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RESUMO

Ferreira, Maria Fernanda O. Efeitos de diferentes agrotéxicos na sobrevivéncia e
comportamento de Scaptotrigona aff. xanthotricha (Apidae, Meliponini). Dissertacao
de Mestrado em Ecologia e Recursos Naturais. UFU. Uberlandia-MG.

As abelhas sem ferrdo estdo incluidas no grupo dos principais polinizadores cujo
servico ecologico ¢ extremamente importante. Entretanto, elas vem sofrendo sérias
ameagas, as quais estdo causando um declinio em suas populagdes. Testes padronizados
com Apis mellifera ja sao comuns, surgindo uma necessidade de criar parametros
adequados para as abelhas sem ferrdo. Dentre os fatores apontados como possiveis
causas para seu declinio esta a intoxica¢dao por agrotoxicos. Este trabalho avaliou as
dosagens letais, tempo letal e efeitos sub-letais (através dos testes de comportamento)
de dois inseticidas utilizados em cultivos de soja: abamectina e acetamiprido em
Scaptotrigona aff. Xanthotricha Moure, 1950 (Apidae, Meliponini). O acetamiprido €
um neonicotinoide considerado extremamente toxico € a abamectina ¢ uma avermectina
medianamente toxica. Objetivou-se avaliar esses efeitos, confirmar essa premissa e
propor adequacdo de metodologias para os testes de comportamento. As DLs
encontradas para a abamectina foram DL50 = 0.6993pug/mL e DL90 = 0.90837ug/mL; e
para o acetamiprido, DL50 = 0.494ug/mL e DL90 =0.753pg/mL. Os TLs foram, sob
efeito da abamectina, 8,25 horas e sob efeito do acetamiprido foram de 14,25 horas.
Para o teste de Extensdo da Probdscide houve diferencas significativas entre abamectina
e controle (z = 1,14; P <0,0001), e entre acetamiprido e controle (z = 5,87; P <0,0001),
mas nao entre abamectina e acetamiprido. E para o teste de atividade locomotora houve
diferengas significativas no tempo de duracdo da caminhada, abelhas contaminadas com
acetamiprido demoraram até 413 segundos para completar a corrida, enquanto o tempo
maximo do grupo controle foi de apenas 91 segundos. Esses resultados sugerem que o
acetamiprido reduz a capacidade de dispersdo das abelhas. Para abamectina nao houve
diferenca significativa. Nossos resultados corroboram a hipotese de que o acetamiprido
¢ mais toxico para S. aff. xanthotricha, mas a abamectina também se mostrou
prejudicial (exceto para o teste de atividade locomotora). Pesquisas afins realizadas com
A. mellifera mostraram que estas sdo menos sensiveis aos inseticidas quando
comparadas as abelhas sem ferrdo, mas alguns estudos apontam uma maior
sensibilidade a abamectina. Os testes de comportamento representam as atividades das
abelhas em seus habitos de vida, mostrando assim como as mesmas sdo afetadas e
prejudicadas pela alteracdo cognitiva causada pelos inseticidas. Os organismos
respondem de maneiras diferentes aos inseticidas, tamanho corporal, metabolismo,
habitos de forrageio, sdo fatores que alteram essas respostas. Dependendo da dose os
inseticidas podem agir aumentando ou diminuindo o metabolismo das abelhas. A
padronizacdo de metodologias para as abelhas sem ferrdo ¢ extremamente importante,
uma vez que as analises tém que se adequar aos limites desse grupo de abelhas
eussociais. Essas pesquisas sdo fundamentais para o entendimento de fatores que
causam esse declinio da populagdo, para que seja feito um manejo correto € para que a
preservacao das espécies seja realizada, evitando terceiros prejuizos ao ecossistema.

Palavras-chave: abelhas sem ferrdo, acetamiprido, abamectina, neonicotinoide,
avermectina, reflexo de extensdo da proboscide, atividade locomotora.



ABSTRACT

Ferreira, Maria Fernanda O. Effects of different pesticides on the survival and behavior
of Scaptotrigona aff. xanthotricha (Apidae, Meliponini). MSc.thesis. UFU. Uberlandia-
MG.

The stingless bees are included in the group of the main pollinators whose ecological
service is extremely important. However, they are undergoing serious threats, which are
causing a decline in their populations. Standardized tests with Apis mellifera are already
common, and there is a need to create adequate parameters for stingless bees. Among
the factors identified as possible causes for its decline is pesticide poisoning. This work
evaluated the lethal dosages, lethal time and sub-lethal effects (through behavioral tests)
of two insecticides used in soybean crops: abamectin and acetamiprid in Scaptotrigona
aff. xanthotricha Moure, 1950 (Apidae, Meliponini). Acetamiprid is a neonicotinoid
considered extremely toxic and abamectin is a medically toxic avermectin. The
objective was to evaluate these effects, confirm this premise and propose simple and
applicable methodologies for behavioral tests. The DLs found for abamectin were LD50
=0.6993 pug/mL and DL90 = 0.90837 pug / mL; and for acetamiprid, LD50 = 0.494 pg/
mL and LD90 = 0.753 pg / mL. The TLs were, under the effect of abamectin, 8.25
hours and under the effect of acetamiprid were 14.25 hours. For the Proboscis Extension
test there were significant differences between abamectin and control (z = 1.14, P
<0.0001), and between acetamiprid and control (z = 5.87, P <0.0001), but not between
abamectin and acetamiprid. For the locomotor activity test there were significant
differences in the duration of the walk, acetamipid contaminated bees took up to 413
seconds to complete the race, while the maximum time of the control group was only 91
seconds. These results suggest that acetamiprid reduces the dispersal capacity of bees.
For abamectin, there was no significant difference. Our results corroborate the
hypothesis that acetamiprid is more toxic to S. aff. xanthotricha, but abamectin was also
detrimental (except for the locomotion test). Similar studies carried out with A4.
mellifera show that they are less sensitive to insecticides when compared to stingless
bees, but some studies indicate a greater sensitivity to abamectin. Behavior tests
represent bees activities in their living habits, thus showing how they are affected and
impaired by the cognitive alteration caused by insecticides. The organisms respond
differently to insecticides, body size, metabolism, foraging habits, are factors that alter
these responses. Depending on the dose, the insecticides can act increasing or
decreasing the metabolism of the bees. The standardization of methodologies for
stingless bees is extremely important, the analyzes have to fit the limits of this group of
social bees. These researches are fundamental for the understanding of factors that
cause this decline of the population, so that a correct management is made and for the
preservation of the species is carried out, avoiding third damages to the ecosystem.

Keywords: stingless bees, acetamiprid, abamectin, neonicotinoid, avermectin, proboscis
extension reflex, locomotor activity.



1. Introducao

As abelhas sdo os principais agentes polinizadores (BIESMEIJER & SLAA,
2004) contribuindo com a preservagdo vegetal, manutencdo das comunidades de plantas
silvestres e de cultivo agricola (ASHMAN et al., 2004; AGUILAR et al., 2006; KLEIN
et al.,, 2007; RICKETTS et al.,2008). A eficiéncia das abelhas como polinizadores da
maioria das espécies de angiosperma, estd relacionada ao uso de poélen e néctar como
alimento nas diferentes fases de vida. Estes insetos possuem estruturas especializadas
para coleta e transporte de recursos, metabolismo, sincronizagdo com eventos florais e
memoria temporal, fatores estes que auxiliam na exploragdo dos recursos florais
(SILVEIRA et al., 2002; MOORE, 2001).

As abelhas foram identificadas como visitantes florais de 132 tipos de cultivos
associados a produgdo de alimentos, sendo reconhecidas como polinizadoras de 91
destes tipos (BPBES, 2019). Dentre os polinizadores destes cultivos, predominam a
espécie Apis mellifera e abelhas da Tribo Meliponini, popularmente conhecidas como
abelhas sem ferrdao, sendo estas ultimas registradas como visitantes em 107 cultivos e
confirmadas como polinizadoras de 52 (BPBES, 2019). Além da importancia dos
servicos de polinizacdo, A. mellifera e algumas espécies de abelhas sem ferrdao
contribuem produzindo produtos de valores econdmicos como mel e propolis (ROCHA,
2012).

O declinio do servico da polinizagdo pode levar a extingdo de plantas e animais,
alterando a paisagem e fun¢des do ecossistema (KEVAN & VIANA, 2003), uma vez
que desde o surgimento da flor, essa relagdo mutualista envolvendo planta e polinizador,
vem se estabelecendo e proporcionando o sucesso reprodutivo das angiospermas

(KEARNS & INOUYE, 1997). Algumas mudangas ambientais estdo associadas ao



declinio das abelhas e seus servi¢os de polinizagdo, tais como mudangas climaticas e
perda de habitat (POTTS et al, 2010). Sem a atuacdo dos polinizadores, a
biodiversidade ¢ afetada e menos biodiversidade pode causar maior vulnerabilidade a
pragas e doengas da fauna e flora. Outra consequéncia da perda de biodiversidade ¢ a
restricdo de alimentos e da agricultura, colocando a seguranca alimentar em risco (FAO,
2019).

Um fendmeno mais recentemente detectado nas populacdes de abelhas
meliferas, caracterizado pela rapida perda da populagio adulta de uma coldnia
(UNDERWOOD & VANENGELSDORP, 2007), foi denominado Desordem do
Colapso da Colonia (DCC). Acredita-se que apenas um fator isolado nao seja a possivel
causa para a desordem, mas sim a interagdo de alguns desses fatores. Assim, foram
apontados como possiveis causas para a DCC, a presenga de novo parasita ou patdogeno,
desnutricdo, intoxicagdo por agrotdéxico, manejo inadequado ou consanguinidade
exacerbada (JOHNSON, 2010; VANENGELSDORP & MEIXNER, 2010; BECHER et
al., 2013).

Muitos trabalhos recentes tém demonstrado o efeito negativo dos agrotoxicos na
sobrevivéncia e comportamento das abelhas, colocando-os como os principais
responsaveis pelo declinio populacional e seus servicos ambientais (BECHER et al.,
2013; JACOB et al., 2015; JOHNSON, 2010; NOCELLI et al., 2012; POTTS et al.,
2010; ROCHA, 2012), além dos riscos a sautde humana (SPADOTTO, 2004). Dos
agrotoxicos consumidos no Brasil, aproximadamente 30% sdo inseticidas e, desse valor,
cerca de 40% apresentam toxicidade para as abelhas (FREITAS & PINHEIRO, 2010).
As abelhas podem ser intoxicadas por inseticidas por trés vias: contato, ingestdo e

fumigacdo e seus efeitos variam dentre as espécies e vao desde a morte imediata a



efeitos subletais, os quais causam problemas no funcionamento da colonia
(VANENGELSDORP & MEIXNER, 2010).

Alguns dos efeitos toxicos das doses letais dos inseticidas podem ocorrer através
de alteragdes no sistema nervoso causando a morte pela paralisacdo de atividades ou
hiperexcitagdo (NOCELLI et al.,2012). Além da letalidade, os efeitos subletais tém cada
vez mais enfoque como outra perspectiva de ameaga para as abelhas. Paralisia,
desorientagdo, mudancas comportamentais para curto e longo prazo também sdo
resultados dessa toxicidade causada pelos pesticidas (VANENGELSDORP &
MEIXNER, 2010), assim como comportamento, tempo de vida, desenvolvimento das
larvas, alteragdes no metabolismo celular e inibi¢des enzimaticas (DESNEUX et al.,
2007), alteragdo em cognigdes que causam prejuizos na colonia como reducdo da
motilidade, perda da capacidade de comunicacdo e¢ de aprendizagem, dificuldades de
forrageamento e de orientacdo (BORTOLLI et al., 2003). Algumas das explicagdes para
essas diferentes respostas em relagdo aos inseticidas podem ser: o desenvolvimento de
enzimas de desintoxicacdao, o tamanho corporal, os niveis de gordura corporal ou pH da
hemolinfa (AHMAD & JOHANSEN 1973, apud JACOB et al., 2015).

As alteracdes comportamentais causadas nas abelhas pelo uso de agrotoxicos
podem ser monitoradas por meio de testes de comportamento, como reflexo de extensao
da proboscide (REP) e o teste de atividade locomotora, mostrando assim como o
desempenho dos individuos ¢ afetado por essas substincias, prejudicando o
forrageamento e a polinizacdo (NOCELLI et al., 2012). O método de REP busca
reproduzir a interacao abelha-flor no momento em que a abelha capta o pélen. Quando o
individuo reconhece a presenca de alimento através de um estimulo nas antenas, ele
estende a proboscide para captar esse recurso. O método de REP, apos a exposi¢ao da

abelha a algum quimico, pode ser realizado através desse estimulo seguido de uma



oferta de solucdo, geralmente de sacarose, para avaliar o limiar gustativo
(ARMENGAUD et al., 2002). Essa andlise ¢ possivel uma vez que os agrotdxicos
causam grande reducdo da capacidade de detec¢ao de fontes de alimento (DESNEUX,
2007). Esse método foi introduzido por KIMIHISA TAKEDA em 1961 e geralmente ¢
avaliado como uma resposta dicotomica (1 ou 0) podendo ser utilizado como um indice
para o desempenho de aprendizado e memoria.

Outra avaliagdo utilizada para analisar o efeito dos inseticidas sobre o
comportamento das abelhas ¢ a avaliacdo da atividade locomotora. Por meio do método
de LAMBIM e colaboradores (2001), a habilidade de orientacdo e atividade locomotora
sdo avaliadas com o auxilio de uma fonte luminosa. Avalia-se a capacidade das abelhas
em percorrer um trajeto € o tempo gasto para finalizar o percurso. A atividade
locomotora das abelhas pode ser comprometida por inseticidas a base de neonicotinoide
e avermectina, uma vez que essas substancias diminuem o deslocamento e provocam
paralisias nestes insetos.

A medida de toxicidade dos inseticidas para as abelhas se baseia na
determinagdo da dose média letal (DL50) e/ou de uma concentragao média letal (CL50),
ou seja, um valor que reflete a mortalidade de 50% da populacdo experimental e, por
meio desse valor, podemos estimar os pontos acima e abaixo para obter a curva dose-
resposta. A curva dose-resposta mostra o quanto o aumento de cada dosagem da
substancia tem como resposta o aumento da mortalidade da populagdo amostrada. Outra
maneira de avaliar a toxicidade da substancia ¢ através do tempo letal médio (TL50) que
¢ o tempo corrido para causar a mortalidade de 50% da populagdo amostrada apos a
exposicao a substancia (COSTA, 2015).

Muitos estudos baseados na mortalidade e/ou resisténcia a compostos toxicos

sao direcionados a 4. mellifera. Entretanto o uso desta espécie como unico representante



de agentes importantes para a polinizagdo, gerou controvérsia (JACOB et al., 2015),
fazendo necessarios os testes de toxicidade também em abelhas nativas solitarias ou
sociais. O desmatamento, a caréncia de informagdo a respeito das abelhas nativas e seu
manejo, ¢ os efeitos dos pesticidas sobre essas abelhas nativas constituem os maiores
obstaculos para o atual uso sustentavel de polinizadores na agricultura (FREITAS &
PINHEIRO, 2010).

Dentre as abelhas nativas, estudos sobre a toxicidade de compostos quimicos em
espécies da tribo Meliponini sdo relativamente escassos, uma vez que esses estudos sdo
realizados, na sua maioria, em locais de clima temperado e essas espécies nao ocorrem
nesses locais (MORAES et al., 2000). As abelhas da tribo Meliponini possuem ferrao
atrofiado, caracteristica que deu nome a esse grupo de abelhas sem ferrdo (SILVEIRA
et al., 2002). E constituido de aproximadamente 40 géneros e sdo abelhas eussociais,
semelhantes a 4. mellifera (VALDOVINOS-NUNEZ et al., 2009). As abelhas da tribo
Meliponini tém distribui¢cdo tropical e, no Brasil, ha mais de 400 espécies descritas
(SILVEIRA et al., 2002). Além da produ¢do de alimentos, seus servigos de polinizagdao
auxiliam na reconstituicdo de florestas tropicais e conservacdo de remanescentes
(SILVA & PAZ, 2012). Espécies dessa tribo também podem ser utilizadas como
indicadoras de qualidade ambiental (PALAZUELOS BALLIVIAN, 2008; SILVA &
PAZ, 2012).

A meliponicultura consiste na criagdo de abelhas sem ferrdo nativas, as quais
podem ser exploradas através de técnicas de manejo que respeitem a biologia do grupo
e, a0 mesmo tempo, permitem a colheita de produtos armazenados, sem prejudicar a
espécie, para fins de uso e comercializacdo. As abelhas sem ferrdo apresentam
vantagens por serem nativas € consequentemente adaptadas a flora da regido e seu mel

obtém melhores precos no mercado. Aproximadamente 10 espécies podem ser criadas



através da meliponicultura e sua tecnologia ¢ relativamente bem estudada e difundida
(MATEUS, 1998). Essa criagdo ainda ¢ capaz de causar impactos positivos tanto sociais
quanto econdmicos (PEREIRA et al., 2003). O clima, umidade, riqueza e diversidade de
plantas da regido propiciam melhores condi¢des as quais favorecem a criagcdo dessas
abelhas.

A meliponicultura ¢ uma atividade cuja pratica ¢ de uso sustentdvel de recursos
naturais, amplamente utilizada no Brasil, e ¢ uma alternativa para a regido amazonica, e
pode ser integrada em areas naturais e/ou para contribuir com a produgdo agricola
(VENTURIERI, 2008). Na regido amazoOnica, a meliponicultura oferece renda
complementar, no contexto da agricultura familiar das comunidades, através da venda
do mel e propolis (FRAZAO 2013). O mel também ¢é base para a produgio de
cosméticos como sabonetes e shampoos produzidos por essas comunidades.

A regido Amazonica ¢ a maior floresta tropical continua do planeta, sendo o
Brasil possuidor da segunda maior reserva de florestas do mundo. No Pard o avango da
exploragdo agricola e florestal vem aumentando ao longo dos anos e um dos cultivos
predominantes na regido e proximidades de Santarém, € o cultivo de soja. O Brasil ¢é o
segundo maior produtor mundial de soja com produgdo de 116,996 milhdes de
toneladas, 35,100 milhdes de hectares de area plantada e produtividade de 3.333 kg/ha
(EMBRAPA, 2019). Uma das preocupagdes com o desmatamento crescente devido ao
avango da soja ¢ o uso de inseticidas utilizados nesse cultivo € o impacto dessa
atividade sob as populacdes de abelhas nativas (VENTURIERI, 2008).

O acetamiprido e abamectina estdo entre os principais inseticidas utilizados no
cultivo da soja e que podem ter efeito nas populagdes de abelhas, incluindo as sem
ferrdo, tanto em areas naturais € em colonias mantidas de Meliponarios. O acetamiprido

esta incluido em uma classe de inseticidas cujo grupo quimico € o neonicotinoide,



atuando como antagonista dos receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR) presentes
no sistema nervoso central dos insetos (MACEDO, 2016). E um composto altamente
toxico para as abelhas e em contra partida, tem baixa toxicidade para os vertebrados,
fazendo assim um dos quimicos mais utilizados no mundo (JESCHKE et al., 2011). A
abamectina, por sua vez, faz parte de uma classe de inseticidas cujo grupo quimico ¢ a
avermectina. Além de atuar como inseticida é utilizada também como acaricida. E
altamente toxica para as abelhas e seus residuos permanecem por aproximadamente 28
horas (CARVALHO et al, 2009), entretanto, seus efeitos ainda s3o pouco
documentados. A abamectina tem a toxicologia classificada como medianamente tdxica
e o acetamiprido extremamente toxico. A toxicidade da maioria dos agrotéxicos €
expressa em valores referentes a Dose Média Letal (DL50) representada por miligramas
do ingrediente ativo do produto por quilograma de peso vivo, necessarios para matar
50% da populagdo de ratos ou de outro animal teste (VALADARES, 2006).

Considerando a diversidade das abelhas nativas brasileiras da regido
amazonica, o crescente aumento do cultivo de soja nessa regido e, consequentemente,
a crescente exposicao das abelhas aos inseticidas, os objetivos deste trabalho foi testar
o efeito do acetamiprido e da abamectina na sobrevivéncia € comportamento cognitivo
da espécies de abelhas sem ferrdo, Scaptotrigona aff. xanthotricha (Moure, 1950),
abelha da tribo Meliponini usada na meliponicultura. Determinou-se as DL50, DL90 e
Tempo Letal destes, assim como avaliou-se os efeitos subletais no comportamento
alimentar e de atividade locomotora da espécie Scaptotrigona aff. xanthotricha.

Assim, temos como objetivo mostrar a possivel relacdo destes inseticidas com a
Desordem do Colapso da Colonia para que medidas de conservacao da abelha sejam
aplicadas. A principal hipotese do trabalho € que a exposi¢ao de abelhas aos inseticidas

AbamectinNortox® e Battus® exercem efeitos de acordo com suas classes



toxicologicas. Assim, acredita-se que os dois inseticidas se apresentardo toxicos,
entretanto, o acetamiprido serd o mais toxico em relagdo a todos os parametros

analisados.

2. Materiais e Métodos

Os testes experimentais foram conduzidos no Laboratorio de Sanidade Animal
(LaRSana) do Instituto de Biodiversidade e Floresta (IBEF) da Universidade Federal do
Oeste do Para (UFOPA), Santarém, PA. Os inscticidas utilizados sao
AbamectinNortox® e Battus® cujos principios ativos sdo abamectina e acetamiprido
respectivamente (AGROFIT, 2018). A colonia de espécie Scaptotrigona aff.
xanthotricha é oriunda do municipio de Belterra, Pard, e foi mantida no Meliponario da

UFOPA durante todo o experimento.

2.1 Dose Letal para a Intoxicagdao por Contato

Para a determinacao dos parametros relativos a dose letal 50 e 90 de intoxicagao
por contato, foram realizadas diferentes diluicdes a partir das doses comerciais
indicadas pelos fabricantes nos rotulos dos produtos para a cultura de soja.

Para o preparo do material, papéis filtros foram embebidos nas solugdes
preparadas, secados em temperatura ambiente e dispostos em placas de Petri, de 9 cm de
diametro por 2 cm de altura. Tampas coroa metdlicas foram utilizadas como
alimentadores com chumaco de algodao inseridos dentro banhados com solucao de 75%
de dgua e 25% de mel. Para o grupo controle os papéis filtros foram embebidos apenas

em agua destilada.



Para a realizagdo do procedimento, vasilhas de plastico transparentes de 1000 ml
foram posicionadas nas entradas das colonias para a coleta dos individuos (FIGURA
1A). Para o manuseio das abelhas, anestesiou-se os individuos em gelo e 10 abelhas
foram colocadas em cada placa de Petri com tecido filé usufruido como contengdo
(FIGURA 1B). As primeiras doses foram fragdes 10 vezes a concentracdo recomendada
para a soja, esse fracionamento foi realizado até obter uma faixa de mortalidade de 0 a
100% das populagdes, em seguida, dentro desta faixa foram estipulados 5 pontos para
compor a curva dose resposta. Para cada ponto foram utilizadas quatro placas de Petri
com 10 individuos inseridos, somados os 40 individuos para o grupo controle,
totalizando 240 abelhas por inseticida (FIGURA 2).

A porcentagem da mortalidade das abelhas foi contabilizada ao término de 24h
corridas desde o momento do aprisionamento das mesmas. Foram considerados mortos
os individuos que ndo manifestaram nenhum movimento durante o periodo observado.
A curva dose-resposta foi obtida através dos pontos encontrados. Os valores calculados
foram analisados através de Probite, por meio deste, obtiveram-se a DL50 e DL90 dos

inseticidas.

FIGURA 1 - A) Coleta de individuos da colonia da abelha Scaptotrigona aft.
xanthotricha. B) Placa de Petri contendo 10 individuos.
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Dose Letal = *\\

240 individuos 240 individuos

FIGURA 2 - Delineamento amostral para a obten¢do da dose letal. Cada circulo azul
representa uma placa de Petri contendo 10 individuos (C representa o grupo controle,
D1 adose 1, D2 a dose 2, D3 a dose 3 e assim sucessivamente até a dose 5), totalizando
240 individuos por inseticida.

2.2 Tempo Letal para a Intoxicagdo por Contato

Para a determinacdo dos parametros relativos ao tempo letal 50, foram utilizadas
as DL90s dos dois inseticidas. Foram manipuladas 40 abelhas por tratamento, 10 em
cada placa de Petri, totalizando 80 individuos por inseticida (FIGURA 3). As abelhas
foram intoxicadas com os inseticidas pela via de exposi¢ao de contato através da mesma
metodologia anterior (vide item 2.1) e a mortalidade foi monitorada a cada trés horas
durante o periodo de 27 horas.

A TL50 dos inseticidas foi obtida através do modelo Kaplan-meier, um
estimador ndo paramétrico da andlise de sobrevivéncia. Para o grupo controle, as

abelhas entraram em contato apenas com os papéis filtros embebidos em agua destilada.
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10
individuos

Abamectina Acetamiprido \/\/ ‘.‘I"‘.‘ .V
f\X/‘ /f—\(\ ™ |
. 4 b 4.4
C\;/" A d

i . i <
80 individuos 80 individuos

FIGURA 3 - Delineamento amostral para a obten¢@o do tempo letal. Cada circulo verde
representa uma placa de Petri contendo 10 individuos (C representa o grupo controle e
DL90 o grupo tratado com a dose letal 90 obtida no item 2.1), totalizando 80 individuos
por inseticida.

2.3 Teste de Reflexo de Extensdo da Probodscide (REP)

Para o teste de REP, a metodologia das pesquisas relacionadas a esse teste
sofrem grande variagdo, tornando dificil a decisdo de qual método utilizar. As
dificuldades encontradas para a padronizagao do teste incluem logisticas, experiéncia do
pesquisador e técnicas, dificultando a distingdo desses efeitos causadores de confusdo
(FROST et al., 2012), mesmo que algumas altera¢des (financeiras, temporais) sejam
inevitaveis.

No nivel comportamental pode-se detectar a memoria de curto prazo em nivel de
minutos. Uma Unica tentativa leva a uma resposta que dura algumas horas em mais de
50% dos animais e de acordo com SANDOZ et al., (1995), as memorias de odor das
abelhas podem perdurar por toda a vida de um individuo a partir desse primeiro contato.
Entdo neste presente trabalho optou-se realizar trés ofertas de alimento partindo do

principio de que a primeira oferta ja seria suficiente para o aprendizado de curto prazo.
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Para melhor execugdo do teste de REP, foram realizados pré-testes para avaliar a
capacidade de suporte da populagdo amostrada. Primeiro foi observado quanto tempo as
abelhas em cada placa de Petri suportavam o jejum até os primeiros individuos
morrerem e, em seguida, foi observado quanto tempo os individuos ficavam em contato
com a superficie intoxicada pelo inseticida até as primeiras mortes acontecerem. Esses
testes foram realizados, pois seguindo a metodologia para 4. mellifera, o periodo em
jejum sdo de quatro horas, mas as abelhas sem ferrdo sdo mais sensiveis € morrem antes
dessas quatro horas se completarem. O resultado foi uma hora em jejum e 30 minutos
em contato com o acetamiprido ¢ uma hora em contato com a abamectina.

Para aprisionar cada individuo, foram desenvolvidas capsulas individuais feitas
de ponteiras de micropipetas, com uma abertura tampada por tecido fil6 e a outra
abertura com uma tampa de fita adesiva (FIGURA 4), assim a abelha fica com o
movimento livre dentro de cada capsula e pode se alimentar através do tecido fil6. Essa
adequacdo da metodologia ocorreu devido a dificuldade de mobilizar cada individuo em
ponteiras de micropipeta, uma vez que esses testes normalmente sao realizados com 4.
mellifera, a qual tem o tamanho corporal muito maior e, logo, sdo mais faceis de

manipular, e para deixa-los com movimentos livres visando menor estresse.

Ponteira

|
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FIGURA 4 - Esquema representativo da capsula confeccionada a partir de uma ponteira

de micropipeta para a realizagdo do teste de REP.

Apos a realizagdo dos pré-testes, as abelhas passaram por um periodo de uma
hora em jejum: para o acetamiprido, 30 minutos inseridas nas placas de Petri em contato
com a DL50 e 30 minutos aclimatando nas capsulas de aprisionamento; e para a
abamectina 1h em contato com a DL50. Para facilitar o manuseio das mesmas, 0s
individuos foram anestesiados sob refrigeragdo por 30 segundos. Com o auxilio de
hastes flexiveis de plastico com algoddes em suas pontas, foi disponibilizada uma
mistura de agua e mel (25% mel e 75% éagua) para cada abelha, as hastes flexiveis
foram aproximadas das antenas de cada individuo durante 10 segundos para incentivar a
extensdo da probdscide. Foram realizadas trés ofertas de alimento para cada abelha e
foram avaliadas as respostas positivas e negativas para cada uma. Foram utilizados 30

individuos por tratamento, totalizando 90 abelhas (FIGURA 5).

Teste de Reflexo de Extensdo da Probdscide (REP)

/’//’7/ 77-\
X f/ A

[ 10 \
\ |

individuos

T \\ /
e /
TR

90 individuos

FIGURA 5 - Delineamento amostral para a obten¢ao do teste de REP. Cada circulo
vermelho representa uma placa de Petri contendo 10 individuos (C representa o grupo
controle, AB o grupo tratado com abamectina e AC o grupo tratado com acetamiprido).
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As frequéncias de respostas positivas de extensdo de proboscide entre os dois
tratamentos e o grupo controle foram comparadas, separadamente para cada oferta de
alimento. Também foram comparados os dados binarios de respostas usando modelos
de regressdo logistica, os quais foram implementados no programa R (R Core Team
2019). Os resultados foram demonstrados por meio de frequéncias brutas de respostas
positivas, e frequéncias previstas pelos modelos de regressdo logistica, as quais foram

plotadas usando o pacote effects do R (FOX & HONG, 2009).

Alternativamente, foram sumarizadas as trés ofertas de alimento por meio de
uma Analise de Coordenadas Principais (PCoA) implementada no pacote vegan do R
(OKSANEN et al., 2019). Aplicamos a PCoA sobre uma matriz de dissimilaridades
Gower entre amostras pareadas, o que foi util para testar diferencas nas frequéncias de
extensdo da probdscide ao longo de sucessivas ofertas de alimento, simultaneamente. O
primeiro eixo da PCoA capturou 100% da variancia original nos dados, o que sugere
que os escores produzidos pela PCoA sdo representacdes confidveis do espago
multivariado composto pelas trés ofertas de alimento. As diferengas nos escores
produzidos foram testadas pelo primeiro eixo da PCoA usando uma combina¢do entre

teste de Kruskal-Wallis e teste de Dunn.

2.4 Teste de Atividade Locomotora

Para a realizacdo do teste de atividade locomotora solugdes estoques dos dois
inseticidas foram preparadas baseadas nas DL50s (vide item 2.1). Foram utilizadas 30
abelhas para cada inseticida e para o controle, totalizando 90 abelhas (FIGURA 6). O
grupo controle passou pelo mesmo procedimento, entretanto ndo entrou em contato com

as DL50s.
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Teste de Atividade Locomotora

DL50

90 individuos

FIGURA 6 - Delineamento amostral para a obtencao do teste de atividade locomotora.
Cada circulo roxo representa uma placa de Petri contendo 10 individuos (C representa o
grupo controle, AB o grupo tratado com abamectina ¢ AC o grupo tratado com
acetamiprido).

A arena foi confeccionada de madeira de 80 x 60 x 4 cm de tamanho (FIGURA
7), com dez divisdes internas formando raias de 50 cm de comprimento com uma
entrada individual em cada uma. Disposta em sua superficie superior foi instalada uma
lampada fluorescente para estimular o movimento das abelhas em sua dire¢do, uma vez
que as abelhas sdo insetos fototaxicos positivos. Uma tampa de vidro transparente foi
utilizada para fechar a arena e uma tela de tecido fil6 foi usada para impedir que os
individuos ultrapassassem a marcacdo de 50 cm. Uma camera digital filmou o
andamento do teste para auxiliar em sua futura analise.

As abelhas foram colocadas em placas de Petri durante 30 minutos (abamectina)
e uma hora (acetamiprido) em contato com a DL50 e em seguida foram inseridas
individualmente em eppendorfs acoplados em cada raia da arena. Para o manuseio, os
individuos foram anestesiados sob refrigeracao por 30 segundos. Foram colocados 10
individuos por vez na arena e com o auxilio do temporizador da camera, foi

quantificado o tempo que cada abelha gastou para percorrer o trajeto de 50 cm.
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Utilizou-se analise de varidancia ANOVA para testar diferengas no tempo médio
de duragdo da corrida entre o grupo controle e os dois tratamentos (acetamiprido e
abamectina). Os dois quimicos testados podem exercer efeitos contrarios nas abelhas
(e.g. excitagdo vs. letargia), entdo modelos de ANOVA foram testados separados para
cada quimico. Os modelos foram construidos com presenga e auséncia de cada quimico
como variavel independente categoérica, e o tempo de duragdo da corrida como variavel
dependente. Com a transformagdo logaritmica dos valores de tempo de duracdo, os dois
modelos de ANOVA produziram residuos seguindo distribui¢do normal (Shapiro-Wilk

P > 0,12 em ambos os casos).

FIGURA 7 - Arena confeccionada em madeira para o teste de atividade locomotora.

3. Resultados

3.1 Bioensaios de Mortalidade e Dose Letal para a Intoxicagdo por Contato
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Curvas de concentracdo-mortalidade para S. aff. xanthotricha apresentaram
baixos valores de X? (<8,00) e altos valores de p (> 0,063), indicando a adequagdo dos
dados ao modelo Probite, utilizado para estimar as curvas de mortalidade. Isso permitiu
a estimativa das DL50s e DL90s (TABELA 1).

Apoés as andlises da mortalidade obtivemos os seguintes valores para S. aff.
xanthotricha: sob efeito da abamectina, DL50 = 0.6993ug/mL (IC =0.29012 a
0.61209pg/mL) e DL90 = 0.90837ug/mL (IC =0.72361 a 1.35652ug/mL); e para o
acetamiprido, DL50 = 0.494pug/mL (IC = 0.391 a 0.591pg/mL), e DL90 =0.753pg/mL
(IC =0.643 a 1.000pg/mL) (TABELA 1).

Em relagdo a comparagdo da toxicidade de cada inseticida para S. aff.
xanthotricha, o acetamiprido teve a maior toxicidade que a abamectina tanto para a
DL50 como para a DL90, mostrando assim que sdo necessarias menores quantidades do
ingrediente ativo acetamiprido para levar a letalidade de 50% e 90% da populagao,

respectivamente, quando comparada com o outro ingrediente ativo.

3.2 Bioensaios de Tempo Letal para a Intoxica¢do por Contato

A andlise de sobrevivéncia de abelhas da espécie S. aff. xanthotricha expostas as
concentragdes referentes as DL90s dos inseticidas abamectina e acetamiprido (DL90 =
0,90837 pg/mL e DL90 = 0,753pug/mL, respectivamente), indicou diferencas
significativas entre os defensivos agricolas (X? = 89,33, gl = 1, p < 0,0001). A
sobrevivéncia das abelhas foi de 100% no grupo controle (sem exposicdo aos
inseticidas) apds 27 horas de exposi¢cdo, enquanto os inseticidas abamectina e
acetamiprido levaram a 100% de mortalidade apos 18 e 27 horas, respectivamente. Ou

seja, o acetamiprido ¢ mais toxico, mas demanda mais tempo para matar 100%
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(FIGURA 8). Os TL50s para S. aff. xanthotricha sob efeito da abamectina foram de
8,25 horas e sob efeito do acetamiprido foram de 14,25 horas. O tempo médio de
sobrevivéncia ndo foi estimado para o grupo sem exposi¢cdo a inseticidas devido a

mortalidade de 0% observada.



TABELA 1: Toxicidade relativa por contato dos inseticidas abamectina e acetamiprido para a espécie S. aff. xanthotricha.

Intervalo de Confianca Intervalo de Confianca
Espécie Inseticidas  Inclinacdo DLS50 (DL50) DL90 (DL90) X? p

S. aff.
xanthotricha Abamectina 2.837 0.6993  0.330(0.29012-0.61209) 0.90837  0.632 (0.72361-1.35652) 0.838 0.8404

S. aff.

xanthotricha.  Acetamiprido  4.949 0.494 0.2 (0.391-0.591) 0.753 0.357 (0.643-1.000) 0.92 0.821
‘10 | ‘
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FIGURA 8 - Curvas de sobrevivéncia de Scaptotrigona aff. Xanthotricha exposta a abamectina, acetamiprido e agua destilada (controle).
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3.3 Bioensaios para o Teste de Reflexo de Extensdo da Proboscide

As frequéncias de respostas positivas de extensdao da probdscide tenderam a ser
reduzidas ao longo de sucessivas ofertas de alimento, mas a reducdo foi
consideravelmente mais acentuada nos grupos tratados com inseticidas (FIGURA 9).
Para esses grupos as frequéncias de extensao da proboscide foram particularmente mais
baixas na segunda oferta de alimento (13—17%), em comparagdo ao grupo controle
(87%). Esses resultados sugerem que as respostas positivas a duas ofertas de alimento
foram reduzidas por efeitos dos inseticidas, e ndo porque as abelhas estiveram saciadas

ou estressadas pelo manuseio.

o
D pEvs,
B Oferta 1
O Oferta2
[/]
g Q L1 Oferta3
:E
Q
o
(/]
g o |
1] w
o]
Q.
[/}
2
@
T 9 _
g ¥
L8]
| =
<0
=
o
g Q4
C o
o L ]
Controle Abamectina Acetamiprido

FIGURA 9 - Frequéncia de respostas positivas de extensdo da proboscide em trés
grupos com 30 abelhas cada, ao longo de trés ofertas sucessivas de uma solug¢do de

sacarose pura (controle) e uma contaminada com abamectina e outra com acetamiprido.
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As diferencas nas frequéncias de respostas positivas foram sustentadas pelos
modelos de regressao logistica (FIGURA 10), para os quais a hipotese nula foi rejeitada
para a primeira (z = 3,07; erro padrdao = 0,45; P = 0,002) e segunda (z = 3,48; erro
padrao = 0,53; P = 0,0004) ofertas de alimento, mas ndo para a terceira (P = 0,99). Esses
resultados sugerem que os efeitos dos agrotoxicos sobre o reflexo de probdscide nao

foram consistentemente detectados ap6s duas ofertas de alimento.
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FIGURA 10 - Frequéncias de respostas positivas de extensdo de probdscide previstas
por modelos de regressao logistica. Os dados sdo provenientes de trés grupos com 30
abelhas cada, para as quais foram oferecidas solu¢des puras e contaminadas com
acetamiprido e abamectina cada. A) Primeira oferta realizada aos trés grupos. B)
Segunda oferta realizada aos trés grupos. C) Terceira oferta realizada aos trés grupos.

Linhas verticais delimitam intervalos de confianga 95%.

Considerando as trés ofertas de alimento simultaneamente (PCoA 1), as
frequéncias de respostas positivas diferiram significativamente entre os grupos de
abelhas (Kruskal-Wallis X?2.s7= 40,44; P < 0,0001). Comparando os grupos pareados
(teste de Dunn), encontramos diferengas significativas entre abamectina e controle (z =
1,14; P < 0,0001), acetamiprido e controle (z = 5,87; P < 0,0001), mas ndo entre
abamectina e acetamiprido (P = 0,25). Esses resultados sustentam os efeitos negativos
dos agrotdxicos sobre o reflexo de proboscide, os quais foram detectados tanto pelas
analises baseadas em cada oferta de alimento individualmente, quanto pelas analises
baseadas nas trés ofertas de alimento sumarizadas por um eixo de coordenadas
principais. No entanto, os resultados das andlises baseadas em PCoA sugerem que as
respostas de extensdo de probdscide ndo diferem entre os dois agrotoxicos testados

(FIGURA 11).
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FIGURA 11 - Diferencas nas respostas de extensdo de probdscide em trés grupos com
30 abelhas cada. As respostas contém dados binarios de trés ofertas de uma solugdo de
sacarose pura e contaminada com duas bases de agrotoxicos. As trés ofertas de alimento
sdo sumarizadas por um eixo de Andlise de Coordenadas Principais (PCoA). Circulos

brancos sdo outliers.

3.4 Bioensaios para o Teste de Atividade Locomotora

O modelo de ANOVA utilizando presenga e auséncia de acetamiprido como
varidvel independente retornou diferencas significativas no tempo de duragdo da corrida
(ANOVA Fi_s3 = 7,73; P = 0,007). Esse resultado ¢ caracterizado pelo fato de que
abelhas contaminadas demoraram até 413 segundos para completar a corrida (média =
95,72), enquanto o tempo maximo do grupo controle foi de apenas 91 segundos (média
= 50,2). Esses resultados sugerem que o acetamiprido reduz a capacidade de dispersao

das abelhas (FIGURA 12). O modelo de ANOVA utilizando presenca ou auséncia de
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abamectina como variavel independente nao retornou diferengas significativas no tempo
de duracdo da corrida entre grupos controle e tratamento (P = 0,31), ou seja, somente o

acetamiprido teve influéncia nesse parametro.

Foi possivel observar que o acetamiprido retardou o tempo necessario para as
abelhas concluirem o percurso em relacdo ao controle e a abamectina. Entretanto, nao
houve diferenga significativa para a abamectina em relacdo ao controle. Embora nao
tenha sido possivel detectar diferengas significativas entre abamectina e controle, alguns
individuos intoxicados pela abamectina levaram de 107 a 230 segundos para
percorrerem os 50 cm, enquanto que para o controle o tempo maximo foi de 91
segundos. O grupo tratado com acetamiprido foi o Uinico em que cinco individuos nao se

locomoveram para percorrerem o trajeto.

45
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FIGURA 12 - Diferencas no tempo de duracdo da corrida de abelhas entre um grupo
controle e grupos contaminados por acetamiprido e abamectina. Cada grupo foi

composto por 30 abelhas.
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4. Discussao

Os resultados deste trabalho corroboram a premissa de que ambos inseticidas sao
altamente toxicos, entretanto o acetamiprido ¢ mais toxico para S. aff. xanthotricha do
que a abamectina para todos os parametros avaliados. Embora a abamectina também
tenha se apresentado toxica para a espécie, o resultado do teste de atividade locomotora

nao apresentou diferenga significativa entre esse inseticida e o grupo controle.

As classificagdes de toxicidade sdo baseadas no trabalho de FELTON e
colaboradores (1986) e utilizando essa classificagdo, os valores encontrados para as
DL50s e DL90s em S. aff. Xanthotricha sob efeito da abamectina e acetamiprido foram
avaliados como altamente toxicos (DL50 < 1 pug/mL), embora a espécie tenha se
apresentado mais sensivel ao acetamiprido. As doses encontradas foram todas
calculadas a partir das primeiras diluigdes as quais foram fragcdes 10 vezes a
concentragdo recomendada para o cultivo de soja. Os resultados para a abamectina
foram diferentes dos encontrados na literatura (toxicidade mediana), entretanto, esse
valor mais toxico avaliado neste trabalho reforca que esse inseticida ¢ altamente toxico
para as abelhas, corroborando com os resultados de CARVALHO e colaboradores
(2009).

Utilizando as DL90s para a abamectina e acetamiprido, foi possivel avaliar o
TL50. Pode-se observar que apesar do acetamiprido ser mais toxico para S. aff.
xanthotricha, a letalidade de 100% da populagdo amostrada demandou mais tempo para
acontecer do que para a abamectina. Esse comportamento pode ser explicado através da
atuacao dos metabdlitos, com baixas doses ha alta mortalidade e com doses maiores a
mortalidade ¢ reduzida, uma vez que pode ser desencadeada a acdo de enzimas

desintoxicadoras que reduzem a mortalidade (PEREIRA, 2010). A mortalidade de
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abelhas que foram expostas a alguma via de neonicotinoide (grupo quimico do
acetamiprido) podem sofrer um atraso com maior concentracdo da substancia toxica,
sugerindo o envolvimento do metabolismo (SUCHAIL et al., 2000). O metabolismo do
neonicotinoide pode variar sua resposta de acordo com o receptor de acetilcolina

(TOMIZAWA & CASIDA, 2005).

Nos insetos, duas proteinas sao conhecidas por degradar compostos como
pesticidas e inseticidas: glutationa S-transferases (GST) e citocromo P450 (P450)
(CLAUDIANOS et al, 2006). A P450 estd relacionada com a fase inicial da
detoxificagdo através da metabolizagdo de compostos quimicos utilizados na
agricultura. A GST participa do processo de desintoxicagdo metabolica contra danos
celulares (KETTERMAN, et al., 2011). Os resultados obtidos nesse trabalho podem
indicar que essas proteinas podem ter se expressado mais na presenga do acetamiprido.
Além disso, pode-se inferir também que a abamectina demora mais para ativar essa
protecao celular através da degradacdo do inseticida. Os inseticidas que apresentam
maior tempo letal podem ser mais prejudiciais, pois ndo matam imediatamente,
permitindo que a abelha volte para a colonia e intoxique outros individuos.

Inseticidas a base de neonicotinoides tem propriedades que se ligam aos
receptores nicotinicos em regides responsaveis pelo aprendizado, memoria e
processamento das informagdes olfatdrias prejudicando o reconhecimento de uma fonte
de alimento (GAUTHIER, 2010). Entretanto, de acordo com DECOURTYE et al.,
(2005), ao realizarem um pré-teste por intoxicagdo oral, observaram que 66% das
abelhas avaliadas responderam ao REP, sugerindo que a exposi¢do aos pesticidas
testados ndo alteram o comportamento. No presente trabalho, através de intoxicagao por
contato, a diferenca de respostas entre inseticidas e controle foi nitida, mas ndo houve

diferengas entre abamectina e acetamiprido.
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Quando comparado o REP com abelhas 4. mellifera e espécies de abelhas sem
ferrdo foi observado que as abelhas nativas apresentam respostas mais baixas
(MCCABE et al., 2007) e um motivo apresentado causador do aumento das respostas
positivas foi a adequacdo do teste para inserir as abelhas em cépsulas e deixa-las com os
movimentos livres (TODA et al., 2009). Neste presente trabalho, mesmo alterando a
metodologia para inserir os individuos em céapsulas de aprisionamento, foi possivel
observar um declinio nas respostas com os grupos tratados com os inseticidas.

A comparagdo de resultados entre pesquisas que envolvam o mesmo tema
apresenta obstaculos, além de pouca quantidade de trabalhos realizados com abelhas
sem ferrdo, as vias de intoxicacdo, inseticidas e dosagens sdo muito diversas. DEL
SARTO (2014), representa as diferentes respostas de acordo com as vias de intoxicacdo
e inseticidas: foi avaliada a toxicidade de trés inseticidas, dentre eles a abamectina sob a
abelha sem ferrdo M. quadrifasciata e abelha A. mellifera. As trés vias de intoxicagao
(ingestdo, topica e contato) foram testadas. Houve baixa toxicidade para a aplicagdo
topica, toxicidade moderada por contato e alta para ingestdo. A. mellifera foi mais
suscetivel apenas a abamectina.

ARENA & SGOLASTRA (2014), realizaram uma revisdo sistematica da
literatura sobre a sensibilidade das abelhas em relagdo aos pesticidas e compararam a
sensibilidade de 19 espécies em relagcdo a A. mellifera. Foram avaliados 150 estudos de
caso, o quais demonstraram alta variabilidade de sensibilidade. As abelhas sem ferrao se
mostraram mais sensiveis, porém houve baixa quantidade de casos revisados na
literatura, e as abelhas solitarias foram as menos sensiveis, deixando assim 4. mellifera
em uma posi¢ao intermediaria. Corroborando com esse resultado, o presente resultado e
os resultados de MORALIS et al., (2018) e CHAM et al., (2018) mostraram que abelhas

sem ferrdo podem ser mais sensiveis do que 4. mellifera.
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As espécies respondem de formas diferentes aos inseticidas e umas das
possibilidades ¢ referente a reagdo idiossincrasica e na resposta toxica dos organismos, €
podem variar devido a morfologia e fisiologia dos individuos ¢ ao modo de acdo dos
inseticidas (DEL SARTO, 2009). A capacidade de desintoxicacdo pelo metabolismo
aumentado tem sido associado a sensibilidade diferencial aos pesticidas (HARDSTONE
& SCOTT 2010; BRITTAIN & POTTS 2011). A resposta variada da toxicidade de
muitos compostos esta relacionada com alguns fatores como o tempo de exposi¢do e
organismo do individuo tratado como tamanho do corpo, a idade, a especializagdo floral
e periodo de voo (BRITTAIN & POTTS, 2011).

MORAES et al., (2000), observaram a relagdo entre o tamanho e peso corporal
dos individuos e a reagdo aos inseticidas e foi suportado por DEL SARTO (2009) em
sua pesquisa com abelhas sem ferrdo e 4. mellifera. DEL SARTO (2009) indica essa
relacdo como um componente importante para explicar essa diferenga de tolerancia e
cita pesquisas relacionadas: VAN DER STEEN, 2001; THOMPSON, 2001; LADAS,
1972. Segundo ARENA & SGOLASTRA (2014), a sensibilidade mais alta das abelhas
sem ferrdo poderia ser explicada pelo menor tamanho corporal junto com seu maior
nivel de sociabilidade. DEVILLERS et al., (2007) afirmam que a sensibilidade de
diferentes espécies de abelhas ¢ geralmente inversamente proporcional ao seu peso
corporal médio. No entanto, uma relacdo semelhante entre peso corporal e sensibilidade
nao foi confirmada em outro estudo (HELSON et al., 1994).

Dentre as alteragdes provocadas pelos efeitos subletais dos agrotoxicos nas
abelhas eussociais, uma de suas consequéncias € a possivel perturbagdo resultante na
colonia. Por serem insetos de grande nivel organizacional, os cuidados com a prole, as
alteragcdes na atividade de forrageamento, a limpeza da colonia e a rotina da rainha

podem ser afetados (ROCHA, 2012). Alguns pesticidas ainda podem atuar como
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repelentes em insetos ndo-alvo prejudicando o comportamento alimentar (DESNEUX et
al., 2007; FREITAS & PINHEIRO, 2010; PINHEIRO & FREITAS, 2010) e tendem a
suprimir ou encolher a producdo de néctar e pélen em algumas plantas, restringindo a
oferta de recursos para polinizadores (JOHANSEN & MAYER 1990).

Os inseticidas a base de neonicotinoide afetam a producdo de progénies cujo
efeito ¢ mais danoso do que a perda de abelhas forrageadoras (THOMPSON, 2003).
Esses inseticidas também destroem éreas naturais diminuindo as flores silvestres e os
locais de nidificagdo (FREE, 1993; OSBORNE et al., 1991), podem afetar a mobilidade
das abelhas, causar tremores, movimentos descoordenados e hiperatividade
(BLAQUIERE et al., 2012). Baixas doses nio-letais de neonicotinoides também afetam
os deslocamentos de abelhas (MICHELSEN & BRAUN, 1987). Foi observado também
que as abelhas se tornam mais sensiveis aos neonicotenoides durante as temperaturas
mais baixas de inverno (LU et al., 2012).

Pesquisas de KESSLER et al., (2015) e ARCE et al., (2018) mostraram que
abelhas estdo adquirindo preferéncia por alimento contaminado com neonicotinoide.
KESSLER et al., (2015) mostraram que A. mellifera, € Bombus terrestris, preferem se
alimentar mais de solu¢des de sacarose misturadas com imidaclorido ou tiametoxam do
que somente com a sacarose, apresentando um perigo consideravel para as abelhas
forrageadoras. ARCE et al., (2018) descobriram que, ao longo do tempo, a proporcao de
visitas a comedouros com alimentos contaminados aumentou em relagdao a sacarose nao
tratada. Mesmo alterando as posi¢cdes dos comedouros, as abelhas preferiram se
alimentar com o alimento contaminado. Indicando uma possivel deteccdo do inseticida e
provavel aumento de risco de contaminacao da colonia.

Ja a abamectina possui compostos que atuam como agonistas do acido gama-

amino butirico (GABA) ligando a seus receptores e estimulando o fluxo de cloro para o
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interior da membrana, resultando em um bloqueio da transmissdo do estimulo nervoso
entre neurdnio e musculo, causando imobilizacdo e paralisia (LASOTA & DYBAS,
1991; BLOOMQUIST, 1996). As abelhas tem grande sensibilidade a abamectina, uma
vez que a DL50 exige um valor muito baixo, e também oferece toxicidade aguda dada a
sua exposicdo por contato em folhas e flores contaminadas (BAI & OGBOURNE,
2016). Entretanto, a toxicidade pode oferecer menos risco ap6s 24 horas desde a
aplicagdo, pois sua meia-vida ¢ curta (menor do que 24 horas) (LUMARET et al.,
2012), e sua rapida dissipacdo minimiza potenciais ameagas.

Outra preocupagdo relacionada a exposi¢do da abamectina sob as abelhas ¢ a
resisténcia adquirida das pragas contra essa substancia, pois pode levar a um aumento
de uso nos cultivos para controle de praga (BAI & OGBOURNE, 2016). Entretanto,
essa resisténcia ndo ¢ estavel, ela diminui dentro de seis meses apds a interrupgao do
uso do inseticida (SATO et al., 2005). Uma alternativa para evitar a alta toxicidade da
abamectina em organismos nao-alvo ¢ ndo fazer uso desse inseticida ininterruptamente.

O uso de inseticidas vem aumentando em resposta a crescente producdo de
alimento. O cultivo de soja vem se destacando e os fatores que tem contribuido para a
expansao do consumo mundial de soja sdo: mudanca de poder aquisitivo em paises em
desenvolvimento e, logo, mudanca no habito alimentar (troca de cereais por carne
bovina, suina e frango); avangos cientificos em tecnologias para manejo de solos; e
implantacdo do manejo integrado de pragas (FREITAS & PINHEIRO, 2010). As
regides brasileiras que mais produzem soja sdo centro-oeste e sul. Entretanto, uma nova
fronteira agricola se formou nos meados de 2011 na regido norte e nordeste (CONAB,
2019). Os produtos finais dos cultivos de soja no Brasil sdo em maior parte para a

exportacdo do que para importagdo e a area plantada por regido vem sofrendo um
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aumento significativo na regido norte, logo, o uso de inseticidas também sofre esse
aumento (CONAB, 2019).

Para a utilizacdo dos inseticidas, as concentragdes recomendadas para o
acetamiprido podem variar de 50 pg/mL a 150 pg/mL dependendo do método de
aplicagdo e tipo de cultivo, porém a DL50 desse inseticida para S. aff. xanthotricha foi
avaliada em 0,494 ng/mL, valor muito menor ao recomendavel. As instrugdes de uso de
aplicagdo do acetamiprido para a cultura de soja ¢ de iniciar com um tratamento
preventivo ou quando observado os primeiros adultos de Bemisia tabaci (mosca-
branca), repetindo a aplicagdo apo6s intervalo de dez dias e intercalando com produtos de
modo de acdo diferentes para evitar a resisténcia da praga. E recomenda-se fazer ao
maximo duas aplicagdes por ciclo da cultura. A menor dose ¢ utilizada para o
tratamento preventivo (AGROFIT, 2019). Para abamectina o valor recomendavel em
cultivo de soja para aplicagio ¢ de 0,20 - 0,30 Litros/ha, correspondente a,
aproximadamente, 0,025 Litros/m?. As instru¢des de aplica¢do ¢ dar inicio quando a
infestacdo do acaro Tetranychus urticae for detectada e efetuar no maximo duas

aplicacdes com intervalo de 10 a 14 dias (AGROFIT, 2019).

A maior parte da contaminagdo das abelhas pelos agrotoxicos ocorre durante a
atividade de forrageio, quanto maior a quantidade de plantas tratadas pelos defensivos
no periodo de floragdo, maior a quantidade de visitantes florais e polinizadores, logo,
maior a contamina¢do (RIELD et al., 2006). De acordo com PINHEIRO & FREITAS
(2010), para evitar a contaminacdo por agrotoxicos, os cuidados devem ser: manter os
cultivos proximos a areas naturais; aplicar agrotoxicos no solo (quando houver essa
possibilidade) que sejam de menor risco para as abelhas e fracionar as aplicagdes em
culturas perenes; manter faixas de plantas nativas entre as plantas do cultivo

dependentes da polinizagdo, retirando-as no periodo de floracdo do cultivo; respeitar
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limites estabelecidos em relagdo ao tempo residual (RT) de cada substincia e evitar os
acima de 8h; evitar pulverizagdo quando a temperatura estiver muito baixa ou muito
alta, pois isso aumenta o RT; ndo aplicar o produto em época de floragdo; usar
defensivos menos agressivos aos organismos ndo alvo; respeitar as instrugdes presentes
na bula de cada defensivo e isolar as colonias de abelhas proximas a cultivos que sdo
tratados com pulverizagdo intensa. Ainda, as tomadas de decisdes de controle devem se
basear no nivel de ataque, no niimero e tamanho dos insetos pragas e no estadio de

desenvolvimento da soja (FREITAS & PINHEIRO, 2010).

5. Conclusao

Com base nos resultados obtidos nesta pesquisa, conclui-se que a intoxicagao
por contato por concentragdes subletais do acetamiprido ¢ mais toxica para a espécie S.
aff. xanthotricha quando comparada a abamectina, embora os dois inseticidas tenham se
apresentado altamente toxicos para a espécie. Dentre os parametros avaliados ¢ possivel
destacar que embora o acetamiprido seja mais toxico, o tempo letal necessario ¢ maior
para esse inseticida do que para a abamectina.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo exemplos que nos possibilitam ilustrar a
importancia dessas pesquisas com abelhas nativas, principalmente na regido amazonica
a qual vem sofrendo mudangas bruscas decorrentes de a¢des antropicas. E também vem
com o intuito de reforcar a necessidade de estudos comportamentais dessas espécies
para colaborar com a preservagao destas.

Deve haver um comprometimento com o uso correto desses compostos quimicos
em cultivos, uma vez que em campo as condigdes de intoxicagdo extrapolam o que foi

avaliado em laboratorio, podendo afetar ndo sé os individuos intoxicados diretamente,
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como as colonias e proles também. Assim como ¢ importante a padronizagdo desses
parametros avaliados em espécies nativas brasileiras.

Essas pesquisas sao fundamentais para o entendimento de fatores que causam o
declinio das abelhas, para que seja feito um manejo correto e para que a preservagdo das

espécies seja realizada, evitando terceiros prejuizos ao ecossistema.
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