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EFEITOS DA EXPOSICAO DE DUAS ESPECIES DE ABELHAS A
AGROTOXICOS

Autor: Roberto Barbosa Sampaio
Orientadora: Candida Maria Lima Aguiar

Resumo: As abelhas nativas tém sua importancia destacada na polinizacdo de
plantas nativas, mas, também tem potencial para polinizar cultivos agricolas. Porém,
devido a dependéncia da agricultura por produtos fitossanitarios para o controle de
doencas e insetos pragas para garantir a produtividade, as abelhas durante o
forrageamento podem ser intoxicadas através de diversas vias de contaminacao,
que podem leva-las a morte ou comprometer seu comportamento de forrageamento.
Com o objetivo de avaliar os efeitos dos produtos fitossanitarios ciflumetofem,
clorpirifos, difenoconazol, glifosato e azadiractina sobre Scaptotrigona xanthotricha e
Nannotrigona testaceicornis, através da aplicacdo topica, a ingestdo e o contato
superficie contaminada, foram avaliados os efeitos dos produtos fitossanitarios na
sobrevivéncia das abelhas, em 19 intervalos de tempo, variando de uma a 96 horas
apos a exposicdo. Também foram avaliadas alteragbes no comportamento, em
intervalos de tempo 15 minutos a 24 horas, e na quantidade de proteina total, entre
um a seis dias apds a exposicado das abelhas aos produtos fitossanitarios, atraves
de experimentos de letalidade, atividade motora e quantificacao total de proteinas.
Constatou-se que o0s produtos fitossanitarios avaliados, independente da
classificacdo que estdo inseridos comprometeram a sobrevivéncia ou o

comportamento das abelhas.

Palavras-chave: Scaptotrigona xanthotricha, = Nannotrigona testaceicornis

ciflumetofem, clorpirifés, difenoconazol, azadiractina, glifosato.



ANALYSIS OF EXPOSURE OF SOCIAL BEES (HYMENOPTERA: MELIPONINI)
TO PHYTOSANITARY PRODUCTS

Author: Roberto Barbosa Sampaio
Advisor: Candida Maria Lima Aguiar

Abstract- Native bees are prominent in pollination of native plants, but also have the
potential to pollinate agricultural crops. However, due to the dependence of
agriculture on phytosanitary products for disease control and insect pests to ensure
productivity, bees during foraging can be intoxicated through various routes of
contamination, which can lead to death or compromise their foraging behavior. with
the objective of evaluate the effects of phytosanitary products ciflumetofem,
chlorpyrifos, difenoconazole, glyphosate and azadirachtin on Scaptotrigona
xanthotricha and Nannotrigona testaceicornis, through topical application, ingestion
and contaminated surface contact, the effects of phytosanitary products on bee
survival were evaluated in 19 time intervals ranging from one to 96 hours after
exposure. Changes in behavior were also evaluated at time intervals of 15 minutes to
24 hours and in the amount of total protein, from one to six days after exposure of the
bees to the phytosanitary products, through lethality experiments, motor activity and
total quantification of proteins. It was found that the phytosanitary products
evaluated, regardless of the class that are inserted, compromised the survival or
behavior of the bees.

Key words: Scaptotrigona xanthotricha, Nannotrigona testaceicornis, ciflumetofem,

chlorpyrifos, difenoconazole, azadirachtin, glyphosate.



REFERENCIAL TEORICO

Importancia das abelhas na producéao agricola

A polinizacdo € um dos servicos ambientais fundamentais para a producéo
de alimentos, uma vez que 35% das principais culturas mundiais dependem de
polinizadores (KLEIN et al., 2007). Além disso, esse servico mutualistico é
fundamental para a manutencdo do equilibrio nas comunidades de plantas e de
animais a elas associados, gerando frutos e sementes, tanto para a perpetuacéo das
espécies vegetais, como para alimentar os animais herbivoros e onivoros (JANZEN,
1985; KAISER-BUNBURY et al., 2010).

Dentre os polinizadores, as abelhas sdo consideradas o grupo mais
relevante, responsaveis por manter a biodiversidade de plantas (SHEPHERD et al.,
2003; NICHOLLS; ALTIERI, 2013), uma vez que sao, obrigatoriamente,
dependentes de flores, tanto na fase de larvas quanto de adultos, alimentam-se de
néctar e polen (JANZEN, 1971; MICHENER, 2007), destacando-se como 0S
principais agentes polinizadores de espécies nativas e cultivadas (ROUBIK, 1995;
HEARD, 1999; GARIBALDI et al., 2015).

Segundo a FAO (2005), aproximadamente 73% das espécies vegetais
cultivadas no mundo sao polinizadas por alguma espécie de abelha. Estima-se que
42% das 57 maiores lavouras do mundo em volume de producdo sdo polinizadas
por pelo menos por uma espécie de abelha nativa (KLEIN et al., 2007), ou seja,
cerca de 33% de todas as culturas utilizados como alimento, dependem da
polinizacdo por abelhas (BERNAL et al., 2010). A valoragdo econdmica dos servigos
de polinizacdo foi estimada por Gallai et al. (2009) em U$ 177 bilhdes por ano.
Somente nos EUA o valor estimado para os servi¢cos de polinizacéo foi da ordem de
14 bilhdes de dolares anuais (CALDERONE, 2012). No Brasil Giannini et al. (2015)
afirma que mais de 50 % das culturas dependem de polinizadores, sendo que quase
um terco de forma essencial, diante disso o valor estimado da polinizagao seria de
U$ 45 bilhdes anualmente

Além do aumento da produtividade, estudos tém mostrado que a diversidade
de polinizadores, especialmente abelhas, esta associada a melhora da qualidade
dos frutos em diferentes cultivos, como café (RICKETTS, 2004), tomate
(GREENLEAF; KREMEN, 2006; DOS SANTOS; ROSALINO; BEGO, 2009), pepino



(DOS SANTOS; ROSALINO; BEGO, 2008), pimentdo (SARMENTO et al., 2005),
maracuja-amarelo (FREITAS; OLIVEIRA FILHO, 2003; YAMAMOTO et al., 2012),
pimenta (PUTRA; PERMANA; KINASIH, 2014), mini-melancia (BOMFIM et al., 2013)
e melao (SILVA et al., 2015).

Dentre as espécies de abelhas sociais importantes para a polinizagdo de
espécies vegetais silvestres e cultivadas, se destacam a espécie exdética A. mellifera,
conhecida no Brasil como abelhas africanizadas (IMPERATRIZ-FONSECA, 2004,
SINGH et al., 2014), assim como os meliponineos, conhecidos como abelhas sem
ferrdo contribuem com a polinizacédo e relatada por varios autores (ROUBIK, 1995;
MENEZES-PEDRO, 2000; NASCIMENTO et al. 2011; NASCIMENTO et al., 2012).
As abelhas sem ferrdo sdo responsaveis por desenvolver um papel chave para a
manutencdo e conservacdo dos ecossistemas, representando 30% a 90% da
reproducdo sexual nas florestas tropicais através de polinizacdo e fecundacéo
cruzada das plantas (BAKER; HURD, 1968; KERR et al., 1994; JAFFE et al., 2015).
Essas abelhas sédo polinizadores importantes promovendo visitas efetivas as flores,
capazes de gerar frutos e sementes (ALVES-DOS-SANTOS et al., 2016),
contribuindo para o tamanho do fruto e no numero de sementes (VIANA et al., 2014),
aumentando a produtividade e o rendimento das culturas (BAKER; HURD, 1968;
GARIBALDI et al., 2013).

O papel dessas abelhas é especialmente valorado devido a polinizacdo da
flora com implicacdes para a conservacdo ambiental nas regides tropicais (RADER
et al., 2013), tornando a diversidade biologica dependente da coexisténcia das

abelhas nativas para a conservacédo (ATHAYDE et al., 2016).

Importancia da meliponicultura: criagdo de abelhas sociais sem ferréo

(Meliponini)

A criacdo de abelhas teve inicio com povos indigenas latino-americanos
como parte de sua cultura, as abelhas nativas eram importantes elementos culturais
desses povos (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006). Os indios Kayapos do Brasil
que viviam na Amazobnia utilizavam cerume e mel nos rituais religiosos, também
como produtos medicinais e alimento. Eles tinham o conhecimento sobre

comportamento, classificacdo taxonémica e habitos de nidificacdo dessas abelhas


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-204X2016000500422&script=sci_arttext#B58

(CAMARGO; POSEY, 1990). A criagcdo € conhecida desde o ano de 1.500 DC e se
intensificou nas ultimas décadas, quando recebeu o0 nome de Meliponicultura.

Esta atividade é tradicional, especialmente nas regides Norte e Nordeste do
Brasil, onde os produtos das colonias sdo muito apreciados, especialmente o mel
(NOGUEIRA NETO, 1997; EVANGELISTA-RODRIGUES et al., 2008; SOUZA et al.,
2009), embora possa ser desenvolvida em toda a extensdo territorial do Brasil,
devido a riqueza de seus ecossistemas e a abundancia de recursos florais
(VENTURIERI, 2008). Os principais produtos das colonias explorados na
Meliponicultura sdo o mel, o sambura (polen), a cera e a geopropolis (NOGUEIRA
NETO, 1970; KERR et al., 1996; CARVALHO et al., 2003; SOUZA et al., 2011).

InovacBes nas técnicas de manejo de colonias, especialmente relacionadas
com o padrdo de caixa e o método de divisdo para multiplicacdo dos enxames,
proporcionaram um aumento do nimero de criadores em todo o territério nacional,
principalmente pelo apelo ambiental, com acdes sustentaveis e geracdo de renda
junto a agricultura de economia familiar (CARVALHO et al.,, 2006; SOUZA et al.,
2008; ALVES et al., 2016).

Devido aos avangos supracitados, a Meliponicultura encontra-se em
expansdo, buscando melhorias na producdo e na geracdo de produtos com
qualidade e quantidade para atender as exigéncias de mercado (CARVALHO et al.,
2013; OLIVEIRA et al.,, 2013). O incremento da criacdo racional dessas abelhas
possibilita a exploracdo econdmica de seus produtos, surgindo como uma fonte
alternativa de renda aos produtores rurais. Entender aspectos da bioecologia das
abelhas é fundamental para orientar as técnicas de manejo empregadas a sua
producdo (SOUZA et al., 2009).

Organismos estudados

Entre os géneros que compdem a Tribo Meliponini, Scaptotrigona Moure
(1942) é composto por mais de 22 espécies, dente estas nove espécies foram
registradas no Brasil (MOURE et al., 2007; MENEZES-PEDRO et al., 2014) O
género Scaptotrigona esta distribuido em varios paises da América Latina, como
Brasil, Bolivia, Peru, México. No Brasil, representantes desse género sao
amplamente distribuidos (CAMARGO; PEDRO, 2013), sendo que varias espécies
sao de interesse econdmico (NOGUEIRA NETO, 1997).



Scaptotrigona xanthotricha Moure, 1950 esta distribuida no Brasil, registrada
nos estados da Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Santa
Catarina e Sado Paulo (CAMARGO; PEDRO, 2013). Essa espécie foi considerada
uma subespécie de S. postica MOURE, 1950 e também é conhecida por tubi,
abelha-fedente, mandaguari-amarelo, trombeta, tujumirim e mandagoatri.

Espécies de Scaptotrigona sdo de porte médio e se destacam pelo numero
de individuos por coldnias, podendo atingir 50.000 individuos (NOGUEIRA NETO,
1997). Populacdes deste porte acabam necessitando de uma area de forrageamento
diversificada em busca de recursos (ROUBIK, 1995), limitada pelo seu raio de voo.
No cenario com modificagdes do ambiente natural devido aos desmatamentos, as
abelhas buscam alimentos em areas cultivadas, onde ficam mais expostas a
diferentes formas de contaminac&o por produtos fitossanitarios (DE LA RUA et al.,
2009).

Outro género importante € o Nannotrigona Cockerell, 1922, cuja espécie
mais conhecida é N. testaceicornis. Essa abelha possui habito de nidificagcdo em
arvores, troncos e rochas, e € popularmente conhecido como irai. A entrada de suas
colénias € formada por um tubo de cera, que é fechado a noite para evitar
predadores. A populacdo colonial gira em torno de 2.000 a 3.000 individuos
(LINDAUER; KERR, 1960; MICHENER, 1974). Esta espécie esta distribuida em trés
paises Argentina, Paraguai e Brasil, registrada nos estados da Bahia, Espirito Santo,
Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio Grande do Sul, Rio de
Janeiro, Santa Catarina e Sao Paulo (CAMARGO; PEDRO, 2013).

Vulnerabilidade das populagfes de abelhas e praticas agricolas ndo-amigéveis

aos polinizadores e a0 meio ambiente

As populacdes de polinizadores estdo em declinio (POTTS et al., 2010),
apesar da sua importancia global. Na ultima década as popula¢des de abelhas
meliferas vém sofrendo acentuadas perdas em diferentes regides do mundo (van
ENGELSDORP et al., 2008; van ENGELSDORP; MEIXNER, 2010; LEE et al., 2015).
Considerando o papel estratégico na producédo de frutas e sementes e no equilibrio
dentro das comunidades naturais, essa preocupacdo vem sendo debatida ha algum
tempo (BIESMEIJER et al., 2006), resultando na Iniciativa Internacional de

Polinizadores pela Convencao Bioldgica da Diversidade e em programas como a



Iniciativa Brasileira dos Polinizadores (IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2007). O
declinio nas populacdes de abelhas e outros polinizadores em todo mundo pode
limitar a produc&o agricola devido ao déficit de polinizacéo (VAISSIERE et al., 2011).

Mesmo para as espécies de abelhas manejaveis, como A. mellifera, a
criagdo em termos do numero de col6nias cresceu lentamente, quando comparado
com a necessidade dos servigcos de polinizacédo (AIZEN et al., 2009). Essa espécie é
uma das mais importantes para a manutencdo da produtividade de culturas de
interesse econémico (SOUTHWICK, 1994; ALLSOPP et. al., 2008).

Muitas causas sao apontadas para o declinio dos polinizadores, como
resultado da interacdo de inimeros fatores promotores de estresse, dentre as quais
podem ser citadas a degradacdo do habitat, adocdo de praticas agricolas pouco
conservacionistas, reducdo da cobertura vegetal resultante do desmatamento e da
fragmentacao (FREITAS; PINHEIRO, 2010; POTTS et al., 2010; LIMA-VERDE et al.,
2014; GOULSON et al.,, 2015). Além disso, a expansdo da fronteira agricola,
associada ao uso indiscriminado de produtos fitossanitarios, pode contribuir para um
enfraquecimento das colbnias, proporcionando condi¢cdes de facilitacdo para que
patbgenos e pragas oportunistas atuem, ocasionando danos severos nas abelhas
(FREITAS et al., 2009; RECH et al., 2014). Portanto, a populacdo de abelhas esta
em declinio, provavelmente, devido aos efeitos da combinacdo de fatores como a
perda de habitat, patdgenos e exposicdo aos produtos fitossanitarios e outros
xenobioticos (GALLAI et al., 2009; TOME et al., 2012; van der SLUIJS et al., 2013;
LIMA-VERDE et al., 2014, COSTA et al, 2014; GOULSON; HUGHES, 2015;
GOULSON et al., 2015; GARIBALDI et al., 2015).

Certas praticas agricolas sdo extremamente prejudiciais as espécies de
abelhas que nidificam em cavidades no solo, em barrancos, em arvores, entre
outros, uma vez que a limpeza da area para instalacdo dos cultivos removem
galhos, troncos e destroem barrancos que sao utilizados para nidificacdo (FREITAS
et al., 2009; RECH et al., 2014; MONTERO-CASTANO et al., 2016). Além disso,
espécies de plantas que surgem as margens dos cultivos, descritas como plantas
espontaneas e consideradas indesejaveis, sdo comumente eliminadas das areas de
cultivos (GOULSON et al., 2008), reduzindo a disponibilidade de recursos troficos
para as espécies de polinizadores em escala local (WINFREE et al., 2009;
CARVALHEIRO et al., 2012). O uso inadequado de produtos fitossanitarios constitui

uma das praticas agricolas altamente negativas sobre os polinizadores, pois afeta a



diversidade, abundéancia e a eficiéncia dos servigos de polinizagéo (LIMA; ROCHA,
2012, PINHEIRO; FREITAS, 2010). Durante a aplicacdo desses produtos a
contaminacdo nao afeta apenas as culturas, mas também as plantas espontaneas e
outras plantas do entorno, causadas pela deriva dos produtos provocada pelo vento
(PINHEIRO; FREITAS, 2010).

Estudos demostraram os riscos da aplicacdo indiscriminada dos produtos
fitossanitarios e seus danos irreparaveis sobre a fauna de polinizadores, em especial
as abelhas (BLACQUIERE et al., 2012; HENRY et al.,, 2012; GILL; RAMOS-
RODRIGUEZ; RAINE, 2012), o que poderia estar relacionado ao surgimento do
fenbmeno denominado Colony Colapse Desorder (CCD) em A. mellifera (van
ENGELSDORP et al., 2009; FREITAS; PINHEIRO, 2010; PINHEIRO; FREITAS,
2010; NOCELLI et al., 2012; van der VALK et al., 2012). A reducéo das colbnias de
A. mellifera devido ao CCD coloca em risco a polinizacéo e a producédo de produtos
apicolas como mel, cera, propolis e geleia real (BARTH, 2004; MATOS et al., 2014).

Mullin et al. (2010) encontraram residuos de 121 produtos fitossanitarios e
metabdlitos presentes no polen e cera de A. mellifera, sendo que muitos desses
produtos podem ser bioacumulativos e podem estar relacionados com efeitos letas e
subletais nas abelhas e consequentemente interferindo no desenvolvimento e na
sobrevivéncia da colénia. No Brasil, o uso de produtos fitossanitarios esteve
relacionado a perda de mais de cinco mil colénias de abelhas africanizadas
(NOCELLI et al., 2012).

Entre os inseticidas sintéticos de uso agricola mais utilizado na atualidade,
alguns grupos séo bastante conhecidos por causarem danos as abelhas, como os
organoclorados, que alteram o fluxo normal dos ions sodio e potassio nos neurbnios
(FREITAS; PINHEIRO, 2010). Inseticidas organosfosforados, que afetam o sistema
nervoso promovendo uma excitacdo, pois inibem a acdo da enzima
acetilcolinesterase a qual é responsavel pela quebra da acetilcolina, portanto os
impulsos nervosos sao transmitidos continuamente, afetando o sistema neuromotor,
promovendo tremores, bater de asas, regurgitacdo e paralisia parcial (REIGART;
ROBERTS, 1999; RIEDL et al., 2006; SILVA et al., 2015).

Novas moléculas também tém sido utilizadas em produtos sintéticos como
acaricidas, sendo a benzoilacetonitrila, cujo mecanismo de agdo € por contato,
sendo considerado produto perigoso ao meio ambiente (LIMA et al., 2016). Extratos

e Oleos também podem ser usados como inseticidas no controle de pragas e



doengas, afetando organismos ndo alvos. Um exemplo é a utilizagdo do Oleo
extraido das sementes da arvore de neem (Azadirachta indica A. Juss) cujo principio
ativo (azadiractina) pode ser toxica as abelhas (BARRETO et al., 2012; SINGH et al.,
2015). A azadiractina pertence ao grupo quimico tetranortriterpendide, pouco
estudado diante de sua suposta atividade ser menos impactante, pois a sua
degradacédo é mais rapida quando exposta a fatores ambientais como temperatura,
umidade e luminosidade (TSUZUKI et al., 2000; MATOS NETO et al., 2004).

Embora o aumento das taxas de mortalidade em abelhas tenha como uma
das principais causas a intoxicacado por inseticidas (JOHNSON et al., 2010), as
aplicacoes de herbicidas também afetam os polinizadores de forma direta e indireta
(JOHANSEN et al., 1990). Além disso, o solo contaminado por herbicidas pode
exercer um efeito negativo sobre as espécies de abelhas que nidificam no solo
(FREITAS et al., 2009; ALVES-DOS-SANTOS et al., 2014).

O produto fitossanitario com maior representacdo na agricultura mundial € o
grupo de inseticidas conhecido por neonicotindides, devido a sua grande eficiéncia
no combate aos insetos praga. Esses inseticidas neonicotinoides tem acdo no
impulso nervoso atuando como um composto neurotdxico. Esses compostos estdo
sendo substituidos por organofosforados e metilcarbamatos, em funcéo da elevada
toxicidade (SILVA et al., 2015) aos humanos e a reducédo da eficiéncia no controle
de pragas (TOMIZAWA; CASIDA, 2003; FREITAS; PINHEIRO, 2010; NOCELLI et
al., 2012).

Os neonicotinoides impactam iniumeros aspectos do comportamento e
fisiologia das abelhas (BLACQUIERE et al., 2012; KRUPKE et al., 2012; ROSSI et
al., 2013; CATAE et al., 2014). Sao inseticidas sistémicos, podendo ser absorvidos e
transportados por meio do sistema vascular das plantas, mantendo suas
propriedades toxicas nos tecidos vegetais por anos (KRUPKE et al., 2012; LIMA et
al., 2016), contaminando secrecdes extraflorais (MIZELL, 2001) e a gutacgéo
secretada pelas plantas (GIROLAMI et al., 2009). Os neonicotinoides sdo compostos
sintéticos a base de nicotina que afetam o sistema nervoso bloqueando o receptor
de acetilcolina, comumente usados como inseticidas no controle de pragas em
folhas e sementes. No entanto, podem atuar de forma sistémica nos tecidos nas
plantas, podendo estar presente em exsudados florais (néctar e pélen), atingindo
insetos nao alvo como as abelhas (CHAUZAT et al., 2006; GALLAI et al., 2009;
GIROLAMI et al., 2009).



A acdo sistémica de determinados inseticidas, como os neonicotindides, faz
com que residuos sejam acumulados e detectados no poélen e no néctar
provenientes de flores (DIVELY; KAMEL, 2012; STONER; EITZER, 2012; KASIOTIS
et al., 2014; YANEZ et al., 2013; BARBOSA et al., 2015), no mel e no polen
armazenado nas colonias (BERNAL et al., 2010; KAMEL, 2010; TANNER;
CZERWENKA, 2011; KRUPKE et al., 2012, POHOREKA et al., 2012; GIROUD et al.,
2013; KASIOTIS et al., 2014; PARADIS et al.,, 2014), nas cargas de podlen
transportadas pelas abelhas (CHAUZAT et al., 2006) e em favos de cria no interior
das colonias (WU et al, 2011). Como consequéncia, as abelhas podem
experimentar a exposicdo crbnica, ao longo de extensos periodos, principalmente
por meio de doses subletais presentes no pélen, néctar e outras secrecdes vegetais
coletadas pelas forrageadoras (BLACQUIERE et al., 2012; RUNDLOF et al., 2015).

Dessa forma, existem vérias possibilidades quanto as rotas de exposicao
das abelhas aos inseticidas, sendo que a ingestao parece ser o principal veiculo de
contato entre inseticidas sistémicos e as abelhas (RORTAIS et al.,, 2005;
BLACQUIERE et al., 2012). Abelhas forrageiras sdo expostas por contato aos
produtos na superficie de plantas contaminadas durante a colheita de poélen e néctar
ou podem ingerir néctar de plantas originadas de sementes revestidas com
inseticidas (CHAUZAT et al., 2006; GIROLAMI et al., 2009).

Para a maioria dos produtos fitossanitarios em uso no Brasil ha necessidade
de se analisar os efeitos em campo, além do real efeito das doses subletais
comumente testadas em laboratério, de forma a verificar se estes valores séo sub ou
superestimados (WHITEHORN et al. 2012; CARRECK; RATNIEKS, 2014).

Considerando a diversidade de espécies de abelhas que existem no Brasil,
especialmente aquelas passiveis de serem manejadas, como as abelhas sociais
sem ferrdo, ainda faltam estudos basicos em laboratério para inferir sobre os efeitos

desses produtos nessas abelhas.

Efeito de produtos fitossanitarios nas abelhas

Os efeitos dos produtos fitossanitarios nas abelhas podem néo ser
imediatamente notados, induzindo mudancas comportamentais ou desorientacao,
relacionada, muito vezes, com a aprendizagem e a memoria (van ENGELSDORP;
MEIXNER, 2010).



Alguns mecanismos comportamentais aumentam a capacidade dos insetos
evitarem o contato com substancias toxicas, através da capacidade de fuga apos a
deteccdo das substancias irritantes ou repelentes (BECKEL et al., 2004; TOME et
al., 2012). Assim, coletar dados comportamentais dos insetos em contato com
inseticidas é importante na escolha de produtos seletivos, uma vez que substancias
inseticidas podem acumular nos o0rgdos e causar alteracdes morfologicas e
estruturais em organismos ndo alvo (ROSSI et al.,, 2013; CATAE et al., 2014).
Produtos seletivos a espécies ndo alvo podem ser importantes no conjunto de
medidas a serem tomadas no MIP (Manejo Integrado de Pragas) (YAMAMOTO,;
BASSANEZI, 2003; CONTE; CORREA-FERREIRA, 2014).

Estudos morfolégicos das abelhas afetadas por exposicdo a inseticidas séo
importantes na avaliagdo do risco eco-toxicologico de determinada substancia.
Alteracdes apOs a exposicao aos inseticidas quimicos podem ocorrer no cérebro
(TOME et al., 2012), no intestino (GONCALVES et al., 2014) e nos tabulos de
Malpighi (CATAE et al., 2014). A avaliacdo da morfologia dos mesmos pode revelar
alteracdes ultra-estruturais induzidas por agentes tdxicos (ROSSI et al.,, 2013;
OLIVEIRA et al., 2014).

Belzunces et al. (2012) relataram os efeitos de produtos fitossanitarios no
sistema nervoso das abelhas, impactando as fun¢gBes cognitivas como
aprendizagem e memoria, habituacdo, olfato, gustacdo, navegacdo e orientacao.
Esses autores também observaram alteracbes no comportamento de forrageamento
e nas funcdes fisiologicas, incluindo termorregulacdo e atividade muscular.

As consequéncias da exposicdo das abelhas a esses produtos séo
geralmente investigadas em testes toxicolégicos e estudos de avaliagdo de riscos
(JOHNSON, 2015; GUEDES et al., 2016). A maneira classica para avaliar o efeito
letal de um inseticida € por meio da determinacéo da toxicidade aguda medida pela
Dose Letal (DLsp), ou seja, a dose capaz de induzir 50% de mortalidade em animais
testados, ou pela Concentracdo Letal (CLsp), que é a concentracdo capaz de induzir
a mortalidade de 50% da populacéo testada (DEVILLERS, 2002).

Enquanto o efeito letal é facilmente determinado, outros efeitos mais sutis,
causados por subdoses e relacionados, por exemplo, com a fisiologia ou
comportamento das abelhas, como paralisia, desorientagdo ou mudancas

comportamentais, sdo menos detectaveis, mas podem afetar toda a populacéo
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(PHAM-DELEGUE et al., 2002; VAN ENGELSDORP; MEIXNER, 2010; HENRY et
al., 2012; LIMA; ROCHA, 2012; SCHNEIDER, 2012).

O efeito letal é imediato, enquanto que os efeitos subletais geralmente séao
apontados como os principais problemas. Apesar de ndo causarem a morte imediata
das abelhas e consequentemente das suas colbnias, podem afetar seu sistema
sensorial e neuromotor, comprometendo a atividade das mesmas, levando-as com o
tempo a morte (INGRAM et al., 2015). Portanto, os efeitos subletais, apesar de
serem dificeis de identificar, impactam tanto quanto os efeitos letais, mais facilmente
detectaveis (FREITAS; PINHEIRO, 2010).

Pham-Delegue et al. (2002) e Henry et al. (2012) detalharam diversos
estudos comportamentais em abelhas para avaliar os efeitos de doses subletais de
inseticidas, como o monitoramento de atividade de abelhas na entrada da colbnia e
comportamento de orientacéo realizado pela analise do voo de retorno de uma fonte
artificial de alimento para a colénia. Por exemplo, diversas alteracdes
comportamentais tém sido relatadas em A. mellifera expostas a diversas
concentracfes de Imidacloprid, tais como: mudancas na atividade de forrageio e
coleta de alimento (COLIN; LE CONT; VERMANDERE, 2001) e perda de
comunicacdo da localizacdo da fonte alimentar e orientagcdo no voo de retorno ao
ninho (DECOURTYE et al., 2001).

De uma maneira geral, os poucos trabalhos realizados com meliponineos
revelam que essas abelhas sdo muito susceptiveis a acdo dos produtos
fitossanitarios. Valdovinos Nufies et al. (2009) em estudo comparativo da toxicidade
de inseticidas por aplicacdo topica para Melipona beecheii, Trigona nigra e
Nannotrigona perilampoides mostraram que operarias mais jovens foram mais
sensiveis que as forrageiras nas trés espécies. Lourenco et al. (2012) relataram que
Melipona scutellaris foi mais afetada do que A. mellifera quando submetidas a uma
dieta contaminada por fipronil. Soares et al. (2015) relatam uma maior sensibilidade
de Scaptotrigona postica ao neonicotindide quando comparada com A. mellifera.

Segundo Xavier et al. (2010), para T. angustula e N. testaceicornis, 0 uso de
inseticidas botanicos mostrou-se ser de baixa toxidade. Contudo, Jacobson (1989)
relata os efeitos subletais da Azadiractina em insetos como acao repelente, inibicao
da atividade de alimentacdo e toxidade promovendo disturbios de crescimento e

esterilidade.
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Singh et al. (2015) a azadiractina por via de contato e ingestdo sobre
Tetragonula iridipennis mostrou ter efeito letal, no entanto o seu efeito ndo é
imediato como a maioria dos inseticidas sintéticos.

Ao avaliar o efeito de Imidaclopride sobre Melipona quadrifasciata
anthidioides, Tomé et al., (2012) sugerem que as abelhas sem ferrdo, devem ser
alvo de estudos sobre o impacto de produtos fitossanitarios, ndo sé por causa da
sua importancia econémica e ecoldgica, mas também pela vulnerabilidade a estes

produtos

Objetivos

Neste cenario, e considerando que as espécies de abelhas sem ferrdo séo
importantes polinizadores que podem ser expostas aos produtos fitossanitarios
aplicados nas areas de cultivo durante o processo de forrageamento, este trabalho
teve por objetivos avaliar os efeitos da exposi¢cédo das abelhas S. xanthotricha e N.
testaceicornis aos produtos fitossanitarios ciflumetofem, difenoconazol, azadiractina,
glifosato e clorpirifés. Os objetivos especificos foram:

a) Avaliar a mortalidade e os efeitos da exposicdo de operarias de S.
xanthotricha & dose maxima comercial recomendada de agrotoxicos.

b) Avaliar a mortalidade e os efeitos da exposicdo de operarias de N.
testaceicornis a dose maxima comercial recomendada de agrotoxicos

c) Avaliar a velocidade média e quantificar a proteina total de S. xanthotricha

e N. testaceicornis quando exposta a agrotoxicos.
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ARTIGO 1

EFEITO DA EXPOSIC}AO DE
Scaptotrigona xanthotricha MOURE, 1950
(HYMENOPTERA: APIDAE)

A AGROTOXICOS

'Artigo a ser ajustado para posterior submissdo ao Comité Editorial do periddico cientifico
Sociobiology, em versao na lingua inglesa.
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EFEITO DA EXPOSICAO DE Scaptotrigona xanthotricha MOURE, 1950
(HYMENOPTERA: APIDAE) A AGROTOXICOS.

Resumo: Ao forragear as abelhas sdo expostas as superficies das plantas, como
suas flores que podem estar contaminados por produtos fitossanitarios, que podem
afetar sua sobrevivéncia. O objetivo desse trabalho foi analisar o efeito da exposi¢cao
de Scaptotrigona xanthotricha aos produtos fitossanitarios. Avaliou-se a proporcéo
de abelhas mortas, assim como a presenca de efeitos subletais nas operarias
submetidas as doses recomendadas para controlar determinas pragas. Nos
experimentos, utilizamos o0s produtos fitossanitarios azadiractina, glifosato,
clorpirifés, ciflumetofem e difenoconazol, por vias de contato, ingestdo e aplicacdo
topica. Todos os produtos testados se mostraram téxicos para as abelhas quanto
aos efeitos subletais. Quantos aos efeitos letais, o clorpirifés teve a maior toxicidade
promovendo uma mortalidade de 100% das abelhas em até 3 horas apos a
exposicdo. A Azadiractina também teve alta toxicidade causando uma mortalidade
de 50% das abelhas em até 12 horas ap0s a exposi¢ao. O clorpirifés e azadiractina
apresentaram efeito letal, contudo os demais produtos aprestaram efeitos subletais

severos, possiveis de comprometer o desenvolvimento da colbnia.

Palavras-chave: toxicidade, efeito letal, abelhas sem ferrdo, Meliponini, inseticidas.
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ANALYSIS OF THE EFFECT OF THE EXPOSURE OF Scaptotrigona
xanthotricha MOURE, 1950 (HYMENOPTERA: APIDAE) TO PHYTOSANITARY
PRODUCTS.

Abstract: When foraging bees are exposed the surfaces of plants, such as their
flowers that may be contaminated by phytosanitary products, which may affect their
survival. The objective of this work was to analyze the effect of exposure of
Scaptotrigona xanthotricha to phytosanitary products. It was evaluated the
proportion of dead bees, as well as the presence of sublethal effects in the workers
submitted to the doses recommended to control certain pests. In the experiments,
we used the phytosanitary products azadirachtin, glyphosate, chlorpyrifos,
cyflumetofen and difenoconazole, by means of contact, ingestion and topical
application. All tested products are toxic to bees for sublethal effects. As for lethal
effects, chlorpyrifos had the highest toxicity promoting a 100% mortality of bees
within 3 hours after exposure. Azadirachtin also had high toxicity causing a 50%
mortality of the bees within 12 hours after exposure. Chlorpyrifos and azadirachtin
had a lethal effect, but the other products had severe sublethal effects, which could

compromise colony development.

Key words: toxicity, lethal effect, stingless bees, Meliponini, insecticides.
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INTRODUCAO

Cerca de 300.000 espécies vegetais necessitam de polinizacdo (OLLERTON
et al, 2011), sendo que as abelhas sdo os agentes polinizadores de maior
importancia para indmeras dessas espécies de plantas nativas e cultivadas
(ROUBIK, 1995; SLAA et al.,, 2006). As abelhas sdo responsaveis por 42% da
polinizacdo das maiores lavouras comerciais no mundo (KLEIN et al., 2007).
Giannini et al. (2015) destacaram que o valor da polinizagdo de culturas no Brasil
pode atingir 45 milhdes de délares por ano. As abelhas da tribo Meliponini vém
sendo empregadas com sucesso na polinizacdo de culturas como meldo (SANTOS
et al., 2008), guarana (KRUNG, 2014), tomate (DEL SARTO et al., 2005) pimentdo
(CRUZ et al., 2005), morango (ANTUNES et al., 2007) e citros (RIBEIRO, 2017). Por
serem polinizadores efetivos (ALVES-DOS-SANTOS et al.,, 2016), essas abelhas
também sdo importantes na polinizacdo de inUmeras espécies de plantas, dentre
elas as nativas (MACIEIRA; PRONI, 2004; BAKER; HURD, 1968), e cultivadas
(HEARD, 1999).

Os servicos de polinizacdo e a manutencéo das populacdes de polinizadores
estdo ameacados devido a degradacdo dos habitats, juntamente com o uso de
agrotoxicos, acao de agentes patdgenos, parasitas e a intensificacdo da agricultura,
esses fatos sdo tidos como as causas do declinio das populacdes de abelhas
(PIRES et al., 2016; CARVALHO; DEL LAMA, 2015; FREITAS et al. 2009). A
contaminacdo por produtos fitossanitarios € uma das principais causas do declinio
dos polinizadores, interferindo diretamente na conservagdo de insetos e plantas,
uma vez que sem a polinizacdo ndo ha producdo de sementes (CALDERONE,
2012).

As abelhas ao forragear sdo expostas a superficie de plantas e a recursos
florais que podem estar contaminados com produtos fitossanitarios (CHAUZAT et al.,
2006; GIROLAMI et al., 2009). Nesse processo, elas podem ser intoxicadas por
diferentes vias de contaminac&o, com consequéncias diretas aos individuos adultos
e a colénia (GUEDES et al, 2016), ou indiretas, com interferéncias no
comportamento dos individuos (BARBOSA et al, 2015a; JOHNSON, 2015;
FREITAS et al. (2010). As abelhas sem ferrdo devem ser inclusas em testes de

seletividade de produtos fitossanitarios uma vez que estas se mostraram mais
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vulneraveis do que as abelhas do género Apis (DECOURTYE et al. 2013 ; ARENA;
SGOLASTRA 2014, TOME et al. 2015; LIMA et al., 2016 ).

As espécies de Scaptotrigona sdo consideradas importantes visitantes florais
(RAMALHO et al., 1990; GRAJALES-CONESA et al., 2012; PADILLA VARGAS et
al., 2014) tendo a polinizacdo agricola destacada por RAMALHO et al., (1990),
apresentam numero elevado de operarias, capazes de realizar inUmeros voos na
busca de alimento (NOGUEIRA-NETO, 1970; PADILLA VARGAS et al., 2014), sao
responsaveis pelo acréscimo da producao diante da polinizacdo de espécies como
morango (ROSELINO et al., 2009; MAETA et al., 1992), pepino (ROSELINO et al.,
2010; DOS SANTOS, ROSELINO; BEGO, 2008), mini melancia (BOMFIM et al.,
2013). Durante estas atividades externas ao ninho para buscar recursos florais,
ficam expostas a produtos fitossanitarios (SOARES et al., 2015).

Moraes et al. (2000) relataram a vulnerabilidade de Scaptotrigona tubiba,
aos agrotoxicos deltametrina, triclorfom e malatiom quando exposta portanto via de
superficie contaminada quanto por via de aplicacéo tépica, assim como Dorneles et
al. (2017) relatam a toxicidade de formete e clorpirifés sobre Scaptotrigona
bipunctata por via de contato e ingestdo. Tomé et al. (2015) relataram a
vulnerabilidade S. xanthotricha, por via de contato e oral, para os inseticidas
azadiractina, espinosade, clorantraniliprole, imidaclopride. Contudo-poucos trabalhos
que relataram a toxicidade de produtos fitossanitarios sobre S. xanthotricha Moure,
1950, espécie que tem ampla distribuicdo no Brasil nos estados da Bahia, Espirito
Santo, Minas Gerais, Parand, Rio de Janeiro, Santa Catarina e Sao Paulo
(MENEZES-PEDRO et al., 2014).

O objetivo desse trabalho foi analisar os efeitos e possiveis disturbios
comportamentais da exposi¢cdo de S. xanthotricha aos produtos fitossanitarios
recomendados para controle de algumas pragas agricolas. Especificamente avaliou-
se o efeito letal e subletal sobre as operarias quando submetidas a azadiractina,
glifosato, clorpirifés, ciflumetofem e difenoconazol, por vias de contato, ingestdo e

aplicacao topica.
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MATERIAL E METODOS

Discos de crias de Scaptotrigona xanthotricha Moure, 1950 com adultos
prestes a emergir foram coletados de colbnias instaladas em caixas modelo INPA no
meliponario do Grupo de Pesquisa Insecta do CCAAB/UFRB em Cruz das Almas -
BA (12°39'20” W e 39°07°23” S, altitude 220 m) e posteriormente estes discos foram
utilizados para formagédo de uma colmeia em laboratorio, com abertura para a area
externa. Quando as operarias atingiram a idade de 40 dias foram coletadas na saida
da colbnia para montagem dos experimentos, garantindo assim uma padronizacao
da idade dos individuos.

Os bioensaios foram realizados com os produtos azadiractina, glifosato,
clorpirifés, ciflumetofem, difenoconazol para testar os efeitos sobre operarias de S.
xanthotricha. Para os bioensaios foram confeccionadas gaiolas plasticas (100 mm
de didametro x 100 mm de altura) com duas perfuracdes laterais para encaixe de
microtubos, um contendo agua e outro uma solucao de sacarose a 50% (Figura 1 A).
A gaiola foi fechada com placas de Petri nas partes superior e inferior, com duas
perfuracdes laterais de 27 mm recobertas com tela malha 14 fio 0.30mm em acgo
favorecendo a ventilagdo (Figura 1 B). Cada gaiola foi considerada uma repeti¢éo e

foram utilizadas 10 abelhas.

Figura 1. Gaiolas contendo operarias de Scaptotrigona xanthotricha com 40 dia de
idade, com base e tampa fechadas com placas de Petri e microtubos com agua e

alimento.

Utilizou-se os seguintes métodos:
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a) Por ingestéo - a diluicdo recomendada de cada produto foi adicionada solugéo de
sacarose a 50%, homogeneizado com bastédo de vidro em Becker, e disponibilizado
em microtubos de 2ml para as abelhas no interior das gaiolas por 96 horas;

b) Por contato (Superficie contaminada) - a aplicacdo do produto foi realizada
diretamente sobre placas de Petri, por meio de uma torre de pulverizagdo, na
dosagem recomendada. ApOGs duas horas e meia de secagem em temperatura
ambiente, as placas de Petri foram utilizadas na base das gaiolas.

c) Aplicacao topica - os produtos nas dosagens recomendadas foram aplicados, por
meio da torre de pulverizagdo, diretamente sobre as abelhas, previamente
anestesiadas no congelador a -4 °C por 3 minutos.

Foi estabelecido um tratamento controle sem os produtos fitossanitarios
utilizando apenas mel (procedimento “a@”) e apenas agua na pulverizagédo
(procedimento “b” e “c”). Todos os tratamentos foram mantidos em camara tipo
B.O.D. com temperatura (28+5°C) e umidade relativa (70+5%) controladas. A
mortalidade das operarias de S. xanthotricha foram registradas nos intervalos de
uma, duas, trés, quatro, cinco, seis, nove, 12, 15, 18, 21, 24, 30, 36, 42, 48, 60, 72 e
96 horas apdés a exposicao aos produtos testados (CARVALHO et al., 2009).

Os efeitos subletais foram avaliados através da observacdo das operarias,
com registro das alterac6es de comportamento, como incapacidade de voo, letargia,
tremores, agitacdo, paralisia, repeléncia da superficie e falta de atratividade pelo
alimento (CARVALHO et al., 2009; INGRAM et al., 2015).

Anélise estatistica

Para avaliagdo da taxa de sobrevivéncia das abelhas foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado, no qual foram usados cinco produtos
fitossanitarios (Tabela 1), um controle e trés tipos de exposicdo, totalizando 18
tratamentos e cinco repeticbes. Os dados foram submetidos & analise de
sobrevivéncia, usando pacote Survival e submetidos a analise estatistica no
software R® (2015). Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier foram geradas para
determinar a proporcédo de abelhas sobreviventes em cada intervalo de tempo apo6s
a aplicacdo de produtos fitossanitarios, por via ingestdo, por contato via superficie
contaminada e por contato via topica. O teste de Log Rank foi usado para testar a

hipétese nula de que as curvas de Kaplan-Meier foram idénticas.
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Tabela 1. Principio ativo, classificacdo toxicolégica, dosagens maximas
recomendadas pelo fabricante (DMR), organismo alvo e grupo quimico de produtos

fitossanitarios testados.

Principio e 1 Organismo Grupo
Ativo Classificagdo DMR Alvo® Quimico

Azadiractina Inseticida 250 mL/100L  Diaphorinacitri - Tetranortriterpendide

: - Cyperus . -
Glifosato Herbicida 1,0 L/200L sesquiflorus Glicina Substituida

Orthezia
Clorpirifos Inseticida 100 mL/100L praelonga Organofosforado
Brevipalpus

Ciflumetofem Acaricida 40 mL/100L phoenicis Benzoilacetonitrila

Colletotrichum

- Triazol
Gloeosporioides

Difenoconazol Fungicida 20 mL/100 L

! em conformidade com o MAPA (2018).

RESULTADOS
Efeito letal

Dentre os produtos testados o clorpirifés foi extremamente toxico para S.
xanthotricha, causando a mortalidade de 100% das abelhas antes das 3 horas de
exposicao, independente do tipo de exposicao.

As abelhas que ingeriram a dieta contaminada com ciflumetofem
azadiractina, difenoconazol e glifosato, apresentaram sobrevivéncia de 100%, 92%,
90% e 76%, respectivamente ap0s 96 horas da exposicdo. As abelhas expostas a
dieta contaminada com ciflumetofem ndo apresentaram mortalidade até as 96 horas
de exposicao, resposta esta similar a testemunha. O glifosato causou a mortalidade
de 24% das abelhas num intervalo de 72 horas ap0s a exposi¢cao aos agrotoxicos. A
azadiractina e o difenoconazol causaram uma mortalidade inferior a 10% das

abelhas, até as 42 horas (Figura 2).
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Figura 2. Curvas de sobrevivéncias tracadas a partir do tempo de exposicéo (horas)
via ingestdo até a morte sobre operarias de Scaptotrigona xanthotricha: rx =1)
Glifosato; rx= 2) Clorpirifés; rx=3) Azadiractina; rx=4) Ciflumetofem; rx=5)
Difenoconazol; rx=6) Controle. As curvas indicam a mediana e o percentil de 95%,

respectivamente.

As abelhas nas quais os agrotoxicos foram aplicados diretamente atraves da
aplicacdo topica com ciflumetofem, glifosato, difenoconazol e azadiractina
apresentaram sobrevivéncia de 98%, 96%, 82%, 50%, respectivamente. A
azadiractina causou uma mortalidade de 50% das abelhas até 12 horas apos a
exposicdo. As abelhas expostas ao ciflumetofem e o difenoconazol apresentaram
mortalidades de 2% e 18% até as 60 horas, respectivamente. O glifosato causou a
mortalidade de 4% das abelhas num intervalo de 21 e 24 horas apds a exposi¢ao

aos agrotoxicos (Figura 3).
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Figura 3. Curvas de sobrevivéncias tracadas a partir do tempo de exposicéo (horas)
via aplicacdo topica tendo contato direto sobre operarias de Scaptotrigona
xanthotricha: rx =1) Glifosato; rx= 2) Clorpirifés; rx=3) Azadiractina; rx=4)
Ciflumetofem; rx=5) Difenoconazol; rx=6) Controle. As curvas indicam a mediana e o
percentil de 95%, respectivamente.

Quando expostas ao contato com superficie contaminada com
difenoconazol, glifosato, ciflumetofem e azadiractina as abelhas apresentaram
sobrevivéncia de 98%, 90%, 82% e 72% respectivamente. O difenoconazol
provocou uma mortalidade de apenas 2% das abelhas até as 96 horas. O glifosato
causou a mortalidade de 10% das abelhas num intervalo de duas a 72 horas apos a
exposicdo aos agrotoxicos. As abelhas expostas a superficie contaminada com
ciflumetofem apresentaram mortalidade de 18% até as 72 horas de exposi¢cdo. A
azadiractina causou uma mortalidade de 28% das abelhas até as 60 apds a

exposicao (Figura 4).
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Figura 4. Curvas de sobrevivéncias tracadas a partir do tempo de exposicéo (horas)
aplicacado toépica via superficie contaminada sobre operarias de Scaptotrigona
xanthotricha: rx =1) Glifosato; rx= 2) Clorpirifés; rx=3) Azadiractina; rx=4)
Ciflumetofem; rx=5) Difenoconazol; rx=6) Controle. As curvas indicam a mediana e o

percentil de 95%, respectivamente.

Efeito subletal

Alteragbes comportamentais foram observadas em todos os tratamentos
exeto no controle, foi realizado um controle para cada tratamento. As abelhas
expostas ao glifosato apresentaram alteracbes comportamentais ao longo das
avaliacbes. As operarias de S. xanthotricha apresentavam comportamentos
divergentes do tratamento controle, como extrema agitacédo, constantes batimentos
de asas e alteragcdes na coordenacdo motora, que impediam que as abelhas se
fixassem na lateral das gaiolas, a partir da primeira hora de avaliacdo, sendo esses
efeitos mais pronunciados quando as abelhas foram expostas a dieta contaminada.
Para o clorpirifés foi detectado que, independente do tipo de exposicao,
apresentaram comportamentos semelhantes, deixando as abelhas extremamente

agitadas, com batimentos constantes de asas, tremores e paralisia. As abelhas
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expostas a azadiractina apresentaram nas primeiras horas de avaliagdo, agitacéo,

autolimpeza e batimentos de asas constantes.

DISCUSSAO

O inseticida clorpirifos foi extremamente toxico, reduzindo 100% a
sobrevivéncia das operérias de S. xanthotricha em todos os meios de exposicao
avaliados. Este agrotoxico é um inseticida do grupo quimico dos organofosforados,
que atua na inibicAo da colinesterase, enzima muito importante para o
funcionamento do sistema nervoso dos insetos. Com a inibicdo dessa enzima, o
sistema nervoso entra em colapso causando tremores constantes, e posteriormente
a morte dos insetos (HEINZOW; ANDERSEN, 2006).

Quanto aos efeitos dos organofosforados em relagdo ao meio de
intoxicacdo, Souza et al. (2013) relataram que o clorpirifos é um dos
organofosforados que apresentaram maior risco de contaminacdo para A. melifera,
especialmente quando entram em contato em até 10 horas ap0s a pulverizacdo das
lavouras. Este agrotéxico também foi extremamente tdxico para as espécies de
abelhas Scaptotrigona bipunctata e Tetragonisca fiebrigi tanto por via de contato
guanto ingestdo (DORNELES et al., 2017).

Nas primeiras horas de avaliacdo, observou-se que as abelhas expostas ao
clorpirifés ficaram extremamente agitadas, apresentaram tremores e efeitos na
coordenacdo motora em todos os meios de exposicdo. Esses resultados foram
similares quando relatados por Falco et al. (2010), que avaliando diferentes doses
de thiamethoxam, neonecotinoide, em mellifera observaram diversos disturbios
comportamentais, pois afeta o sistema nervoso. Estes autores sugerem que as
abelhas apresentam alteragbes como desorientacdo, glossa estendida, pernas
prolongadas, interferindo até na capacidade de regurgitar o alimento. Sabendo que a
maioria dos trabalhos relata como o0s neonecotinoides apresentaram maior
toxicidade para as abelhas, no presente trabalho pode-se observar que um
organofosforado promoveu disturbios comportamentais semelhantes.

Estudos realizados por Carvalho et al. (2009) e Baptista et al. (2009)
enfatizaram que o0s tipos de exposi¢do podem causar mais ou menos toxicidade dos
produtos fitossanitarios sobre as abelhas. Em ambos os trabalhos foi observado que,

em contato com a superficie contaminada por organofosforado, as operarias de A.
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mellifera apresentaram distarbios comportamentais. Conforme Moraes et al. (2000)
triclorfom, deltametrina e malatiom foram considerados altamente toxicos a S. tubiba
por meio de aplicacdes topicas, sendo o malatiom pertencente ao grupo quimico dos
organofosforados. Estes autores ainda afirmaram que a via de contato com a
superficie contaminada é a via de maior exposi¢do dos individuos, pois ao forragear
estes estdo mais vulneraveis entrando em contato com a superficie de uma folha
contendo o produto.

O efeito foi variado conforme o tipo de exposi¢cao ao inseticida azadiractina
sobre as abelhas S. xanthotricha. A taxa de sobrevivéncia das abelhas submetidas a
exposicao por aplicacdo tépica foi menor do que a sobrevivéncia das abelhas
expostas ao contato com a superficie contaminada e a dieta contaminada.
Resultados similares foram obtidos por Cloyd (2004), que verificou que a
azadiractina via aplicacdo topica foi mais letal que por ingestdo em A. mellifera.
Similarmente, Correia-Oliveira et al. (2012) verificaram que o extrato de folhas e
sementes indica podem afetar Trigona spinipes Fabricius, quanto usado por via de
contato. Por outro lado, Amaral et al. (2015) relataram que a taxa de sobrevivéncia
das abelhas A. mellifera foi baixa quando submetidas a dieta contaminada por
azadiractina, porém mudancas ocorrem de acordo com o acréscimo das
concentracfes. Estes autores destacaram que a vulnerabilidade esta relacionada a
idade, quanto mais novas forem as operarias, mais vulneraveis.

Além dos efeitos letais, a azadiractina causou também efeitos no
comportamento das abelhas a partir das primeiras horas de avaliagdo, como
agitacdo, autolimpeza e batimentos constantes de asas. Oliveira et al. (2012)
também observaram que abelhas Trigona spinipes ficaram desorientadas quando
submetidas ao contato com extrato de folhas e sementes de Azadiracha indica.
Barbosa et al. (2015b) verificaram que a azadiractina provoca outros efeitos como
alteracdes morfologicas na progénie, por exemplo, producdo de individuos menores
em Bombus terrestris. Van Der Nat et al. (1991) relatam que a azadiractina € um
inseticida com acédo fagodeterrente e hormonal, afetando o comportamento dos
insetos, inibindo a alimentacdo e a producdo de horménios (VAN DER NAT et al.,
1991). Essa substancia ainda causa efeitos de repeléncia, toxicoldgico, inibitério de
crescimento e interferindo na alimentacéo dos polinizadores (JACOBSON, 1989).

Diante do potencial toxicologico da azadiractina, alteracdes comportamentais

foram observadas ao longo das avaliacbes. Bernardes et al. (2018) observaram
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disturbios morfologicos sobre as abelhas Partamona helleri por via de contato
ingestao apresentaram modificagcdes no sistema reprodutor, € 0 mesmo sugere que
protocolos de uso dos agrotoxicos sejam realizados a minimizar o efeitos.

Durante as avaliagbes de sobrevivéncia das abelhas expostas ao herbicida
glifosato, observou-se que este agrotdxico causou baixa mortalidade nas abelhas S.
xanthotricha em todos os meios de exposi¢céo avaliados. Apesar da baixa mortalida
a dieta contamida foi a que apresentou maior nimero de abelhas mortas quando
comparado aos demais meios de exposicdo. Balbuena et al. (2015) também
relataram um baixo indice de mortalidade de adultos de A. mellifera quando
submetidas ao glifosato. Contudo, quando expostas via ingestdo, as abelhas tiveram
sua capacidade de voo comprometida. Herbert et al. (2014) afirma que a
sensibilidade sensorial a sacarose e a capacidade cognitivas sdo comprometidas
guando operarias de A. mellifera sdo expostas ao glifosato por via oral. Os mesmos
autores ainda afirmam que uma reducéo da capacidade de aprendizagem

O mecanismo de acdo do glifosato € bem estabelecido, sua estrutura
molecular, onde esta se assemelha ao fosfoenolpiruvato (PEP), promovendo a
inibicdo da enzima 5-enolpiruvil-shiquimato fosfato sintase (EPSPS), atuando por
competicdo pelo sitio ativo da enzima. Com a inibicdo da EPSPS, ndo ocorre a
sintese de aminoacidos aromaticos essenciais fenilalanina, tirosina e triptofano,
indispensaveis a vida das plantas, bactérias e leveduras. EPSPs esta presente em
todos esses organismos, mas nao ocorre em animais, que obtém estes aminoacidos
essenciais por ingestdo de vegetais por meio da sua dieta, por isso, a baixa
toxicidade para os animais (FRANZ et al., 1997; AMARANTE JUNIOR; SANTOS,
2002). Neste estudo, verificou-se que o glifosato causou baixa mortalidade, porém,
até 96 horas de avaliacdo observaram-se alteracdes no comportamento das abelhas
como extrema agitacdo, constantes batimentos de asas e alteragcbes na
coordenagao motora.

O acaricida do grupo quimico benzoilacetotrila (ciflumetofem) € uma
substéancia relativamente nova. Ha poucos estudos que evidenciem os reais efeitos
sobre os agentes polinizadores, com uma classificacdo ambiental baixa (MAPA,
2018). Hayashi et al. (2013) sugerem que ndo ha toxidade para A. mellifera por via
de contato e de ingestdo. Neste estudo, verificou-se que este acaricida causou 18%
de mortalidade quando as abelhas S. xanthotricha foram expostas a superficie

contaminada. A toxicidade do ciflumetofem é considerada baixa para abelhas, uma
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vez que é um produto para o controle de acaros, porém as avaliages de risco para
abelhas sdo baseadas em dados de efeitos agudos e crénicos (EFSA, 2013), onde
os efeitos subletais ndo tem sua devida importancia na maioria dos estudos, o que
dificulta uma avaliag&o de risco precisa.

O fungicida difenoconazol causou baixa toxicidade nas abelhas S.
xanthotricha, apresentando baixos efeitos letais nessas abelhas em todos os meios
de contaminacdo avaliados nessa pesquisa. A maior mortalidade (18%) foi
registrada quando as abelhas foram submetidas a aplicacdo tépica. Resultados
similares foram registrados para Trigona (Tetragonula) laeviceps Smith contaminada
com difenoconazol por via topica (KINASIH et al., 2017). Por outro lado, ha relato de
gue outros fungicidas, como propiconazol, do grupo dos triazois causem toxicidade
oral aguda para as abelhas Osmia lignaria Say e A. mellifera (LADURNER et al.,
2005).

O difenoconazol pertence ao grupo quimico dos triazois, que € 0 grupo
composto pelos fungicidas de acao sistémica, inibidores da sintese de esterdis na
membrana celular (ANDRADE JUNIOR; GALBIERI, 2014; BALARDIN, 2015).
Porém, seu sitio de acdo nos insetos ndo é conhecido (MOURA et al., 2009). O
difenoconazol também causou efeitos no comportamento das abelhas nas primeiras
horas de exposicdo, como agitacdo, autolimpeza, batimentos constante de asas e
comprometimento de coordenacdo motora.

Diante disso pode-se comprovar a vulnerabilidade destas abelhas aos
agrotoxicos, corroborando assim com o trabalho de Moraes et al. (2000) Ao avaliar
abelhas do mesmo género, relataram a toxidade de deltametrina, triclorfom e
malatiom sobre Scaptotrigona tubiba por via topica e contato a superficie
contaminada se mostrando toxicos, exceto Bacillus thuringiensis que foi
relativamente ndo toxico. Estes autores ainda sugerem que testes de ingestao
devem ser realizados com o intuito de avaliar os diferentes modos de acao.

CONCLUSAO

O clorpirifés se mostrou mais téxico para as operarias de S. xanthotricha
independente do tipo de exposi¢ao, seguido da azadiractina que apresentou maior
toxicidade por via contato topico.

Os demais produtos apresentaram baixa letalidade independente do tipo de

exposicao, contudo os efeitos subletais ndo podem ser negligenciados, pois todos os
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produtos testados apresentaram efeitos subletais, especialmente relacionados com
a desorientacdo, batimentos de asas e agitacao, efeitos que podem comprometer as
atividades das abelhas principalmente ao forrageamento o que pode implicar no

desenvolvimento das colbnias.
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ARTIGO 2

EFEITO DA EXPOSICAO DE Nannotrigona testaceicornis COCKERELL,
1922 (HYMENOPTERA: APIDAE) A AGROTOXICOS

'Artigo a ser ajustado para posterior submissdo ao Comité Editorial do periddico cientifico Sociobiology, em

versdo na lingua inglesa.
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ANALISE DA EXPOSICAO DE Nannotrigona testaceicornis COCKERELL, 1922
(HYMENOPTERA: APIDAE) A PRODUTOS FITOSSANITARIOS

Resumo: As abelhas sdo os mais importantes dos polinizadores, e estdo expostas a
uma gama de agrotoxicos ao forragear em cultivos agricolas, durante e apos a
aplicacao dos produtos fitossanitarios, por meio do contato direto quando expostas a
pulverizacdo, indireta, através do contato com as folhas e flores contaminadas e
ainda através do néctar e do pélen. O objetivo desse trabalho foi analisar o efeito da
exposicao de Nannotrigona testaceicornis a produtos fitossanitarios através de trés
métodos de contaminacdo. Avaliou-se a sobrevivéncia e os efeitos subletais nas
operarias utilizando os produtos fitossanitarios azadiractina, glifosato, clorpirifos,
cifumetofem e difenoconazol, por contato, ingestdo e aplicacdo topica. Todos 0s
produtos testados se mostram toxicos as abelhas quanto aos efeitos subletais,
porém, o inseticida clorpirifos foi extremamente toxico quanto a letalidade e
subletalidade. O herbicida glifosato causou baixa mortalidade, porém afetou o
comportamento das abelhas. O acaricida ciflumetofem causou significativa
mortalidade nas abelhas submetidas a dieta contaminada. O inseticida azadiractina
e o fungicida difenoconazol ndo foram considerados toxicos quanto a letalidade,
porém as abelhas expostas a esses produtos apresentaram efeitos no

comportamento.

Palavras-chave: Toxicidade, Meliponini, abelha sem ferrdo, agrotoéxico.
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ANALYSIS OF THE EXPOSURE OF Nannotrigona testaceicornis COCKERELL,
1922 (HYMENOPTERA: APIDAE) TO PHYTOSANITARY PRODUCTS

Abstract: Bees are the most important of pollinators, and are exposed to a range of
pesticides when foraging on agricultural crops, during and after the application of
phytosanitary products, through direct contact when exposed to indirect spraying,
through contact with contaminated leaves and flowers and through nectar and pollen.
The objective of this work was to analyze the effect of exposure of Nannotrigona
testaceicornis to phytosanitary products through three means of contamination.
Survival and sublethal effects on workers were evaluated using phytosanitary
products azadirachtin, glyphosate, chlorpyrifos, ciflumetofen and difenoconazole, by
means of contact, ingestion and topical application. All the tested products showed to
be toxic to the sublethal effects, however, the chlorpyrifos insecticide was extremely
toxic as to the lethality and subletality. The herbicide glyphosate caused a low
mortality, but affected the behavior of the bees, the acaricide cyflumetofen caused
significant mortality in bees submitted to a contaminated diet, the insecticide
azadirachtin and the fungicide difenoconazole were not considered toxic for lethality,
but bees exposed to these products showed behavioral effects.

Key words: Toxicity, Meliponini, stingless bee, herbicide.
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INTRODUCAO

A diversidade bioldgica de polinizadores € de extrema necessidade para a
polinizacdo de plantas nativas e cultivadas (BAKER; HURD, 1968; GARIBALDI et al.,
2013; ATHAYDE et al.,, 2016). Os polinizadores estdo expostos a moléculas
sintéticas ao visitarem flores, devido ao uso frequente de agrotoxicos para combate
de pragas e doencas de culturas agricolas (CHAUZAT et al., 2006; GIROLAMI et al.,
2009). Novas moléculas sédo frequentemente desenvolvidas com o objetivo de
controlar pragas (HAINZL; CASIDA, 1996), diante disso cada vez mais o0s
polinizadores acabam sendo exposto a estas.

Perante o grande crescimento de areas cultivadas que necessitam de uma
crescente demanda por polinizagdo por meio das abelhas sem ferrdo (AIZEN;
HARDER, 2009). As abelhas sao responsaveis pela polinizacdo de inameras
espécies de plantas cultivadas, onde desempenham um papel imprescindivel, onde
€ notdria a importancia das abelhas sem ferrdo (BAKER; HURD, 1968; HERAD,
1999; JAFFE et al., 2015)

O uso inadequado de produtos fitossanitarios constitui uma das praticas
agricolas altamente negativas sobre os polinizadores, pois afeta a diversidade, a
abundancia e a eficiéncia dos servi¢cos de polinizacdo (PINHEIRO; FREITAS, 2010;
LIMA; ROCHA, 2012).

As abelhas como importantes polinizadores, estdo expostas a esta ampla
gama de agrotoxicos (MULLIN et al., 2010; LIMA; ROCHA et al., 2012; PETTIS et
al., 2013;). A maior parte dos estudos sobre toxidade de abelhas tem como objetivo
avaliar os efeitos dos inseticidas (BLACQUIERE et al., 2012) mas as abelhas ao
forragear em busca de alimento estdo vulneraveis a exposicdo a diversos
agrotoxicos, dentre eles herbicidas e fungicidas (SCHREINEMACHERS; TIPRAQSA,
2012).

Devido ao uso indiscriminado de agrotoxicos as populacdes de abelhas
estdo cada vez mais reduzidas, pois as abelhas sdo expostas a estas substancias
ao realizar a polinizacdo em areas que passam por pulverizacbes para controle de
pragas e doencas, onde as abelhas sé&o afetadas por contato e por ingestdo de
alimento contaminado (BRITTAIN; POTTS, 2011; FAIRBROTHER et al., 2014).

Nos testes quanto a sensibilidade de pesticidas usualmente utilizam-se as

abelhas A. mellifera. Contudo mais trabalhos devem ser realizados com base nos
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dados de toxicidade de vérios estudos obtidos com outras espécies de abelhas
(Apiformes) onde, mostrou-se necessario avaliar a sensibilidade das espécies de
abelhas sem ferrdo (Meliponini), as quais sdo mais suscetiveis quanto a exposi¢cao
aos inseticidas (ARENA; SGOLASTRA, 2014).

A maior parte dos estudos ecotoxicologicos de pesticidas e seus efeitos
letais e subletais restringem A. mellifera como objeto de estudo (TOME et al.,
2015a). Ainda sao escassos trabalhos sobre toxidade das abelhas sem ferrdo,
portanto alguns autores ja relatam esses efeitos sobre Melipona quadrifasciata
(TOME et al.,, 2012; DEL SARTO et al., 2014; BARBOSA et al.,2015); Trigona
spinipes (Macieira et al., 1989); Scaptotrigona bipunctata e Tetragonisca fiebrigivan
(DORNELES et al., 2017); Scaptotrigona tubiba (MORAES et al., 2000); Partamona
helleri e S. xanthotricha (TOME et al., 2015); Melipona scutellaris (LOURENCO et al.
2012); Scaptotrigona postica (SOARES et al., 2015; JACOB et al., 2015); Plebeia
droryana (DOS SANTOS et al., 2016); Partamona helleri (BERNARDES et al.2018).
Nota-se uma possivel subestimativa dos reais efeitos a estas espécies (BRITTAIN;
POTTS, 2011; LIMA et al., 2016), corroborando com a revisdo de Arena e Sgolastra
(2014) onde afirmam a vulnerabilidade de outas espécies de abelhas ndo Apis.

Dentre as abelhas sem ferrdo, N. testaceicornis mostrou-se eficiente na
polinizacdo de culturas, como a do pepino (SANTOS 2004; DOS SANTOS,
ROSELINO; BEGO, 2008), morango (ROSELINO et al., 2009; MAETA et al., 1992) e
tomate, onde esta foi eficiente para assegurar a producao de frutos (CAUICH, 2004).

As abelhas do género Nannotrigona, quando expostas aos inseticidas por
via de exposicdo topica se mostraram altamente susceptiveis (VALDOVINOS
NUNES et al. 2009; XAVIER et al., 2010). Diante disso, o presente trabalho teve
como objetivo verificar e comparar a propor¢do de abelhas campeiras mortas de N.
testaceicornis quando expostas a produtos fitossanitarios por vias de contato e

ingestao.
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MATERIAL E METODOS

Bioensaios foram realizados com o intuito de testar os efeitos das doses
recomendadas para cada praga no controle fitossanitario: azadiractina, glifosato,
clorpirifds, ciflumetofem, difenaconazol, em operarias de N. testaceicornis (Tabela 1).

Discos de crias N. testaceicornis com adultos prestes a emergir foram
coletados de col6nias instaladas em caixas modelo INPA Instituto Nacional de
pesquisa da Amazonia e postos em uma colmeia em laboratoério, com abertura para
a area externa. Quando as operérias atingiram a idade de 40 dias, foram coletadas
na saida da coldénia para montagem dos experimentos, garantindo assim uma

padronizacao da idade dos individuos.

Tabela 1. Principio ativo, classificacdo, dosagem méaxima recomendada pelo
fabricante (DMR) e grupo quimico de produtos fitossanitarios testados.

Principio e 1 Organismo Grupo
Ativo Classificagdo DMR Alvo' Quimico

Azadiractina Inseticida 250 mL/100L  Diaphorinacitri - Tetranortriterpendide

: - Cyperus . -
Glifosato Herbicida 1,0 L/a00L sesquiflorus Glicina substituida

Orthezia
Clorpirifés Inseticida 100 mL/100L praelonga Organofosforado
Brevipalpus

Ciflumetofem Acaricida 40 mL/100L phoenicis Benzoilacetonitrila

Difenoconazol Fungicida 20 mL/100 L Colletotrichum Triazol

gloeosporioides
* em conformidade com o MAPA (2018).

Foram confeccionadas gaiolas plasticas (100 mm de didametro x 100 mm de
altura) com duas perfuracdes laterais para encaixe de microtubos de centrifugacéo,
preenchidos um com agua e outro uma solucdo de sacarose a 50%. As partes

superior e inferior da gaiola foram fechadas com placas de Petri (Figura 1).



60

Figural- Gaiolas contendo operarias de Nannotrigona testaceicornis com idade de
campeiras, com base e tampa fechadas com placas de Petri e microtubos com agua

e alimento.

Utilizou-se os seguintes métodos:

a) Por ingestéo - a diluicdo recomendada de cada produto foi adicionada solugéo de
sacarose a 50%, homogeneizado com bastéo de vidro em Becker, e disponibilizado
em microtubos de 2ml para as abelhas no interior das gaiolas por 96 horas;

b) Por contato (Superficie contaminada) - a aplicacdo do produto foi realizada
diretamente sobre placas de Petri, por meio de uma torre de pulverizagdo, na
dosagem recomendada. Ap6s duas horas e meia de secagem em temperatura
ambiente, as placas de Petri foram utilizadas na base das gaiolas.

c) Aplicacao tépica - os produtos nas dosagens recomendadas foram aplicados, por
meio da torre de pulverizacdo, diretamente sobre as abelhas, previamente
anestesiadas no congelador a -4 °C por 3 minutos.

Foi estabelecido um tratamento controle, utilizando apenas mel (ensaio de
ingestdo) e agua (ensaios de contato), sem adi¢do de produtos fitossanitarios. Todos
os tratamentos foram instalados em camara tipo B.O.D. com temperatura (28+5°C) e
umidade relativa (70+5%) controlada. A mortalidade das abelhas foi avaliada nos
intervalos de uma, duas, trés, quatro, cinco, seis, nove, 12, 15, 18, 21, 24, 30, 36,
42, 48, 60, 72 e 96 horas ap06s o inicio dos tratamentos (CARVALHO et al., 2009).

Os efeitos subletais foram avaliados através de observacdo do
comportamento das operarias ao longo de toda a duracdo de cada bioensaio (96h).
Os comportamentos observados, seguindo outros estudos similares, foram:
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incapacidade de voo, letargia, tremores, agitacdo, paralisia, repeléncia da superficie
e repeléncia do alimento (CARVALHO et al., 2009; INGRAM et al., 2015).

Anélise estatistica

Para a taxa de sobrevivéncia das abelhas, foi utilizado o delineamento
inteiramente casualizado, no qual foram usados cinco produtos fitossanitarios, um
controle e trés tipos de exposicao, totalizando 18 tratamentos e cinco repeticoes.
Para cada repeticdo 10 abelhas adultas foram utilizadas.

Os dados foram submetidos a analise de sobrevivéncia usando pacote
Survival e submetidos & andlise estatistica no software R® (2016). Curvas de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier foram geradas para determinar a propor¢cdo de
abelhas sobreviventes em funcdo do tempo apdés a aplicacdo de produtos
fitossanitarios por via ingestéo, por contato via superficie contaminada e por contato
via topica. O teste de Log Rank foi usado para testar a hipétese nula de que as

curvas de Kaplan-Meier foram idénticas.

RESULTADOS

Efeitos letais de produtos fitossanitarios sobre Nannotrigona testaceicornis

O clorpirifés foi o mais letal entre os produtos testados. Quando submetidas
a dieta contaminada, as abelhas apresentaram 100% de mortalidade até as 96
horas, sendo que 50% das abelhas morreram até 21 horas apos a exposi¢ao (Figura
2). No tratamento de contato por via direta com o clorpirifés causou a mortalidade de
100% das abelhas até as 96 horas, sendo que 50% das abelhas morreram até 36
horas apos a exposicao (Figura 3). Quando expostas a superficie contaminada foi
necessario apenas 9 horas para proporcionar uma mortalidade de 50% das
operarias (Figura 4).

As abelhas que ingeriram a dieta contaminada com glifosato, azadiractina,
difenoconazol e ciflumetofem apresentaram sobrevivéncia de 94%, 92%, 68% e
58%, respectivamente, até as 96 horas ap6s a exposicdo aos produtos
contaminados. O glifosato causou a mortalidade de 6% das abelhas num intervalo

de 12 a 48 horas ap0s a exposicao. A azadiractina causou uma mortalidade de 8%
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das abelhas até as 30 horas apds a exposi¢do, nos demais horarios ndo houve
mortalidade. As abelhas expostas ao ciflumetofem apresentaram mortalidade de
42% entre 18 e 96 horas. O difenoconazol casou a mortalidade de 32% das abelhas
entre seis e 96 horas ap0s exposicdo, enquanto que as abelhas da testemunha nao
apresentaram mortalidade (Figura 2).
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Figura 2. Curvas de sobrevivéncias tracadas a partir do tempo de exposicao (horas)
via ingestdo até a morte sobre operarias de Nannotrigona testaceicornis: rx =1)
Glifosato; rx= 2) Clorpirifés; rx=3) Azadiractina; rx=4) Ciflumetofem; rx=5)
Difenoconazol; rx=6) Controle. As curvas indicam a mediana e o percentil de 95%,
respectivamente.

As abelhas que tiveram o contato direto com 0s agrotéxicos através da
aplicacdo topica do ciflumetofem, difenoconazol, azadiractina e glifosato
apresentaram sobrevivéncia de 92%, 92%, 82% e 78%, respectivamente, até as 96
horas apds a exposicdo. As abelhas expostas ao ciflumetofem apresentaram
mortalidade de 8% entre 18 e 96 horas, o difenoconazol casou a mortalidade de 8%
entre duas e 72 horas ap0s exposi¢cao, enquanto que as abelhas da testemunha néao

apresentaram mortalidade. A azadiractina causou uma mortalidade de 18% das
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abelhas entre trés e 72 horas apos a exposi¢do. O glifosato causou a mortalidade de
20% das abelhas num intervalo de duas e 48 horas ap0s a exposicdo, nao
ocorrendo mortalidade nas horas seguintes até as 96 horas de observacédo (Figura
3).
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Figura 3. Curvas de sobrevivéncias tracadas a partir do tempo de exposicao (horas)
via aplicacdo topica tendo contato direto sobre operarias de Nannotrigona
testaceicornis: rx =1) Glifosato; rx= 2) Clorpirifés; rx=3) Azadiractina; rx=4)
Ciflumetofem; rx=5) Difenoconazol; rx=6) Controle. As curvas indicam a mediana e 0
percentil de 95%, respectivamente.

As abelhas que tiveram contato com superficie contaminada com o0s
agrotoxicos atraves da aplicacao topica da azadiractina, ciflumetofem, difenoconazol
e glifosato apresentaram sobrevivéncia de 88%, 78%, 64% e 62%, respectivamente
até as 96 horas apos a exposi¢do. O glifosato causou a mortalidade de 38% das
abelhas num intervalo de duas a 30 horas ap0s a exposi¢cdo, ndo ocorrendo
mortalidade nas horas seguintes até as 96 horas de observacdo. A azadiractina
causou uma mortalidade de 12% das abelhas entre uma e 42 horas apds a
exposi¢do, ndo ocorrendo mortalidade nas horas seguintes até as 96 horas de
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observacdo. Abelhas expostas ao ciflumetofem apresentaram mortalidade de 22%
entre trés a 72 horas. O difenoconazol causou a mortalidade de 36% entre 60 a 96
horas apo0s exposicdo, enquanto que as abelhas do controle ndo apresentaram
mortalidade (Figura 4).
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Figura 4. Curvas de sobrevivéncias tracadas a partir do tempo de exposicéo (horas)
por aplicacdo topica via superficie contaminada sobre operarias de Nannotrigona
testaceicornis: rx =1) Glifosato; rx= 2) Clorpirifés; rx=3) Azadiractina; rx=4)
Ciflumetofem; rx=5) Difenoconazol; rx=6) Controle. As curvas indicam a mediana e 0

percentil de 95%, respectivamente.

Efeitos subletais de produtos fitossanitarios sobre Nannotrigona testaceicornis
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Durante o estudo foram observadas alteracbes comportamentais em todos os
tratamentos exceto nos controles, foi realizado um controle para cada tratamento. Ao
longo das avaliagbes as abelhas expostas ao glifosato apresentaram
comportamentos divergentes das operarias do controle, como, agitacdo, batimentos
de asas e alteracdes na coordenacao motora, a partir da primeira hora de avaliagéo,
em todos os meios de exposicdo avaliados. As abelhas expostas ao clorpirifos
apresentaram tremores e batimentos de asas constantes. Nas abelhas expostas a
azadiractina, foi observado agitamento, batimentos constantes de asas nas
primeiras horas de avaliacao alteracdo na coordenacao motora a partir das 30 horas
apos a exposicdo, em todos os meios de exposicdo. O ciflumetofem, nos diferentes
tipos de exposicdo causou comportamentos semelhantes, deixando as abelhas com
batimento constantes de asas e a partir das 42 horas de exposigdo, outro
comportamento observado foi repeléncia, onde as abelhas se aglomeraram na parte
superior das gaiolas nas primeiras 15 horas de exposi¢cdo. As abelhas expostas ao
difenoconazol apresentaram efeitos no comportamento semelhantes aos
apresentados nas abelhas expostas ao ciflumetofem, sendo que, as abelhas
passaram a se aglomerar na parte superior das gaiolas a partir da segunda hora até

18 horas da exposicéo.

DISCUSSAO

Os efeitos do clorpirifés pertencente ao grupo quimico dos organofosforados,
sobre N. testaceicornis foram observados minutos apés a aplicagdo as abelhas ja
apresentavam distlrbios comportamentais e posteriormente morte, devido esse
agrotoxico ser um produto neurotdxico, provocou extrema agitacdo, tremores,
autolimpeza, caminhar de forma desordenada e posteriormente paralisia,
corroborando com Freitas e Pinheiro (2010), que sugerem que estes efeitos devem
ser observados quando as abelhas sdo expostas aos agrotéxicos. Da Silva et al.
(2015) sugerem que os organofosforados atuam no sistema nervoso de forma
irreversivel, impedindo a acdo da enzima acetilcolinesterase responsavel pela
transmissdo do impulso nervoso. Alteragdes comportamentais também foram
detectadas por LI et al. (2017), no qual este inseticida afetou a aprendizagem olfativa

das espécies A. mellfera e A. cerana. ApOs apresentarem distarbios
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comportamentais, observou-se o efeito letal do clorpirifés, provocando a mortalidade
de 100% das abelhas N. testaceicornis independente do tipo de exposigéo.

Os resultados obtidos corroboram com o trabalho de Thompson (2001) que
determinou uma DL50 para A. mellifera e Bombus sp. quando submetidas a
aplicacéo topica de clorpirifés apresentando vulnerabilidade ao pesticida as 24 horas
apos a exposicao topica.

Por outro lado, estudos de Valdovinos-Nufiez et al. (2009) verificaram que o
organofosforado diazinona via aplicacdo topica mostrou-se moderadamente toxico
para Melipona beecheii , Trigona nigra e Nannotrigona perilampoides,. Estes autores
ainda enfatizam que perilampoides foi mais resistente que as demais espécies,
divergindo do presente trabalho, visto que o clorpirifés, pertencente ao grupo
quimico dos organofosforados, foi 0 produto que apresentou a maior toxidade sobre
N. testaceicornis.

A azadiractina nao apresentou efeito letal sobre N. testaceicornis
independente do tipo de exposicdo. O meio de contato direto apresentou uma
mortalidade de 18% seguido da ingestdo e do contato com a superficie, que
apresentaram 12 e 8% de mortalidade respectivamente, corroborando com o
trabalho de Bernardes et al. (2017), verificaram que a azadiractina, ndo causou
alteracbes significativas na taxa de mortalidade de Melipona quadrifasciata e
Partamona helleri. Tomé et al. (2015b) também avaliaram operarias de
guadrifasciata expostas por via oral e a azadiractina causou 20% de mortalidade até
24 horas apdés exposicao.

Resultados similares foram descritos por Xavier et al. (2010) que avaliaram
T. angustula e N. testaceicornis e relataram a auséncia de efeitos letais quando
expostas a rotenona, 6leo de andiroba, extrato de alho, 6leo de neem, oleo de
citronela e 6leo de eucalipto por via contato com a superficie contaminada (folhas de
abobora). Os Bispo Conceigdomesmos produtos testados por Xavier et al. (2015)
sobre A. mellifera causaram efeitos letais e subletais, a azadiractina apresentou uma
mortalidade de 60%, os mesmos autores relatam que os individuos apresentaram
reducdo da atividade de caminhar. Similar ao presente trabalho onde a azadiractina
sobre N. testaceicornis promoveu batimento de asas, agitacdo e alteracdo da
coordenacao motora. Assim como o trabalho de Tome et al. (2015) que ao avaliarem
a toxicidade de azadiractina sobre Partamona helleri e Scaptotrigona xanthotrica,

observaram um comprometimento no voo sugerindo que esse efeito compromete a o
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forrageamento. Diante disso pode-se notar que 0 mesmo produto promove
alteracdes comportamentais e efeito letal de acordo com a espécie testada.

Efeitos ndo letais foram descritos recentemente por Bernardes et al. (2018)
ao avaliar o efeito da azadiractina sobre rainhas de helleri relataram que este
produto promove reducdo do tempo de vida, além de promover alteracbes
morfolégicas dos 6rgdos reprodutivos das rainhas testadas. Em Bombus terrestris foi
observada uma inibicdo da capacidade reprodutiva quando a exposi¢ao via ingestao
do produto (BARBOSA et al., 2015c).

O presente trabalho, ao avaliar a toxicicidade sobre N. testaceicornis
encontrou-se resultados que corroboram com estudos dos autores supracitados, que
relataram baixos indices de mortalidade em abelhas quando expostas ao glifosato
por via ingestdo, apresentando 3,33 e 5,27% em A. mellifera e T. angustula
respectivamente. Além disso, a capacidade de sinergismos do glifosato com outras
moléculas possibilitando uma maior toxidade (KUDSK; MATHIASSEN 2004,
RENDON-VON OSTEN et al., 2005; SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2014).

Thompson et al. (2014) avaliaram o desenvolvimento larval de abelhas A.
mellifera tratadas com alimentos contaminados com glifosato de 75 a 301 mg de
glifosato por litro, diluido na solugcdo de agua e acucar 50%. As mesmas hao
apresentaram mortalidade das larvas nem alteracdo do peso. Contudo, no presente
trabalho ao avaliar operéarias de N. testaceicornis obteve-se uma mortalidade de 6 %
guando expostas via ingestdo, entretanto quando expostas ao contato com a
superficie contaminada, estas se mostraram mais vulneraveis apresentando uma
mortalidade de 38% durante o periodo de exposi¢do, porém a mortalidade sé
ocorreu até as 30 horas ap0s a exposicéo.

O (¢lifosato é um produto de acédo sistémica, utilizado para o controle de
plantas indesejadas, inibindo a enzima 5- enolpiruvilchiqguimato-3-fosfato sintase
(EPSPs), interferindo assim na sintese de substancias essenciais para o controle
destas plantas, e esta enzima ndo esta presente em animais, ndo sendo, portanto,
possivel a atuacdo desta forma em artropodes (FRANZ et al.,, 1997; AMARANTE
JUNIOR e SANTOS, 2002; TONI et al., 2006), porém este produto pode atuar na
atividade da acetilcolinesterase que é uma enzima presente em animais, uma vez
que Boily et al. (2013) detectaram disturbios na acetilcolinesterase em abelhas A.

mellifera expostas ao glifosato.
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Sugere-se que o glifosato tenha ag¢do neurotdxica, uma vez que, durante o
estudo, foram observadas alteracbes comportamentais em todos meios de
exposicao. Apresentando extrema agitacdo, constantes batimentos de asas e
alteracdes na coordenagdo motora, a partir da primeira hora de avaliagdo. Outros
distarbios foram mencionados a nivel subletal por Balbuena et al. (2015), que
relataram que em A. melifera, quando expostas por via ingestéo, as abelhas tiveram
sua capacidade de voo comprometida, assim como Herbert et al. (2014) afirmaram
que as capacidades cognitivas e distlrbios de aprendizagem foram observados
sobre A. mellifera.

Embora o glifosato tenha uma baixa toxidade para os animais, 0 seu uso
cada vez mais frequente torna-se preocupante onde Ruiz-Toledo e Sanchez-Guillén,
(2014) sugerem a existéncia de efeitos a diversos organismos, dentre eles as
abelhas.

O ciflumetofem sobre N. testaceicornis mostrou-se toxico por via de ingestao
promovendo uma mortalidade de 44%. Sugere-se que essa mortalidade deve-se a
capacidade de metabolizacdo do ciflumetofem em meio liquido, uma vez que esse
produto, em funcao do tempo e dependendo do meio em que esta inserido, pode se
metabolizar em moléculas mais téxicas do que a propria molécula do ciflumetofem
(HAYASHI et al., 2013). O ciflumetofem € um produto relativamente novo, utilizado
no controle de acaros em frutas, legumes e flores, atua na inibi¢cdo do transporte de
elétrons do complexo mitocondrial Il, que é responsavel pela respiracdo celular,
sendo considerados seguros para vertebrados e insetos (TAKAHASHI et al., 2012).
O ciflumetofem possui um metabdlito de acdo AB-1, contudo este metabdlito se
mostrou ineficiente na inibicdo do complexo II mitocondrial em A. melifera, o que
sugere um efeito relativamente baixo para estes insetos (Hayashi et al., 2013).

Por outro lado, no presente trabalho, o difenoconazol sobre N. testaceicornis
se mostrou toxico, quando expostas ao contato com a superficie e dieta
contaminada com o produto, apresentando mortalidade de 36% e 32%
respectivamente até as 96 horas de exposicdo. Além de causar efeitos sobre a
sobrevivéncias das abelhas, observou-se que apos duas horas de exposicéo, as
abelhas apresentavam uma certa repeléncia, se aglomerando na parte superior das
gaiolas, com constantes batimentos de asas e agitagcdo, porém, apresentam
comportamento similar a testemunha apos 18 horas da exposi¢do. Sugere-se que 0

difenoconazol causou efeitos mais toéxicos nas primeiras horas de exposi¢cao devido
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a degradacdo do produto ao longo do tempo ou até uma possivel desintoxicacao
pelas abelhas através das glutationa-S-transferases (GSTs), como relatado por
Claudianos et al. (2006) com A. mellifera.

O difenoconazol por se tratar de um fungicida, se desconhece o sitio de agéo
em abelhas, porém, é considerado um pesticida de a¢&o rapida e atividade sistémica
(DONG et al., 2013). Contudo, Johansen (1966) relatou o potencial toxicolégico de
92 produtos sobre abelhas nativas, mais especificamente no litoral ocidental da
América do Norte. O mesmo afirma que a toxicidade dos fungicidas triazéis inexiste.
Corroborando com Pilling e Jepson (1993) que afirmam que os fungicidas deste
grupo quimico sao geralmente considerados néo téxicos para abelhas.

Mao et al. (2017) sugerem que os fungicidas do grupo quimico dos triazois
também sdo capazes de inibir as monooxigenases do citocromo P450 que inibem a
acdo de fitoquimicos (flavonoides) no mel e no pélen, interferindo na desintoxicacédo
da quercetina, que é responsavel pela regeneracdo mitocondrial, e producdo de
ATP, o que possivelmente esta relacionado como efeito letal apresentado um
desgaste excessivo onde as abelhas que possivelmente gastaram suas reservas
energéticas levando-as a morte. Bem como, Syromyatnikov et al. (2017) ao
avaliarem a acdo de fungicidas no metabolismo mitocondrial dos musculos
responsaveis pelo voo de Bombus terrestris, relataram que o difenoconazol, que
pertence ao grupo dos triazois, foi responsavel pela inibicdo do transporte de
elétrons ao nivel do complexo | e glicerol-3-fosfato desidrogenase.

O efeito da exposicdo via ingestdo foi o mais toxico, esta toxicidade pode
estar relacionada ao efeito residual do difenoconazol devido a capacidade de
penetracdo no alimento das abelhas, uma vez que é um produto de acdo sistémica
(KUBIK et al., 2000).

CONCLUSAO

O ingrediente ativo clorpirifos foi extremamente toxico quanto a letalidade e
subletalidade; o glifosato causou baixa mortalidade, porém afetou o comportamento
das abelhas; o ciflumetofem causou mortalidade significativa nas abelhas
submetidas a dieta contaminada; a azadiractina e o difenoconazol ndo sé&o
considerados téxicos quanto a letalidade, porém as abelhas expostas a esses

produtos apresentaram alteracdo no comportamento. Todos os produtos testados
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mostraram toxicidade ao nivel subletal, provocando distarbios comportamentais nas

abelhas.
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ARTIGO 3

VELOCIDADE MEDIA DE DESLOCAMENTO E QUANTIFICACAO DE
PROTEINA TOTAL EM OPERARIAS DE Scaptotrigona xanthotricha MOURE, 1950
E Nannotrigona testaceicornis COCKERELL, 1922 (HYMENOPTERA: APIDAE)
EXPOSTAS A AGROTOXICOS.
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'Artigo a ser ajustado para posterior submissdo ao Comité Editorial do periédico cientifico
Sociobiology, em versao na lingua inglesa.

VELOCIDADE MEDIA DE DESLOCAMENTO E QUANTIFICACAO DE PROTEINA
TOTAL EM OPERARIAS DE Scaptotrigona xanthotricha MOURE, 1950 E
Nannotrigona testaceicornis COCKERELL, 1922 (HYMENOPTERA: APIDAE)
EXPOSTAS A AGROTOXICOS.

Resumo: O uso frequente de pesticidas € uma das principais causas do declinio dos
polinizadores. No entanto, a maioria dos estudos visam os efeitos letais. Entretanto,
efeitos subletais podem provocar sérios danos as colmeias, uma vez que estes sao
mais dificeis de serem detectados. O objetivo do presente trabalho foi realizar a
avaliacdo da toxicidade sobre velocidade média e a quantificacdo de proteina total
das espécies Scaptotrigona xanthotricha Moure, 1950 e Nannotrigona testaceicornis
Cockerell, 1922. Apés exposicdo via oral e tdpica aos agrotoxicos: azadiractina,
glifosato, clorpirifés, ciflumetofem e difenoconazol. Foi avaliado o fototropismo em
funcdo do tempo para todos os produtos testados, que se mostraram tdxicos
promovendo uma reducdo da velocidade média das abelhas. A quantificacdo de
proteina total foi outra alteracdo subletal apresentada pelas operarias, onde seus
niveis proteicos variaram em funcdo do tempo de exposicdo. Os inseticidas
clorpirifés e azadiractina provocam os maiores disturbios comportamentais dentre 0s

produtos testados.

Palavras-chave: toxicidade, subletal, abelhas sem ferrao.

AVERAGE SPEED AND QUANTIFICATION OF TOTAL PROTEIN IN
OPERATIONS OF Scaptotrigona xanthotricha MOURE, 1950 E Nannotrigona
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testaceicornis COCKERELL, 1922 (HYMENOPTERA: APIDAE) SUBMITTED TO
FIVE PHYTOSANITARY PRODUCTS

Abstract: Frequent use of pesticides is a major cause of declining pollinators.
However, most studies target lethal effects. However, sublethal effects can cause
serious damage to hives, since hives are harder to detect. The objective of the
present work was to evaluate the mean velocity toxicity and the total protein
quantification of the species Scaptotrigona xanthotricha Moure, 1950 and
Nannotrigona testaceicornis Cockerell, 1922. After oral and topical exposure to
agrochemicals:  azadirachtin, glyphosate, chlorpyrifos, ciflumetofen and
diphenoconazole. Phototropism was evaluated as a function of time for all the tested
products, which proved to be toxic, promoting a reduction in the average velocity of
the bees. The quantification of total protein was another sublethal alteration
presented by workers, where their protein levels varied according to the time of
exposure. The insecticides chlorpyrifos and azadirachtin cause the greatest

behavioral disturbances among the products tested.

Key words: toxicity, sublethal, stingless bees.
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INTRODUCAO

As abelhas sdo os insetos polinizadores mais conhecidos e estudados
mundialmente (HANULA; ULYSHEN; HORN, 2016), destacando-se como o0s
principais agentes polinizadores de espécies nativas e cultivadas (RASMUSSEN,;
CAMERON, 2010; GARIBALDI et al.,, 2015). As abelhas sem ferrdo apesar do
reconhecimento da sua importancia como polinizadoras, também possuem potencial
para a criacdo voltada para a producéo (JAFFE et al., 2015).

A demanda para polinizagdo de culturas praticamente triplicou nos ultimos
50 anos. Diante disso, a necessidade de polinizacdo € tdo notavel a ponto de uma
“crise de polinizacdo" poder estar proxima, uma vez que a perda de habitat,
diminuicdo de recursos florais, parasitas, patdgenos e o uso cada vez mais
frequente de pesticidas tendem a agravar mais ainda esta possivel “crise”
(GOULSON et al. 2015). Portanto, as abelhas estdo em declinio, provavelmente,
devido aos efeitos da combinacéo de fatores como a perda de habitat, patégenos e
exposicao aos produtos fitossanitarios e outros xenobidticos (GALLAI et al., 2009;
TOME et al., 2012; van der SLUIJS et al., 2013; COSTA et al., 2014; LIMA-VERDE
et al., 2014, GOULSON; HUGHES, 2015 GARIBALDI et al., 2015).

O uso frequente de pesticidas € uma das principais causas do declinio dos
polinizadores (KLEIN et al. 2007; POTTS et al. 2010; NAKASU et al., 2014). No
entanto varios efeitos sdo estudados como letais e subletais, relatando varias
consequéncias além da mortalidade, como disturbios comportamentais (RORTAIS et
al 2005; DESNEUX et al., 2007; ARENA e SGOLASTRA, 2014; FAIRBROTHER et
al. 2014; GODFRAY et al., 2014 STAVELEY et al. 2014).

Os produtos fitossanitarios estdo na pauta de discussdo como um dos
principais responsaveis pelo desaparecimento das abelhas (GODFRAY et al., 2014).
Para A. mellifera foi relatado por Budge et al. (2015) que existe uma relagéo positiva
entre o uso de inseticidas com perdas de col6nias, visto que € comum a presenca de
residuos de pesticidas em produtos da colbnia dentre eles mel e pélen (CHAUZAT et
al., 2006; BERNAL et al.,, 2010; DIVELY; KAMEL, 2012; KASIOTIS et al. 2014;
GUEDES et al., 2016).

A escassez de informacbes sobre as acBes dos agrotoxicos e 0s reais
efeitos sobre as abelhas nativas é notdria. Alguns autores sugerem a vulnerabilidade
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das abelhas sem ferrdo (TOME et al. 2012; ARENA; SGOLASTRA 2014; DEL
SARTO et al. 2014; BARBOSA et al., 2015a, 2015c; TOME et al., 2015a; TOME et
al., 2015b).

Os efeitos letais sdo os mais estudados, mas os efeitos subletais comecam
a ganhar importancia visto que alguns autores observaram severos distlrbios que
podem inativar e até mesmo levar a morte desses individuos, ressaltando assim
importancia de novos estudos destes efeitos (DESNEUX et al., 2007; JOHNSON
2015; GUEDES et al., 2016; LIMA et al.,, 2016), uma vez que as abelhas estdo
expostas a doses subletais presentes no pdélen, néctar e outras secre¢cdes vegetais
coletadas (BLACQUIERE et al., 2012; RUNDLOF et al., 2015).

A maioria dos testes de toxicidade com abelhas estéo relacionados com a
toxicidade aguda dos produtos fitossanitarios, ndo considerando a mortalidade de
forma indireta devido a alteracdbes no comportamento das abelhas, além da
capacidade de alteracOes fisiolégicas (MEDRZYCHI et al., 2003; DESNEUX et al.,
2007; LI et al., 2017), ou efeitos subletais como apoptose e autofagia celular do
cérebro de abelhas adultas, além de deformacdes mitocondriais (WU et al., 2015).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi realizar a avaliacdo da velocidade
média e a quantificacdo de proteina total das espécies S. xanthotricha e N.
testaceicornis apO0s exposicdo via oral e tdpica aos agrotoxicos: azadiractina,

glifosato, clorpirifés, ciflumetofem e difenoconazol.

MATERIAL E METODOS

Discos de crias de S. xanthotricha e N. testaceicornis com adultos prestes a
emergir foram coletados de colonias instaladas em caixas modelo INPA e postos em
uma colmeia em laboratério, com abertura para a area externa. Quando as operarias
atingiram a idade de 40 dias foram coletadas na saida da col6nia para instalacdo
dos experimentos, garantindo assim uma padronizacéo da idade dos individuos.

Os bioensaios foram realizados para testar os efeitos velocidade média de
deslocamento e quantificacdo de proteina total em operarias, quando submetidas
aos produtos azadiractina, glifosato, clorpirifés, ciflumetofem, difenoconazol (Tabela
1).
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Tabela 1. Principio ativo, classificacdo, dosagens recomendadas pelo fabricante

(DMR) e grupo quimico de produtos fitossanitarios testados.

Principio L 1 Organismo Grupo
Ativo Classificagéo DMR Alvol Quimico

Azadiractina Inseticida 250 mL/100L  Diaphorinacitri - Tetranortriterpendide

. . Cyperus . -
Glifosato Herbicida 1,0 L/a00L sesquiflorus Glicina Substituida

Orthezia
Clorpirifos Inseticida 100 mL/100L praelonga Organofosforado
Brevipalpus

Ciflumetofem Acaricida 40 mL/100L phoenicis Benzoilacetonitrila

Colletotrichum

. Triazol
Gloeosporioides

Difenoconazol Fungicida 20 mL/100 L

! em conformidade com o MAPA (2018).

Efeitos subletais sobre operéarias da exposicao via aplicacao topica

O comportamento das abelhas quanto a coordenacdo motora foi avaliado
por meio do fototropismo em funcdo do tempo, no qual as abelhas apds exposicao
aos tratamentos foram avaliadas utilizando-se uma caixa de metal e acrilico (50 x 5 x
4 cm) adaptada de Lambin et al. (2001). A caixa foi composta por seis divisdes
internas (raias) e uma lampada na parte superior. Em cada divisdo interna havia um
orificio na parte inferior adaptado com uma seringa de 20 mL para direcionar as
abelhas até a entrada da divisdo. Uma fita métrica foi fixada estre as divisdes da
base até a parte superior para auxiliar marcacdo da distancia percorrida.

As operarias (n = 6) foram expostas aos produtos fitossanitarios nas
dosagens recomendadas por via topica e apés 15, 30, 60 minutos e 24 horas da
exposicao, foram liberadas, uma em cada raia (repeticdo). Foi observada a
movimentagdo das abelhas e determinado o tempo necessario para que elas
percorressem os 50 cm, dividindo a extensdo em 5 estagios: perimetro (1): onde as
abelhas percorriam 0-10 cm; perimetro (2): quando as abelhas percorriam 11-20 cm;
perimetro (3): onde as abelhas percorriam 21-30 cm; perimetro (4): as abelhas
percorriam 31-40 cm; perimetro (5): as abelhas percorriam 41-50 cm. O tempo de

observacao foi de cinco minutos e foi avaliado se houve retorno as fases anteriores.
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Os tratamentos com azadiractina, glifosato, clorpirifés, ciflumetofem, difenoconazol
foram contrastados com grupos controle, onde ndo houve exposicdo aos produtos

fitossanitarios.

Efeitos subletais da exposicéo por ingestédo na fisiologia das abelhas

As abelhas foram expostas por ingestdo aos agrotoxicos utilizando a dose
comercial, exeto o glifosato que usou uma dose duas vezes menos que a
recomendado pelo fabricante (500 ml/100L) e para o clorpirifés foi utilizada uma
dose 20 vezes menos (5ml /100ml). As doses foram diluidas em uma solucéo de
sacarose a 50% e fornecidas em microtubos em gaiolas plasticas (100 mm de
diametro x 100 mm de altura) com duas perfuragdes laterais para encaixe dos
microtubos, sendo um contendo &gua e outro com uma solugdo com sacarose. A
gaiola foi fechada com placas de Petri na parte superior e inferior (Figura 1) apos
trés horas de jejum. Apos um dia, trés dias e seis dias de exposi¢cdo ao alimento
contaminado, as abelhas nos seus diferentes tempos de exposicado e tratamento
foram congeladas com nitrogénio liquido e maceradas. Logo em seguida, foram
adicionados 100 microlitros de Tampao Salino-Fosfato para cada individuo de S.
xanthotricha e N. testaceicornis. As amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm
durante trés minuto a 2 °C. Apds a centrifugacdo das amostras foram obtidas duas
fases e 0 sobrenadante foi removido e centrifugado novamente. Posteriormente, a
proteina foi quantificada no equipamento Eppendorf BioPhotometer® D30, 230
V/50-60 Hz por meio da leitura em um comprimento de onda de 280 nm. A
quantificacdo da proteina em cada tratamento e nos tempos de exposicdo foi
repetida trés vezes (FELICIOLI et al., 2004).

Anélises estatisticas

Os dados foram analisados usando o software R® (2016). Para os dados do
teste de locomocao foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal — Wallis. A
concentragfes totais de proteina das abelhas de alimentos contaminados e néo

contaminados foram comparados.
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RESULTADOS

Efeitos subletais da exposicao via aplicacdo topica sobre o comportamento

Difenoconazol e Azadiractina foram os produtos que apresentaram maior
toxicidade sobre S. xanthotricha independente do tempo de exposicao,
apresentando velocidade média de 0,55; 0,70; 0,50; 0,50 cm/s para o difenoconazol
e 0,40; 0,55; 0,45; 0,45 cm/s para a azadiractina nos tempos 15, 30, 60 minutos e 24
horas, respectivamente, divergindo da testemunha que apresentou velocidade média
de 2,8 (cm/s).

As abelhas apresentaram uma reducao na velocidade média de 1,40; 0,70;
0,80; 0,55 cm/s aos 30 minutos e 1,23; 0,50; 1,00; 0,45 cm/s aos 60 minutos
expostas ao ciflumetofem, difenoconazol, glifosato e azadiractina, respectivamente.
No entanto, o clorpirifés divergiu dos demais produtos e apresentou uma alta na
velocidade média de 3,80 e 3,50 quando comparados com a testemunha que
apresentou 2,80 cm/s. As 24 horas de exposi¢éo ciflumetofem, difenoconazol e a
azadiractina tiveram uma reducdo da velocidade média apresentando (1,4; 0,50;

0.45 cm/s), respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Velocidade média de operarias de Scaptotrigona xanthotricha apds a
exposicao topica aos produtos fitossanitarios ciflumetofem, difenoconazol, clorpirifos,

glifosato, azadiractina e agua (testemunha).
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Todos os produtos se mostraram toxicos para N. testaceicornis interferindo
na velocidade da abelha independente do tempo de exposi¢cédo, quando comparados
com a testemunha. O ciflumetofem e o glifosato apresentaram reducdo em todos os
tempos de exposicao, onde a velocidade média foi reduzida quando comparada com
os demais tratamentos. Aos 15 minutos de exposicao, todos os produtos interferiram
na velocidade média dos individuos, sendo o ciflumetofem o que apresentou a
menor velocidade média. Aos 30 minutos, os produtos ciflumetofem, clorpirifés e o
glifosato se mostraram mais toxicos, apresentando uma velocidade média de 0,44,
0,30 e 0.70 (cm/s) respectivamente, divergindo da testemunha que apresentou 2,86

(cm/s) (Figura 2).
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Figura 2. Velocidade média de operarias de Nannotrigona testaceicornis apos a
exposicao topica aos produtos fitossanitarios ciflumetofem, difenoconazol, clorpirifés,

glifosato, azadiractina e agua (testemunha).

Quantidade de Proteinas totais ap0s exposi¢do por ingestao

Foi analisada a proteina total por meio das médias obtidas nos individuos de
S. xanthotricha expostos a dieta contendo solu¢cdo de sacarose com o0s produtos
fitossanitarios ciflumetofem, difenoconazol, clorpirifés, glifosato, azadiractina.

No primeiro e terceiro dia ap0s a exposi¢do, o clorpirifds provocou a maior

toxicidade promovendo alteracdes na proteina total dentre os produtos testados,
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com niveis variando de 6,3 a 20,59 (ug/ ul), respectivamente. Contudo, o mesmo
produto ndo divergiu do tratamento controle no sexto dia apds a exposicao.

Por outro lado, o ciflumetofem apresentou maior toxicidade no sexto dia,
quando foi observada uma reducdo do nivel proteico médio para 1,24 (ug/ ul),
quando comparados com os demais produtos (difenoconazol = 9,72; clorpirifés =
14,33; azadiractina = 15,80; glifosato = 9,62; e testemunha = 15,16 ug/ ul).

A azadiractina promoveu uma reducdo da proteina total em todas as
avaliacdes 9,43, 9,39 e 9,62 (ug/ pl) para um, trés e seis dias, respectivamente. Este
produto reduziu a proteina total no primeiro dia em relacdo a testemunha e se
manteve constante nas demais avaliacbes. Similarmente a azadiractina o
difenoconazol mostraram-se toxicos aos trés e seis dias apdés a exposicao,
apresentando 9,60 e 9,72 (ug/ ul) respectivamente (Figura 3).
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Figura 3. Concentracdo de proteina total (ug/pl) em operarias de S. xanthotricha
apos um, trés e seis dias da alimentacdo contaminada com os produtos

fitossanitarios ciflumetofem, difenoconazol, clorpirifés, glifosato, azadiractina.

Para os individuos de N. testaceicornis foi observado que o efeito do
ciflumetofem foi similar a da testemunha no primeiro dia apds a exposi¢cdo. Contudo
0 mesmo mostrou maior toxicidade no terceiro e no sexto dia apds a exposicao,
apresentando uma reduc¢do no valor médio da proteina total de 7,40 para 6,29 ug/ul,
respectivamente.
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No sexto dia todos os produtos testados se mostraram téxicos, divergindo da
testemunha que apresentou 14,53 ug/ul de proteina total. Os produtos ciflumetofem,
difenoconazol, clorpirifés, glifosato, azadiractina apresentaram reducdo do nivel
proteico obtendo médias de 6,29, 6,41, 7,14, 7,54 e 7,88 ug/ul, respectivamente
(Figura 4).
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Figura 4. Concentracdo de proteina total (ug/ul) em operarias de Nannotrigona
testaceicornis ap6s um, trés e seis dias da alimentacdo contaminada com o0s
produtos fitossanitarios ciflumetofem, difenoconazol, clorpirifés, glifosato,

azadiractina.

DISCUSSAO

No primeiro e terceiro dia ap0s a exposicao, o clorpirifés foi o produto que
provocou maior toxicidade sobre S. xanthotricha promovendo alteragdes na proteina
total dentre os produtos testados, com niveis variando de 6,3 para 20,59 (ug/ul),
respectivamente. Estas alteracées sobre N. testaceicornis s6 foram detectadas no
sexto dia. Esses resultados corroboraram com observacbes de Roat et al. (2014)
que avaliaram o efeito de doses subletais sobre A. melifera, que quando expostas

ao fipronil, apresentaram alteracdes em 25 proteinas cerebrais. Os mesmos autores
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ainda sugerem uma maior vulnerabilidade a patdégenos, além de desdobramento
proteico, degeneracdo cerebral, apoptose, isquemia, deficiéncia visual, alteracdes
nas sinapses, degeneracdo cerebral, perda de memoria e dificuldades de
aprendizagem. Thompson (2003) sugeriu que efeitos comportamentais foram
relatados em varios estudos, contudo mais trabalhos devem ser realizados com o
intuito de detectar alteracdes, devido a caréncia de estudos que relatem tais
impactos, uma vez que estes podem estar relacionados com sobrevivéncia ao longo
prazo e desenvolvimento da col6nia.

A azadiractina e o clorpirifés promoveram reducdo da proteina total de
ambas as espécies no sexto dia. Wu et al. (2017) avaliaram o inseticida,
imidaclopride que promoveu disfuncéo celular de A. mellifera e foi capaz de interferir
a nivel muscular e ribossémico, portanto, afetando a funcao de sintese proteica.
Diante disso, pode-se sugerir tais alteracbes ocorridas quanto os niveis de proteina
total. Outro estudo mostrou que A. mellifera quando submetidas a dieta contaminada
com clotiadinina apresentaram reducdo do glicogénio, lipidios e proteina quando
correlacionados a concentracdes crescentes do inseticida (MOGREN; LUNDGREN,
2016).

O glifosato mesmo utilizando uma dose duas vezes menor que a dose
comercial se mostrou téxico provocando um aumento na proteina total sobre S.
xanthotricha aos trés dias de exposi¢do, similar aos inseticidas clorpirifés, uma vez
gue este efeito foi contrario sobre N. testaceicornis que promoveu uma reducao da
proteina total, apesar de autores relatarem baixa toxicidade para animais (RUIZ-
TOLEDO; SANCHEZ-GUILLEN, 2014). Outros autores sugerem que o herbicida
apresente toxicidade a nivel de efeitos subletais no comportamento de abelhas
sendo necessaria mais pesquisas para compreender o real efeito dos herbicidas
sobre as abelhas (HERBERT et al., 2014; THOMPSON et al., 2014; BALBUENA et
al., 2015).

O ciflumetofem apresentou maior toxicidade sobre S. xanthotricha no sexto
dia, apresentando uma reducdo do nivel proteico médio, e para N. testaceicornis o
mesmo mostrou maior toxicidade no terceiro e no sexto dia. Estes resultados
divergem de Hayashi et al. (2013) que relatam a inexisténcia do efeito toxico sobre
A. mellifera por via de contato e de ingestdo, assim como estudos realizados pela
EFSA (2012) que relata a baixa toxicidade do ciflumetofem sobre abelhas, por ser

um acaricida de contato. Contudo, efeitos subletais sdo menos investigados devido a
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dificuldade de percepcao, principalmente por serem feitos de longo prazo. Autores
como FREITAS e PINHEIRO (2010) sugerem que um banco de dados deve ser
criado para facilitar a observacéao e interpretacéo de tais distarbios.

O difenoconazol apresentou maior toxicidade sobre as operéarias S.
xanthotricha e N. testaceicornis a partir do terceiro dia, reduzindo os niveis proteicos.
Desta forma, a observacdo de efeitos subletais se torna um fator importante para
comprovar os reais efeitos dos fungicidas, corroborando com o trabalho de Ladurner
et al. (2005) que relatam a toxicidade sobre abelhas Osmia lignaria e A. mellifera
quando expostas ao fungicida propiconazol, do grupo dos triazéis que apresentou
toxicidade oral aguda. Por outro lado, Kinasih et al. (2017) relatam que o
difenoconazol ndo apresentou efeito téxico &s operarias de Trigona (Tetragonula)
laeviceps por via topica.

A azadiractina e o difenoconazol sobre S. xanthotricha por via de aplicacao
tépica promoveu uma reducdo na velocidade média das abelhas independente do
tempo de exposicdo, corroborando assim com Lambin et al. (2001) que avaliaram a
atividade motora de A. mellifera, e Silva et al. (2016) sobre Scaptotrigona postica,
ambas espécies expostas por aplicacao tdpica ao imidaclopride.

O ciflumetofem promoveu a reducdo da velocidade média sobre N.
testaceicornis, independente do tempo de exposicdo apresentando uma maior
vulnerabilidade aos 15 minutos e para S. xanthotricha a reducdo da velocidade
média comecou apds 30 minutos de exposicao, possivelmente, devido a capacidade
de se transformar em outras substancias quimicas, além do seu poder residual como
relatado por Hayashi et al. (2013). Lima et al. (2016) também relatam que o
cifumetofem tem a capacidade de metabolizacdo, se transformando em trés
metabdlitos distintos capazes de serem mais ou menos toxicos que 0O proprio
ingrediente ativo dependendo do ambiente.

O (¢lifosato também se mostrou toxico a partir dos 30 minutos apés a
exposicdo via topica, promovendo reducdo da velocidade média das operarias de S.
xanthotricha, assim como para N. testaceicornis, contudo esta redugdo ocorre
independente do tempo de exposicao, Herbert et al. (2014) observaram que abelhas
A. mellifera quando expostas ao glifosato por via oral, apresentaram deficit
cognitivos, assim como, Balbuena et al. (2015), que relataram deficit cognitivos e
alteracdes na capacidade de voo quando submetidas a doses elevadas de glifosato

sobre A. mellifera por meio da exposigéo via oral.
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O clorpirifés sobre S. xanthotricha foi o produto que afetou de forma
contraria aos demais, nos tempos de 30 e 60 minutos promoveu uma maior
velocidade média, divergindo de N. testaceicornis que apresentou uma reducdo da
velocidade média independente do tempo de exposicdo. Tal fato estar relacionada
com o efeito neurotdxico, uma vez que este produto, por ser um organofosforado,
atua na inibicdo da acetilcolinesterase, provocando uma hiperexcitacdo do sistema
nervoso (RIEDL et al., 2006; Silva et al., 2015), corroborando com o trabalho de
Schricker e Stephen (1970) que ao avaliar a toxicidade de parathion sobre A.
mellifera mostraram que o organofosforado promoveu uma maior velocidade no voo
guando submetidas por via ingestédo. Divergem porém com o trabalho de Williamson
et al. (2013), onde promoveu uma menor atividade das abelhas A. mellifera quando

submetidas a exposicao topica ao clorpirifos.

CONCLUSAO

Todos os produtos testados apresentaram toxicidade sobre as operarias de
S. xanthotricha e N. testaceicornis, sendo que clorpirifés e azadiractina provocaram
0s maiores distirbios comportamentais dentre os produtos testados.

O ¢lifosato apresentou efeitos subletais sobre as operérias, evidenciando a
sua vulnerabilidade a este produto, uma vez que este apresentou resultados
similares aos dos inseticidas testados.

A quantificacdo de proteina total € uma técnica que pode ser utilizada para
comprovar distarbios fisiolégicos provocados pelos agrotoxicos, uma vez que muitos

produtos tem seu efeito real mascarado devido a auséncia de letalidade.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo apresenta informacgdes relevantes sobre o efeito de substancias
usadas no controle fitossanitario de insetos pragas, em operarias de S. xanthotricha
e N. testaceicornis, espécies de abelhas sem ferrdo (Meliponini) de interesse sécio-
econdmico-ambiental.

Dentre os produtos testados, o clorpirifés apresentou maior letalidade,
independente do meio de exposicdo. Contudo os produtos ciflumetofem,
difenoconazol, glifosato, azadiractina mesmo quando estes apresentaram baixa
letalidade, efeitos subletais também foram detectados nos testes, o que pode
comprometer o comportamento natural das abelhas, podendo vir a interferir no
forrageamento destas.

Portanto, esse estudo contribuiu para o conhecimento sobre os efeitos
desses principios ativos nessas duas espécies de abelhas sem ferrdo, de forma a
estabelecer medidas que minimizem os efeitos negativos dos produtos
fitossanitarios, tais como, evitar aplicagbes durante o periodo de floracao,
fechamento das coldnias a noite nos dias anteriores as aplicacdes, aplicacdes
dirigidas, reducdo das aplicacdes, uso de produtos seletivos em substituicdo as
substancias de maior toxicidade para as abelhas.

Dessa forma, RECOMENDA-SE ESSE ESTUDO também enfatizar a
necessidade de testes preliminares utilizando as abelhas sem ferrdo antes de
registrar novos produtos fitossanitarios, uma vez que, geralmente, esses testes sao
realizados apenas com abelhas do género Apis, e comumente séo realizados teste
somente de mortalidade, ndo levando em consideracdo os efeitos que esses

produtos podem causar sobre o comportamento das abelhas.



