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RESUMO

Os defensivos agricolas sdo apontados como responsaveis pela mortandade de abelhas
manejadas e silvestres. Apesar de alguns estudos realizados com os ingredientes ativos, pouco
se investigou sobre a acdo das formulagdes comerciais, mesmo havendo indicios de que os
materiais inertes potencializem o efeito toxico dos inseticidas para as abelhas. O presente
trabalho objetivou investigar a toxicidade para abelhas de trés produtos comerciais amplamente
usados no Brasil como defensivos agricolas; Verismo® (metaflumizone) e Actara®
(tiametoxam) em Apis mellifera, e Evidence® (imidacloprido) em Scaptotrigona aff. depilis. Os
estudos foram conduzidos no Laboratério de Abelhas do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal do Ceard entre os anos de 2016 e 2018 e baseados nos protocolos
internacionais da OECD (Organization for Economic Cooperation and Development). A
toxicidade dos inseticidas foi avaliada por diferentes vias de exposi¢ao, por meio da Dose Letal
média topica (DLso) e da Concentracdo Letal média por ingestdo (CLso) para A. mellifera e do
Tempo Letal médio (TLso), topico e oral para Scaptotrigona aff. depilis. Os dados de
mortalidade foram anotados ap6s 1, 6, 12, 24 e 48h para Apis e por 300h com intervalos de 1,
6, 12 e 24h no primeiro dia e a partir do segundo a cada 24h, para Scaptotrigona, da exposi¢ao
dos insetos as diferentes dosagens dos inseticidas. Para Apis os dados foram analisados através
de um modelo log-logistico ou modelo de Gompertz com auxilio do pacote “drc” presente no
ambiente estatistico R e para Scaptotrigona os dados foram submetidos a analise estatistica do
tipo dose-resposta, utilizando-se o programa Bioestat® - versdo 5.3. O Actara® produziu a DLso
topica de 0,055 (24h) e 0,052 (48h) ng p.c./uL/abelha e a CLso de ingestdo foi 1,467 (24h) e
0,095 (48h) ng p.c./uL dieta. O Verismo® teve a DLso topica de 97,223 (24h) e 1,157 (48h) nL
p.c./uL/abelha e a CLso de ingestdo foi 2,493 (24h) e 0,334 (48h) nL p.c./uL dieta. O TLso
topico do Evidence® para Scaptotrigona aff. depilis foi de 22,1h e de 29,4h por ingestdo. Os
resultados apontaram que o Actara® é muito mais toxico para A. mellifera que o Verismo®,
independentemente da via de exposi¢do. O Evidence® demonstrou ser téxico para as abelhas
Scaptorigona aff. depilis, no entanto, o efeito letal do produto se manifesta mais rapidamente

quando a contaminacdo ocorre por meio topico do que quando por meio oral.

Palavras-chave: CLso. DLso. Pesticida. TLso. Toxicidade.



ABSTRACT

Pesticides are considered responsible for the death of managed and wild bees. Despite some
studies carried out with the active ingredients, little has been investigated about the action of
commercial formulations, even though there are indications that inert materials potentiate the
toxic effect of insecticides to bees. The present work aimed to investigate the toxicity to bees
of three commercial products widely used in Brazil as pesticides; Verismo® (metaflumizone)
and Actara® (thiametoxam) in Apis mellifera, and Evidence® (imidacloprid) in Scaptotrigona
aff. depilis. The studies were conducted at the Bee Laboratory of the Zootechnics Department
of the Federal University of Ceard between the years 2016 and 2018 and based on the
international protocols of the OECD (Organization for Economic Cooperation and
Development). The toxicity of insecticides was assessed by different exposure routes, using the
Topical Average Lethal Dose (LDso) and the Average Lethal Concentration per ingestion (LCso)
for A. mellifera and the Average Lethal Time (LTs0), topical and oral for Scaptotrigona aff.
depilis. Mortality data were recorded after 1, 6, 12, 24 and 48 hours for Apis and for 300 hours
with intervals of 1, 6, 12 and 24 hours on the first day and from the second every 24 hours, for
Scaptotrigona, from insect exposure different dosages of insecticides. For Apis the data were
analyzed using a log-logistic model or Gompertz model with the help of the “drc” package
present in the R statistical environment and for Scaptotrigona, the data were subjected to dose-
response statistical analysis using the program Bioestat® - version 5.3. Actara® produced the
topical LDso of 0.055 (24h) and 0.052 (48h) ng c.p./uL/bee and the ingestion LCso was 1.467
(24h) and 0.095 (48h) ng c.p./uL diet. Verismo® had a topical LDso of 97.223 (24h) and 1.157
(48h) nL c.p./uL/bee and the ingestion LCso was 2.493 (24h) and 0.334 (48h) nL c.p./uL diet.
The LTso topical Evidence® for Scaptotrigona aff. depilis was 22.1h and 29.4h if swallowed.
The results showed that Actara® is much more toxic to 4. mellifera than Verismo®, regardless
of the route of exposure. Evidence® has been shown to be toxic to bees Scaptorigona aff.
depilis, however, the lethal effect of the product manifests itself more quickly when

contamination occurs topically than when orally.

Keywords: LCso. LDso. Pesticide. LTso. Toxicity.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

As abelhas se destacam como sendo o grupo de insetos mais importante para a
manuten¢do dos ecossistemas e sua biodiversidade, tendo em vista o seu papel fundamental
como polinizadores da flora nativa e cultivada, e também como indicadores bioldgicos do
estado de conservagdo e qualidade dos habitats. Algumas espécies ofertam (mel, polen, cera,
propolis, entre outros), esses produtos de grande valor biologico e econdmico movimentam
milhdes de dolares em todo mundo. O servigo de polinizagdo realizado pelas abelhas também
gera bastante recursos e promove tanto o aumento na producdo quanto na qualidade dos
produtos agricolas.

Apesar da inegével importancia das abelhas para a producdo agricola, manutengao
e equilibrio do meio ambiente, a interferéncia humana tem causado impactos significativos
sobre esse grupo de agentes polinizadores, inclusive levando a grandes reducdes populacionais
de algumas espécies de abelhas em varios paises. A problematica do declinio dos polinizadores
foi alertada inicialmente com a publicacdo The Forgotten Pollinators (BUCHMANN e
NABHAN, 1996). No entanto, a situagdo s6 ganhou as manchetes mundiais e foi levada a
populagdo em geral a partir do surgimento da DCC em 2007 - Desordem do Colapso da
Coldnias (CCD - Colony Colapse Disorder), que ¢ um fendmeno que atingiu inicialmente as
abelhas meliferas (Apis mellifera) nos EUA, e posteriormente em outros paises. O CCD ja
promoveu uma perda massiva de colonias dessas abelhas, causando prejuizos enormes aos
apicultores e aos cultivos dependentes do aluguel de colmeias para a polinizagdo. Estudos
subsequentes tém demonstrado perdas populacionais em vérias espécies de abelhas, manejadas
e silvestres, devido a uma variedade de fatores e a interagdo entre eles. Dentre as diversas causas
desse declinio, a introdugdo de espécies exoticas, a reducdo de habitats, a incidéncia de pragas
e doengas, o aquecimento global e o uso inadequado de agrotdxicos, especialmente os
neonicotinoides, s3o apontados como os principais fatores responséaveis por esse fendomeno.

Os neonicotindides sdo um grupo especifico de pesticidas que tiveram origem em
meados dos anos 90 e hoje em dia sdo representados por sete exemplares nessa categoria. Desde
o seu langamento, eles correspondem a uma fatia de mercado consideravel na comercializagdo
de pesticidas em todo o mundo e isso se deve a sua eficiéncia, facilidade na aplicacdo e
versatilidade. Estudos tém alertado sobre o qudo toxico os neonicotinoides sio para as abelhas,
principalmente os ingredientes ativos imidacloprido e tiametoxam. No entanto, na grande
maioria das vezes, esses estudos tém sido conduzidos com os ingredientes ativos dos produtos

em testes com abelhas A. mellifera. Porém, evidéncias sugerem que os produtos em formulagao
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comercial podem ser mais toxicos para as abelhas do que os ingredientes ativos isolados, porque
os materiais inertes adicionados nas formulagdes comerciais poderiam apresentar um efeito
sinérgico com o ingrediente ativo potencializando a sua toxicidade para os insetos. Além disso,
os estudos de toxicidade de ingredientes ativos tém a Apis mellifera como espécie modelo para
os testes. Essa abelha ¢ exotica no Brasil, e ha indicios de que espécies nativas, especialmente
os meliponineos, sejam mais susceptiveis aos pesticidas de uma forma geral quando
comparados as abelhas meliferas.

Devido os defensivos agricolas serem apontados como responsdveis por
mortandade de abelhas manejadas e silvestres e ja que os estudos realizados até entdo
contemplam apenas os ingredientes ativos, com pouca investigacdo da a¢do das formulacdes
comerciais, mesmo havendo indicios de que os materiais inertes potencializem o efeito toxico
dos pesticidas, o presente estudo objetivou investigar a toxicidade para abelhas de trés produtos
comerciais amplamente usados no Brasil como defensivos agricolas Verismo® (metaflumizone)
e Actara® (tiametoxam) em Apis mellifera, e Evidence® (imidacloprido) em Scaptotrigona aff.
depilis, no intuito de fornecer valores de letalidade desses produtos e mais dados sobre essa

questdo para essas duas espécies de abelhas distintas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A importancia das abelhas na polinizacio

As abelhas sdo os polinizadores mais importantes e agentes bioticos fundamentais
para o servico de polinizagdo de diversas culturas agricolas (CASTRO et al., 2006; IPBES,
2016; POTTS et al., 2016). Elas se destacam dentre os animais envolvidos nos processos de
polinizagdo, pois possuem grande diversidade morfologica entre as espécies e comportamento
especializado, principalmente nas regides tropicais (RICHARDS e KOPTUR, 1993; MOORE,
2001; CARDINAL e DANFORTH, 2013). Segundo a FAO (2004) e Ricketts et al. (2008), 73%
das espécies de plantas cultivadas no mundo sdo polinizadas por alguma espécie de abelha. Elas
também sdo organismos fundamentais para a ecologia, manuten¢do e conservacdo dos
ecossistemas terrestres e seu valor econdmico € enorme, pois o servico de polinizacdo tem
grande importancia para a producdo de alimentos (KLEIN et al., 2007; GALLALI et al., 2009).

A polinizagdo realizada de forma eficiente pelas abelhas aumenta a qualidade dos
frutos, a quantidade, o valor do produto e ainda eleva o tempo de prateleira, reduzindo as perdas
em pelo menos 11% das frutas de forma a impactar consequentemente na economia de milhdes
de dolares (KLATT et al., 2014). Essa eficiéncia na polinizagdo esta diretamente relacionada
ao numero de visitas e a0 comportamento que as abelhas exercem nas flores, influenciando
assim na frutificagdo e no cultivo de frutos com melhor qualidade (MALERBO-SOUSA et al.,
2003; NASCIMENTO et al., 2011; MALERBO-SOUSA e HALAK, 2013; TOLEDO et al.,
2013).

Segundo Ascher e Pickering (2018), das cerca de 20.000 espécies de abelhas
descritas no mundo, 1.902 encontram-se no Brasil. Essa grande quantidade de grupos de abelhas
e sua diversidade exercem um papel fundamental e pragmético nos servigos de polinizagao dos
ecossistemas nativos e cultivados (GARIBALDI et al., 2014). Um dos produtos mais
explorados das abelhas no Brasil ¢ o mel, com uma produ¢do média de 41.594 toneladas e o
comercio dessa iguaria movimenta milhdes de reais (IBGE, 2017). O Brasil exportou em 2015,
aproximadamente 18.6 t de mel, colocando o pais entre os principais exportadores desse
produto, tendo como principais importadores, os Estados Unidos e Alemanha (ABEMEL,
2015).

Considerando a produgdo agricola brasileira no ano de 2012, foi atribuido o valor
economico da polinizagdo para 44 culturas, que apresentam ganhos diversos com a polinizagao

animal, em algo em torno de 30% da produgdo total que corresponde a 45 bilhdes de dolares
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(GIANNINI et al., 2015a). As abelhas ndo sdo os unicos artrépodes que sdo altamente
especializados e fundamentais na realizagdo da polinizagdo, pois essa atividade executada por
insetos silvestres € manejados ¢ um oficio que possui papel trivial para a efetivacdo de um dos
mais valorosos servigos ecossistémicos do planeta (IPBES, 2016). Segundo Ollerton et al.
(2011) os polinizadores de plantas silvestres sio um mecanismo de suporte a vida determinante
para os ecossistemas e a biodiversidade. Este servigo de polinizacdo desempenhado por estes
agentes ¢ uma ferramenta essencial do ecossistema, que esta unido ao bem-estar humano através
da manuten¢do saudavel e funcional do meio ambiente, producdo agricola, reproducdo de
plantas e seguranga alimentar (POTTS et al., 2016).

Em 2005, a polinizagdo realizada por insetos de 100 culturas utilizadas diretamente
para a alimentacdo humana, resultou num valor de aproximadamente 153 bilhdes de euros e
isso corresponde a quase 10% do valor total da producdo agricola mundial (GALLALI et al.,
2009). Das 124 principais culturas utilizadas na alimenta¢do humana, aproximadamente 70%
dependem da polinizacdo por insetos para produzirem frutos e sementes (RICKETTS et al.,

2008; CHAGNON et al., 2015; RAMIREZ et al., 2018).

2.2 As abelhas nativas sem ferrao

Os meliponineos habitam as regides tropicais da Terra ha mais de 65 milhdes de
anos (CAMARGO e PEDRO, 1992; MICHENER, 2007). As abelhas nativas sem ferrao sao
fundamentais para a manutencdo da flora brasileira e de diversas culturas agricolas
(MACIEIRA e PRONI, 2004; KERR et al., 2010). Os meliponineos (Hymenoptera: Apidae:
Tribo Meliponini) sdo elencados como polinizadores-chave para diversas espécies de plantas
em ecossistemas tropicais e subtropicais, fornecendo tambem servigos de polinizagdo para
culturas agricolas de importancia econdomica (HEARD, 1999; SLAA et al., 2006).

A diversidade de abelhas sem ferrdo no Brasil pode ultrapassar 500 espécies
(CASTRO et al., 2006) e segundo Kerr et al. (1999) a maior variedade de abelhas sem ferrao
do mundo encontra-se no Brasil. A grande diversidade de meliponineos no Brasil possui
elevada diversidade morfologica, tamanho corporal, fisiologia e preferéncias florais (SLAA et
al., 2006; PEDRO, 2014). A constante especializacdo dessas abelhas na exploragdo da flora
nativa tem papel crucial na manutencao da vegetagao brasileira.

As abelhas sem ferrdo s@o insetos sociais e possuem organizagao semelhante a das
A. mellifera, com divisdo de castas e trabalho de acordo com a idade (FREE, 1980;

NOGUEIRA-NETO, 1997). Este grupo de abelhas divide-se em duas tribos: Trigonini e
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Meliponini, e a diferenga basica entre elas se da na constru¢do de células reais, pois na tribo
Meliponini ndo h4 confeccdo das mesmas e todas as abelhas se desenvolvem em células do
mesmo tamanho, j& na tribo Trigonini quase sempre ha construgao 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 sdo encontradas
em areas tropicais e subtropicais do mundo. Sua maior diversidade ¢ observada nas regides
neotropicais (com mais de 300 espécies descritas) e na regido Indo-Malaia (com cerca de 60
espécies), sendo que certos taxons sdo restritos as regides subtropicais do hemisfério sul
(CAMARGO, 1989; CAMARGO e PEDRO, 1992; NOGUEIRA-NETO, 1997).

As abelhas sem ferrdo possuem importancia cultural (EARDLEY e KWAPONG,
2013) e sdo cada vez mais utilizadas na polinizacdo de culturas, producao de mel e criacao
recreativa (HEARD, 1999; HEARD e DOLLIN, 2000; CORTOPASSI-LAURINO et al.,
2006). A criagdo racional de abelhas sem ferrdo (meliponicultura) ¢ uma atividade em plena
expansdo em zonas tropicais € subtropicais do mundo (NUNES et al., 2014). Por conta do
grande numero de abelhas que podem ser mantidas em uma determinada 4rea, as abelhas nativas
sdo constantemente preferidas para a polinizagdo das culturas cultivadas e sdo certamente os
insetos sociais mais prosperos para utilizacdo como polinizadores comerciais (CRUZ e

CAMPOS, 2009).

2.3 O declinio das abelhas

Em vérios lugares do mundo a reducdo das populacdes de abelhas ¢ uma realidade
e teme-se que esse contingente diminua ainda mais, causando impactos ambientais e
econdmicos imensuraveis por conta das perdas na biodiversidade e na produgdo agricola. Uma
grande quantidade de relatorios foram divulgados a cerca do sumigo das abelhas, o que deu
origem a uma preocupacdo global (GOULSON et al., 2008; BROWN e PAXTON, 2009). A
polinizag¢do depende em alto nivel das abelhas para a realiza¢do desse processo, € isso € motivo
de apreensdo, devido as recentes diminui¢des das populagdes de abelhas, o que pode resultar
em danos para os ecossistemas naturais e na produ¢do das culturas agricolas comercialmente
importantes (PINHEIRO e FREITAS, 2010). De acordo com Catae et al. (2014) a redu¢do no
numero de polinizadores, em especial das espécies de abelhas, tornou-se o maior problema para
os apicultores.

Ha quatorze anos, cientistas norte americanos identificaram um fenémeno que ficou

conhecido como “Desordem e Colapso das Colonias” (CCD), onde apicultores daquele pais
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perderam até 100% de suas colmeias e a partir de entdo cientistas em todo mundo passaram a
dar mais importdncia a questdo do sumico dos polinizadores (OLDROYD, 2007).
VanEngelsdorp et al. (2009), apontaram as principais caracteristicas deste fendmeno, como
uma elevada quantidade de individuos mortos dentro e nas proximidades das coldnias e o
desaparecimento de abelhas campeiras adultas. Pesquisas demonstram que o CCD ndo tem
origem em um Unico fator isolado e sim no somatério de diferentes varidveis, que agem
sinergicamente sobre os individuos da colonia (CORNMAN et al., 2012). Alguns estudos
atribuem a questdo do declinio das abelhas a diversos fatores como doencas, parasitas,
mudancas climaticas, perdas de habitat, plantas geneticamente modificadas (OGM) e o uso
indiscriminado de agroquimicos (FREITAS et al., 2009; VANENGELSDORP et al., 2009;
POTTS et al., 2016).

A redugdo populacional de abelhas ¢ encarada com preocupagdo generalizada,
principalmente por conta dos servigos de polinizacdo e sua importancia para a agricultura
(AIZEN e HARDER, 2009; GARIBALDI et al., 2011). Devido o grande valor do servigo de
polinizagdo, alguns esforcos estdo sendo destinados a protecao dos polinizadores, € a descoberta
das causas que os ameacam. Neste contexto, os agrotdxicos sdo apontados como varidveis
importantes, no que diz respeito a prejuizos aos polinizadores (ISENRING, 2010). Por décadas,
os agrotoxicos tém sido a maior ferramenta de protecdo das culturas cultivadas e a cada ano
diferentes compostos inseticidas com os mais variados modos de acdo, sdo comercializados
mundialmente (METCALF, 1980; COOPER ¢ DOBSON, 2007; LAMBERTH et al., 2013).

No intuito de solucionar os problemas e esclarecer as causas do CCD, pesquisas
estdo sendo conduzidas por equipes multidisciplinares, de forma simultanea e coordenada
(PETTIS e DELAPLANE, 2010). Por isso mais estudos precisam ser feitos para que se

obtenham dados robustos no intuito de enxugar todas as hipoteses.

2.4 Os impactos gerados pelos pesticidas as abelhas

A contaminagdo das abelhas pode ocorrer por contato, ingestao de recursos florais
e durante o forrageamento em culturas que estdo sendo pulverizadas com agrotoxicos.
Habitualmente a a¢ao dos inseticidas nas abelhas expostas a pulverizagdo, ocorre pela absor¢ao
desses produtos através dos espirdculos, 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 agua e se alimentar,

morrendo de fome ou inanicdo (MALASPINA e STORT, 1985).
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No Brasil a utilizagdo de pesticidas data do inicio do século XX e os produtos mais
utilizados naquela época eram o mercurio, arsénico ¢ enxofre (MORAGAS e SCHNEIDER,
2003). Como de 14 para cé4 o Brasil tem se tornado uma poténcia do agronegdcio, aumentando
suas exportacdes e expandindo as suas fronteiras agricolas, automaticamente o uso de insumos,
dentre eles os pesticidas, tem crescido exponencialmente. Em 2011, no Brasil, foram plantados
71 milhdes de hectares e consumido cerca de 826.683 t de agrotoxicos com uma utilizacdo de
aproximadamente 3,2 Kg/ha de ingrediente ativo, sendo 12% inseticidas (ABRASCO, 2015).
Cerca de 30% dos produtos fitossanitarios consumidos no Brasil sdo inseticidas e, desses,
aproximadamente 40% sdo considerados toxicos para as abelhas (GUAZELLI, 2009; FREITAS
e PINHEIRO, 2010). Apicultores brasileiros dos estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Parana e
Santa Catarina denunciaram uma enorme mortalidade de colonias de abelhas africanizadas,
principalmente de operarias nas proximidades das colmeias e atribuem essas mortes a utilizagao
de agrotoxicos (LIMA e ROCHA, 2012; PIRES et al., 2016).

Segundo Del Sarto et al. (2014) a taxa de mortalidade de determinados pesticidas ¢
influenciada diretamente pelo modo de exposi¢ao ao qual os insetos foram submetidos, sendo
a via oral, onde o trato digestorio ¢ que recebe as moléculas do agente contaminante através de
dieta contaminada, ¢ mais sensivel aos agroquimicos do que a exposic¢ao via topica.

O numero de estudos sobre o impacto de agroquimicos em abelhas ainda ¢
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, o que acaba comprometendo a produtividade de diversos
campos agricolas (PINHEIRO e FREITAS, 2010; FREITAS e PINHEIRO, 2012). Pinheiro e
Freitas (2010) apresentaram uma revisao de literatura das doses letais (DLso) e os efeitos dos
agroquimicos com uso permitido no Brasil sobre polinizadores, os impactos distintos das
formulagdes e utilizagdo no pais. Neste estudo, recomendaram boas praticas 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 o

Tiametoxam e o Imidacloprido, sdo destaque neste contexto de grande tensdo. O primeiro
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neonicotindide aprovado para uso agricola foi o imidacloprido, em 1994, e a partir de entdo o
seu uso e o de outros agroquimicos do mesmo grupo aumentaram consideravelmente,
coincidindo com um periodo de queda continua no numero de colonias de abelhas em algumas
partes do mundo (CRESSWELL et al., 2012).

Em 1999 na Franga, o imidacloprido foi atribuido publicamente pela primeira vez
como ameacga para as abelhas, apds manifestagdes de apicultores que alegaram ter sofrido
perdas generalizadas de suas colonias, devido ao uso deste produto, que passou a ter utilizagao
restrita naquele pais (DOUCET-PERSONENI et al., 2003). Os neonicotindides atuam como
agonistas da acetilcolina e ligam-se aos receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs)
situados nos neurdnios poOs-sinapticos dos insetos, atuando mais especificamente nas
subunidades a do receptor (BUCKINGHAM et al., 1997; SUCHAIL et al., 2004). Esses
receptores encontram-se em diversas regides cerebrais, abrangendo 4reas ligadas a
aprendizagem e memoria das abelhas (BICKER, 1999). Devido ao seu carater neurotoxico o
imidacloprido pode afetar a memoria e o aprendizado, impactando no comportamento de
forrageamento das abelhas (DECOURTYE et al., 2004; YANG et al., 2008).

Segundo Schmuck et al. (2001) diversos trabalhos apontam que os neonicotindides,
por serem inseticidas sistémicos, podem ser encontrados em vdrias partes das plantas as quais
receberam aplicagdes desses compostos, incluindo néctar, pdlen 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
(DLso) e na Concentracdo Letal média (CLso), onde a primeira ¢ obtida através da pipetagem
do agrotoxico diretamente no dorso do inseto e a segunda ¢ aferida através de fornecimento de
alimento contaminado, sendo o pronoto e o trato digestorio os meios pelos quais os agrotoxicos
entrardo em contato com as abelhas. O Tempo Letal médio (TLso) para as abelhas, ¢ obtido a
partir dos resultados de DLso e CLso previamente encontrados, adotando os mesmos protocolos.

Seguindo essas recomendagdes, alguns trabalhos tém sido desenvolvidos no intuito
de atestar a toxicidade ou ndo de defensivos agricolas amplamente utilizados nas éareas
cultivadas e estabelecer suas respectivas DLso ,CLso € TLso para as abelhas, como ¢ o caso dos

estudos realizados por: DECOURTYE etal., 2003; IWASA et al., 2004; LAURINO etal., 2011;
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JACOB et al., 2012; TOME et al., 2012; ROSSI et al.,, 2013; DEL SARTO et al., 2014,
SOARES et al., 2015, TOME et al., 2015a e LUNARDI et al., 2017.

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 4. mellifera expostas a
doses subletais de imidacloprido, observaram uma diminui¢do na comunicagdo ¢ mobilidade
das abelhas, o que pode comprometer as relagdes sociais desses insetos. Segundo Rossi et al.
(2013) esse composto tem efeitos citotoxicos no cérebro das abelhas e doses subletais de
imidacloprido podem causar morte celular neste 6rgao.

A literatura mostra que doses subletais podem ndo ocasionar a morte imediata das
abelhas, mas algumas mudangas no comportamento podem ocorrer. Efeitos como desorientagao
ou diminui¢do da atividade de forrageamento, provenientes de intoxicagdo com doses subletais
de imidacloprido, acabam afetando a colonia como um todo (BORTOLOTTTI et al., 2003;
MEDRZYCKI et al., 2003; DECOURTYE et al.,, 2004; SCHMUCK, 2004). E provavel
também que as doses subletais contidas no néctar ou pdlen, coletados por abelhas campeiras e
levados para a coldnia seja algo preocupante, tendo em vista que esses recursos poderdo ser
utlizados na alimentacdo das crias, impactando diretamente na densidade populacional.

Diante da problematica mundial que envolve a reducao populacional das abelhas,
tendo em vista a sua importancia econdmica, cultural e para a manuten¢do da biodiversidade
dos mais variados ecossistemas, se faz necessario a intensificagdo dos estudos avaliando a
toxicidade de agrotdxicos pricipalmente nas formulagdes comerciais ja que alguns trabalhos
apontam que os adjuvantes incrementam a toxicidade dos produtos, para as abelhas em geral,
com aten¢ao especial aos meliponineos, que sdo mais suceptiveis aos pesticidas em compagao

com as Apis melliferas.
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3 CAPITULO I - TEMPO LETAL MEDIO (TLs0) DO INSETICIDA IMIDACLOPRIDO
PARA A ABELHA SEM FERRAO Scaptotrigona aff. depilis (HYMENOPTERA,
APIDAE, MELIPONINI)

RESUMO

Os meliponineos sdo fundamentais a manuten¢do da biodiversidade por meio da polinizagdo
das plantas nativas e cultivadas. No entanto, uma série de fatores naturais e/ou causados pelo
homem vem acarretando o declinio da populacdo desses insetos. Dentre esses, o uso inadequado
de produtos fitossanitarios sdo apontados como uma das causas dessa reducgdo. O objetivo desse
trabalho foi avaliar o tempo letal médio (TLso) do inseticida Evidence® (Imidacloprido) para a
abelha sem ferrdo Scaptorigona aff. depilis sob duas vias de exposi¢cdo. Foram utilizados os
valores de DLso= 16,6524 ng p.c./uL (24 horas); DLso/10=1,6652 ng p.c./uL e DLso/100=0,1665
ng p.c./uL; CLso= 8,47 ng p.c./uL (24 horas); CLso/10 = 0,8472 ng p.c./uL e CLso/100 = 0,0847
ng p.c./uL, disponiveis na literatura para esse ingrediente ativo e espécie de abelha, baseando-
se portanto nos protocolos oficiais da OECD - Organizacdo para a Cooperagdo e
Desenvolvimento Econdmico, 1998a e 1998b. As abelhas foram observadas por 300h com
intervalos de 1, 6, 12 e 24h no primeiro dia e a partir do segundo a cada 24h, ap6s a exposi¢ao
dos insetos as diferentes dosagens dos inseticidas. Fundamentado na exposi¢do que ocorre no
campo, o inseticida foi administrado tanto topicamente como por meio oral. Os resultados
mostraram que a TLso da formulagio comercial Evidence® por contaminagio topica para
Scaptotrigona aff. depilis ¢ de 22,1 horas, enquanto esse valor sobe para 29,4 horas quando a
contaminagdo acontece por ingestdo. Dessa forma, o imidacloprido na formulagdo comercial
Evidence® demonstrou ser altamente toxico para as abelhas Scaptorigona aff. depilis, baseado
na literatura, independentemente da via de exposi¢do, sendo que o efeito letal do produto se
manifesta mais rapidamente quando a contaminagdo ocorre por meio topico do que quando por

via oral.

Palavras-chave: CLso. DLso. Mortalidade. Meliponineo. OECD. Pesticidas. TLso.
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ABSTRACT

Meliponines are fundamental to the maintenance of biodiversity through the pollination of
native and cultivated plants. However, a series of natural and/or man-made factors has led to
the decline in the population of these insects. Among these, the inadequate use of phytosanitary
products is pointed out as one of the causes of this reduction. The objective of this work was to
evaluate the mean lethal time (LTso) of the insecticide Evidence® (Imidacloprid) for the
stingless bee Scaptorigona aff. depilis under two routes of exposure. LDso values = 16.6524 ng
c.p./uL (24 hours) were used; LDso/10 = 1,6652 ng c.p./uL and LDso/100 = 0.1665 ng c.p./uL;
LCs0=8.47ng c.p./uL (24 hours); LCso/10 =0.8472 ng c.p./uL and LCso/100 = 0.0847 ng c.p./uL,
available in the literature for this active ingredient and species of bee, based therefore on the
official protocols of the OECD - Organization for Cooperation and Economic Development,
1998a and 1998b. Bees were observed for 300h at intervals of 1, 6, 12 and 24h on the first day
and from the second every 24h, after exposure of insects to different dosages of insecticides.
Based on the exposure that occurs in the field, the insecticide was administered both topically
and orally. The results showed that the LTso of the commercial formulation Evidence® by
topical contamination for Scaptotrigona aff. depilis is 22.1 hours, while this value rises to 29.4
hours when contamination occurs if swallowed. Thus, the imidacloprid in the commercial
formulation Evidence® proved to be highly toxic to bees Scaptorigona aff. depilis, based on the
literature, regardless of the route of exposure, and the lethal effect of the product manifests itself

more quickly when contamination occurs topically than when orally.

Keywords: LCso. LDso. Mortality. Meliponine. OECD. Pesticides. LTso.
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3.1 Introducao

Os polinizadores sdo fundamentais para o fornecimento de nutrientes essenciais a
alimentacdo humana por meio do servigo de polinizacao (EILERS et al., 2011). A polinizagdo
por animais silvestres ¢ um servigo importante do ecossistema, atrelado diretamente ao bem-
estar humano pois mantem saudavel e funcional o ambiente, contemplando a reprodugdo de
plantas silvestres, a producdo agricola e a seguranca alimentar (POTTS et al.,, 2016). A
polinizagdo envolve um sistema associado de interagdes entre a vegetacdo, a fauna e o bem
estar humano (KEVAN e MENZEL, 2012). A proporcao de espécies vegetais polinizadas por
animais ¢ de aproximadamente 78% nas regides temperadas, no entanto 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). Além
disso, a polinizagao tem elevado valor econdmico. Segundo Gallai et al. (2009), o valor mundial
da polinizagdo por insetos ¢ estimado em 212 bilhdes de dolares.

As abelhas s3o os mais importantes dentre a grande diversidade de insetos
polinizadores por apresentarem alta diversidade morfologica entre as espécies e comportamento
especializado principalmente em regides tropicais (RICHARDS e KOPTUR, 1993;
BUCHMANN e NABHAN, 1997; MOORE, 2001; CARDINAL ¢ DANFORTH, 2013). Os
servigos de polinizacdo sdo muito mais valiosos que qualquer outro produto produzido pelas
abelhas (ORTH, 2000), representando aproximadamente 9,5% do valor total da producao
agrondmica mundial. O valor econdmico da polinizacdo por abelhas foi estimado em torno de
11,6 bilhdes de euros por ano s6 na América do Sul (POTTS et al., 2010). Nessa regido, um
importante grupo de abelhas polinizadoras sdo os meliponineos nativos.

As abelhas nativas ou meliponineos distribuem-se em grande parte das regides
tropicais da Terra, abrangendo praticamente toda a América Latina e Africa subsahariana, 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 criacao
destes insetos é mais difundida e praticada (VILLAS-BOAS, 2012). No entanto, as intervengdes
humanas como desmatamento, fragmentacao de hébitats e o estresse ocasionado pelos parasitas,
falta de flores e o uso indiscriminado de produtos fitossanitarios tem causado declinio na
populacao desses polinizadores (BIESMEIJER et al., 2006; GOULSON et al., 2015). Em 2011
no Brasil foram plantados 71 milhdes de hectares e consumidas cerca de 826.683 t de
agrotoxicos com uma utilizacdo de aproximadamente 3,2 Kg/ha de ingredientes ativos, sendo

12% inseticidas (ABRASCO, 2015). Cerca de 30% dos produtos fitossanitarios consumidos no
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Brasil sdo inseticidas e, desses, aproximadamente 40% sdo considerados toxicos para as abelhas
(GUAZELLI, 2009; FREITAS e PINHEIRO, 2010).

A susceptibilidade de insetos a inseticidas em laboratorio ¢ avaliada por meio de
ensaios de dose ou concentracdo letal média (DLso ou CLs0). DLso € quando se administra um
volume conhecido de inseticida, o qual entra em contato uma Unica vez com o inseto e CLso €
quando os insetos sdo expostos ao conteudo toxico em uma determinada concentracdo por um
periodo de tempo pré-determinado (CAMPOS e ANDRADE, 2001). A partir dos resultados de
DLso e CLso sdo realizados os ensaios de Tempo Letal médio (TLso) topica e oral. Esses testes
seguem protocolos e diretrizes para testes de produtos quimicos da OECD - Organization for
Economic Cooperation and Development (OECD 1998a, 1998b) e sdo administrados topica ou
oralmente, sendo o torax e o trato digestorio os meios pelos quais o inseticida entra em contato
com 0 organismo.

Os inseticidas do grupo quimico dos neonicotindides atuam como agonistas da
acetilcolina e agem nos receptores nicotinicos de acetilcolina no organismo dos insetos,
causando comprometimento das fungdes vitais e morte. Os sete produtos lancados entre 1991
e 2002 representam os esforcos e o intensivo desenvolvimento de pesquisas das industrias de
produtos fitossanitarios para essa classe de inseticidas. Os perfis técnicos e as diferentes
possibilidades de uso dos inseticidas neonicotindides sdo exemplificados pelo imidacloprido,
que ¢ a molécula pioneira e de maior sucesso desse grupo quimico (ELBERT et al., 2008).

No Brasil, o imidacloprido ¢ autorizado para ser comercializado em varias
formulagdes no combate a pragas de importantes culturas cultivadas, porém a autorizagdo para
o uso desse produto estad sendo revisada e a aplicagdo aérea do mesmo em culturas com flores
estd proibida (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 2013, 2016; Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2016).

Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae) ¢ a espécie de abelha mais utilizada em
pesquisas, especialmente naquelas que analisam a resisténcia desses insetos a inseticidas,
devido a sua grande importancia como polinizador (JACOB et al., 2014). Assim existem valores
de toxicidade de neonicotindides para A. mellifera sendo: DLsg oral (48h) de imidacloprido =
30 ng/abelha (DECOURTYE et al., 2003); DLso topico (24h) de imidacloprido = 17,90
ng/abelha (IWASA et al., 2004); DLso oral (24 e 48h) de tiametoxam = 4,67 ¢ 4.41 ng/abelha e
CLs0 (24 e 48h) = 0,134 e 0,126 ng/uL e DLso oral (24 e 48h) de clotianidina = 2,84 ¢ 2.69
ng/abelha e CLso (24 e 48h) = 0,081 e 0,077 ng/uL (LAURINO et al., 2011); DLso topico (24h)
de imidacloprido = 0,0626 pg/abelha e oral (24h) = 0,0809 pg/abelha (LUNARDI et al., 2017).
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No que diz respeito as abelhas nativas, poucos trabalhos sdo encontrados na
literatura, sobre a toxicidade de inseticidas neonicotindides para esses insetos. Segundo Soares
et al. (2015) a DLso topica de imidacloprido para as abelhas sem ferrdo Scaptotrigona postica
¢ 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 a CLs foi de 42,50 ng i.a./uL dieta em 24 horas
e de 14,28 ng i.a./uL dieta em 48 horas. A DLso topica de imidacloprido para as abelhas
Melipona scutellaris (24 e 48h) foi de 2,41 e 1,29 ng/abelha e oral (24 e 48h) de 2,01 e 0,81
ng/ul/dieta (COSTA et al., 2015). Tomé et al. (2012) encontraram TLso do imidacloprido
inferior a 120 horas para Melipona quadrifasciata anthidioides e segundo Tomé et al. (2015a)
as TL’sso do imidacloprido para Partamona helleri e Scaptotrigona xanthotrica sao inferiores
a 15 minutos para as duas espécies.

Infelizmente a quantidade de pesquisas avaliando a toxicidade do imidacloprido
para abelhas sem ferrdo, estabelecendo valores de DLso topica, CLso oral e TLso topica e oral ¢
inexpressivel e pouquissimos trabalhos no Brasil desenvolveram testes que abordam a
toxicidade da formulacao comercial deste composto para meliponineos.

Devido a grande importancia das abelhas nativas na polinizacdo de plantas em
biomas especificos e do pouco conhecimento sobre a interferéncia dos neonicotindides em
formulagdes comerciais sobre essas abelhas, este trabalho teve como objetivo determinar o
Tempo Letal médio (TLso) do inseticida imidacloprido na formula¢io Evidence® por contato e

ingestdo, sobre a abelha sem ferrdo Scaptotrigona aff. depilis.

3.2 Material e Métodos

Material biologico

No més de fevereiro do ano de 2016, cento e vinte abelhas campeiras de
Scaptotrigona aff. depilis de trés colonias diferentes mantidas no melipondrio do Setor de
Abelhas do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Ceara, Campus do Pici,
Cep. 60356-000, Fortaleza — CE, Brasil, localizado entre as coordenadas geograficas 3.74° S e
38.58° W, clima tropical semiumido, foram coletadas usando um sugador bucal e conduzidas

ao Laboratério de Abelhas para serem realizados os ensaios.
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Determinacgao da TLso média topica

Para determinagdo do Tempo Letal médio (TLso) que expressa o grau de toxicidade
aguda de substancias quimicas, correspondendo a dose suficiente para matar 50% dos animais
de um lote utilizados em um experimento, foi utilizado o método internacional preconizado
pela OECD - Organization for Economic Cooperation and Development (1998a), desenvolvido
para Apis mellifera, ressalvando uma adaptacao no que diz respeito a anestesia das abelhas que
foi realizada por resfriamento.

O produto comercial (Evidence® 700 WG - Bayer CropScience) com o ingrediente
ativo imidacloprido foi diluido em agua destilada, até se obter as doses a serem testadas (0,1665
ng p.c/uL; 1,6652 ng p.c/uL; 16,6524 ng p.c/uL).

As abelhas foram anestesiadas por resfriamento em freezer a -2°C por 80 segundos
e, apoOs anestesiadas, cada abelha recebeu 1pL da respectiva solucdo inseticida (figura 1) na
regido do pronoto usando uma micropipeta monocanal de volume variavel. As abelhas do grupo
controle receberam 1pL de dgua destilada na mesma regido sem qualquer contaminacao.

Apoés serem expostas ao produto, as abelhas foram colocadas em uma bandeja
plastica por 10 minutos para que ocorresse a evaporac¢ao da solucdo inseticida. Posteriormente,
em grupos de 10, foram acondicionadas em potes plésticos de 250 mL perfurados na regido da
tampa para haver circulacdo de ar e mantidas em camaras climatizadas tipo BOD (demanda
bioquimica de oxigénio) reguladas a 28 + 2°C, umidade relativa de 70 = 10% com suprimento
de 4gua e alimento (xarope de dgua destilada + acticar refinado cristal, na propor¢ao 1/1) sem
contaminagdo servidos por meio de tubos do tipo eppendorf durante todo o experimento (figura
2).

Cada tratamento (dose) foi composto por trés repeti¢des de 10 abelhas por pote
plastico totalizando 30 abelhas. Foram realizadas observagoes a cada 1, 6, 12 e 24h no primeiro
dia e a partir do segundo a cada 24h, durante 300 horas ap6s o contato com o inseticida,
anotando-se o quantitativo de abelhas vivas e mortas. As abelhas foram consideradas mortas
quando ndo respondiam ao estimulo feito por um pincel de pelos finos.

Os dados foram submetidos a andlise estatistica do tipo dose-resposta, utilizando-

se o programa Bioestat® - versdo 5.3.
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Figura 1 - Aplicacdo de 1 pL da solu¢@o inseticida, na regido do pronoto de abelhas Scaptotrigona aff. depilis.

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

apos a aplicacdo de 1 pL da solugdo inseticida.
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Determinacao da (TLso) média por ingestao

Para a determinacdo do tempo letal médio via oral (TLso) foi utilizado o método
internacional preconizado pela OECD - Organization for Economic Cooperation and
Development, (1998b), desenvolvido para Apis mellifera.

O produto comercial (Evidence® 700 WG - Bayer CropScience) com o ingrediente
ativo do imidacloprido foi diluido até se obter as doses a serem testadas (0,0847 ng p.c/uL;
0,8472 ng p.c/uL; 8,4721 ng p.c/uL) incluidas diretamente no alimento [mistura 1:1 de agucar
comercial refinado e dgua destilada (xarope)] oferecido as abelhas.

Grupos de 10 abelhas foram acondicionadas em potes plasticos de 250 mL com
suprimento de dgua por meio de tubos do tipo eppendorf e mantidas em camaras climatizadas
tipo BOD (demanda bioquimica de oxigénio) reguladas a 28 + 2°C, umidade relativa de 70 +
10% onde permaneceram em jejum por 2 horas. Apds o jejum, o xarope contaminado com as
diferentes concentragdes de imidacloprido foi oferecido as abelhas durante todo o experimento,
exceto as do grupo controle que receberam xarope sem nenhum tipo de contaminacao (figura
3).

Cada tratamento (dose) foi composto por trés repeti¢oes de 10 abelhas por pote
plastico totalizando 30 abelhas. Foram realizadas observagoes a cada 1, 6, 12 e 24h no primeiro
dia e a partir do segundo a cada 24h, durante 300 horas ap6s o contato com o inseticida,
anotando-se o quantitativo de abelhas vivas e mortas. As abelhas foram consideradas mortas
quando ndo respondiam ao estimulo feito por um pincel de pelos finos.

Os dados foram submetidos a analise estatistica do tipo dose-resposta, utilizando-

se o programa Bioestat® - versdo 5.3.
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Figura 3 — Abelhas acondicionadas em potes plasticos de 250 mL e divididas por tratatamentos dentro da BOD,

com suas respectivas dietas contaminadas por solugdo inseticida.

3.3 Resultados

A TLso topica do imidacloprido na formulagio comercial Evidence® 700WG para
Scaptotrigona aff. depilis foi de 22,1 horas (Tabela 1 e Figura 4) e o TLso oral foi de 29,4 horas
(Tabela 1 e Figura 5).

Os resultados mostraram que esse produto fitossanitario ¢ altamente toxico para
esta espécie de abelha de acordo com a classificagdo de Johansen e Mayer (1990), que
consideram inseticidas com uma DLso < 2,0 pg/abelha como altamente toxicos para esses
insetos. O tempo de mortalidade foi levemente diferenciado de acordo com a via de exposigao,
pois devido a dosagem topica ser bem mais elevada em comparagdo a dieta contaminada, 50%

das abelhas utilizadas nos ensaios, morreram mais rapidamente.

Tabela 1 — Toxicidade aguda do imidacloprido (TLso) em horas para Scaptotrigona aff. depilis.

Modo de TLso ICos9% x2 P
exposicao
Tépica 22,1 12,31 -32,01 5,02 0,833
Horas/abelha
Ingestio 29,4 24,80 - 33,99 2,34 0,967
Horas/pL dieta

(TLso) tempo letal médio; (ICosy) intervalo de confianga 95%; (¥2) qui-quadrado e (P) probabilidade de valores.



Figura 4 — Determinacao da TLs topica em horas do inseticida imidacloprido para abelhas operarias de
Scaptotrigona aff. depilis.
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Figura 5 — Determinacao da DLsp oral em horas do inseticida imidacloprido para abelhas operarias de
Scaptotrigona aff. depilis.
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3.4 Discussao
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Este trabalho avaliou o tempo letal (TLso) do produto comercial imidacloprido

(Evidence® 700 WG da Bayer CropScience, Brasil) para a abelha Scaptotrigona aff. depilis e

constatou que se trata de um produto altamente toxico para esta espécie. Tomé et al. (2012)

avaliando os efeitos do imidacloprido aos corpos de cogumelos e ao comportamento das abelhas
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nativas sem ferrdo Melipona quadrifasciata anthidioides, encontrou TLso inferior a 120 h para
larvas dessa espécie, alimentadas com 56,00 pg i.a./abelha. As taxas de sobrevivéncia
superiores a 50% foram observadas apenas nas larvas que receberam as dosagens mais baixas
0,0056 pgi.a./abelha, mostrando que a sobrevivéncia das larvas de abelhas sem ferrdo expostas
ao imidacloprido foi significativamente prejudicada.

Segundo Tomé et al. (2015a), comparando os impactos dos inseticidas de baixo
risco azadiractina, clorantraniliprole e espinosade com o imidacloprido, para duas spécies de
abelhas sem ferrdo (Partamona helleri e Scaptotrigona xanthotrica), constatou que os dois
primeiros ocasionaram baixa toxicidade e mortalidade insignificante para as espécies de abelhas
citadas. Ja o espinosade exibiu altas toxicidades por via oral e de contato em operarias adultas
de ambas as espécies, com tempos médios de sobrevivéncia (TL’s s5o) variando de 1 a 4 horas,
e o produto mais toxico dentre os testados foi o imidacloprido com TL’s s iferiores a 15
minutos. Os trabalhos citados demonstram que, assim como foi apresentado no presente estudo,
o imidacloprido ¢ toxico e possui baixos valores de TLso para os meliponineos, apontando que
deve se fazer o uso desse produto com bastante moderagdo em lugares proximo a meliponarios,
sobretudo nas primeiras horas do dia nas culturas em estagio de floracdo, para evitar o contato
direto das abelhas com o pesticida.

Comparando-se as duas formas de exposi¢do (tdpica e oral), ambas demonstraram
que a Scaptotrigona aff. depilis ¢ extremamente susceptivel ao imidacloprido, tendo em vista a
rapidez e a pequena diferenca em horas para a obteng@o dos respectivos TL’s 50. A exposi¢ao
via topica foi mais eficiente na elimina¢do de 50% da populagdo testada. Isso provavelmente
ocorreu em virtude das doses utilizadas nesse teste (topico) serem superiores ao dobro daquelas
dos ensaios de exposicao oral, mesmo tendo sido fornecido constantemente as abelhas durante
todo o experimento a dieta contaminada, enquanto que as do ensaio com dosagem topica, foram
expostas ao inseticida uma unica vez. Segundo Tomé et al. (2012) existe uma correlacao
negativa entre a dose do inseticida e o tempo médio de sobrevivéncia das abelhas.

A necessidade de dosagens mais elevadas do imidacloprido para o estabelecimento
da TLso topica para Scaptotrigona aff. depilis, pode ter ocorrido devido a dificuldade de
penetracdo do inseticida pela cuticula, j& que sua composicdo 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 4gua o que resulta em baixa taxa de penetragdo através da cuticula dos insetos.
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Del Sarto et al. (2014), avaliando a toxicidade de inseticidas via tdpica e oral para
duas espécies de abelhas (4. mellifera e Melipona quadrifasciata), constataram que o modo de
exposi¢do pode acarretar maior ou menor mortalidade, tendo em vista que os resultados
mostraram que os produtos fitossanitarios foram altamente toxicos 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 topica e oral do inseticida
fipronil em 24h para abelha Scaptotrigona postica, foram encontrados os valores de DLso =
0,54 ngi.a./uL abelha e CLso = 0,24 ng i.a./uL dieta, o que mais uma vez endossa que as abelhas
sem ferrdo sdo mais sensiveis aos inseticidas, quando os mesmos sdo oferecidos via oral.

As diferencas de toxicidade para as abelhas podem ser resultado da capacidade
evolutiva, sociabilidade, tamanho, peso corporal, metabolismo e poder de desentoxicagdo
inerente a cada espécie, sejam elas nativas ou exoéticas. Esse argumento também foi levantado
por alguns autores, que alegam que a histéria de vida das espécies de abelha variam
substancialmente, bem como sua socializa¢do, tamanho corporal, capacidade de desentoxicacao
de acordo com o0 metabolismo e esses fatores sdo associados diretamente a uma susceptibilidade
diferenciada aos pesticidas (LIU et al., 2005; HARDSTONE e SCOTT, 2010; BRITTAIN e
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 DLso apontam uma maior resisténcia da primeira em relagio aos
inseticidas, como demonstrados nos estudos toxicoldgicos de (MAYER et al., 1998), (MAYER
e LUNDEN, 1999), (VALDOVINOS-NUNEZ et al., 2009), (HARDSTONE e SCOTT, 2010),
(JACOB et al., 2012), (LOURENCO et al., 2012) e (DEL SARTO, et al., 2014).

Durante os experimentos de TLso, as abelhas expostas ao inseticida mostraram
sintomas claros de intoxica¢do em ambos 0s ensaios, como tremores nas pernas e asas, agitagao,
dificuldades em manter o equilibrio e prostragdo, o que ndo foi observado no grupo controle.
Essas observacdes foram feitas inclusive em doses inferiores as letais, o que demonstra a
importancia de estudos futuros sobre a influéncia e efeitos deletérios de doses subletais nessa
espécie de abelha. Segundo Tomizawa e Casida (2005) isso ¢ comum em insetos expostos a
inseticidas neonicotinodides, pois estes atuam como agonistas dos receptores pods-sindpticos
nicotinicos da acetilcolina (nAChR) causando hiperexitacdo, culminando com a morte do
individuo.

E importante levar em consideracio a susceptibilidade de abelhas nativas expostas

a doses ndo letais de pesticidas, pois estas podem ter a memoria e o aprendizado alterados,
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dificuldades na busca por alimentos, desenvolvimento e sobrevivéncia de crias e a perca das
habilidades no desempenho de atividades vitais a colonia (GOULSON et al., 2015; PISA et al.,
2015). Alguns autores relatam que ¢ possivel os polinizadores entrarem em contato com os
inseticidas e ndo apresentarem nenhum sintoma de imediato, porém efeitos subletais como
comprometimento de algumas fungdes fisioldgicas, reducao da capacidade de forrageamento,
mudangas de comportamento e fungdes cognitivas, irdo comprometer a vida desse inseto e sua
capacidade de agirem como polinizadores (DECOURTYE et al., 2005; BELZUNCES,
TCHAMITCHIAN e BRUNET, 2012).

Medrzycki et al. (2003), analisando o comportamento de abelhas A. mellifera
expostas a doses subletais de imidacloprido, obsersavaram uma diminui¢d@o na comunicagao e
mobilidade das abelhas, o que pode comprometer as relagdes sociais desses insetos. Segundo
Rossi et al. (2013), doses subletais de imidacloprido tém efeitos citotdéxicos no cérebro das
abelhas e os 16bulos 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, manutencao da biodiversidade e na producao
de frutos e sementes no Brasil, se faz necessdrio um maior esfor¢co para se desenvolver
pesquisas de campo e laboratoriais, com técnicas especificas para o estabelecimento de
toxicidade de pesticidas em abelhas sem ferrdo, explicando melhor sobre os efeitos deletérios
dos inseticidas neonicotindides e a vulnerabilidade de diferentes espécies nativas aos mesmos,
tendo em vista que uma dréstica redu¢ao na populagdo desses insetos poderia comprometer a
biodiversidade de varios ambientes.

Infelizmente os protocolos internacionais existentes para avaliagdo de toxicidade,
foram desenvolvidos para testes em 4. mellifera, que é uma espécie exdtica no Brasil, e que
tem se mostrado mais resistente aos efeitos dos pesticidas em comparagdo com as abelhas
nativas. Tendo em vista que a maioria dos trabalhos cientificos que avaliam a toxicidade de
agroquimicos, sdo realizados com abelhas exoticas e sabendo da maior susceptibilidade das
abelhas sem ferrdo em relacdo aos produtos fitossanitarios, fica claro que as espécies nativas
estdo correndo risco por estarem expostas ao uso indiscriminado de inseticidas neonicotinoides
€ outros que ja se encontram suspensos em outros paises.

Pesquisas nesse sentido com abelhas sem ferrdo sdo escassas na literatura, porém
as mesmas podem ser utilizadas pelos 6rgdos competentes brasileiros, contribuindo para uma
melhor avaliagdo do processo de registro de defensivos agricolas neste pais, baseando-se na

toxidade desses produtos para espécies locais.
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3.5 Conclusao

O produto comercial Evidence® 700 WG com o ingrediente ativo imidacloprido é
altamente toxico para a abelha Scaptotrigona aff. depilis independentemente da via de
exposicao, segundo a classificagdo de Johansen e Mayer (1990).

Os valores de TLso em horas do produto testado para a espécie de abelha em
questdo, demonstraram que as doses administradas via topica foram mais eficientes em eliminar

50% das abelhas testadas.
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4 CAPITULO II - TOXICIDADE DOS INSETICIDAS TIAMETOXAM E
METAFLUMIZONE EM FORMULACOES COMERCIAIS, PARA Apis mellifera L.
(HYMENOPTERA: APIDAE)

RESUMO

As abelhas Apis mellifera sdo generalistas, possuem milhares de individuos por colonia e
encontram-se no mundo inteiro, por isso sdo as preferidas pelos apicultores, principalmente
para a producdo de mel e a realizagdo dos servigos de polinizacdo. Atualmente a intensa
antropizagdo, as grandes areas utilizadas em monocultivo, o aquecimento global, os parasitas,
as doencas e o uso inadequado de pesticidas t€ém impactado negativamente esses insetos.
Objetivando estabelecer pardmetros de toxicidade de alguns inseticidas para as abelhas A.
mellifera, o presente estudo determinou por diferentes vias de exposicdo a dose letal média
topica DLso e a concentragdo letal média por ingestdo CLso em 24 e 48 horas, dos inseticidas
tiametoxam (Actara®) e metaflumizone (Verismo®), baseando-se nos protocolos oficiais da
OECD - Organizagdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico, (1998a; 1998b). As
abelhas foram observadas em intervalos de 1, 6, 12, 24 e 48 horas, apds a exposic¢ao as diferentes
dosagens dos inseticidas. A DLso topica do tiametoxam foi de 0,055 ng p.c./uL/abelha (24
horas) e 0,052 ng p.c./uL/abelha (48 horas) e a CLso de ingestdo foi 1,467 ng p.c./uL dieta (24
horas) e 0,095 ng p.c./uL dieta (48 horas). A DLso topica do metaflumizone foi de 97,223 nL
p.c./uL/abelha (24 horas) e 1,157 nL p.c./uL/abelha (48 horas) e a CLso de ingestdo foi 2,493
nL p.c./uL dieta (24 horas) e 0,334 nL p.c./uL dieta (48 horas). Os resultados apontaram que o
tiametoxam ¢ mais toxico para A. mellifera que metaflumizone, baseado nas doses utilizadas

nos ensaios independentemente da via de exposicao.

Palavras-chave: Apis. CLso. DLso. OECD. Pesticidas. Toxicidade.
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ABSTRACT

Apis mellifera bees are generalists, have thousands of individuals per colony and are found all
over the world, which is why they are preferred by beekeepers, mainly for the production of
honey and the performance of pollination services. Currently, intense anthropization, large
areas used in monoculture, global warming, parasites, diseases and the inappropriate use of
pesticides have negatively impacted these insects. In order to establish toxicity parameters of
some insecticides for 4. mellifera bees, the present study determined by different routes of
exposure to the topical average lethal dose LDso and the average lethal concentration per
ingestion LCsp in 24 and 48 hours, of the insecticides thiametoxam (Actara®) and
metaflumizone (Verismo®), based on the official protocols of the OECD - Organization for
Economic Cooperation and Development, (1998a; 1998b). Bees were observed at intervals of
1, 6, 12, 24 and 48 hours, after exposure to different dosages of insecticides. The topical LDso
of thiametoxam was 0.055 ng c.p./uL/bee (24 hours) and 0.052 ng c.p./uL/bee (48 hours) and
the ingestion LCso was 1.467 ng c.p./uL diet (24 hours) and 0.095 ng c.p./uL diet (48 hours).
The topical LDso of metaflumizone was 97.223 nL c.p./uL/bee (24 hours) and 1.157 nL
c.p./uL/bee (48 hours) and the ingestion LCso was 2.493 nL c.p./uL diet (24 hours) and 0.334
nL c.p./uL diet (48 hours). The results showed that thiametoxam is more toxic to 4. mellifera

than metaflumizone, based on the doses used in the tests regardless of the route of exposure.

Keywords: Apis. LCso. LDso. OECD. Pesticides. Toxicity.
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4.1 Introduciao

As abelhas sdo os polinizadores de maior importancia econdomica € responsaveis
por 35% da producao de alimentos, englobando aqueles de elevado teor de nutrientes (PARK
et al., 2015). O servico de polinizagdo consiste na transferéncia do pdlen produzido nas anteras
para o estigma da mesma flor ou de outra flor da mesma espécie, sendo esta a principal
contribui¢do econdmica das abelhas meliferas, pois em diversas regides do mundo, a agricultura
depende dessas abelhas para ter uma boa produtividade (TEIXEIRA, MARINHO e PAULINO,
2014; GARIBALDI et al., 2016).

A polinizagdo realizada de maneira adequada melhora a qualidade dos frutos,
aumenta a quantidade e ainda eleva o tempo de prateleira, reduzindo as perdas em pelo menos
11% das frutas e impactando, por exemplo, na economia de 320 milhdes de dolares na cultura
do morango cultivado nos Estados Unidos da América (KLATT et al., 2014). Estudos
demonstram que o numero de visitas e o comportamento das abelhas nas flores, exercem
influéncia direta na frutificagdo e no cultivo de frutos com melhor qualidade (MALERBO-
SOUSA et al., 2003; NASCIMENTO et al., 2011; MALERBO-SOUSA e HALAK, 2013;
TOLEDO et al., 2013).

Na alimenta¢do humana, aproximadamente 70% das 124 culturas utilizadas para
este fim dependem da polinizag¢do realizada por insetos para produzirem frutos e sementes
(RICKETTS et al., 2008; CHAGNON et al., 2015; RAMIREZ et al., 2018). Segundo Ascher e
Pickering (2018) das cerca de 20.000 espécies de abelhas descritas no mundo, 1.902 encontram-
se no Brasil. Essa grande quantidade de grupos de abelhas e sua diversidade exercem papel
fundamental e pragmatico nos servigos de polinizagdo dos ecossistemas nativos e cultivados
(GARIBALDI et al., 2014).

Existem alguns fatores que sdo fundamentais para assegurarem o sucesso das
abelhas 4. mellifera na produgdo agricola, que sdo o dominio das técnicas de manejo, populagio
com milhares de individuos por colmeia e o seu habito generalista. Essas caracteristicas ajudam
os apicultores na exploracdo de mel, polen, propolis, cera, geleia real e apitoxina
(principalmente para a industria farmacéutica), gerando assim emprego e renda.

No entanto, muitos relatos de desaparecimento e redu¢do populacional de abelhas
Apis mellifera L. manejadas e selvagens tém sido feitos ao redor do mundo nos ultimos 60 anos
(NRC, 2006; OLDROYD, 2007; STOKSTAD, 2007; VANENGELSDORP ¢ MEIXNER,
2010; VAN DER SLUIJIS et al., 2013). Estudos apontam que além de outras causas, como

patdgenos, doencas e perda de habitat’s, existe uma correlagdo entre o uso indiscriminado de
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produtos fitossanitarios, incluindo os inseticidas do grupo dos neonicotindides e a perda
crescente de colonias de abelhas (GOULSON et al., 2015). Segundo Sanchez-Bayo e Goka
(2016), o uso de pesticidas nas culturas cultivadas para controlar pragas, doengas, ervas
daninhas e nematoides, tém impactado negativamente na sobrevivéncia de polinizadores
nativos e nas praticas apicolas. Segundo Malaspina (2010), no Brasil principalmente nas regides
Sudeste e Centro-Oeste, o desaparecimento das abelhas tem preocupado bastante, especula-se
que essa mortalidade elevada se dd pelo uso massivo de pesticidas. Entre 2008 e 2010 foi
apontada a perda de aproximadamente cinco mil colmeias de abelhas africanizadas na regiao
central do Estado de Sdo Paulo.

Abelhas operarias podem ser contaminadas pelo contato direto com os produtos
fitossanitarios durante o forrageamento em 4areas onde esses insumos foram aplicados ou
posteriormente através dos recursos coletados em campo (polen, néctar e 4gua) e, o contato com
doses elevadas, pode ser suficiente para matar a abelha de imediato (SANCHEZ-BAYO e
GOKA, 2014).

Os inseticidas podem intoxicar as abelhas majoritariamente de trés formas: por
contato; ingestdo e fumigacao e, seus efeitos variam de morte causada por toxicidade aguda e
consequéncias a longo prazo provocando prejuizos nas atividades da colonia e diminui¢do da
longevidade dos individuos (MALASPINA et al., 2008).

Estima-se a vulnerabilidade de insetos a inseticidas em condi¢des de laboratorio,
por meio de ensaios de dose ou concentragdo letal média (DLso ou CLso). A DLso € considerada
quando se administra um volume conhecido de inseticida, o qual entra em contato uma tnica
vez com o inseto e a CLso € considerada quando os insetos sdo expostos ao conteudo toxico em
uma determinada concentragdo por um periodo de tempo estabelecido (CAMPOS e
ANDRADE, 2001). Esses testes sao realizados baseados nos protocolos e diretrizes para testes
de produtos quimicos da OECD (Organization for Economic Cooperation and Development)
(OECD 1998a, 1998b) e sdao administrados topica ou oralmente, sendo o toérax e o trato
digestorio os meios pelos quais o inseticida entra no organismo.

Os ensaios de toxicidade de pesticidas estabelecem valores de DLso e CLso para A.
mellifera utilizando os ingredientes ativos e poucos relatam essas informacgdes utilizando as
formulagdes comerciais que sdo efetivamente utilizados nas lavouras agricolas e serdo aqueles
que as abelhas irdo se deparar no campo, sem mencionar os possiveis impactos negativos dos
adjuvantes ou inertes contidos nessas formulagdes podem causar.

Diante disso, o presente trabalho constituiu pardmetros toxicoldgicos pautados nos

valores de DLso e CLso topico e oral para A. mellifera, de tiametoxam na formuala¢ao comercial
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® ¢ de metaflumizone na formulagio comercial Verismo®, para se estabelecer uma

Actara
comparagdo do ponto de vista de toxicidade entre os produtos para a espécie de abelha em

questao.

4.2 Material e Métodos

Material biologico

Nos méses de agosto e setembro do ano de 2018, quatrocentas e oitenta abelhas
campeiras de Apis mellifera de trés colOnias diferentes mantidas no apiario do Setor de Abelhas
do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Ceara, Campus do Pici, Cep. 60356-
000, Fortaleza — CE, Brasil, localizado entre as coordenadas geograficas 3.74° S e 38.58° W,
clima tropical semitimido, foram coletadas usando potes de vidro e conduzidas ao Laboratério

de Abelhas para serem realizados os ensaios.

Determinacdo da DLso média tdpica dos pesticidas

Para a determinacgdo da dose letal média (DLso) topica dos inseticidas foi utilizado
o protocolo internacional preconizado pela OECD (Organization for Economic Cooperation
and Development) (OECD, 1998a) desenvolvido para Apis mellifera, ressalvando uma
adaptagdo no que diz respeito a anestesia das abelhas.

O produto comercial (Actara® 250 WG - Syngenta Protecdo de Cultivos) com o
ingrediente ativo tiametoxam foi diluido em agua destilada, até se obter as doses a serem
testadas (0,08 ng p.c./uL, 0,2 ng p.c./uL, 0,4 ng p.c./uL, 0,8 ng p.c./uL, 2 ng p.c./uL, 10 ng
p.c./uL, 40 ng p.c./uL). O produto comercial (Verismo® SC - BASF S.A.) com o ingrediente
ativo metaflumizone foi diluido em agua destilada, até se obter as doses a serem testadas (0,8
nL p.c./uL, 5 nL p.c./uL, 10 nL p.c./uL, 20 nL p.c./uL, 40 nL p.c./uL, 80 nL p.c./uL, 120 nL
p.c./uL).

Em ambos ensaios as abelhas foram anestesiadas por resfriamento em freezer a -
2°C por 40 minutos e, apds isso, cada abelha recebeu 1pL da respectiva solugdo inseticida na
regido do pronoto usando uma micropipeta monocanal de volume variavel. As abelhas do grupo
controle receberam 1uL de dgua destilada na mesma regido sem qualquer contaminagao.

Apoés serem expostas ao produto, as abelhas foram colocadas em uma bandeja

plastica por 10 minutos para que ocorresse a evaporac¢ao da solucdo inseticida. Posteriormente,
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em grupos de 10, foram acondicionadas em potes plésticos de 250 mL perfurados na regido da
tampa para haver circulacdo de ar e mantidas em camaras climatizadas tipo BOD (demanda
bioquimica de oxigénio) reguladas a 28 + 2°C, umidade relativa de 70 = 10% com suprimento
de 4gua e alimento (xarope de dgua destilada + acticar refinado cristal, na propor¢ao 1/1) sem
contaminagdo servidos por meio de tubos do tipo eppendorf durante todo o experimento.

Cada tratamento (dose) foi composto por trés repeti¢oes de 10 abelhas por pote
plastico totalizando 30 abelhas. Foram realizadas observagdes a cada 1, 6, 12, 24 e 48h apos o
contato com o inseticida, anotando-se o quantitativo de abelhas vivas e mortas. As abelhas
foram consideradas mortas quando ndo respondiam ao estimulo feito por um pincel de pelos

finos.

Determinagao da CLso média por ingestdo dos pesticidas

Para a determinacdo da concentragdo letal média via oral (CLso) foi utilizado o
método internacional preconizado pela OECD - Organization for Economic Cooperation and
Development, (1998b), desenvolvido para Apis mellifera.

O produto comercial (Actara® 250 WG da Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda),
com o ingrediente ativo do tiametoxam foi diluido até se obter as doses a serem testadas (0,08
ng p.c./uL dieta, 0,2 ng p.c./uL dieta, 0,4 ng p.c./uL dieta, 0,8 ng p.c./uL dieta, 2 ng p.c./uL
dieta, 10 ng p.c./uL dieta, 40 ng p.c./uL dieta) incluidas diretamente no alimento [mistura 1:1
de agticar comercial refinado e dgua destilada (xarope)] oferecido as abelhas.

O produto comercial (Verismo® SC da BASF S.A.), com o ingrediente ativo do
metaflumizone, foi diluido até se obter as doses a serem testadas (0,8 nL p.c./uL dieta, 5 nL
p.c./uL dieta, 10 nL p.c./uL dieta, 20 nL p.c./uL dieta, 40 nL p.c./uL dieta, 80 nL p.c./uL dieta,
120 nL p.c./uL dieta) incluidas diretamente no alimento [mistura 1:1 de agucar comercial
refinado e dgua destilada (xarope)] oferecido as abelhas.

Em ambos ensaios as abelhas foram anestesiadas por resfriamento em freezer a -2°
C por 40 minutos, ap0s isso, grupos de 10 abelhas foram acondicionadas em potes plasticos de
250 mL com suprimento de 4gua por meio de tubos do tipo eppendorf e mantidas em camaras
climatizadas tipo BOD (demanda bioquimica de oxigénio) reguladas a 28 + 2°C, umidade
relativa de 70 £ 10% onde permaneceram em jejum por 2 horas. Apds o jejum, o xarope
contaminado com as diferentes concentragdes de tiametoxam e metaflumizone foram
oferecidos as abelhas durante todo o ensaio, exceto as do grupo controle que receberam xarope

sem nenhum tipo de contaminagao.
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Cada tratamento (dose) foi composto por trés repeti¢des de 10 abelhas por pote
plastico totalizando 30 abelhas. Foram realizadas observacdes a cada 1, 6, 12, 24 e 48h apos o
contato com os inseticidas, anotando-se o quantitativo de abelhas vivas e mortas. As abelhas
foram consideradas mortas quando ndo respondiam ao estimulo feito por um pincel de pelos

finos.

Analise estatistica

Com o objetivo de determinar a dose letal (DLso) e a concentracdo letal (CLso) em
24 ¢ 48 horas, dos inseticidas Actara® 250 WG, com ingrediente ativo tiametoxam e Verismo®
SC, com ingrediente ativo metaflumizone, foram contabilizados os nimeros de abelhas vivas e
mortas em cada tratamento, nos intervalos anteriormente citados, apds o contato com o0s
inseticidas. Esses dados foram analisados através de um modelo log-logistico ou modelo de
Gompertz com auxilio do pacote “drc” (RITZ et al., 2015) presente no ambiente estatistico R
(R Core Team, 2017). Uma vez elaborados os modelos, foram estimados a DLso, a CLso, € seus

respectivos intervalos de confianga (95%).

4.3 Resultados

A DLso topica de tiametoxam foi de 0,055 ng p.c./uL/abelha em 24 horas (tabela 2
e figura 6) e de 0,052 ng p.c./uL/abelha em 48 horas (tabela 2 e figura 7). A CLso oral de
tiametoxam foi de 1,467 ng p.c./uL/dieta em 24 horas (tabela 2 e figura 8) e de 0,095 ng
p.c./uL/dieta em 48 horas (Tabela 2 e Figura 9).

A DLs topica de metaflumizone foi de 97,223 nL p.c./uL/abelha em 24 horas
(tabela 3 e figura 10) e de 1,157 nL p.c./uL/abelha em 48 horas (tabela 3 e figura 11). A CLso
oral de metaflumizone foi de 2,493 nL p.c./uL/dieta em 24 horas (tabela 3 e figura 12) e de
0,334 nL p.c./uL/dieta em 48 horas (Tabela 3 e Figura 13).

Tabela 2. Toxicidade aguda do Tiametoxam em 24 ¢ 48 horas para Apis mellifera.

Modo de Tempo
€Xposicao (horalljs) DLso CLso ICosy X P
Topica 24h 0,055 — 0,024 — 0,123 22 0,054
ng p.c./ul/abelha 48h 0,052 -—-- 0,050 — 0,054 13 0,924
Ingestao 24h -— 1,467 0,549 — 2,385 19 0,832

ng p.c./uL/dieta 48h 0,095 0,042 — 0,148 19 0,973




Tabela 3. Toxicidade aguda do Metaflumizone em 24 e 48 horas para Apis mellifera.
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Modo de Tempo )
€xposicao (horas) DLso CLso ICos% x P
Topica 24h 97,223 e 23,233 — 406,852 22 0,077
nL p.c./ul/abelha 48h 1,157 — 0,094 - 2,219 19 0,197
Ingestao 24h e 2,493 1,615 —3,848 22 0,048
nL p.c./ul/dieta 48h e 0,334 0,010 — 0,659 19 0,817
Figura 6 — Determinag@o da DLs topica em 24 horas do inseticida tiametoxam para abelhas operarias de Apis
mellifera.
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Figura 7 — Determinagdo da DLs topica em 48 horas do inseticida tiametoxam para abelhas operarias de Apis
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Figura 8 — Determinagdo da CLso oral em 24 horas do inseticida tiametoxam para abelhas operarias de Apis
mellifera.
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Figura 9 — Determinagdo da CLso oral em 48 horas do inseticida tiametoxam para abelhas operarias de Apis
mellifera.

Mortalidade de abelhas (%)

100

80

60

40

20

—— Valores ajustados
©  Dados brutos

[ I I I I I I I
0] 0.08 02 04 038 2 10 40

Concentracdo de Tiametoxam (ng p.c./uL)



45

Figura 10 — Determinag@o da DLsj topica em 24 horas do inseticida metaflumizone para abelhas operarias de Apis
mellifera.
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Figura 11 — Determinag@o da DLsj topica em 48 horas do inseticida metaflumizone para abelhas operarias de Apis
mellifera.
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Figura 12 — Determinagdo da CLso oral em 24 horas do inseticida metaflumizone para abelhas operarias de Apis
mellifera.
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Figura 13 — Determinag@o da CLso oral em 48 horas do inseticida metaflumizone para abelhas operarias de Apis
mellifera.
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4.4 Discussao

O presente estudo avaliou a toxicidade dos pesticidas em formulagdo comercial

Tiametoxam e Metaflumizone, estabelecendo suas respectivas DLso e CLso € evidenciou-se que

ambos os produtos sdo toxicos para a espécie de abelha Apis mellifera. Baseado na classificagdo

de Johansen e Mayer (1990), que consideram inseticidas com DLso <2.000 ng/abelha altamente
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toxicos para as abelhas, os dois produtos testados sdo considerados altamente toxicos para 4.
mellifera.

Nao foram encontrados na literatura trabalhos que apontem a toxicidade aguda do
metaflumizone, com valores de DLso e CLso para abelhas, sendo este estudo o primeiro que se
propos a tal fim. Baseado nos resultados obtidos com este produto ¢ fundamental que mais
investigacdes sejam feitas nesse sentido, para que se obtenham dados mais robustos com essa
e outras espécies, ja que o pesticida em questdo foi considerado altamente toxico para A.
mellifera.

Para o tiametoxam existem valores de DLso € CLso na literatura, os quais atestam o
poder extremamente toxico que este produto exerce sobre as abelhas corroborando com o
presente estudo, como mostrado por Iwasa et al. (2004) para 4. mellifera com (DLso) = 29,9 ng
i.a./uL; Decourtye e Devillers (2010) para A. mellifera com (CLso) = 5,0 ng i.a./abelha; Badiou-
Bénéteau et al. (2012) para 4. mellifera com (DLso) = 51,16 ng i.a./abelha; Oliveira et al. (2013)
para A. mellifera com a concentragdo letal (CLso) = 4.28 ng i.a./uL. Porém a grande maioria
dos trabalhos publicados utiliza nos testes o ingrediente ativo e ndo produto em sua formulagao
comercial e baseado nos resultados obtidos por esse estudo € preciso investigar melhor o papel
dos adjuvantes presentes nas formulagdes dos pesticidas, pois hd indicios que os mesmos
tornam os produtos ainda mais toxicos.

Queiroz et al. (2008) afirmaram que os aditivos ou adjuvantes, sdo substancias
inertes que compdem alguns agrotéxicos e tem por finalidade vencer as barreiras dos
organismos alvo a penetragdo, modificando a atividade dos produtos aplicados bem como as
caracteristicas da pulverizagdo, promovendo uma maior eficiéncia na aplicagdo. Mullin et al.
(2016) alertou, em sua revisdo de literatura, que as avaliagdes dos riscos toxicologicos dos
pesticidas que abordam apenas os ingredientes ativos sem os adjuvantes, podera negligenciar
resultados importantes de toxicidade para os organismos ndo alvo, sobretudo as abelhas.
Embora os mesmos sejam considerados materiais inertes, esses mesmos autores ainda afirmam
que a falta de conhecimento e informagdes sobre suas composicdes, aliado a intensa juncao
desses produtos aos pesticidas comerciais € a pulverizagdo intensa no periodo de floracao,
podem estar diretamente relacionados ao declinio de abelhas meliferas nos EUA.

Viérios estudos que abordaram a extracdo dos ingredientes ativos dos pesticidas
somados com seus adjuvantes, tem apontado diversos efeitos fisiologicos em organismos nao-
alvos (SURGAN et al., 2010; MULLIN et al., 2015). Essa afirmag@o contradiz a informacao
costumeiramente repassada de que os materiais inertes que compdem os pesticidas comerciais

sdo biologicamente inofensivos.
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Segundo o Ibama (Instituto brasileiro do meio ambiente e dos recursos naturais
renovaveis), o Actara® 250 WG possui classifica¢io toxicoldgica III (medianamente t6xico) e
classificagdo do potencial de periculosidade ambiental III (produto perigoso ao meio ambiente).
Ja o Verismo® possui classificagdo toxicoldgica I (extremamente toxico) e classificagdo do
potencial de periculosidade ambiental III (produto perigoso ao meio ambiente).

Diferindo do que estabeleceu o 6rgdo competente citado acima com relagdo a
classificagdo toxicologica, o tiametoxam apresentou uma toxicidade muito mais elevada para
A. mellifera quando comparado ao metaflumizone, independentemente da via de exposigao.
Diversos estudos apontam o qudo toxico o tiametoxam ¢ para as abelhas, afetando a
neurofisiologia do sistema nervoso central, promovendo alteragdes celulares, modificacdes na
atividade neuroldgica da acetilcolinesterase e habilidade de memoria (WRIGHT et al., 2015;
PENG ¢ YANG, 2016; FRIOL et al., 2017; PAPACH et al., 2017; TAVARES et al., 2017).

Outro fator que torna o tiametoxam ainda mais nocivo aos polinizadores quando
comparado ao metaflumizone ¢ o fato dele ser um inseticida sistémico, fazendo com que o
mesmo seja encontrado em toda planta, incluisive nos recursos alimentares coletados pelas
abelhas, enquanto o segundo possui agdo de contato e ingestdo. A persisténcia residual de
inseticidas sistémicos pode contaminar os alimentos coletados pelas abelhas por bastante tempo
e serem armazenados nos ninhos (CHAUZAT et al., 2006; MULLIN et al., 2010; ORANTES-
BERMEIJO et al., 2010). Os recursos contaminados armazenados no ninho sio utilizados para
alimentar as crias e os adultos, acarretando em alteracdes comportamentais e fisiologicas nas
abelhas, comprometendo assim a produtividade e a manutengdo das colonias (ORANTES-
BERMEJO et al., 2010; ZALUSKI et al., 2015).

Nas doses subletais esses danos também foram graves, pois as abelhas expostas
principalmente ao tiametoxam apresentaram distirbios de comportamento como: tremores,
agitagdo, falta de interesse pelo alimento, culminando com a morte, o que demonstra que ¢
fundamental que haja estudos avaliando os efeitos secundarios das doses subletais de pesticidas.

Doses subletais podem comprometer diversos processos bioldgicos, como a
progressdo atipica do desenvolvimento larval, disturbios de comportamento, tempo de
sobrevivéncia, alteragdes no metabolismo celular e inibi¢des enzimaticas, comprometendo
assim a coldnia tanto quanto a intoxicagao por doses letais, embora os efeitos sejam observados
apos periodos mais longos de exposi¢ao (DESNEUX et al., 2007; TAVARES et al., 2015). A
exposicao das abelhas forrageiras a doses nao letais de tiametoxam causa alta mortalidade
devido a dificuldade de orientagcdo a niveis que poderiam colocar uma col6nia em risco de

colapso (HENRY et al., 2012).
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As diferengas de toxicidade ente os pesticidas testados, provavelmente aconteceram
devido a caracteristicas especificas de suas composi¢des quimicas. Segundo Wiesner e Kayser,
(2000), o tiametoxam suscita um metabolito (N-desmetil-tiametoxam), que ¢ muito mais toxico
que o proprio ingrediente ativo do produto. Existe uma diferenga consideravel nos niveis de
toxicidade entre grupos de pesticidas, os quais possuem os radicais N-nitroguanidina ou N-
ciano-amidina que estdo ligadas a capacidade de algumas subfamilias das enzimas do citocromo
P450, que ndo conseguem degradar com tanta eficiéncia as moléculas do tiametoxam e
imidacloprido, com a mesma habilidade que tornam menos téxicas as moléculas de outros
inseticidas (MANJON et al., 2018).

E fundamental que mais estudos de toxicidade dos pesticidas em nivel de campo ¢
laboratoriais sejam incentivados, a fim de que se obtenha com mais precisdo o real impacto e
contribui¢do que esses produtos causam na reducao populacional das abelhas. Com os inimeros
relatos de sumigo e perdas populacionais de abelhas atualmente vinculados ao uso macigo dos
inseticidas neonicotindides, tém concentrado os estudos em abelhas Apis mellifera (GODFRAY
et al., 2014). Apis mellifera é a abelha mais utilizada em pesquisas, especialmente aquelas que
analisam a resisténcia desses insetos a inseticidas, devido sua grande importincia como
polinizador (JACOB et al., 2014). Porém, sabemos que ndo ¢ razoavel considerarmos uma uinica
espécie de abelhas como modelo para a avaliagdo dos impactos e toxicidade dos pesticidas,
devido a uma infinidade de diferengas comportamentais, de tamanho, alimentares e sociais que
existem entre as abelhas 4. mellifera e as nativas sem ferrdo por exemplo.

Segundo Tomé et al. (2015) e Barbosa et al. (2015), ¢ fundamental a inclusdo de
polinizadores nativos, sobretudo as abelhas sem ferrdo da regido neotropical nas avaliagdes de
toxicidade de pestidas. Segundo Cham et al. (2019), ¢ questionavel a utilizagdo da A. mellifera
L. por muitos paises como referencial majoritario na avaliagdo do risco dos pesticidas para
todas as espécies de abelhas, pois ndo existe certeza da quao viavel € o uso dessas abelhas como
substitutos fi¢is das abelhas ndo Apis.

Devido a grande importancia das abelhas em geral para a manutencdo da
biodiversidade e ao grande valor monetario que esses insetos geram seja com seus produtos
(mel, cera, pélen, propolis, apitoxina e etc.) ou com o seu servigo de polinizagdo, ¢ fundamental
que hajam mais estudos avaliando os impactos das formula¢des comerciais de pesticidas nas
abelhas e os dados gerados podem ser utilizados pelos 6rgdos competentes brasileiros,
contribuindo para uma melhor avaliagdo do processo de registro de defensivos agricolas neste

pais, baseando-se na toxidade desses produtos para espécies nativas e exoticas.
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4.5 Conclusao

Os produtos fitossanitarios Actara® 250 WG e Verismo® SC sdo toxicos para a
espécie de abelha Apis mellifera.

Independentemente da via de exposi¢do, o produto comercial com o ingrediente
ativo do tiametoxam (Actara® 250 WG da Syngenta Protegdo de Cultivos Ltda), ¢ muito mais

toxico para a espécie de abelha estudada, quando comparado ao produto metaflumizone

(Verismo® SC da BASF S.A.).
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5 Conclusao Geral

O presente trabalho demonstrou que os produtos fitossanitarios utilizados sao
toxicos para as espécies de abelhas Scaptotrigona aff. depilis e Apis mellifera, por vias topica
e oral.

As duas formulagdes do grupo quimico dos neonicotindides Actara® 250 WG e
Evidence® 700 WG, foram mais eficientes na eliminagio da populacio testada, baseado nos
valores de letalidade obtidos, quando comparados ao Verismo® SC.

O Actara® 250 WG da Syngenta Protegdo de Cultivos Ltda foi o mais téxico dentre
os trés produtos testados.

E preciso que sejam realizados mais estudos sobre os impactos das formulagdes
comerciais dos agroquimicos em populagdes de abelhas, pois na literatura hé indicios de que os
materiais inertes contidos nestes insumos potencializem os efeitos toxicos, tornando-os ainda

mais Severos a esses insetos.
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