C); CLsooo por 5 dias (D);
CLsongo por 8 dias (E) e CLsoro por 10 dias (F). Coloracdo Hematoxilina e Eosina. Lumen (L), perda de
material citoplasmatico (pmc), perda de borda em escova (pbe), eliminacéo de células (eCl), inchaco celular
(ic) e células com ndcleo picnético (pic). As alteragdes foram indicadas por simbolos: pbe (seta cheia); pmc
(seta vazia); eCl (circulo); pic (asterisco) e ic (quadrado). Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 10. Intestino de Scaptotrigona postica nas condi¢des experimentais exposta, de forma aguda, a
azoxistrobina. Controle (A); Cmedia por 1 dia (B); Cmadia por 3 dias (C); Cmedia por 5 dias (D); Cmedia por 8
dias (E) e Cmedia por 10 dias (F). Coloracdo Hematoxilina e Eosina. Lamen (L), perda de material
citoplasmatico (pmc), perda de borda em escova (pbe), eliminacdo de células (eCl), perda de ninhos de
células regenerativas (pncr) e células com ndcleo picnético (pic). As alteracGes foram indicadas por
simbolos: pbe (seta cheia); pmc (seta vazia); eCl (circulo) e pic (asterisco). Fonte: elaborada pela autora.

38



Figura 11. Intestino de Scaptotrigona postica nas condi¢des experimentais exposta, de forma crénica, a
azoxistrobina. Controle (A); Cmedia por 1 dia (B); Cmadia por 3 dias (C); Cmedia por 5 dias (D); Cmedia por 8
dias (E) e Cmdia por 10 dias (F). Coloragdo Hematoxilina e Eosina. Limen (L), perda de material
citoplasmatico (pmc), perda de borda em escova (pbe), eliminacdo de células (eCl), perda de ninhos de
células regenerativas (pncr) e células com ndcleo picnético (pic). As alteracGes foram indicadas por
simbolos: pbe (seta cheia); pmc (seta vazia); eCl (circulo) e pic (asterisco). Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 12. Tabulos de Malpighi de Scaptotrigona postica nas condigdes experimentais exposta, de forma
aguda, a azoxistrobina. Controle (A); Cmedia por 1 dia (B); Cmedia por 3 dias (C); Cmedia por 5 dias (D); Cmédia
por 8 dias (E) e Cmedia por 10 dias (F). Coloragdo Hematoxilina e Eosina. Lamen (L), perda de material
citoplasmatico (pmc), perda de borda em escova (pbe), eliminacéo de células (eCl), inchago celular (ic) e
células com ndcleo picnético (pic). As alteragdes foram indicadas por simbolos: pbe (seta cheia); pmc (seta
vazia); eCl (circulo); pic (asterisco) e ic (quadrado). Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 13. Tubulos de Malpighi de Scaptotrigona postica nas condi¢des experimentais exposta, de forma
cronica, a azoxistrobina. Controle (A); Cmadia por 1 dia (B); Cmedia por 3 dias (C); Cmedia por 5 dias (D); Cmédia
por 8 dias (E) e Cmedgia por 10 dias (F). Coloragdo Hematoxilina e Eosina. Lamen (L), perda de material
citoplasmatico (pmc), perda de borda em escova (pbe), eliminacéo de células (eCl), inchago celular (ic) e
células com ndcleo picnético (pic). As alteragdes foram indicadas por simbolos: pbe (seta cheia); pmc (seta
vazia); eCl (circulo); pic (asterisco) e ic (quadrado). Fonte: elaborada pela autora.
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APENDICE 2 - TABELAS

Tabela 1. Andlise estatistica das alteracbes morfolégicas observadas no intestino de Scaptotrigona postica

exposta ao dimetoato, de forma aguda e cronica.

Grupo Dia pmc pbe eCl pncr pic
C 1 1.3+0.67 8+1.15 4+0 60 60
de bc
C 3 00 9.3+ 0.67 4+0 8zx1 60
e bc ab
C 5 2.67 £0.67 8+1.15 53+0.3 8zx1 8x1
cde bc ab ab ab
C 8 00 80 53+0.3 8+1 6+0
e c ab ab
C 10 1.3+0.67 10.67 £ 0.67 4+0 8x1 60
de ab ab
Dag 1 5.3+ 0.67 120 4 +0.57 8x1 12+£1.73
abc a ab ab ab
Dag 3 4+0 12+0 60 8x1 60
bcd a a ab
Dag 5 4+0 120 53+0.3 12+£1.73 81
bcd a ab ab ab
Dag 8 6.67 £ 0.67 12+ 0 53+0.3 14+1 60
ab a ab a
Dag 10 4+0 10.67 £ 0.67 53+0.3 81 60
bcd ab ab ab
Dc 1 5.3+0.67 12+ 0 4 +0.57 81 12+1.73
abc a ab ab ab
Dc 3 6.67 £ 0.67 12+ 0 53+0.3 101 14+2
ab a ab ab a
Dc 5 6.67 £ 0.67 12+ 0 6+0 14+1 101
ab a a a ab
Dc 8 8+0 12+0 53+£0.3 101 101
a a ab ab ab
Dc 10 6.67 £0.67 12+0 4.67 0.3 14+1 101
ab a ab a ab

Grupo controle (C); grupo exposto ao dimetoato de forma aguda (Dag); grupo exposto ao dimetoato de
forma cronica (Dc); perda de material citoplasmatico (pmc); perda de borda em escova (pbe); eliminacao
de células (eCl); perda de ninhos de células regenerativas (pncr) e picnose (pic). As analises foram
realizadas em 1, 3, 5, 8 e 10 dias, para todos 0s grupos. Letras diferentes embaixo dos valores indicam
diferencas estatisticas. p<0,05 para todas as analises.
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Tabela 2. Andlise estatistica das alteragdes morfoldgicas observadas nos tubulos de Malpighi de
Scaptotrigona postica exposta ao dimetoato, de forma aguda e crénica.

Grupo Dia pmc pbe eCl pic

C 1 4+0 4+0 53x0.3 60
e d ab a

C 3 6.67 £ 0.67 4+0 60 14+£2
cde d a a

C 5 5.3+ 0.67 4+0 4.67 £0.67 60
de d ab a

C 8 4+0 4+0 4 +0.57 6.0x0
e d bc a

C 10 4+0 4+0 4.67 £ 0.67 10£2
e d ab a

Dag 1 10.67 £ 0.67 12+0 4.67 £ 0.67 14+£2
ab a ab a

Dag 3 8x0 12+0 60 10£2
cd a a a

Dag 5 120 12+0 60 14+£2
a a a a

Dag 8 9.3+ 0.67 12+0 60 60
bc a a a

Dag 10 10.67 £ 0.67 10.67 £ 0.67 60 60
ab ab a a

Dc 1 10.67 £ 0.67 12+0 4.67 £ 0.67 14+£2
ab a ab a

Dc 3 9.3+ 0.67 10.67 £ 0.67 60 14+£2
bc ab a a

Dc 5 12+0 10.67 £ 0.67 60 14+£2
a ab a a

Dc 8 120 9.3+ 0.67 60 10£2
a bc a a

Dc 10 120 8x0 60 10£2
a c a a

Grupo controle (C); grupo exposto ao dimetoato de forma aguda (Dag); grupo exposto ao dimetoato de
forma cronica (Dc); perda de material citoplasmatico (pmc); perda de borda em escova (pbe); eliminagéo
de células (eCl) e picnose (pic). As andlises foram realizadas em 1, 3, 5, 8 e 10 dias, para todos 0s grupos.
Letras diferentes embaixo dos valores indicam diferengas estatisticas. p<0,05 para todas as analises.
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Tabela 3. Analise estatistica das alteragdes morfoldgicas observadas no intestino de Scaptotrigona postica
exposta a azoxistrobina, de forma aguda e cronica.

Grupo Dia pmc pbe eCl pncr pic
C 1 00 10.67 £ 0.67 20 60 60
f b c
C 3 1.3+£0.67 6.67 £ 0.67 3.3x0.3 60 60
f c bcd b c
C 5 1.3+£0.67 80 3.3x0.3 12+£1.73 60
f c bcd ab c
C 8 4+0 80 4.67 £ 0.67 12+0 60
de c abc ab c
C 10 4+0 8x0 4.67 £ 0.67 10+£1 60
de c abc ab c
Aag 1 2.67 £ 0.67 12+0 2.67+0.3 161 60
ef a cd a c
Aag 3 6.67 + 0.67 12+0 4 +0.57 10£2 60
bcd a abcd ab c
Aag 5 5.3+ 0.67 12+0 467 +£0.3 161 60
cd a abc a c
Aag 8 4+0 12+0 4 +0.57 14+1 10+£2
de a abcd a bc
Aag 10 4+0 12+0 60 14+1 60
de a a a c
Ac 1 2.67 £ 0.67 12+0 2.67+0.3 161 60
ef a cd a c
Ac 3 10.67 £ 0.67 12+0 60 14+£2 14+1
a a a a a
Ac 5 9.3+ 0.67 12+0 53x0.3 12+£1.73 14+1
ab a ab ab a
Ac 8 9.3+ 0.67 12+0 60 12+£1.73 8zx1
ab a a ab bc
Ac 10 6.67 + 0.67 12+0 60 14+1 12+1.73
abc a a a ab

Grupo controle (C); grupo exposto a azoxistrobina de forma aguda (Aag); grupo exposto a azoxistrobina
de forma cronica (Ac); perda de material citoplasmatico (pmc); perda de borda em escova (pbe); eliminagédo
de células (eCl); perda de ninhos de células regenerativas (pncr) e picnose (pic). As analises foram
realizadas em 1, 3, 5, 8 e 10 dias, para todos 0s grupos. Letras diferentes embaixo dos valores indicam
diferencas estatisticas. p<0,05 para todas as analises.
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Tabela 4. Andlise estatistica das alteragdes morfoldgicas observadas nos tubulos de Malpighi de

Scaptotrigona postica exposta a azoxistrobina, de forma aguda e cronica.

Grupo Dia pmc pbe eCl
C 1 6.67 £ 0.67 4+0 60
cd c a
C 3 4+0 4+0 60
c a
C 5 8x0 4+0 53x+0.3
c c
C 8 6.67 £ 0.67 4+0 60
cd c a
C 10 8x0 4+0 60
c c a
Aag 1 9.3+ 0.67 10.67 £ 0.67 60
bc ab a
Aag 3 10.67 £ 0.67 9.3+ 0.67 60
ab b a
Aag 5 8x0 12+0 60
c a a
Aag 8 8x0 12+0 60
c a a
Aag 10 8zx0 12+0 60
c a a
Ac 1 9.3+ 0.67 10.67 £ 0.67 60
bc ab a
Ac 3 10.67 £ 0.67 12+0 60
ab a a
Ac 5 10.67 £ 0.67 12+0 60
ab a a
Ac 8 12+0 12+0 60
a a a
Ac 10 12+0 10.67 = 0.67 60
a ab a

Grupo controle (C); grupo exposto a azoxistrobina de forma aguda (Aag); grupo exposto a azoxistrobina
de forma cronica (Ac); perda de material citoplasmatico (pmc); perda de borda em escova (pbe); eliminagédo
de células (eCl) e picnose (pic). As analises foram realizadas em 1, 3, 5, 8 e 10 dias, para todos 0s grupos.
Letras diferentes embaixo dos valores indicam diferengas estatisticas. p<0,05 para todas as analises.
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