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ESTABELECIMENTO DE PARAMETROS TOXICOLOGICOS DO
IMIDACLOPRIDO PARA A ABELHA SEM FERRAO Scaptotrigona sp. nov.

RESUMO GERAL

Dentre os varios fatores apontados como responsaveis pelo declinio das colénias de abelhas,
os defensivos agricolas do grupo quimico dos neonicotindides merecem destaque,
principalmente o inseticida sistémico imidacloprido, que é um agonista da acetilcolina e age
nos receptores nicotinicos de acetilcolina dos insetos, ocasionando comprometimento das
funcbes vitais e morte. Com o presente trabalho objetivou-se determinar a toxicidade do
imidacloprido por diferentes vias de exposicdo para a abelha sem ferrdo Scaptotrigona sp.
nov. através da dose letal média tdpica (DLsg) e da concentracdo letal media por ingestéo
(CLsp). Esse estudo foi conduzido no Setor de Abelhas do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal do Ceara e baseado no protocolo internacional da OECD. Os dados de
mortalidade das abelhas foram anotados apds 24 e 48h da exposicdo dos insetos as diferentes
dosagens do inseticida e submetidos a analise do tipo dose resposta no programa Bioestat®
versdo5.3. A DLsg topica foi de 16,65 (24 horas) e 8,23 (48 horas) ng p.c /pL/abelha e a CLsy
de ingestdo foi 8,47 (24 horas) e 2,98 (48 horas) ng p.c /uL dieta. O imidacloprido
demonstrou ser toxico para a espécie estudada e 0 mesmo é mais nocivo, quando administrado
de forma oral, baseado na menor dosagem necessaria para matar 50% da populacéo testada.

Palavras-chaves: Agroquimicos. Meliponineos. Intoxicacdo. Susceptibilidade.



TOXICOLOGICAL PARAMETER STABLISHMENT FOR IMIDACLOPRID IN
STINGLESS BEES Scaptotrigona sp. nov.

GENERAL ABSTRACT

Among the whole factors pointed as responsible for the loss of bee’s colonies, the crop
protection products which belong to the chemical group of neonicotinoids deserve to be
highlighted. Specially the systemic insecticides as imidacloprid which is an agonist
acetylcholine and and acts on nicotinic acetylcholine receptors of insects, causing impairment
of vital organ function and death. The currently job aimed to determinate the toxicity of
imidacloprid by different exposition ways for stingless bees Scaptotrigona sp. nov. through
the topical average lethal dose (DLs) and the intake average lethal concentration (CLso). It
was conducted at Setor de Abelhas, Department of Animal Science at Federal University of
Ceara and based on the international protocol of OECD. The mortality data was taken after 24
and 48 hours of exposition of the insects to different dosages and submitted to dose response
analysis with Bioestat® version 5.3. The topical DLsp in ng p.c /pL/bee was 16,65 (24 hours)
and 8,23 (48 hours), and the intake CLso was 8,47 (24 hours) and 2,98 (48 hours) ng p.c /uL
of food. The imidacloprid has shown to be toxic to the researched bee specie, been more
harmfull when taken by oral ways, based on its minor lethal dose needed to kill 50% of the
tested population.

Keywords: Agrochemicals. Meliponines. Intoxication. Susceptibility.
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1. Referencial Tedrico

1.1. A importancia dos polinizadores

As abelhas sdo pecas fundamentais para a ecologia, manutencdo e conservagao
dos ecossistemas terrestres e seu valor econdmico também é crucial, pois o servico de
polinizagcdo tem grande importancia para a produgdo de alimentos (KLEIN et al., 2007,
GALLAI et al., 2009).

Os polinizadores de plantas silvestres sdo um mecanismo de suporte a vida
determinante para 0s ecossistemas e a biodiversidade (OLLERTON et al, 2011).
Aproximadamente 75% das 240.000 espécies vegetais do mundo dependem da polinizacéo,
seja pela agua, pelo vento, por animais como algumas aves, morcegos, insetos e outros. As
abelhas séo os principais polinizadores e responsaveis por polinizar cerca de 73% das espécies
cultivadas no mundo (FAO, 2004; RICKETTS et al., 2008).

Estima-se que 33% das culturas utilizadas como alimento dependem da
polinizacéo por abelhas (BERNAL et al., 2011). Por volta de 40.000 das 170.000 espécies de
plantas polinizadas por abelhas, necessitam da A. mellifera para auxiliar na sua auto
perpetuacdo (TAUTZ, 2008).

1.2. As abelhas nativas

Os meliponineos constituem um grupo independente e especializado que é
altamente subordinado as caracteristicas climaticas e floristicas de suas regides de origem. No
Brasil, estas abelhas representam uma fonte adicional de renda para o pequeno produtor, sao
responsaveis de acordo com o ecossistema, por cerca de 40 a 90% da polinizacao das arvores
nativas e consequentemente, pela producdo de frutos e sementes (KERR et al., 1996). A
criacdo racional de abelhas sem ferrdo (meliponicultura) é uma atividade em plena expanséao
em zonas tropicais e subtropicais do mundo (NUNES et al., 2014).

Segundo Kerr et al. (1999) a maior diversidade de abelhas sem ferrdo do mundo
encontra-se no Brasil, chegando a representar até 90% dos polinizadores de um ecossistema.
A constante especializacdo dessas abelhas na exploracdo da flora nativa tem papel crucial na
manutencdo da vegetacdo brasileira. Trabalhos realizados em Manaus alusivos a associacao
inseto-planta, especificamente entre meliponineos e plantas nativas, atestaram que a extin¢éo

de espécies de abelhas resultou na extin¢do de algumas espécies vegetais (ABSY et al., 1980).
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As abelhas sem ferrdo séo insetos sociais e possuem organizacdo semelhante a
das A. mellifera, com divisdo de castas e trabalho de acordo com a idade (FREE, 1980;
NOGUEIRA-NETO, 1997). As abelhas sem ferrdo dividem-se em duas tribos: Trigonini e
Meliponini, e a diferenca basica entre elas se d& na construcéo de células reais, pois na tribo
Meliponini ndo ha confeccdo das mesmas e todas as abelhas se desenvolvem em células do
mesmo tamanho, ja na tribo Trigonini quase sempre ha& construcdo de células reais maiores
que as outras, para o desenvolvimento das rainhas (NOGUEIRA-NETO, 1997).

A tribo meliponini corresponde as “abelhas indigenas sem ferrdo” e S&0
encontradas em areas tropicais e subtropicais do mundo, mas sua maior diversidade é
observada nas regides neotropicais (com mais de 300 espécies descritas) e na regidao Indo-
Malaia (com cerca de 60 espécies), sendo que certos taxons sdo restritos as regides
subtropicais do hemisfério sul (CAMARGO, 1989; CAMARGO; PEDRO, 1992).

As abelhas sem ferrdo possuem importancia cultural (EARDLEY; KWAPONG,
2013) e séo cada vez mais utilizadas na polinizacdo de culturas, producdo de mel e criacéo
recreativa (HEARD 1999; HEARD; DOLLIN, 2000; CORTOPASSI-LAURINO et al.,
2006). Por conta do grande nimero de abelhas que podem ser mantidas em uma determinada
area, as abelhas nativas sdo constantemente preferidas para a polinizacdo das culturas
cultivadas e sdo certamente 0s insetos sociais mais présperos para utilizagdo como
polinizadores comerciais (CRUZ; CAMPOS, 2009).

1.3. O declinio dos polinizadores

Atualmente uma grande quantidade de relatdrios tém sido divulgados a cerca do
sumico das abelhas, o que deu origem a uma preocupacdo global (GOULSON et al., 2008;
BROWN; PAXTON, 2009). O alto nivel de dependéncia das abelhas para polinizacdo tem
sido motivo de apreensdo, devido as recentes diminuicdes das populacdes de abelhas, o que
pode resultar em danos para 0s ecossistemas naturais e na producdo das culturas comerciais
(PINHEIRO; FREITAS, 2010). De acordo com Catae et al. (2014) a reducdo no namero de
polinizadores em especial das espécies de abelhas, tornou-se o maior problema para 0s
apicultores.

H& dez anos, cientistas norte americanos identificaram um fenémeno que ficou
conhecido como “desordem e colapso das colonias” (CCD), onde apicultores norte
americanos perderam até 100% de suas colmeias e a partir de entdo cientistas em todo mundo

passaram a dar mais importancia a questdo do sumico dos polinizadores (OLDROYD, 2007).
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VanEngelsdorp et al. (2009), apontaram as principais caracteristicas deste fenémeno, como
uma elevada quantidade de individuos mortos dentro e nas proximidades das coldnias e o
desaparecimento de abelhas campeiras adultas.

A reducdo populacional de abelhas é encarada com preocupacdo generalizada,
principalmente por conta dos servicos de polinizagcdo e sua importancia para a agricultura
(GARIBALDI et al., 2011; AIZEN; HARDER, 2009). Devido o grande valor do servigo de
polinizacdo, alguns esforcos estdo sendo destinados a protecdo dos polinizadores, e a
descoberta dos fatores que os ameagam, onde 0s agrotdxicos sao apontados como variaveis
importantes, no que diz respeito a prejuizos aos polinizadores (ISENRING, 2010). Por
décadas, os agrotoxicos tém sido a maior ferramenta de protecao das culturas cultivadas e a
cada ano diferentes compostos inseticidas com os mais variados modos de agdo, sdo
comercializados mundialmente (METCALF, 1980; COOPER; DOBSON, 2007;
LAMBERTH et al., 2013).

Alguns estudos recentes atribuem a questdo do declinio das abelhas a diversos
fatores como doencas, parasitas, mudancas climaticas, perdas de habitat e o uso
indiscriminado de agroquimicos (FREITAS et al., 2009; VAN ENGELSDORP; MEIXNER,
2010).

1.4. Os impactos gerados pelos agroquimicos as abelhas, em especial o neonicotindide

imidacloprido

Os neonicotindides atuam como agonistas da acetilcolina e ligam-se aos
receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) situados nos neurdnios pos-sindpticos dos
insetos (BUCKINGHAM et al., 1997; SUCHAIL et al., 2004).

A contaminacdo das abelhas pode ocorrer por contato, ingestdo de recursos florais
e durante o forrageamento em culturas que estdo sendo pulverizadas com agrotoxicos.
Comumente a acdo dos inseticidas nas abelhas expostas a pulverizacdo, ocorre pela absorcao
desses produtos através dos espiraculos, principalmente durante o florescimento das culturas.
Muitos inseticidas atacam diretamente o sistema nervoso, ocasionando paralisia das asas,
pernas e trato digestivo, por conta disso as abelhas param de beber dgua e se alimentar,
morrendo de fome ou inanicdo (MALASPINA; STORT, 1985).

Segundo Del Sarto et al. (2014) a taxa de mortalidade de determinados defensivos
agricolas é influenciada diretamente pelo modo de exposicdo ao qual os insetos foram

submetidos, sendo a via oral, onde o trato digestério é que recebe as moléculas do agente
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contaminante através de dieta contaminada, € mais sensivel aos agroquimicos do que a
exposicao via topica.

O numero de estudos sobre o impacto de agroquimicos em agentes polinizadores
ainda é insipiente, principalmente em abelhas nativas. No entanto, alguns indicios apontam
que os agrotoxicos influenciam diretamente de forma negativa, a quantidade de polinizadores
e sua diversidade nos agroecossistemas, 0 que acaba comprometendo a produtividade de
diversos campos agricolas (FREITAS; PINHEIRO, 2012; PINHEIRO; FREITAS, 2010).
Trabalho realizado por Pinheiro e Freitas (2010) apresentou uma revisdo de literatura das
doses letais (DLso) e os efeitos dos agroquimicos com uso permitido no Brasil sobre
polinizadores, os impactos distintos das formulagdes e utilizacdo no pais e recomendaram
boas préaticas de manejo no intuito de reduzir os efeitos negativos e promover uma melhor
gestdo do uso de produtos fitossanitarios nos ecossistemas brasileiros.

A DLso ou dose letal média de uma substancia, expressa o grau de toxicidade
aguda de substancias quimicas, correspondendo a dose suficiente para matar 50% dos animais
de um lote utilizados num experimento. A CLso ou concentragdo letal média de uma
substancia, diz respeito ao grau de toxicidade aguda de substancias quimicas, correspondendo
a concentracdo suficiente para matar 50% dos animais de um lote utilizados num
experimento.

Os defensivos agricolas do grupo quimico dos neonicotindides em particular, séo
destague neste contexto de grande tensdo. O primeiro neonicotindide aprovado para uso
agricola foi o imidacloprido em 1994 e a partir de entdo o0 seu uso e o de outros agroquimicos
do mesmo grupo aumentaram consideravelmente, coincidindo com um periodo de queda
continua no nimero de colonias de abelhas em algumas partes do mundo (CRESSWELL et
al., 2012).

Em 1999 na Franca, o imidacloprido foi atribuido publicamente pela primeira vez
como ameaca para as abelhas, apds manifestacbes de apicultores que alegaram ter sofrido
perdas generalizadas de suas colonias, devido ao uso deste produto, que passou a ter
utilizacdo restrita naquele pais (DOUCET-PERSONENI et al., 2003). Segundo Buckingham
et al (1997) o imidacloprido age ligando-se aos receptores nicotinicos de acetilcolina dos
insetos, atuando mais especificamente nas subunidades o do receptor. Esses receptores
encontram-se em diversas regides cerebrais, abrangendo areas ligadas a aprendizagem e
memoria das abelhas (BICKER, 1999). Devido ao seu carater neurotoxico o imidacloprido
pode afetar a memoria e 0 aprendizado, impactando no comportamento de forrageamento das
abelhas (DECOURTYE et al., 2004; YANG et al., 2008).
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Segundo Schmuck et al. (2001) diversos trabalhos apontam que o0s
neonicotindides incluindo o imidacloprido, por serem inseticidas sistémicos, podem ser
encontrados em varias partes das plantas as quais receberam aplicacdes desses compostos,
incluindo néctar, pélen e outros produtos amplamente explorados por polinizadores. A partir
do consumo de recursos florais contaminados, as abelhas estardo expostas aos efeitos
deletérios desses agroquimicos e os residuos toxicos dos mesmos podem ser encontrados
também no mel ou cera produzidos por elas (BLACQUIERE et al., 2012).

Os protocolos internacionais como os da OECD (Organization for Economic
Cooperation and Development), 1998a e 1998b, desenvolvidos para A. mellifera, preconizam
que a determinacdo da toxicidade de inseticidas para as abelhas se baseiem na dose letal
média (DLsp) € na concentracdo letal média (CLso), onde a primeira é obtida através da
pipetagem do agrotdxico diretamente no dorso do inseto e a segunda é aferida atraves de
fornecimento de alimento contaminado, sendo o pronoto e o trato digestério os meios pelos
quais 0s agrotdxicos entrardo em contato com as abelhas.

Seguindo essas recomendacOes, alguns trabalhos tém sido desenvolvidos no
intuito de atestar a toxicidade ou ndo de defensivos agricolas amplamente utilizados nas
culturas cultivadas e estabelecer suas respectivas DLsy e CLso para as abelhas, como é o caso
dos estudos realizados por: DECOURTYE et al., 2003; IWASA et al., 2004; LAURINO et al.,
2011; ROSSI et al., 2013 e DEL SARTO et al., 2014.

Doses inferiores as letais também tém se demonstrado prejudiciais as abelhas,
diante disso alguns estudos tém sido desenvolvidos para avaliar os efeitos nocivos das
mesmas. Medrzycki et al. (2003) ao analisarem o comportamento de abelhas A. mellifera
expostas a doses subletais de imidacloprido, observaram uma diminui¢cdo na comunicagéo e
mobilidade das abelhas, o que pode comprometer as relagdes sociais desses insetos. Segundo
Rossi et al. (2013) esse composto tém efeitos citotdxicos no cérebro das abelhas e doses
subletais de imidacloprido podem causar morte celular neste érgéo.

A literatura mostra que doses subletais podem ndo ocasionar a morte imediata das
abelhas, mas algumas mudancas no comportamento podem ocorrer. Efeitos como
desorientacdo ou diminuicdo da atividade de forrageamento, provenientes de intoxicacdo com
doses subletais de imidacloprido, acabam afetando a colénia como um todo (BORTOLOTTI
et al., 2003; MEDRZYCKI et al., 2003; DECOURTYE et al., 2004; SCHMUCK, 2004).

Diante da probleméatica mundial que envolve o declinio dos polinizadores em
especial as abelhas, tendo em vista a importancia econémica, cultural e para a manutengédo da

biodiversidade dos mais variados ecossistemas, se faz necessario a intensificacdo de estudos
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avaliando a toxicidade de agrotdxicos para as abelhas em geral, com atencdo especial aos
meliponineos, ja que uma quantidade infima de trabalhos com este fim sdo encontrados na

literatura para essas especies.
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CAPITULO 11
TOXICIDADE DO INSETICIDA IMIDACLOPRIDO PARA A ABELHA SEM
FERRAO SCAPTOTRIGONA sp. nov. (HYMENOPTERA, APIDAE, MELIPONINI).



24

RESUMO

As abelhas sem ferrdo sdo fundamentais na manutencao da biodiversidade e polinizacdo das
plantas nativas e cultivadas. Atualmente devido ao intenso desmatamento, monocultivos,
patdgenos, parasitas € 0 uso indiscriminado de agrotdxicos, entre eles o imidacloprido tem
resultado na diminuicdo desses insetos. Este produto pertence ao grupo quimico dos
neonicotindides que sdo neurotoxinas que atuam como agonistas da acetilcolina pelos
receptores nicotinicos dos insetos, ocasionando hiperexcitacdo e morte. O objetivo desse
trabalho foi avaliar a toxicidade do imidacloprido para Scaptorigona sp. nov. por diferentes
vias de exposicdo. Baseando-se no protocolo oficial da OECD (1998a), foi determinada a
toxidade aguda do imidacloprido medida pela dose letal média (DLso) como uma ferramenta
para a estimativa dos efeitos deletérios deste inseticida. Fundamentado na exposi¢do que
ocorre no campo o inseticida foi administrado topicamente, onde a DLsp encontrada foi de
16,65 (24 horas) e 8,23 (48 horas) ng p.c /uL/abelha. Devido sua propriedade sistémica o
imidacloprido, também pode ser encontrado no néctar e no polen das plantas, ou seja, as
estruturas externas das abelhas ndo sdo os Unicos meios de contaminagdo, mas também a
ingestdo de néctar e pdlen contaminados, sendo assim a partir do protocolo oficial da OECD
(1998b) a toxidade oral do produto foi aferida pela concentracdo letal média (CLsp) € 0
resultado foi de 8,47 (24 horas) e 2,98 (48 horas) ng p.c /uL dieta. O imidacloprido
demonstrou ser toxico para a espécie estudada e 0 mesmo é mais nocivo, quando administrado
de forma oral, baseado na menor dosagem necessaria para matar 50% da populacéo testada.

Palavras-chave: CLso. DLso. Mortalidade. Meliponineo. Sensibilidade. Agrotdxicos.
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ABSTRACT

The stingless bees are fundamental to upkeep the biodiversity and the pollination of native
and cropped plants. Nowadays due to massive deforestation, monocultures, pathogens,
parasites and the indiscriminate use of pesticides, imidacloprid inclusive, are resulting in the
decrement of bee’s populations. Imidacloprid belongs to the chemical group of neonicotinoids
which are neurotoxins that act as agonists on the acetylcholine nicotinic receptors of these
insects driving them to overexcitation and death. The main objective of this research was to
evaluate how toxic is the imidacloprid for Scaptotrigona sp. nov. by different exposition
ways. Basing itself on the official protocol of OECD (1998a) was determinate the acute
toxicity of imidacloprid, measured through average lethal dose (DLso) as a tool to estimate the
deleterious effects caused by this insecticide. Based on what happens in the fields, the
insecticide has been topically administered and the established DLso was 16,65 (24 hours) and
8,23 (48 hours) ng p.c /puL/bee. Due to its systemic priority, the imidacloprid also can be find
in both nectar and pollen, in other words the external structures of the bees are not the single
ways to contaminate but also the ingestion of nectar e pollen though. Therefore the intake
toxicity of that product was measured following the official protocol of OECD (1998b) and
the result of average lethal concentration (CLso) was established as 8,47 (24 hours) e 2,98 (48
hours) ng p.c /uL of food. The imidacloprid has shown to be toxic to the researched bee
specie, been more harmfull when taken by oral ways, based on its minor lethal dose needed to
kill 50% of the tested population.

Keywords: CLso. DLsg. Mortality. Meliponines. Sensibility. Agrotoxics.
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1. INTRODUCAO

Os polinizadores sdo fundamentais para o fornecimento de nutrientes essenciais a
alimentacdo humana através do servico de polinizacdo (EILERS et al., 2011). A polinizacéo
envolve um sistema conexo de interagdes entre a vegetacdo, a fauna e o bem estar humano
(KEVAN; MENZEL, 2012). A proporgao de espécies vegetais polinizadas por animais possui
uma média de aproximadamente 78% nas regides temperadas, ja nas regides tropicais esse
valor cresce para 94% e geralmente 87% das espécies de plantas com flores conhecidas,
dependem em algum momento, de animais polinizadores (OLLERTON et al., 2011).

As abelhas sdo os mais importantes dentre a grande diversidade de insetos
polinizadores (BUCHMANN; NABHAN, 1997). Segundo Gallai et al. (2009), o valor da
polinizagdo por insetos é estimado em 212 bilhdes de doblares, representando
aproximadamente 9,5 % do valor total da produgdo agrondémica mundial. Segundo Potts et al.
(2010) em um trabalho feito sobre o valor econdmico da polinizacdo por abelhas, foi estimado
que esse servico movimenta algo em torno de 11,6 bilhGes de euros por ano s6 na América do
Sul.

As abelhas nativas ou meliponineos, distribuem-se em grande parte das regides
tropicais da Terra, abrangendo praticamente toda a América Latina e Africa, além do norte da
Australia e sudeste asiatico. Nao obstante, € nas Américas que a maior parte da diversidade de
espécies ocorre, com aproximadamente 400 tipos descritos e € onde a criacdo destes insetos €
mais difundida e praticada (VILLAS-BOAS, 2012 ). As intervencBes humanas como
desmatamento, fragmentacdo de habitats e o uso indiscriminado de produtos fitossanitarios
tem causado declinio na populacédo de polinizadores (BIESMEIJER et al., 2006).

O Brasil consumiu aproximadamente 730 milhdes de toneladas de agroquimicos
em 2008, superando o entdo lider mundial Estados Unidos e se tornando o maior consumidor
do planeta. Cerca de 30% dos produtos fitossanitarios consumidos no Brasil sdo inseticidas e,
desses, aproximadamente 40% sdo considerados toxicos para as abelhas (FREITAS;
PINHEIRO, 2010; GUAZELLI, 2009).

Avalia-se a susceptibilidade de insetos a inseticidas em laboratério, através de
ensaios de dose ou concentracao letal média (DLso ou CLsp). DLsg quando se administra um
volume conhecido de inseticida, o qual entra em contato uma Unica vez com o inseto e CLsg
quando os insetos sdo expostos ao contetido toxico em uma determinada concentragcdo por um
periodo de tempo (CAMPOS; ANDRADE, 2001). Esses testes sdo feitos seguindo um

protocolo de diretrizes para testes de produtos quimicos da OECD (Organization for
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Economic Cooperation and Development), 1998a, 1998b e sdo administrados tdpica ou
oralmente, sendo o térax e o trato digestorio os meios pelos quais o inseticida entra no
organismo.

Todos os inseticidas do grupo quimico dos neonicotindides, atuam como
agonistas da acetilcolina e agem nos receptores nicotinicos de acetilcolina dos insetos,
ocasionando comprometimento das fungdes vitais e morte. Os sete produtos que foram
lancados entre 1991 e 2002 representam a carga de esforgos e o intensivo desenvolvimento de
pesquisas das indistrias de produtos fitossanitarios para essa classe quimica. Os perfis
técnicos e os variados usos de inseticidas neonicotindides sdo exemplificados utilizando o
imidacloprido, que é a molécula pioneira e de maior sucesso desse grupo quimico (ELBERT
et al., 2008).

Apis mellifera é a abelha mais utilizada em pesquisas, especialmente aquelas que
analisam a resisténcia desses insetos a inseticidas, devido sua grande importancia como
polinizador (JACOB et al., 2014). Existem alguns valores de toxicidade de neonicotindides
para A. mellifera na literatura: imidacloprido DLs oral (48h) = 30 ng/abelha (DECOURTYE
et al.,, 2003); imidacloprido DLs tépico (24h) = 17,90 ng/abelha (IWASA et al., 2004);
tiametoxam DLsg oral (24 e 48h) = 4,67 e 4.41 ng/abelha e CLsp (24 e 48h) = 0,134 e 0,126
ng/uL e clotianidina DLsg oral (24 e 48h) = 2,84 e 2.69 ng/abelha e CLso (24 e 48h) = 0,081 e
0,077 ng/pL (LAURINO et al., 2011); imidacloprido DLsy oral (24 e 48h) = 80, 9 ng/abelha
(ROSSI et al., 2013).

No que diz respeito as abelhas nativas, poucos trabalhos sdo encontrados na
literatura, sobre a toxicidade de inseticidas neonicotindides para esses insetos. Segundo
Soares (2012) a toxicidade do inseticida imidacloprido para as abelhas sem ferrdo
Scaptotrigona postica, quando administrado topicamente é: DLso = 25,21 ng i.a. / abelha em
24 horas e de 24,46 ng i.a. / abelha em 48 horas. Quando o inseticida foi fornecido oralmente
em dieta contaminada: CLsp = 42,50 ng i.a. / pL dieta em 24 horas e de 14,28 ng i.a. / puL
dieta em 48 horas.

Infelizmente a quantidade de pesquisas avaliando a toxicidade do imidacloprido
para abelhas sem ferrdo, estabelecendo valores de DLsy topica e CLso oral € inexpressivel,
tendo em vista que o presente trabalho € apenas o segundo do Brasil nesse sentido e o
primeiro que testa a toxicidade da formulacdo comercial deste composto para meliponineos.

Devido a escassez de pesquisas, a grande importancia das abelhas nativas na
polinizacdo de biomas especificos e como pouco se sabe sobre a influéncia que os

agroquimicos, em especial 0s neonicotindides exercem sobre essas abelhas, este trabalho teve



28

como objetivo determinar a toxicidade do inseticida imidacloprido sobre a abelha sem ferréo
Scaptotrigona sp. nov, atraves da DLsy média topica e da CLsy média oral, no intuito de
fornecer dados a pesquisas futuras.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material bioldgico

Abelhas campeiras de Scaptorigona sp. nov. de trés colbnias diferentes, foram
coletadas através de sugador bucal no meliponario do Setor de Abelhas do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal do Ceara, Campus do Pici e conduzidas ao Laboratdrio de
Abelhas.

2.2. Determinacéo da DLs, média topica

Para a determinacdo da dose letal média topica (DLsp de uma substancia, expressa
0 grau de toxicidade aguda de substancias quimicas, correspondendo a dose suficiente para
matar 50% dos animais de um lote utilizados num experimento) foi utilizado o metodo
internacional preconizado pela OECD (Organization for Economic Cooperation and
Development), 1998a, desenvolvido para Apis mellifera, ressalvando uma adaptacdo no que
diz respeito a anestesia das abelhas, pois no protocolo é recomendado que esse procedimento
seja realizado utilizando-se dioxido de carbono ou nitrogénio e no presente trabalho foi
realizado por resfriamento através de um freezer.

O produto comercial com o ingrediente ativo do imidacloprido (Evidence® 700
WG da Bayer CropScience, Brasil), foi diluido varias vezes em &gua destilada, até se obter as
doses a serem testadas (1 ng p.c./uL, 5 ng p.c./uL, 20 ng p.c./uL, 40 ng p.c./uL, 60 ng p.c./uL,
100 ng p.c./uL, 150 ng p.c./uL).

As abelhas foram anestesiadas por resfriamento através de um freezer a uma
temperatura de -2° C por 80 segundos. Apds isso cada abelha recebeu um 1uL na regido do
pronoto, através de uma micropipeta monocanal de volume variavel, contendo as respectivas
solucdes do inseticida (figura 1), exceto as do grupo controle que receberam 1uL de agua
destilada.

Apos serem expostas ao produto as abelhas foram colocadas em uma bandeja
plastica por 10 minutos para que ocorresse a evaporacdo do solvente. Posteriormente foram
acondicionadas em potes plasticos de 250 mL e colocadas em estufa BOD (demanda
bioguimica de oxigénio) com suprimento de agua e alimento sem contaminacgdo, por meio de
tubos do tipo eppendorf, temperatura de 28 + 2°C e umidade relativa de 70 £ 10 % durante

todo o experimento (figura 2).
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Cada dose testada era composta por trés repeticdes contendo 10 abelhas por pote
plastico. Foram feitas anota¢des de abelhas vivas e mortas 24 e 48 horas ap0s o0 contato com o
inseticida e os dados foram submetido a analise estatistica do tipo dose-resposta, utilizando-se
0 programa Bioestat® - versdo 5.3.

Figura 1 - Abelhas Scaptotrigona sp. nov. recebendo a gota de 1 pL da solucdo com inseticida, na regido do

pronoto, durante o ensaio de dosagem tdpica.

Fonte: Gurgel, L. S., 2014.

Figura 2 — Abelhas acondicionadas em potes plasticos de 250 mL e divididas por tratatamentos dentro da BOD

(demanda bioquimica de oxigénio)

Fonte: Gurgel, L. S., 2014.
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2.3. Determinacéo da (CLsp) média por ingestéo.

Para a determinacdo da concentracdo letal média via oral (CLsp de uma
substancia, diz respeito ao grau de toxicidade aguda de substancias quimicas, correspondendo
a concentragcdo suficiente para matar 50% dos animais de um lote utilizados num
experimento) foi utilizado o método internacional preconizado pela OECD (Organization for
Economic Cooperation and Development), 1998b, desenvolvida para Apis mellifera.

O produto comercial com o ingrediente ativo do imidacloprido (Evidence® 700
WG da Bayer CropScience, Brasil), foi diluido vérias vezes diretamente no alimento
oferecido as abelhas, que foi preparado a partir de uma mistura 1:1 de agUcar comercial e &gua
destilada (xarope), até se obter as doses a serem testadas (1 ng p.c./uL dieta, 5 ng p.c./uL
dieta, 10 ng p.c./uL dieta, 20 ng p.c./uL dieta, 40 ng p.c./uL dieta, 80 ng p.c./uL dieta, 120 ng
p.c./uL dieta).

As abelhas foram acondicionadas em potes plasticos de 250 mL com suprimento
de &gua por meio de tubos do tipo eppendorf e colocadas em estufa BOD (demanda
bioguimica de oxigénio), temperatura de 28 + 2° C e umidade relativa de 70 = 10 % onde
permaneceram em jejum por 2 horas. Apos o0 jejum, o xarope contaminado com as diferentes
concentracdes de imidacloprido foi oferecido as abelhas durante todo o ensaio, exceto as do
grupo controle que receberam xarope sem nenhum tipo de contaminacéo.

Cada dose testada era composta por trés repeticbes contendo 10 abelhas por pote
plastico. A anotacdo de abelhas vivas e mortas foi feita 24 e 48 horas ap6s o oferecimento do
alimento contaminado e submetido a analise estatistica do tipo dose-resposta, utilizando o

programa Bioestat® - versao 5.3.
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3. RESULTADOS

A partir dos dados de mortalidade, foram calculados os valores de DLs, topica e
CLso oral, em 24 e 48 h apds o inicio da exposicdo das abelhas ao imidacloprido. A DLsg
topica foi de 16,65 ng p.c /pL/abelha em 24 horas (Tabela 1 e Figura 3) e de 8,23 ng p.c
/uL/abelha em 48 horas (tabela 1 e figura 4). A CLso oral foi de 8,47 ng p.c /pL/dieta em 24
horas (tabela 1 e figura 5) e de 2,98 ng p.c /pL/dieta em 48 horas (Tabela 1 e Figura 6).

O nivel de mortalidade para Scaptotrigona sp. nov. foi diferenciado de acordo
com a via de exposicdo, apontando uma maior resisténcia a dosagem topica em comparacao a
dieta contaminada. As abelhas expostas a doses inferiores as obtidas como letais médias,
também tiveram prejuizos vitais, tendo em vista a evidéncia de mudanca comportamental,
prostracdo e tremores que foram observados horas ap0s a exposi¢do ao inseticida em ambos

0S ensaios.

Tabela 1 — Toxicidade aguda do imidacloprido em 24 e 48 horas para Scaptotrigona sp. nov.

Modo de Tempo DLsg Clsg 1Co5% XZ P
exposicdo (horas)
24 16,65 - 11,51 - 22,72 5,51 0,356
Topica
ng p.c./ abelha 48 8,24 - 5,09 - 12,07 6,22 0,285
24 - 8,47 5,96 - 11,43 1,59 0,902
Ingestéo
ng p.c./ uL dieta 48 - 2,98 0,72 - 6,08 5,47 0,361

(DLso) dose letal média; (CLsg) concentracdo letal média; (1Cqs0,) intervalo de confianga 95%; (x2) qui-quadrado
e ( P ) probabilidade de valores.



Figura 3 — Determinago da DLs, topica em 24 horas do inseticida imidacloprido para abelhas operérias de
Scaptotrigona sp. nov.
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Figura 4 — Determinacdo da DLs, topica em 48 horas do inseticida imidacloprido para abelhas operarias de
Scaptotrigona sp. nov.
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Figura 5 — Determinagdo da CLs, oral em 24 horas do inseticida imidacloprido para abelhas operarias de
Scaptotrigona sp. nov.
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Figura 6 — Determinacdo da CLs, oral em 48 horas do inseticida imidacloprido para abelhas operérias de
Scaptotrigona sp. nov
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4. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a toxicidade do produto comercial contendo ingrediente
ativo do imidacloprido para a abelha Scaptotrigona sp. nov. e constatou que se trata de um
produto toxico para esta espécie. Comparando-se as duas formas de exposicao (tdpica e oral),
esta abelha demonstrou ser mais susceptivel ao imidacloprido quando o mesmo ¢é
administrado de forma oral, pois uma menor quantidade de inseticida foi necesséaria para
matar 50% da populacgéo testada, 0 que pode ser explicado devido ao alimento contaminado
ter sido fornecido constantemente as abelhas durante todo o experimento, enquanto que as do
ensaio com dosagem tdpica, foram expostas ao inseticida uma Gnica vez.

Em trabalho realizado por Soares (2012), onde foram estabelecidas a DLsg e CLs
do imidacloprido em 24 e 48 h, para a abelha Scaptotrigona postica, foi constatado que este
inseticida € toxico para a espécie estudada e os resultados apontaram que esta espécie € mais
sensivel ao inseticida quando o mesmo foi aplicado de forma topica, diferindo do que foi
encontrado neste experimento para a Scaptotrigona sp. nov.

A baixa toxicidade topica do imidacloprido para a Scaptotrigona sp. nov. pode ter
ocorrido devido a dificuldade de penetracdo do inseticida pela cuticula, j& que sua composicéo
e espessura podem ter influenciado nesse processo. Segundo Decourtye e Devillers (2010), os
neonicotindides geralmente sdo mais toxicos quando oferecidos por via oral do que por
contato e essa diferenca pode ser explicada devido as moléculas desse composto, possuirem
uma pequena capacidade de repelir agua o que resulta numa baixa taxa de penetracdo atraves
da cuticula dos insetos.

Del Sarto et al. (2014), avaliando a toxicidade de inseticidas via topica e oral para
duas espécies de abelhas (A. mellifera e Melipona quadrifasciata), constataram que o modo
de exposicdo pode acarretar maior ou menor mortalidade, tendo em vista que os resultados
mostraram que 0s agroquimicos foram altamente tdxicos para as abelhas quando oferecidos
via oral, em especial para os meliponineos, onde foram dez vezes mais eficientes em matar
essa espécie de abelhas.

Segundo Jacob et al. (2012), ao avaliarem a toxidade tépica e oral do inseticida
fipronil em 24h para abelha Scaptotrigona postica, foram encontrados os valores de DLsp =
0,54 ng i.a. / pL abelha e CLsp = 0,24 ng i.a. / pL dieta, 0 que mais uma vez endossa que as
abelhas sem ferrdo sdo mais sensiveis aos inseticidas, quando 0os mesmos sao oferecidos via

oral.
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Comparando os resultados da presente pesquisa para DLsg topica (24 e 48 horas) e
CLso oral (24 e 48 horas), com 0s obtidos por Soares (2012) onde o imidacloprido foi
administrado nas mesmas dosagens, observa-se que esse agroquimico é mais toxico para a
Scaptotrigona sp. nov. do que para a Scaptotrigona postica, tanto via contato como oral,
tendo em vista a menor quantidade de inseticida requerida para matar 50% das abelhas em
ambos os testes.

Porém Soares (2012) utilizou abelhas recém emergidas, o ingrediente ativo do
imidacloprido e o alimento que recebeu a contaminacao era composto de um mix proteico, ja
0 presente trabalho utilizou abelhas adultas campeiras, o produto comercial com o ingrediente
ativo do imidacloprido (Evidence® 700 WG da Bayer CropScience, Brasil) e o alimento que
recebeu as doses do composto quimico era o xarope 1/1 (&gua destilada e agUlcar), o que
levanta a reflexdo que os adjuvantes existentes na formulacdo comercial, podem estar
potencializando os efeitos toxicos desse inseticida neonicotindide.

As diferencas de toxicidade para as abelhas pode ser resultado da capacidade
evolutiva, sociabilidade, tamanho, peso corporal, metabolismo e poder de desentoxicacéo
inerente a cada espécie, sejam elas nativas ou exdticas. Esse argumento também foi levantado
por alguns autores, que alegam que a historia de vida das espécies de abelha variam
substancialmente, bem como sua socializagdo, tamanho corporal, capacidade de
desentoxicacdo de acordo com o metabolismo e esses fatores sdo associados diretamente a
uma susceptibilidade diferenciada aos pesticidas (LIU et al., 2005; HARDSTONE; SCOTT
2010; BRITTAIN; POTTS, 2011; DECOURTYE et al., 2013).

Trabalhos que abordam a toxicidade de inseticidas para A. mellifera e abelhas sem
ferrdo com base em valores de DLsy apontam uma maior resisténcia da primeira em relacéo
aos inseticidas, como demonstrados nos estudos toxicolégicos de (MAYER et al., 1998),
(MAYER; LUNDEN, 1999), (DEL SARTO, 2009), (VALDOVINOS-NUNEZ et al., 2009),
(HARDSTONE; SCOTT, 2010), (JACOB et al., 2012) e (LOURENCO et al., 2012).

Durante os experimentos, as abelhas expostas ao inseticida mostraram sintomas
claros de intoxicacdo em ambos 0S ensaios, como tremores nas pernas e asas, agitacao,
dificuldades em manter o equilibrio e prostracdo, o que ndo foi observado no grupo controle.
Essas observacdes foram feitas inclusive em doses inferiores a letal o que demonstra a
importancia de estudos futuros sobre a influéncia e efeitos deletérios de doses subletais nessa
espécie de abelha.

Alguns autores relatam que é possivel 0s polinizadores entrarem em contato com

os inseticidas e ndo apresentarem nenhum sintoma de imediato, porém efeitos subletais como
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comprometimento de algumas funcgdes fisioldgicas, redugdo da capacidade de forrageamento,
mudancas de comportamento e fungdes cognitivas, irdo comprometer a vida desse inseto e sua
capacidade como polinizadores (BELZUNCES; TCHAMITCHIAN; BRUNET, 2012;
DECOURTYE et al., 2005). Medrzycki et al. (2003), analisando o comportamento de abelhas
A. mellifera expostas a doses subletais de imidacloprido, obsersavaram uma diminui¢do na
comunicagdo e mobilidade das abelhas, o que pode comprometer as relagdes sociais desses
insetos. Segundo Rossi et al. (2013), doses subletais de imidacloprido tém efeitos citotoxicos
no cérebro das abelhas e os l6bulos 6ticos sdo mais sensiveis que outras regides cerebrais.

Devido o papel fundamental das abelhas nativas no meio ambiente, sua variedade
de espécies, importancia econdmica, ecoldgica, manutengdo da biodiversidade e na producéao
de frutos e sementes no Brasil, se faz necessario um maior esforco para se desenvolver
pesquisas de campo e laboratoriais, com técnicas especificas para o estabelecimento de
toxicidade em abelhas sem ferrdo, explicando melhor sobre os efeitos deletérios dos
inseticidas neonicotindides e a vulnerabilidade de diferentes espéecies nativas aos mesmos,
tendo em vista que uma drastica redugdo na populacdo desses insetos poderia comprometer a
biodiversidade de varios ambientes.

Infelizmente os protocolos internacionais existentes para avaliacdo de toxicidade,
foram desenvolvidos para testes em A. mellifera, que é uma espécie exotica no Brasil, e que
tem se mostrado mais resistente aos efeitos dos pesticidas em comparacdo com as abelhas
nativas. Tendo em vista que a maioria dos trabalhos cientificos que avaliam a toxicidade de
agroquimicos, sdo realizados com abelhas exoéticas e sabendo da maior susceptibilidade das
abelhas sem ferrdo em relacdo aos produtos fitossanitarios, fica claro que as espécies nativas
estdo correndo grande risco expostas ao uso indiscriminado de inseticidas neonicotindides e
outros que ja se encontram suspensos em paises europeus.

Pesquisas nesse sentido com abelhas sem ferrdo sdo escassas na literatura, porém
as mesmas podem ser utilizadas pelos drgéos competentes brasileiros, contribuindo para uma
melhor avaliacdo do processo de registro de defensivos agricolas neste pais, baseando-se na

toxidade desses produtos para espécies locais.
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5. CONCLUSAO

O imidacloprido € toxico para a espécie Scaptotrigona sp. nov., a qual se mostrou
mais vulneravel a acdo desse produto do que a A. mellifera.

O imidacloprido é mais toxico para esta espécie de abelha, quando administrado
de forma oral.

Doses de imidacloprido abaixo das obtidas como letais, também demonstraram

ser comprometedoras das fungdes vitais dessas abelhas.
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