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Resumo

PADILHA, Aline Costa. Toxicidade e efeito subletal de inseticidas e formulacdes
de iscas toxicas sobre Plebeia emerina e Tetragonisca fiebrigi (Hymenoptera:
Apidae: Meliponini) 2019. 152f. Tese (Doutorado) - Programa de P6s-Graduacéo
em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O objetivo desse trabalho foi conhecer: i) a toxicidade aguda letal dos inseticidas
acetamiprido (Mospilan®), malationa (Malathion® 1000 EC), fosmete (Imidan®) e
espinosade (Tracer®); ii) o efeito de concentragées subletais na atividade locomotora,
de voo e na percepcédo ao alimento e, iii) a toxicidade, atratividade e repeléncia de
atrativos alimentares e iscas toxicas sobre operarias de P. emerina e T. fiebrigi.
Através de ensaios laboratoriais obteve-se a concentracéo e dose letal média (CLso e
DLso) e a sobrevivéncia média apds a exposicao oral e topica das abelhas aos
inseticidas. As operarias foram expostas, via oral, a duas concentracées subletais
(CL1o e CLso) dos inseticidas. Avaliou-se a velocidade média das operarias em um
percurso de 50 cm e a capacidade de decolagem em direcdo a uma fonte de luz. A
sensibilidade a sacarose foi avaliada através do reflexo de extensdo da probdéscide
(REP) néo condicionado. Obteve-se a CLso e a sobrevivéncia média das operarias
apés a exposicdo aos atrativos alimentares Anamed® puro, Biofruit® (3%), Flyral®
(1,25%), Melaco de cana-de-aglcar (7%) e Samarita Tradicional® (3%), associados
aos inseticidas espinosade e malationa, e as iscas toxicas Success® 0,02CB e
Gelsura®. No campo, foram realizados testes de atratividade e repeléncia aos atrativos
alimentares associados aos inseticidas e as formulagdes de iscas toxicas sobre o
forrageamento das operarias. Os valores de CLso variaram de 4,96 a 4204,06 ng
i.a./uL de dieta para P. emerina e de 5,65 a 9841,32 ng i.a./pL de dieta para T. fiebrigi;
a ordem decrescente de toxicidade para ambas espécies foi espinosade > malationa
> fosmete > acetamiprido. Os valores de DLso variaram de 1,90 a 6216,55 ng
a.i./abelha para P. emerina e de 29,29 a 1421,23 ng a.i./abelha para T. fiebrigi; a
ordem decrescente de toxicidade para P. emerina foi espinosade > malationa >
fosmete > acetamiprido, entretanto para T. fiebrigi foi malationa > espinosade >
fosmete > acetamiprido. Malationa, fosmete e espinosade foram classificados como
altamente toxicos para as abelhas, enquanto que acetamiprido foi classificado como
moderadamente téxico. As concentracdes subletais dos inseticidas reduziram a
velocidade média das abelhas no tunel, bem como a capacidade de decolagem,
quatro horas ap0s a contaminacao. Acetamiprido e espinosade afetaram a atividade
locomotora e de voo, 24 horas apds a exposicdo. Abelhas contaminadas com



acetamiprido e malationa apresentaram o menor numero de individuos com resposta
de REP positiva em relagdo as abelhas ndo contaminadas. Melaco de cana-de-agucar
e Samarita Tradicional® associados ao espinosade apresentaram elevada toxicidade
com CLso de 6,92 e 10,61 ng/pL de dieta para P. emerina e 4,37 e 15,48 ng/uL de
dieta para T. fiebrigi, respectivamente. Gelsura® e os atrativos associados a malationa
reduziram a sobrevivéncia média das abelhas por periodo inferior & 3 horas apés a
exposicao. Nenhuma formulacdo de isca toxica foi atrativa para forrageiras de P.
emerina no campo. Anamed®, Gelsura® e Success® foram repelentes ao forrageio de
P. emerina.

Palavras-chave: abelhas sem ferrdo, toxicidade, atrai e mata, efeitos subletais,
atratividade e repeléncia



Abstract

PADILHA, Aline Costa. Toxicity and sublethal effect of insecticides and toxic
baits formulations to Plebeia emerina and Tetragonisca fiebrigi (Hymenoptera:
Apidae: Meliponini) 2019. 152f. Tese (Doutorado) - Programa de P6s-Graduacéo
em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The aim of this study was to know: i) the acute lethal toxicity of commercial formulations
of acetamiprid (Mospilan®), malathion (Malathion® 1000 EC), phosmet (Imidan®) and
spinosad (Tracer®); ii) the effect of sublethal concentrations of these insecticides on
locomotor, flight and food perception and, iii) toxicity, attraction and repellency of food
attractions and toxic baits on workers of P. emerina and T. fiebrigi. Through laboratory
tests obtained the median lethal concentration and median lethal dose (LD50 and
LC50) and the average survival of workers after oral and topical exposure of bees to
insecticides. Workers were orally-exposed to two sublethal concentrations (LC10 and
LC50) of the insecticides. We evaluated the average speed of the workers to go
through a transparent tunnel 50 cm, and take-off capacity toward a light source.
Sensitivity to sucrose assessed by unconditioned proboscis extension reflex (PER).
We obtained the mean lethal concentration (LC50) and the mean survival of workers
after exposure to Anamed® pure, Biofruit® (3%), Flyral® (1,25%), sugar cane
molasses (7%) and Samarita Tradicional® (3%), associated with spinosad and
malathion, and ready-to-use toxic baits Success® 0,02CB and Gelsura®. In the field,
tests were carried out on attraction and repellency to lures with insecticides and toxic
baits on the workers foraging. There was a significant difference in susceptibility to
insecticides between species. The LC50 values ranged from 4.96 to 4204.06 ng a.i./uL
of diet for P. emerina and from 5.65 to 9841.32 ng a.i./uL of diet for T. fiebrigi; the
decreasing order of toxicity for both species was spinosad > malathion > phosmet >
acetamiprid. The LD50 values ranged from 1.90 to 6216.55 ng a.i./bee for P. emerina
and from 29.29 to 1421.23 ng a.i./bee for T. fiebrigi; the decreasing order of toxicity to
P. emerina was spinosad > malathion > phosmet > acetamiprid, however for T. fiebrigi
the order of toxicity was: malathion  spinosad > phosmet > acetamiprid. Spinosad,
despite the high toxicity, took longer to kill 50% of population. Malathion, phosmet and
spinosad were classified highly toxic to bees, while acetamiprid was classified
moderately toxic. LC10 and LC50 of insecticides reduced the average speed of the
bees in the tunnel, as well the take-off capacity, four hours after the contamination.
Acetamiprid and spinosad affected locomotor and flight activity 24 hours after
exposure. Workers contaminated with acetamiprid and malathion had the lowest
number of individuals with positive PER responses to uncontaminated bees.
Sugarcane molasses and Samarita Traditional® associated with spinosad showed
high toxicity with LC50 of 6.92 and 10.61 ng/uL of diet for P. emerina and 4.37 and



15.48 ng/uL of diet for P. emerina and T. fiebrigi, respectively. Gelsura® and baits
associated with malathion reduced the average survival of bees for less than 3 hours
after exposure. No toxic bait formulation was attractive to P. emerina forage in the field.
Anamed®, Gelsura® and Success® were repellent to P. emerina foraging.

Key-words: stingless bees, toxicity, attract and kill, sublethal effects, attraction and
repellency.
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1. Introducgao Geral

A polinizacéo € um dos primeiros e mais importantes passos na producédo de
frutas sendo funtamental para a producéo agricola (OLLERTON et al., 2011; KLATT
et al. 2013; GARRATT et al. 2014; IPBES, 2016; JUNQUEIRA; AUGUSTO, 2017).
Esse servico ecolégico vital € realizado principalmente por abelhas, as quais séo
reconhecidas como o grupo de polinizadores mais abundante na agricultura (KEVAN;
BAKER 1983; KLEIN et al., 2007; MICHENER, 2007; POTTS et al., 2010). Nas regibes
tropicais, 70% do total de 1.330 cultivos polinizados por animais produzem frutos e
sementes em maior quantidade e/ou com melhor qualidade quando polinizadas
adequadamente (ROUBIK, 2018).

A abelha doméstica, Apis mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera: Apidae),
tém sido a mais utilizada em todo o mundo para a polinizacao de frutiferas, em virtude
da sua ampla distribuicdo geografica, facilidade de criacdo e manejo, grande
quantidade de abelhas campeiras por colmeia e sua capacidade de visitar um namero
elevado de flores a cada dia de trabalho (PATRON, 2010). Entretanto, com o declinio
das populacdes dessa espécie, surgiu grande preocupacdo com a estabilidade dos
servicos de polinizacdo e suas consequéncias na producado de alimentos no mundo
(DELAPLANE; MAYER, 2000; POTTS, 2010; VENTURIERI et al., 2011; GIANNINI et
al., 2015a; GARIBALDI et al., 2016).

As abelhas silvestres sdo uma alternativa viavel para se utilizar em servigos
de polinizacdo, devido a elevada riqueza de espécies, grande variedade de tamanhos
e habitos ecologicos, o que possibilita a polinizacdo de grande numero de plantas
(IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2006; GIANNINI et al., 2015b; WITTER et al. 2014,

2015). As abelhas sem ferrdo (Hymenoptera: Apidae: Meliponini) também conhecidas
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como meliponineos compdem o grupo mais diversificado de abelhas sociais e sao
importantes polinizadoras de plantas cultivadas e nativas em regides tropicais e
subtropicais do mundo (HEARD, 1999; MICHENER, 2007; WITTER et al., 2014).

Uma caracteristica deste grupo € o ferrdo atrofiado (vestigial) que ndo atua
como estrutura de defesa, estd presente apenas nas fémeas, sendo uma modificacdo
do ovipositor. Os ninhos sé@o construidos principalmente em ocos de arvores utilizando
diversos materiais da natureza, como resinas vegetais e barro, coletados pelas
operarias. As fémeas operarias possuem corbicula, estrutura fundamental para
transportar os grédos de polen das flores ou outras substancias utilizadas na
alimentacao e na construcéo de seus ninhos (NOGUEIRA-NETO, 1997; MICHENER,
2013; WITTER; BLOCHTEIN, 2009; WITTER; NUNES-SILVA, 2014).

Quando criadas racionalmente, muitas espécies de meliponineos séao
relevantes na producdo de mel e na melhoria da producdo agricola, através dos
servicos de polinizagdo que proporcionam (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006;
SLAA et al., 2006). Além disso, a meliponicultura apresenta-se como uma excelente
alternativa de geracao de renda para a agricultura familiar, pois € ecologicamente
correta, de baixo custo inicial e com boas perspectivas de retorno financeiro
(MAGALHAES; VENTURIERI, 2010).

O género Plebeia Schwarz (1938), conhecido popularmente como abelha
mirim, € o segundo género de Meliponini com maior nimero de espécies descritas e
constitui um grupo amplamente distribuido na regido Neotropical (MICHENER, 2013).
Devido a auséncia de ferrdo funcional, baixa agressividade, menor tamanho
populacional das colbnias e menor amplitude do voo de forrageamento, as abelhas
mirins sdo adequadas para a polinizacdo de culturas agricolas em areas povoadas ou
em ambientes protegidos (SLAA et al., 2006; VENTURIERI et al., 2011). Nesse
contexto, destaca-se a espécie Plebeia emerina (Friese, 1900) (Hymenoptera: Apidae)
como agente complementar na polinizagdo de frutiferas importantes incluindo a
macieira e morangueiro (ORTH, 1984; ORTOLAN; LAROCA, 1996; WITTER et al.,
2014; PIOVESAN, 2018).

A abelha Jatai Tetragonisca fiebrigi (Schwarz, 1938) (Hymenoptera: Apidae:
Meliponini) € a espécie mais popular na meliponicultura e que produz um dos meéis
mais procurados sedo uma das espécies de Meliponini mais comumente mantidas nos

trés biomas brasileiros (Pampa, Mata Atlantica e Pantanal). Além disso, mostraram-
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se excelentes polinizadoras de diversas culturas, evidenciando a possibilidade do
estabelecimento de consorcio entre producao de frutas e a meliponicultura (WITTER
et al., 2014).

O Brasil ocupa a terceira colocagao no ranking da produgéo mundial de frutas,
com uma producdo que supera os 40 milhdes de toneladas (FAO, 2018). Diversas
frutiferas s@o cultivadas em todas as regifes do Brasil, mas h4 uma especializagédo
em funcao do clima (ALMEIDA, 2008). Na regido Sul do Brasil, a cultura da macieira
(Malus domestica Borkh) destaca-se como uma das mais importantes. A cultura
possui alta dependéncia da polinizagdo cruzada para que seja obtida producao
comercial satisfatéria, pois apresenta muitas cultivares com alto grau de
incompatibilidade (BROOTHAERTS et al.,, 2004; PETRI et al.,, 2008). Assim, a
sincronia de florac&o entre diferentes cultivares e a intensa atividade de polinizadores
sao fundamentais para que se tenha uma polinizacdo eficaz e uma fertilizacdo bem
sucedida (PAUDEL et al., 2015).

No entanto, para que a producao de frutos nos pomares seja satisfatoria, além
da polinizacéo eficiente € fundamental o manejo de pragas e doencas. Na cultura da
macieira, uma as principipais espécies de insetos praga é a a mosca-das-frutas sul-
americana, Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) (Diptera: Tephritidae) (NORA,;
HICKEL, 2006). O controle de adultos de A. fraterculus consiste, principalmente, na
utilizacdo de inseticidas organofosforados em pulverizacdo em cobertura nos
pomares, com destaque para malationa e fosmete (KOVALESKI et al.,, 2000;
RIBEIRO, 2010; RAGA; SATO, 2016). Entretanto, inseticidas deste grupo quimico
apresentam elevada toxicidade para humanos, periodo de caréncia, além de baixa
seletividade aos inimigos naturais e insetos polinizadores (DEVILLERS, 2003;
BOTTON et al., 2016; CASTILHOS et al., 2013; 2017).

Recentemente, novos grupos quimicos foram introduzidos para o manejo das
moscas-das-frutas (VILLAVERDE et al.,, 2014). Dentre 0s novos inseticidas,
alternativos aos Organofosforados, destacam-se o espinosade e o acetamiprido
(URBANEJA et al., 2009). Estudos anteriores apresentaram resultados promissores
desses inseticidas na mortalidade de adultos de A. fraterculus (SCOZ et al., 2004;
NONDILLO et al., 2007; RAGA; SATO, 2006, 2011). Aléem disso, iscas toxicas a base
de espinosade, tem sido utilizadas no manejo de moscas-das-frutas (RAGA, SATO;
2005; MANGAN, 2009; FLORES et al., 2011).
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O emprego de iscas toxicas para o controle da mosca-das-frutas tem sido
preconizado pelo Manejo Integrado de Pragas (MIP) como a principal alternativa ao
uso de inseticidas aplicados em cobertura (STARK et al., 2004; CHUECA et al., 2007,
RUIZ et al., 2008; BORGES et al., 2015). Por serem utilizadas em pequeno volume
por hectare e aplicadas em pontos especificos dos pomares, as iscas toxicas podem
possibilitar uma menor contaminacdo de insetos benéficos (CABRERA-MARIN et al.,
2016). A isca toxica pode ser formulada na propriedade, misturando atrativo alimentar
com agente letal (inseticida) ou por meio de formulacfes prontas para o uso.

O melagco de cana-de-acgucar é o principal atrativo alimentar usado para
formular iscas toéxicas no sul do Brasil, os aglcares atuam como fagoestimulantes,
aumentando a quantidade de isca ingerida pelos insetos adultos (NESTEL et al., 2004;
HARTER et al., 2010). As proteinas hidrolisadas s&o outra fonte alimentar que pode
ser empregada em iscas toxicas para o controle de A. fraterculus (BORGES et al.,
2015; RAGA; SATO, 2016). No Brasil, destacam-se as preoteinas hidrolisadas
Biofruit®, Samarita Tradicional®, Flyral® (BOTTON et al., 2016). O atrativo alimentar,
Anamed® composto de atrativos de origem vegetal, aclcares fagoestimulantes,
emulsédo inerte de 6leos e ceras, também tem sido utilizado para o controle de moscas-
das-frutas tendo como principal vantagem o incremento da persisténcia dos atrativos
e do inseticida principalmente em periodos chuvosos (BORGES et al., 2015).

No caso das formulacdes de pronto uso, o espinosade esta disponivel na isca
comercial Success® 0,02 CB (Dow Agrosciences Industrial Ltda.) registrada para o
controle de A. fraterculus, A. obliqua (Macquat), Bactrocera carambolae (Drew &
Hancock) e Ceratitis capitata (Wiedemann) nas culturas de abacate, cacau, citros,
kiwi, macd, mamao, manga, maracuja e roma (BRASIL, 2018). Em outros paises, esta
isca toxica € conhecida como GF-120 e é recomendada para uso na producao
organica pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2010). Além
disso, Success® tem sido utilizado com sucesso no controle de varias espécies de
moscas-das-frutas no mundo, sendo a isca téxica padrdo empregada em programas
de erradicacdo de moscas-das-frutas (STARK et al., 2004; CHUECA et al., 2007; RUIZ
et al., 2008; DIAZ-FLEISCHER et al., 2017; FLORES et al., 2017).

A isca téxica para pronto uso Gelsura® (BASF S/A) encontra-se em fase de
pesquisa no Brasil (BOTTON et al.,, 2016). Essa isca € composta de um gel

concentrado em uma matriz de polimeros contendo atrativos alimentares, trimedlure
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(paraferomonio) e alfa-cipermetrina como agente letal (RUIZ, 2013). Por possuir em
sua formulacdo um paraferomoénio, Gelsura® tem se mostrado uma alternativa
promissora para a supressdo populacional de C. capitata (BARONIO et al., 2018;
VARGAS et al., 2018).

Apesar dos esforcos do Manejo Integrado em buscar alternativas para o
controle eficiente de pragas, varias espécies de abelhas estdo sofrendo grandes
declinios populacionais, o que suscita discussdes sobre possiveis consequéncias nas
praticas agricolas globais e na producéo de alimentos (GIANNINI et al., 2015a; PIRES
et al., 2016). O uso insustentavel dos agroecossistemas e 0 excesso de agrotoxicos
sao considerados as principais causas de perdas na diversidade de abelhas (WIEST
etal., 2011; NICHOLLS; SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2014). Como exemplo, podem ser
destacados os inseticidas dos grupos quimicos Organofosforados e Neonicotinoides,
0s quais apresentam amplo espectro de acao e alta toxicidade aos insetos benéficos,
podendo estar diretamente relacionados ao declinio das populagfes dos polinizadores
(BECHER et al., 2013; GODFRAY et al., 2014; GOULSON et al., 2015).

A sobrevivéncia das abelhas depende diretamente das atividades externas
aos ninhos, as quais tornam possivel a coleta de agua, alimentos, uma grande
variedade de recursos, principalmente produtos vegetais, como pdélen, néctar, resina,
latex, folhas, pelos de plantas, fragrancias, 6leos, sementes, além de fezes de
animais, barro e esporos flngicos, entre outros produtos nao vegetais (ROUBIK, 1989;
ELTZ et al., 2002; WITTER; BLOCHTEIN, 2009). Durante as épocas de baixo recurso
floral ou em momentos em que as abelhas estdo coletando resinas ou outros
materiais, nos pomares e em areas adjacentes, as iscas toxicas podem se tornar
atrativas as abelhas, por serem fontes de acglcares e proteinas, as quais sédo base da
alimentacéo da colmeia.

Mangan e Moreno (2009) relatam que os componentes usados na isca téxica
de pronto uso GF-120 nado foram atrativos ao forrageio de A. mellifera. Entretanto,
estudos realizados com GF-120 e Success, mostraram que essa isca toxica de pronto
uso nao desencorajou o forrageamento de A. mellifera e da abelha sem ferrdo Plebeia
moureana (SANCHEZ et al., 2012; GOMEZ-ESCOBAR et al., 2014; ROSA, 2016).
Devido as informagdes contrastantes entre as diferentes espécies de abelhas em
relacdo a atratividade ou ndo desses compostos, sdo necessarios estudos que

avaliem esses fatores em abelhas nativas brasileiras.
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Quando forrageiam em ambientes cultivados, as abelhas sem ferrdo sao
expostas a diversas substancias potencialmente téxicas utilizadas para o controle de
pragas, como herbicidas, fungicidas e inseticidas (SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2016). A
toxicidade de inseticidas para as abelhas tem como base a determinacédo de uma dose
média letal (DLso) ou uma concentracdo meédia letal (CLso) representando,
respectivamente, uma dose ou concentracao capaz de causar a mortalidade de 50%
da populacao experimental (DESNEUX et al., 2007; GUEDES et al., 2016). Além de
considerar a mortalidade letal, € importante analisar os efeitos denominados subletais,
gue nao provocam diretamente a mortalidade, mas que podem estar associadas ao
comprometimento das atividades dos individuos e, consequentemente, ao declinio da
colénia (THOMPSOM; MAUS, 2007; FREITAS, PINHEIRO, 2010).

Como A. mellifera é um dos principais agentes responsaveis pelos servicos
de polinizacdo no mundo (DELAPLANE; MAYER, 2000) e € considerada um inseto
padrdo utilizado em experimentos toxicologicos (FELTON et al., 1986; DEVILLERS et
al., 2002), os protocolos de toxicidade de agrotoxicos elaborados por agéncias
europeias e americanas sao descritos e padronizados utilizando somente essa
espécie como modelo teste (FELTON et al., 1986; OECD, 1998a,1998b; OEPP/EPPO,
2001). Devido a isso, diversos estudos foram realizados com o objetivo de identificar
agrotoxicos seletivos a abelha melifera (GARY; MUSSEN, 1984; ATKINS, 1992;
IWASA et al., 2004; DELAPLANE; MAYER, 2005; KARISE et al., 2007; CARVALHO
et al., 2009; MEDRZYCKI et al., 2013; COSTA et al.,, 2014; JOHNSON, 2015;
STANLEY etal., 2015; DAI, 2017), gerando ampla informacéo a respeito de uma Unica
espécie polinizadora dentre aproximadamente 25.000 existentes no mundo (FAO,
2004).

No entanto, as abelhas fazem parte de um grupo muito diversificado,
distribuidos em diferentes grupos taxonémicos e apresentam vulnerabilidade variada
aos agrotoxicos (DESNEUX et al., 2007; ALSTON et al., 2007; DEL SARTO et al.,
2014). Dessa forma, a avaliagdo de toxicidade de agrotdxicos em outros grupos de
abelhas deve ser considerada. Recentemente, estudos tém demonstrado alta
toxicidade aguda letal de inseticidas sobre abelhas nativas (SOARES et al., 2015;
TOME et al., 2015; DORNELES et al., 2017) e graves disturbios, tanto em nivel de

colénia como de individuo decorrentes da exposi¢do prolongada a baixas doses ou
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concentracbes de inseticidas (DOS SANTOS et al., 2016; TOSI et al. 2017;
ALKASSAB; KIRCHNER, 2018; SIVITER et al. 2018).

Haja vista a importancia das abelhas nativas como complemento e/ou
alternativa nos servicos de polinizacdo e a escassez de estudos toxicoldgicos de
inseticidas e formulacfes de iscas toxicas nessas espécies, este trabalho teve como
objetivos conhecer: i) a toxicidade aguda letal dos inseticidas acetamiprido, malationa,
fosmete e espinosade; ii) os efeitos de concentragdes subletais sobre a atividade
locomotora, de voo e a percepcao a sacarose e iii) toxicidade, atratividade e repeléncia

de formulacdes de iscas toxicas sobre as abelhas sem ferrdo P. emerina e T. fiebrigi.



2. Artigo 1 - Ecotoxicology
Versao em portugués

Toxicidade de inseticidas sobre abelhas sem ferrao neotropicais Plebeia
emerina (Friese) e Tetragonisca fiebrigi (Schwarz) (Hymenoptera: Apidae:

Meliponini)
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Resumo

O uso de agrotdxicos nos agroecossistemas é considerado uma das principais causas da perda
de diversidade de abelhas na regido Neotropical, onde Plebeia emerina (Friese) e
Tetragonisca fiebrigi (Schwarz) (Hymenoptera: Apidae: Meliponini) sdo importantes
polinizadores de plantas nativas e cultivadas. O objetivo desse trabalho foi conhecer a
toxicidade aguda letal dos inseticidas acetamiprido, malationa, fosmete e espinosade sobre P.
emerina e T. fiebrigi. Obteve-se a concentracado e a dose letal média (CLsoe DLso) € a
sobrevivéncia média das operarias apds a exposicdo oral e topica aos inseticidas. Os valores
de CLso variaram de 4,96 a 4204,06 ng i.a./uL de dieta para P. emerina e de 5,65 a 9841,32
ng i.a./uL de dieta para T. fiebrigi; a ordem decrescente de toxicidade para ambas as espécies
foi espinosade > malationa > fosmete > acetamiprido. Os valores de DLsg variaram de 1,90 a
6216,55 ng i.a./abelha para P. emerina e de 29,29 a 1421,23 ng i.a./abelha para T. fiebrigi; a
ordem decrescente de toxicidade foi espinosade > malationa > fosmete > acetamiprido para P.
emerina; e malationa > espinosade > fosmete > acetamiprido, para T. fiebrigi. A
sobrevivéncia média das abelhas contaminadas por malationa, fosmete e espinosade, via oral
e topica, foi inferior a 24 horas. Malationa, fosmete e espinosade foram classificados como
altamente toxicos, enquanto que acetamiprido foi classificado como moderadamente téxico.
Os resultados indicam que os inseticidas testados s&o potencialmente perigosos para P.
emerina e T. fiebrigi, tornando essenciais propostas de medidas para minimizar o impacto

destes aos polinizadores nativos.

Palavras-chave: controle quimico, efeito letal, avaliacdo de risco, abelhas nativas,

polinizacao.
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Introducéo

A polinizacao € um dos primeiros e mais importantes passos na producéo de frutas e
para aproximadamente 90% das angiospermas (Ollerton et al. 2011), além de aumentar a
qualidade dos frutos e, consequentemente, o valor econémico da producao agricola (Klatt et
al. 2013; Garratt et al. 2014). Esse servico ecoldgico vital é realizado principalmente por
abelhas, as quais sdo reconhecidas como os principais e mais eficientes agentes polinizadores
(Michener 2007; Potts et al. 2010).

Apis mellifera Linnaeus (Hymenoptera: Apidae), tém sido a espécie mais utilizada na
polinizacdo de frutiferas. Entretanto, com o declinio das populacdes dessa espécie, surgiu
grande preocupacédo com a estabilidade dos servigos de polinizacao e suas consequéncias na
producdo de alimentos no mundo (Potts et al. 2010; Giannini et al. 2015a; Pires et al. 2016).

As abelhas silvestres sdo uma alternativa para se utilizar em servicos de polinizacéo,
devido a elevada riqueza de espécies, grande variedade de tamanhos e habitos ecoldgicos, o
que possibilita a polinizacdo de grande niumero de plantas (Imperatriz-Fonseca et al. 2006;
Giannini et al., 2015b). As abelhas sem ferrdo, pertencente a tribo Meliponini, constituem o
grupo mais diversificado de abelhas sociais e sdo polinizadoras de plantas nativas e cultivadas
em regides tropicais e subtropicais do mundo e sdo consideradas promissoras para 0 Uso na
fruticultura (Slaa et al. 2006; Michener 2007; Witter et al. 2014).

O género Plebeia Schwarz, conhecido popularmente como abelha mirim, é o segundo
género de Meliponini com maior nimero de espécies descritas, constituindo um grupo
amplamente distribuido na regido Neotropical (Michener 2013). Devido a auséncia de ferrdo
funcional, baixa agressividade, menor tamanho populacional das col6nias e menor amplitude
do voo de forrageamento, as abelhas mirins sdo adequadas para a polinizagéo de culturas

agricolas em areas povoadas ou em ambientes protegidos (Slaa et al. 2006; Venturieri et al.
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2011). Nesse contexto, destaca-se a espécie Plebeia emerina (Friese) (Hymenoptera: Apidae:
Meliponini) como agente complementar na polinizacdo de frutiferas tais como macieira e
morangueiro (Orth 1984; Ortolan e Laroca 1996; Piovesan 2018).

As abelhas sem ferrdo podem ser criadas racionalmente e muitas espécies séo
promissoras na producdo e comercializacdo de mel, bem como na melhoria da producao
agricola devido aos servicos de polinizagdo que podem proporcionar para as culturas
(Cortopassi-Laurino et al. 2006; Slaa et al. 2006). O mel de meliponineos tem maior valor
ecologico e comercial quando comparado com mel da espécie A. mellifera, tornando-se uma
alternativa para agregar valor econémico aos agroecossistemas brasileiros, de forma
sustentavel (Aradjo et al. 2010; Magalhaes e Venturieri 2010)

A abelha Jatai, Tetragonisca Moure, € bastante popular na meliponicultura e produz
um dos méis mais procurados (Oliveira et al. 2013). As abelhas deste género de Meliponini
sdo comumente encontradas em trés biomas brasileiros (Pampa, Mata Atlantica e Pantanal)
(Camargo e Pedro 2013). A espécie Tetragonisca fiebrigi esta presente nos estados do Rio
Grande Sul, Santa Cataria e Parana sendo visitante floral de plantas nativas e cultivadas, como
morangueiro e canola, proporcionando o estabelecimento do consorcio entre a producao de
mel e de frutas (Camargo e Pedro 2013; Vossler et al. 2014; Witter et al. 2014).

Vaérias espécies de abelhas estdo sofrendo grandes declinios populacionais, o que
suscita discussdes sobre possiveis consequéncias nas praticas agricolas globais e na producao
de alimentos (Goulson et al. 2015; Giannini et al. 2015a). O uso insustentavel dos
agroecossistemas e 0 excesso de agrotoxicos sdo considerados as principais causas de perdas
na diversidade de abelhas (Wiest et al. 2011; Nicholls e Altieri 2013; Sanchez-Bayo e Goka
2014). Como exemplo, podem ser destacados os inseticidas dos grupos quimicos
Organofosforado e Neonicotinoide, 0s quais apresentam amplo espectro de acdo e alta

toxicidade, podendo estar diretamente relacionados ao declinio das populac6es dos
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polinizadores (Becher et al. 2013; Godfray et al. 2014; Goulson et al. 2015). Dentre 0s novos
inseticidas, alternativos aos sintéticos, destaca-se o espinosade (Urbaneja et al. 2009), produto
derivado da fermentacédo aerdbica do actinomiceto Saccharopolyspora spinosa Mertz e Yao
(Thompson et al. 2000). Este inseticida apresenta baixa toxicidade a mamiferos e peixes, e
maior seletividade aos insetos ndo alvo (Thompson et al. 2000; Bailey et al. 2005). Contudo,
sdo escassas as informacdes dos efeitos desse inseticida sobre o0s polinizadores nativos, como
as abelhas sem ferrdo.

As abelhas formam um grupo muito diversificado, distribuidos em diferentes grupos
taxonémicos e apresentam vulnerabilidade variada aos agrotdxicos (Desneux et al. 2007).
Atualmente, encontram-se disponiveis poucas informacdes nos protocolos internacionais a
respeito de experimentos toxicoldgicos conduzidos com espécies nativas, por isso, torna-se
necessario o estudo da toxicidade desses produtos sobre abelhas sem ferrdo brasileiras. Esse
trabalho teve como objetivo conhecer a toxicidade aguda letal dos inseticidas malationa e
fosmete (Organofosforado), acetamiprido (Neonicotinoide) e espinosade (Espinosina) sobre

operarias das abelhas sem ferrdo P. emerina e T. fiebrigi.

Material e Métodos

Insetos

Foram utilizadas operarias adultas das espécies P. emerina e T. fiebrigi, criadas no
meliponério da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas
(UFPel) (cadastro SisGen A7B64FD). Para a coleta, foram verificadas as condi¢cdes de saude
e o estado fisioldgico das abelhas, de acordo com as diretrizes para testes quimicos em
abelhas (OECD 1998a,b). Foram coletadas abelhas de trés colmeias distintas ndo parentais,

em dias ensolarados com temperatura acima de 18°C. Operarias de T. fiebrigi foram coletadas
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individualmente com o auxilio de um pinga, enquanto as operarias de P. emerina foram
coletadas em grupos atraves de sugador entomoldgico. Para as duas espécies foram retiradas
as abelhas que se localizavam na parte superior da colmeia.

As abelhas coletadas foram acondicionadas em gaiolas compostas por potes plasticos
transparentes com capacidade de 250 mL (diametro interno: 90 x 60 mm; diametro externo:
105 x 65 mm), perfurados na parte superior para garantir a troca gasosa. Para a manutencao
das abelhas P. emerina e T. fiebrigi, a gaiola teve o fundo do pote forrado com papel filtro e
na parte superior foi acoplado um tubo Eppendorf® (1,5 mL) para a oferta do alimento. Apos
a coleta, as abelhas foram levadas ao laboratorio e mantidas em salas climatizadas
(Temperatura: 28+1 °C; Umidade Relativa: 70£2%; Escotofase de 24 horas). A fim de
minimizar o estresse ocasionado pelo confinamento, previamente ao inicio dos testes, as
abelhas permaneceram em adaptacao por 24 horas, sendo alimentadas com solugéo de

sacarose (50% v/v).

Inseticidas
Quatro formulacdes comerciais de inseticidas registradas e usadas para 0 manejo de
pragas na fruticultura brasileira foram selecionadas para a conducéo dos bioensaios (Brasil

2018; PIC 2018; PIM 2018) (Tabela 1).

Bioensaios de toxicidade letal aguda

A toxicidade de inseticidas para as abelhas teve como base a determinacédo da
concentracéo letal média (CLso) e da dose letal media (DLso) representando, respectivamente,
uma concentracdo ou dose capaz de provocar a mortalidade de 50% da populacao

experimental. A suscetibilidade das abelhas forrageiras aos inseticidas foi avaliada usando
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dois métodos de exposicdo: oral e topico, utilizando a metodologia adaptada de Felton et al.
(1986), OECD (1998a,b) e Medrzycki et al. (2013).

As concentragdes para cada inseticida avaliado foram determinadas através de
bioensaios, com base na concentracdo de ingrediente ativo indicado no rétulo das
formulag@es. Os testes foram realizados em duas etapas: i) testes preliminares: foram
realizados com o objetivo de reconhecer a faixa das doses com variacao de resposta. Foi
estabelecida uma concentracao estoque (CE) de 1000 ng i.a./pL para malationa, fosmete e
espinosade e de 100000 ng i.a./pL para acetamiprido. Através de diluicbes em série (1:10) da
CE em agua destilada foram obtidas seis concentracGes em ordem decrescente para o
reconhecimento da faixa de doses que proporcionassem variacdes de mortalidade (0 a 100%
de mortalidade) a serem utilizadas nos testes definitivos; ii) testes definitivos: reconhecida a
faixa de resposta dos testes preliminares, a CE dos inseticidas foi diluida em agua destilada
para o estabelecimento de sete a nove doses em concentracdes crescentes de seus ingredientes

ativos a serem aplicados.

Toxicidade oral

As formulac6es dos inseticidas diluidas em agua destilada, nas diferentes
concentragdes, foram veiculadas mediante dieta (sacarose/agua, v/v 50%), acondicionadas em
tubos Eppendorf® (1,5 mL) com um orificio no fundo de forma que as abelhas tivessem
acesso ao alimento contaminado. As seguintes concentracfes minima e maxima (em ng
i.a./uL) foram usadas nos testes com P. emerina: acetamiprido (Mospilan®) 625,0 a 50000,0;
malationa (Malathion® 1000 EC) 1,0 a 100,0; fosmete (Imidan® 500 WP) 60,0 a 200,0 e
espinosade (Tracer®) 0,1 a 100,0. As seguintes concentragdes minima e maxima (em ng

i.a./uL) foram usadas nos testes com T. fiebrigi: acetamiprido (Mospilan®) 500,0 a 50000,0;
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malationa (Malathion® 1000 EC) 1,0 a 200,0; fosmete (Imidan® 500 WP) 10,0 a 500,0 e
espinosade (Tracer®) 2,0 a 100,0.

Para induzir o consumo do alimento oferecido as abelhas, os individuos foram
privados de alimentacdo por um periodo de duas horas antes do inicio dos experimentos.
Apbs o periodo de jejum, cada grupo de abelhas recebeu 1,00 mL de alimento contaminado,
enguanto o controle 1,00 mL de alimento sem inseticida. Apos seis horas de oferta de
alimento contaminado, todos os alimentadores foram substituidos por um novo, contendo
apenas solucéo de sacarose ad libitum. A quantidade de alimento consumida pelo grupo de
abelhas foi obtida através da pesagem do alimentador antes e ap0s a exposicao.

Para cada tratamento (concentracao de inseticida) foram utilizadas trés repeticdes,
cada uma contendo dez abelhas adultas de trés diferentes col6nias para cada espécie avaliada,
o0 experimento foi repetido duas vezes no tempo, totalizando 60 abelhas por tratamento. As
gaiolas foram mantidas em sala climatizada (Temperatura: 28°C £ 1°C; Umidade Relativa:
70% + 2%; Escotofase de 24 horas). As taxas de mortalidade foram observadas 48 horas ap6s

a oferta do alimento contaminado, para a determinacéo da CLso.

Toxicidade topica

Para os bioensaios de toxicidade topica, a concentracdo estoque de cada inseticida foi
diluida em uma solucdo (0,50 mL &gua/0,50 mL acetona) em concentracfes decrescentes. As
seguintes concentracdes minima e maxima (em ng i.a./abelha) foram usadas nos testes com P.
emerina: acetamiprido (Mospilan®) 625,0 a 50000,0; malationa (Malathion® 1000 EC) 0,25 a
250,0; fosmete (Imidan® 500 WP) 2,5 a 100,0 e espinosade (Tracer®) 0,25 a 25,0. As
seguintes concentracbes minima e maxima (em ng i.a./uL) foram usadas nos testes com T.

fiebrigi: acetamiprido (Mospilan®) 156,2 a 25000,0; malationa (Malathion® 1000 EC) 5,0 a
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500,0; fosmete (Imidan® 500 WP) 10,0 a 100,0 e espinosade (Tracer®) 2,5 a 250,0. Para o
grupo controle utilizou-se o solvente (0,5 mL agua/0,5 mL acetona).

Antes da aplicacgéo topica, as abelhas foram anestesiadas com CO> por dez segundos.
A exposicdo das abelhas aos inseticidas ocorreu mediante aplicacdo de 0,50 pL de cada
concentracdo na regido do pronoto de cada inseto com auxilio de um microaplicador manual
Burkard® (Burkard Scientific, Rickmansworth, England).

Para cada tratamento (concentracao de inseticida) foram utilizadas seis repeticdes,
cada uma contendo dez abelhas adultas de trés diferentes col6nias para cada espécie avaliada,
totalizando 60 abelhas por tratamento. As gaiolas foram mantidas em sala climatizada
(Temperatura: 28°C £ 1°C; Umidade Relativa: 70% * 2%; Escotofase de 24 horas). As taxas

de mortalidade foram observadas 48 horas ap6s a aplicacéo topica.

Tempo médio de sobrevivéncia

Para avaliar o tempo de sobrevivéncia das abelhas apds a exposicdo dos inseticidas
foram utilizadas as formas de exposicao: oral e topica. Os inseticidas foram utilizados na
concentragdo de 1000 ng/uL de dieta para os bioensaios via oral e 1000 ng/abelha nos
bioensaios topicos. A exposi¢do dos inseticidas para as abelhas e o delineamento
experimental foram realizados conforme descrito anteriormente para os bioensaios de
toxicidade oral e topica. As avaliacGes de mortalidade foram realizadas 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 6,0;

12,0; 24,0 e 48,0 horas ap0s a exposicao aos inseticidas.

Analises estatisticas
Os pressupostos normalidade e homocedasticidade das variancias dos dados de
mortalidade e consumo de alimento foram verificadas através do teste de Shapiro-Wilk e

Bartlett, respectivamente. A fim de comparar se houve diferenga no consumo do alimento
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tratado com inseticida, durante a exposicéo por via oral, utilizou-se ANOVA com Tukey post
hoc (P < 0,05), através do programa R® (R Development Core Team 2015).

Para a validacao dos testes, a mortalidade do grupo controle ndo excedeu 10% e foi
respeitado o limite de confianca de 95%. Ambos os valores de CLso e DLso, bem como o seu
respectivo intervalo de confianga de 95% e valores qui-quadrado foram determinados
empregando-se a funcdo log-logistic do pacote “drc” — Analysis of Dose-Response Curves
compilado pelo programa R® (R Development Core Team 2015) (Ritz e Streibig, 2005).

Apos a obtencdo das CLso e DLso, foi possivel avaliar a toxicidade dos inseticidas sob
dois aspectos: (1) comparando os valores de CLso ou DLso de cada inseticida entre as espéecies
de abelhas e; (I11) comparando os valores das CLso ou DLso entre os inseticidas para cada
espécie de abelha. Para tanto, em ambos os casos foram utilizados os valores dos intervalos de
confianca de CLso e DLso, sendo considerados significativamente diferentes quando néo
houve sobreposicao desses intervalos, a 95% de probabilidade.

Os estimadores de Kaplan-Meier (método de Log-Rank) foram utilizados para avaliar
a sobrevivéncia (horas) das abelhas e as curvas de sobrevivéncia foram comparadas pelo teste
de Holm-Sidak (P < 0,05) usando o software SigmaPlot versao 12.3 (Systat Software, San

Jose, CA, USA).

Resultados

Os testes de toxicidade aguda realizados com as formula¢es comerciais de
acetamiprido, malationa, fosmete e espinosade apresentaram diferentes niveis de toxicidade
para P. emerina e T. fiebrigi, dependendo do modo de exposicao (Tabelas 1 e 2).

Os valores de CLso para acetamiprido, malationa e fosmete apds a exposicéo oral

foram significativamente diferentes entre P. emerina e T. fiebrigi, entretanto, os valores de
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CLso para espinosade nédo diferiram entre as espécies de abelhas sem ferrdo (Tabela 2). Os
valores de CLso variaram de 4,96 a 4204,06 ng i.a./uL de dieta para P. emerina e de 5,65 a
9841,32 ngi.a./uL de dieta para T. fiebrigi; a ordem de toxicidade para ambas espécies (em
ordem decrescente) foi espinosade > malationa > fosmete > acetamiprido. As diferencas
significativas nos valores de CLso foram evidenciadas mediante a ndo sobreposi¢do dos
intervalos de confianca de 95% (Tabela 2).

As duas espécies de abelhas ndo apresentaram diferenca no consumo do alimento com
adicdo de inseticida, quando comparado aos seus grupos controles (solucédo de sacarose sem
inseticida), demonstrado pelo teste de Tukey: P. emerina (acetamiprido: F= 0,04, P= 0,99,
GL=7; malationa: F= 0,18, P= 0,99, GL= 8; fosmete: F= 1,52, P= 0,18, GL= 8; espinosade:
F=0,44, P= 0,89, GL= 8); T. fiebrigi (acetamiprido: F= 0,13, P= 0,99, df= 7; malationa: F=
0,32, P=0,94, df=7; fosmete: F= 0,97, P= 0,46, df= 6; espinosade: F= 0,09, P= 0,99, df=7).

Os valores de DLso para acetamiprido, malationa, fosmete e espinosade, apos a
exposicao topica, foram significativamente diferentes entre P. emerina e T. fiebrigi (Tabela
3). Os valores de DLso variaram de 1,90 a 6216,55 ng i.a./abelha para P. emerina e de 29,29 a
1421,23 ng i.a./abelha para T. fiebrigi. A ordem de toxicidade para P. emerina (em ordem
decrescente) foi espinosade > malationa > fosmete > acetamiprido; para T. fiebrigi a ordem de
toxicidade foi malationa > espinosade > fosmete > acetamiprido (valores de DLso mediante
sobreposic¢des nos intervalos de confianga de 95% foram classificados como tendo 0 mesmo
nivel de toxicidade) (Tabela 3).

A sobrevivéncia média das operéarias de P. emerina e T. fiebrigi, quando expostas aos
inseticidas acetamiprido, malationa, fosmete e espinosade exibiu diferencas significativas
entre os inseticidas quando expostos via oral (Log-Rank= 320,84; GL=4; P <0,001); (Log-
Rank=217,67; GL= 4; P <0,001) e tdpica (Log-Rank= 274,88; GL= 4; P <0,001); (Log-

Rank= 246,10; GL= 4; P=<0,001), respectivamente.
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Quando exposto via oral para P. emerina o inseticida fosmete levou a uma rapida
mortalidade (tempo letal mediano (LTso [*tEP] = 7,20 £ 1,64 h) e n&o diferiu do inseticida
malationa (LTso [+EP] = 11,81 + 2,08 h). O inseticida acetamiprido néo reduziu a
sobrevivéncia das abelhas e ndo foi significativamente diferente do controle, onde foi ofertado
apenas solucédo sacarose/agua (v/v 50%) (Figura 1A).

Os inseticidas fosmete e malationa também proporcionaram rapida mortalidade as
operarias de T. fiebrigi (LTso [+EP] = 7,20 £ 1,58 h) e (LTso [*tEP] = 8,55 £ 1,65 h), ndo
diferiram significativamente entre si, entretanto estes inseticidas do grupo Organofosforado
causaram uma reducdo na sobrevivéncia das abelhas significativa quando comparados com 0s
inseticidas espinosade (LTso [£EP] = 13,34 + 1,89 h) e acetamiprido (LTso [£EP] = 28,88
2,66 h). Todos os tratamentos com inseticidas diferiram do grupo controle, que ndo
apresentou reducdo na sobrevivéncia durante o periodo do teste (Figura 1B).

Apds a exposicdo via topica do inseticida malationa, as operéarias de P. emerina
apresentaram sobrevivéncia média (xEP) de 4,87 (£0,71) horas, diferindo dos demais
tratamentos. Os inseticidas espinosade e fosmete reduziram a sobrevivéncia das abelhas (LTso
[tEP] =11,17 £ 1,18 h) e (LTso [xEP] = 9,86 * 1,18 h) diferindo significativamente de
acetamiprido (LTso [+EP] = 42,21 £ 1,91 h). Todos os tratamentos com inseticidas diferiram
do grupo controle, onde apenas dgua/acetona (v/v, 50%) foi aplicada, que ndo apresentou
reducdo na sobrevivéncia durante o periodo do teste (Figura 2A).

Os inseticidas malationa e fosmete, expostos via topica, proporcionaram rapida
mortalidade as operarias de T. fiebrigi (LTso [+EP] = 4,87 £ 0,71 h) e (LTso [*tEP] = 4,76 £
0,89 h), respectivamente e ndo diferiram significativamente. As abelhas apresentaram
sobrevivéncia média (xEP) de 19,05 (x1,76) ap0s a exposicao ao inseticida espinosade e
42,21 (£1,91) horas, apds a exposi¢do ao acetamiprido, este apresentou menor reducdo na

sobrevivéncia quando comparado aos demais tratamentos. Todos 0s tratamentos com
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inseticidas diferiram do grupo controle, que ndo apresentou reducéo na sobrevivéncia durante

0 periodo do teste (Figura 2B).

Discussao

De acordo com os resultados obtidos nos testes de toxicidade oral aguda, foi
observado que as concentracdes recomendadas para os inseticidas malationa, fosmete e
espinosade, para uso em pomares de citros, macé e péssego no Brasil, sdo consideravelmente
mais elevadas do que os valores de CLso determinados neste estudo. A concentragdo
recomendada dos inseticidas malationa (Malathion® 1000 EC), fosmete (Imidan®) e
espinosade (Tracer®) sdo 53,33 a 106,66, 2,56 a 10,27 e 12,09 a 14,51 vezes o valor da CLso
para P. emerina; 119,18 a 238,37, 4,0 a 18,53 e 10,61 a 12,74 vezes o valor da CLsg para T.
fiebrigi, respectivamente. Acetamiprido (Mospilan®), porém, é 52,55 vezes menor que a CLso
para P. emerina e 123,01 vezes menor que a CLso para T. fiebrigi.

Conforme os valores de DLso obtidos através dos testes de exposicao topica para
ambas as espécies, o0s inseticidas malationa, fosmete e espinosade foram classificados como
altamente toxicos para as abelhas (DLso < 10000 ng i.a./abelha). Entretanto, acetamiprido foi
classificado como moderadamente toxico (DLso 1000 - 10000 ng i.a./abelha) (adaptado de
Felton et al. 1986).

O uso de inseticidas é uma ferramenta bastante utilizada no controle de pragas sendo
crucial para a producao de alimentos (Aktar et al. 2009; Schreinemachers e Tipragsa 2012;
Guedes et al. 2016). Os inseticidas testados no presente trabalho: acetamiprido, malationa,
fosmete e espinosade sdo moléculas de inseticidas utilizadas em formulac6es para o controle
das principais pragas da fruticultura, como tefritideos, tortricideos e hemipteros. Esses

inseticidas sdo comumente utilizados via aplicagédo aérea, com pulverizacdo em area total, ou
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em volume menor com aplicacfes direcionadas, através de iscas-toxicas ou plantas-iscas
(Brasil 2018; PIC 2018; PIM 2018).

Os inseticidas do grupo quimico Organofosforado, malationa e fosmete, sdo exemplos
conhecidos de compostos que estao entre os inseticidas mais amplamente utilizados na
agricultura e sao letais para as abelhas meliferas e nativas (McBride 2011; Stanley et al. 2015;
Dorneles et al. 2017). Estudos conduzidos por Stevenson (1978) e Rinkevich et al. (2015)
demonstraram que malationa é altamente toxico para A. mellifera com valores de DLso de
1,10 ng i.a./mg de abelha e 0,27 pg i.a./abelha, respectivamente. Da mesma forma, a DLsg
topica calculada para A. mellifera para fosmete é de 1.13 ug/abelha (Sylvia 2010).

A alta mortalidade aguda alcancada por inseticidas em abelhas sem ferrdo € uma
consequéncia da interacdo do inseticida com seu sitio primario de acdo nestas espécies apos a
exposicao a doses letais. Os Organofosforados, por exemplo, sdo compostos neurotoxicos que
inibem a acetilcolinesterase (AChE), a qual é responsavel pela hidrélise da acetilcolina (ACh)
nas regides sinapticas das terminagdes nervosas colinérgicas. A inibicdo da AChE resulta em
acumulo de ACh e estimulacgdo excessiva dos receptores colinérgicos (Fukuto 1990; Casida e
Durkin 2013).

O espinosade é um bioinseticida feito a partir da mistura das moléculas macrélidas,
espinosina A e espinosina D, produzidas pela bactéria actinomiceta S. spinosa Mertz e Yao
(Sparks et al. 2001). Apesar de ter sido considerado seguro para varios artrépodes nédo alvo
(Sarfraz et al. 2005), o espinosade foi mais tdxico que malationa, fosmete e acetamiprido para
P. emerina e T. fiebrigi, via oral. Quando foi aplicado via tdpica, permaneceu sendo 0 mais
toxico para P. emerina e se igualou a malationa para T. fiebrigi.

Em testes de exposic¢ao aguda via contato e oral para A. mellifera, espinosade foi
classificado como altamente toxico para as forrageiras, com valores de LCso de 0,058 g

i.a./abelha e 0,053 pg i.a./abelha, respectivamente (Miles 2003). Espinosade também foi
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considerado altamente toxico para operarias de Melipona quadrifasciata Lepeletier (DLso
12,07 ng i.a./abelha), apresentando um efeito letal maior do que o inseticida imidacloprido
(Tomé et al. 2015). Resultado similar foi observado com o espinetoram (também pertencente
as Espinosinas) que se mostrou altamente toxico para T. fiebrigi e M. quadrifasciata
(Piovesan 2018).

Esses resultados demonstram que os baixos efeitos adversos do grupo quimico das
Espinosinas sobre insetos ndo alvo podem ser superestimados. Este fato pode estar
relacionado a acdo neurotoxica desses inseticidas (Jeschke et al. 2011). O espinosade causa
mortalidade de abelhas sem ferrdo através de moduladores alostéricos de receptores
nicotinicos de acetilcolina (hnAChRs) ndo dessensibilizantes em suas sinapses colinérgicas
(Kirst 2010).

Acetamiprido foi o inseticida que apresentou a menor toxicidade para as operarias
adultas de P. emerina e T. fiebrigi, nos bioensaios via oral e topica. Acetamiprido também
apresentou baixa toxicidade para Apis cerana japonica (Radoszkowski) com valores de DLso
0,278 ug i.a./abelha (Yasuda et al. 2017) e para A. mellifera (DLso 8.09 pg i.a./abelha)
(Decourtye e Devillers 2010). Os Neonicotinoides atuam como agonistas dos nAChR
enguanto mimetizam a atividade do neurotransmissor excitatorio ACh (Casida e Durkin
2013).

Alguns inseticidas, do grupo quimico Neonicotinoide, como o acetamiprido e
tiacloprido apresentam toxicidade relativamente baixa para abelhas (Stanley et al. 2015).
Iwasa et al. (2004) relataram que os inseticidas Neonicotinoides contendo grupos nitro
exibiam maior toxicidade em A. mellifera do que aqueles que continham substituicdes de
ciano na composicao quimica da molécula. A menor toxicidade dos Neonicotinoides do grupo
ciano pode ser atribuida a sua rapida biotransformacdo (Suchail et al. 2004; Brunet et al.

2005), pois podem ser metabolizados em abelhas para produzir compostos de degradacao
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indcuos, enquanto os outros Neonicotinoides produzem metabolitos toxicos em abelhas
(lwasa et al. 2004).

Os inseticidas testados ndo apresentaram a mesma velocidade de mortalidade para P.
emerina e T. fiebrigi na mesma dose (1000 ng/uL). Os inseticidas Organofosforados
apresentaram rapida reducéo na sobrevivéncia das abelhas, normalmente durante o primeiro
dia de avaliacdes. Espinosade, apesar de apresentar alta toxicidade, levou mais tempo para
matar 50 % da populacgéo testada. Acetamiprido, por sua vez, ndo reduziu significativamente a
sobrevivéncia das abelhas e, em geral, levou mais de 31 horas para matar metade da
populacdo. Essa diferenca pode ser devido a baixa toxicidade do acetamiprido para as abelhas
sem ferrdo testadas no presente trabalho.

Ocorreram diferencas na suscetibilidade entre as espécies de abelhas testadas nesse
estudo conforme o inseticida e metodologia de exposicao. T. fiebrigi foi menos tolerante que
P. emerina, via oral, aos inseticidas malationa e fosmete, mas foi menos suscetivel ao
inseticida acetamiprido. Por outro lado, T. fiebrigi foi mais tolerante que P. emerina aos
inseticidas malationa, fosmete e espinosade, na via topica. Essa diferenca nas respostas de
varias espécies de abelhas a exposicédo a inseticidas foi observada por outros estudos, onde 0s
resultados indicaram que A. mellifera foi mais tolerante aos inseticidas do que as espécies de
abelhas sem ferrdo (Desneux et al. 2007; Nocelli et al. 2011; Arena e Sgolastra 2014).

A suscetibilidade diferencial observada nos estudos de toxicidade pode ter decorrido
das caracteristicas especificas de inseticidas e espécies de abelhas. A espessura e composi¢do
quimica da cuticula, que é determinada geneticamente e varia entre as espécies, pode facilitar
a penetracdo do inseticida, causando maior toxicidade de acordo com a espécie de abelha
(Blomquist e Bagnéres 2010; Leonhardt et al. 2015). Outros fatores, intrinsecos de cada
especie, que podem alterar o nivel de toxicidade séo idade, peso corporal e capacidade de

desintoxicacdo (Hardstone e Scott 2010; Brittain e Potts 2011).
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O carater lipofilico do inseticida quando associado a composicéo lipidica da cuticula
das abelhas também pode ser um fator determinante para a maior toxicidade de espinosade,
via topica, quando comparado com malationa em P. emerina. Compostos lipofilicos
apresentam maior afinidade com a cuticula e, com isso, sdo facilmente absorvidos, alcancando
seu alvo de acédo rapidamente (Milhome et al. 2009; Leite et al. 2012). Essa hipdtese se baseia
na baixa solubilidade em &gua do inseticida espinosade (89,5 mg/L a 20°C) comparada a de
malationa (145 mg/L a 25°C).

A diferenca de suscetibilidade, via oral, entre as espécies avaliadas pode estar
relacionada a sua capacidade de detoxificacdo. Quando a via de entrada se da pela ingestdo de
polen e néctar contaminados, a toxicidade dos produtos pode ser reduzida, devido a acdo de
varias enzimas detoxificantes presentes no sistema digestério das abelhas (Yu 2008;
Berenbaum e Johnson 2015). No entanto, apesar de haver a possibilidade de vincular enzimas
especificas ou familias de enzimas a processos de desintoxicacao de abelhas, 0s mecanismos
gerais de protecdo que permitem a insetos de espécies diferentes apresentarem tolerancia a
variedade de inseticidas potencialmente toxicos encontrados em néctares e pélen permanecem
desconhecidos (Rand et al. 2015).

Para avaliar a resposta de toxicidade aguda dos inseticidas foram utilizadas as
formulacBes comerciais em duas vias de exposi¢do: oral e topica. A utilizacdo dessas duas
vias de exposicdo justifica-se pelo fato de que as abelhas podem entrar em contato com estes
produtos no momento do forrageamento em areas tratadas (Fletcher e Barnett et al. 2003). A
absorcdo dos inseticidas pode ocorrer através da ingestdo de pélen e néctar com residuos de
inseticidas (Johnson et al. 2010; Mullin et al. 2010; Dively e Kamel 2012) ou por via tdpica,
quando produtos quimicos suspensos no ar entram em contato com o corpo da abelha (Wolff

et al. 2008).
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Além disso, ao contrario de A. mellifera, as abelhas nativas ndo podem ser
temporariamente deslocadas durante a pulverizacdo de inseticidas, pois 0s ninhos dessas
espécies encontram-se nos troncos das arvores nativas presentes nas bordas dos pomares, ou
dentro do perimetro destes. Especializacdo floral, periodo de nidificacdo mais curto e faixa de
forrageamento limitada séo outros fatores que podem tornar as abelhas sem ferrdo mais
suscetiveis a inseticidas em comparacao com as abelhas meliferas (Thompson e Hunt 1999;
Brittain e Potts 2011).

A escolha entre utilizar formulacdo comercial ou ingrediente ativo de qualidade
técnica (99,9% pureza) pode alterar substancialmente a classificacdo de toxicidade de muitos
inseticidas, devido a toxicidade do préprio produto quimico, concentracdo dos inseticidas
formulados e potencial interacdo entre o ingrediente ativo e formulacdo dos materiais.
Entretanto, inseticidas formulados sdo a Unica opcao para os agricultores protegerem suas
plantacdes quando o controle quimico torna-se necessario. Por isso, a importancia de medir a
toxicidade dos inseticidas formulados, pois inclui a toxicidade total do proprio inseticida, dos
agentes de formulacdo e potenciais interacdes aditivas e sinérgicas (Zhu et al. 2015).

Os dados obtidos nesse estudo fornecem informacg@es essenciais para orientar a
selecdo de produtos quimicos no manejo de pragas agricolas visando minimizar o risco para
as abelhas nativas. A dose letal mediana (DLso) e a concentracdo letal mediana (CLso) s&o
parametros geralmente utilizados para medir a toxicidade de uma substancia. Além disso,
nossos resultados confirmam a importancia de considerar outras espécies de abelhas nas
avaliagOes de risco, ndo apenas usando A. mellifera como referéncia (Decourtye et al. 2013).

Apesar da alta toxicidade aguda de espinosade, fosmete e malationa demonstrada no
presente trabalho sobre P. emerina e T. fiebrigi, testes de letalidade aguda em laboratorio
podem ser considerados indicadores simplistas do impacto ambiental, visto que os inseticidas,

principalmente os neonicotinoides, podem apresentar efeitos subletais nas abelhas (Desneux
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et al. 2007; Carvalho et al. 2009; Laurino et al. 2011; Laycock et al. 2012; Blacquiere et al.
2012; Henry et al. 2012). Assim, mais estudos avaliando efeitos subletais e experimentos de
semi-campo e campo S0 necessarios para investigar os impactos desses produtos em
condi¢des mais reais, visando a preservacao da acdo dos polinizadores no momento do

controle de pragas.
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694  Tabela 1 Inseticidas utilizados nos bioensaios de toxicidade letal sobre Plebeia emerina e Tetragonisca fiebrigi.
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Dose registrada®

Ingrediente Nome Concentracdo . i o
) ) N Cultura Praga-alvo p. C. gia ngia.  Grupo quimico
ativo comercial [Formulacao]?
oot 100t Lt
o ) ) Anastrepha fraterculus 40 8 80 o
Acetamiprido? Mospilan® 200 [SP] Magca _ Neonicotinoide
Grapholita molesta 40 8 80
Heliothrips
150 150 1500
haemorrhoidalis
- Ecdytolopha aurantiana 150 150 1500
itros
Aethalion reticulatum 150 150 1500
Diaphorina citri 150 150 1500
Ceratitis capitata 200 200 2000
_ Quadraspidotus
_ Malathion® o 100 100 1000
Malationa? 1000 [EC] perniciosus Organofosforado
1000 EC .
Magca Sternocolaspis
_ 100 100 1000
quatuordecimcostata
Eriosoma lanigerum 100 100 1000
Anastrepha obliqua 200 200 2000
Anuraphis shwartzi 100 100 1000
Péssego - i
Ceratitis capitata 200 200 2000
Grapholita molesta 150 150 1500
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Anastrepha fraterculus 150 75 750
) Ceratitis capitata 150 75 750
Citros i —
) Diaphorina citri 50 25 250
Imidan® 500 :
Fosmete® WP 500 [WP] Ecdytolopha aurantiana 150 75 750  Organofosforado
Macs Anastrepha fraterculus 200 100 1000
aca
Grapholita molesta 200 100 1000
Péssego  Anastrepha fraterculus 200 100 1000
) ) Phyllocnistis citrella 15,0 7,2 72 o
Espinosade* Tracer® 480 [SC] Citros : Espinosina
Ecdytolopha aurantiana 12,5 6 60

Iharabras SA Industrias Quimicas; 2FMC Quimica do Brasil Ltda.; 3Cross Link Consultoria e Comércio Ltda.; “Dow AgroSciences Industrial

Ltda. ®Concentragdo e [formulacéo] (g de i.a. kg ou L) - EC: emulsdo concentrada; SC: suspensio concentrada; SP: pd soltvel; WP: pd

molhavel; "Dose do inseticida registrado no Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios (AGROFIT) para cultura e praga-alvo (Brasil 2018) - p.c.=

dose do produto comercial (g ou mL.100L de agua™), g i.a.= gramas de ingrediente ativo.100L de agua, ng i.a.= nanogramas de ingrediente

ativo.uL™ de agua.
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Tabela 2 Concentragéo letal média (CLso ng i.a./pL de dieta) de acetamiprido, fosmete,

malationa e espinosade, expostos via oral as operarias de Plebeia emerina e Tetragonisca

fiebrigi.
Coeficiente
Inseticida Espécie!  n CLso*? (IC 95%) v P
angular+EP
4204,06 (3752,51-
P.e. 480  2,13+0,20 18,7 <0,0001
4655,60)
Acetamiprido
9841,32 (5959,94-
T.f. 480 0,97+0,12 51 <0,0001
13722,71)

P.e. 540  1,93+0,24 18,75 (16,36-21,13) 15,7 <0,0001
Malationa

T.f. 480  4,96+0,84 8,39 (7,63-9,16) 22,1 <0,0001

P.e. 540 2,78+0,86 97,33 (95,12-99,53) 8,6 <0,0001
Fosmete

T.f. 420  2,76+0,74 53,91 (42,56-65,25) 9,6 <0,0001

P.e. 540 2,16+0,35 4,96 (4,16-5,75) 12,5 <0,0001
Espinosade

T.f. 480 2,31+0,51 5,65 (4,56-6,73) 10,5 <0,0001

!P.e. = Plebeia emerina; T.f. = Tetragonisca fiebrigi; 2Concentraco letal 50: concentracdo de

inseticida que causa mortalidade de 50% da populacdo (ng i.a./uL de dieta); *Valores cujos

intervalos de confianca (IC 95%) néo se sobrepdem sdo considerados significativamente

diferentes.
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707  Tabela 3 Dose letal média (DLso ng i.a./abelha) de acetamiprido, fosmete, malationa e

708  espinosade, expostos via topica as operarias de Plebeia emerina e Tetragonisca fiebrigi.

Coeficiente
Inseticida Espécie! n DLso*? (IC 95%) v P
angular+EP
6216,55 (4664,52-
P.e. 540 1,09+0,11 8,0 <0,0001
7768,57)
Acetamiprido
1421,23 (966,95-
T.f. 540 1,02+0,12 6,2 <0,0001
1875,51)
P.e. 540 1,18+0,19 10,90 (7,96-13,83) 7,3 <0,0001
Malationa
T.f. 540 1,7240,20 29,29 (24,84-33,73) 13,2 <0,0001
P.e. 480 1,59+0,22 19,54 (14,81-24,24) 8,3 <0,0001
Fosmete
T.f. 480 2,70+0,29 41,95 (37,96-45,95) 21,1 <0,0001
P.e. 540 1,67+0,24 1,90 (1,58- 2,22) 11,8 <0,0001
Espinosade
T.f. 480 1,38+0,13 29,79 (24,96-34,63) 12,4 <0,0001

709  'P.e. = Plebeia emerina; T.f. = Tetragonisca fiebrigi; Dose letal 50: dose de inseticida que
710  causa mortalidade de 50% da populacédo (ng i.a./abelha); *Valores cujos intervalos de

711  confianca (IC 95%) néo se sobrep6em sdo considerados significativamente diferentes.
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a a_ .
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Figura 1 Curvas de sobrevivéncia para Plebeia emerina (A) e Tetragonisca fiebrigi (B) expostas via oral a acetamiprido, malationa, fosmete e

espinosade.

*A curva do tempo médio de sobrevivéncia seguida pela mesma letra mindscula néo diferiu significativamente usando o teste de Holm-Sidak (P

<0,05).
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718  Figura 2 Curvas de sobrevivéncia para Plebeia emerina (A) e Tetragonisca fiebrigi (B) expostas via topica a acetamiprido, malationa, fosmete e

719  espinosade.

720  * A curva do tempo médio de sobrevivéncia seguido pela mesma letra mindscula ndo diferiu significativamente usando o teste de Holm-Sidak (P

721 <0,05).
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Efeito subletal de inseticidas sobre o comportamento de abelhas sem ferrdo Plebeia

emerina (Friese) e Tetragonisca fiebrigi (Schwarz) (Hymenoptera: Apidae: Meliponini)

Aline Costa Padilha®, Anderson Dionei Griitzmacher!, Bruna Piovesan!, Paulo Azevedo!,

Juliano de Bastos Pazini!, Marcos Botton?, Moises Jodo Zotti!

tUniversidade Federal de Pelotas (UFPel), Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM),

Departamento de Fitossanidade (DFs)

2Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) - Embrapa Uva e Vinho

Titulo curto: Efeito subletal de inseticidas sobre Plebeia emerina e Tetragonisca fiebrigi
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Resumo - Plebeia emerina (Friese) e Tetragonisca fiebrigi (Schwarz) (Hymenoptera: Apidae:
Meliponini), sdo importantes polinizadoras de plantas nativas e cultivadas no Brasil. Durante o
forrageamento as operarias estdo expostas a agentes estressores, principalmente agrotoxicos.
Muitos inseticidas, mesmo em baixas concentracdes, podem ser extremamente toXicos para as
abelhas, induzindo mudancas no comportamento, que afetam toda a coldnia. Este trabalho teve
como objetivo conhecer o efeito de doses subletais de acetamiprido, malationa, fosmete e
espinosade na atividade locomotora, de voo e a percepcao a sacarose das abelhas sem ferrao P.
emerina e T. fiebrigi. As operarias foram expostas, via oral, a duas concentracdes (CL1o e CLso)
dos inseticidas e um tratamento controle, composto por xarope de agucar (50% v/v). Apos 4 e
24 horas de exposicdo, avaliou-se a velocidade média das operarias para percorrer um tanel
transparente de 50 cm, e a capacidade de decolagem em direcdo a uma fonte de luz. A
sensibilidade a sacarose foi avaliada através do reflexo de extensdo da probdscide (REP) ndo
condicionado. As concentracdes subletais CLio e CLso dos inseticidas testados reduziram a
velocidade média das abelhas no tunel, bem como a capacidade de decolagem, quatro horas
apos a contaminacao. Os inseticidas acetamiprido e espinosade afetaram a atividade locomotora
e de voo, 24 horas apds a exposicdo. Quando oferecida sacarose 50%, as abelhas contaminadas
com as CLio e CLsp de acetamiprido e pela CLso de malationa apresentaram o menor nimero
de individuos com resposta (REP) positiva em relacdo as abelhas ndo contaminadas. Os
inseticidas acetamiprido, malationa, fosmete e espinosade, em doses subletais, causam
alteraces no comportamento operarias de P. emerina e T. fiebrigi comprometendo a atividade

locomotora e de voo, de orientacédo e reconhecimento de alimento, dessas abelhas.

Palavras-chave: toxicidade, abelha nativa, atividade locomotora, voo, reflexo da extensdo da

proboscide.
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Introducio

As abelhas sem ferrdo (Hymenoptera: Apidae: Meliponini), também conhecidas por
abelhas indigenas ou meliponineos, sdo insetos sociais distribuidos, principalmente, nas regides
Neotropicais (Witter e Nunes-Silva 2014). A tribo Meliponini apresenta alta diversidade de
espeécies, tanto do ponto de vista morfolégico quanto comportamental; auséncia de ferrdo
funcional, baixa agressividade e facilidade de manejo e sdo essenciais para a manutencdo da
vegetacdo brasileira e de diferentes culturas agricolas (Nogueira-Neto 1997; Venturieri et al.
2011Freitas e Nunes-Silva 2012; Witter et al. 2014).

A meliponicultura, criacdo racional de meliponineos, é praticada em vérias partes do
mundo e tem como objetivo principal a producdo de mel (Cortopassi-Laurino et al. 2006). Essa
atividade surge como alternativa de geracdo de renda para a agricultura familiar, pois muitas
espeécies sdo relevantes na producdo de mel e na melhoria da producéo agricola, através dos
servicos de polinizacdo que podem proporcionar (Cortopassi-Laurino et al. 2006; Slaa et al.
2006; Magalhaes and Venturieri 2010).

A abelha Mirim-emerina, Plebeia emerina (Friese, 1900), e a abelha Jatai, Tetragonisca
fiebrigi (Schwarz, 1938) (Hymenoptera: Apidae: Meliponini), sdo exemplos de espécies de
abelhas sem ferrdo que podem ser utilizadas tanto na meliponicultura como no complemento
de polinizacdo de culturas agricolas. Ambas espécies estdo presentes nos estados do Parana,
Rio Grande do Sul e Santa Catarina e séo visitantes florais de macieira, morangueiro e canola,
por exemplo (Orth 1984; Ortolan and Laroca 1996; Michener 2013; Piovesan 2018).

Quando forrageiam em ambientes cultivados, as abelhas sem ferrdo sdo expostas a
diversas substancias potencialmente toxicas utilizadas para o controle de pragas, como
herbicidas, fungicidas e inseticidas (Sanchez-Bayo e Goka 2016). A toxicidade de inseticidas
para as abelhas tem como base a determinacdo de uma dose média letal (DLso) ou uma

concentracdo média letal (CLso) representando, respectivamente, uma dose ou concentracao
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capaz de causar a mortalidade de 50% da populacéo experimental (Desneux et al. 2007; Guedes
et al. 2016). Além de considerar a mortalidade letal, € importante analisar os efeitos
denominados subletais, que ndo provocam diretamente a mortalidade, mas que podem estar
associadas ao comprometimento das atividades dos individuos e consequentemente ao declinio
da col6nia (Thompsom e Maus 2007; Freitas e Pinheiro 2010).

Recentemente, estudos tém demonstrado graves distdrbios em colmeias de abelhas
meliferas e nativas, decorrentes da exposi¢cdo prolongada a baixas doses ou concentracGes de
inseticidas, que afetam a memoria, aprendizagem e capacidade de forrageio das abelhas (Tosi
et al. 2017; Alkassab e Kirchner 2018; Siviter et al. 2018). Em abelhas eussociais, a
contaminacdo das forrageiras pode impactar indiretamente o desempenho de toda a colénia,
através do envenenamento horizontal de centenas operarias, e até mesmo da rainha. Esse tipo
de contaminagdo acontece, pois nesses grupos de abelhas os individuos adquirem alimentos
através da trofilaxia que consiste na troca liquida horizontal entre membros da coldnia ou
compartilhando recursos dentro do ninho (Contrera et al., 2010; Williams et al., 2015; Wu-
Smart e Spivak, 2016).

Haja vista a importancia das abelhas nativas como complemento e/ou alternativa nos
servicos de polinizacdo e a escassez de estudos toxicologicos que avaliem efeitos de
concentracdes subletais nessas espécies, este trabalho teve como objetivo conhecer os efeitos
de concentragdes subletais dos inseticidas acetamiprido, espinosade, malationa e fosmete sobre
a atividade locomotora, de voo e a percepcao a sacarose das abelhas sem ferrdo P. emerinae T.

fiebrigi.

Material e Métodos

Insetos
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Foram utilizados exemplares de operarias adultas das espécies P. emerina e T. fiebrigi,
criadas no meliponario experimental da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas (cadastro SisGen A7B64FD). Para a coleta, foram verificadas as condic¢des
de saude e o estado fisiologico, de acordo com as diretrizes para testes quimicos em abelhas
(OECD 1998). Foram coletadas abelhas de trés colmeias distintas ndo parentais (para garantir
a variabilidade genética), em dias ensolarados com temperatura acima de 18°C. Para os
experimentos de atividade locomotora e de reflexo de extensdo da proboscide (REP), as
operarias de P. emerina e T. fiebrigi, que se localizavam na parte superior da colmeia, foram
coletadas em grupos atraves de sugador entomol6gico e pinca, respectivamente. Para 0s
experimentos de voo foram coletas as forrageiras que se localizavam na saida da colmeia, em
direcdo ao forrageamento, atraves de sugador entomoldgico.

As abelhas coletadas foram acondicionadas em gaiolas compostas por potes plasticos
transparentes com capacidade de 250 mL (diametro interno: 90 x 60 mm; didmetro externo:
105 x 65 mm). Para a manutencéo das abelhas, a gaiola teve o fundo do pote forrado com papel
filtro e na parte superior acoplado um tubo Eppendorf® (com capacidade de 1,5 mL) para a
oferta do alimento. Apoés a coleta, as abelhas foram levadas ao laboratério de Manejo Integrado
de Pragas (LabMIP/UFPel) e mantidas em salas climatizadas (temperatura: 28+1 °C; UR:
70+2%; escotofase de 24 horas). A fim de minimizar o estresse ocasionado pelo confinamento,
previamente ao inicio dos testes, as abelhas permaneceram em adaptagdo por 24 horas, sendo
alimentadas com solucéo de sacarose (50% v/v).

Inseticidas

Quatro formulacGes comerciais de inseticidas registradas e usadas para 0 manejo de
pragas na fruticultura brasileira (BRASIL 2018; PIC 2018; PIM 2018) foram selecionadas para
a condugdo dos bioensaios em duas concentragdes subletais (CLio e CLso): i) Mospilan®

(acetamiprido 200 g ai/L) (lharabras SA Industrias Quimicas, Sorocaba, SP); ii) Malathion
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1000 EC® (malationa 1000 g ai/L) (FMC Quimica do Brasil Ltda., Campinas, SP, Brasil); iii)
Tracer 480 SC® (espinosade 480 g ai/L) (Dow AgroSciences Industrial Ltda., Sdo Paulo, SP);
iv) Imidan 500 WP® (fosmete 500 g ai/kg) (Cross Link Consultoria e Comércio Ltda. Barueri,
SP). As doses subletais dos inseticidas avaliados foram obtidas, para cada espécie de abelha,
pela autora e descritos no capitulo 01 desta tese, para P. emerina foram obtidos os seguintes
valores: acetamiprido CL1o= 1499,74 ng ai/uL dieta e CLso = 4204,06 ng ai/uL dicta, malationa
CL1o= 3,44 ng ai/uL dieta e CLsg = 26,01 ng ai/uL dieta, fosmete CL1o= 3,44 ng ai/uL dieta e
CLso = 26,01 ng ai/uL dieta e espinosade CL10= 1,79 ng ai/puL dieta e CLso = 4,96 ng ai/uL
dieta; para T. fiebrigi foram obtidos os seguintes valores: acetamiprido CL1o=1031,67 ng ai/uL
dieta e CLso = 9841,32 ng ai/uL dieta, malationa CL10= 5,39 ng ai/uL dieta e CLso = 8,39 ng
ai/uL dieta, fosmete CL10 = 24,33 ng ai/uL dieta e CLso = 53,91 ng ai/pL dieta e espinosade
CL10=2,19 ng ai/puL dieta e CLsp = 5,65 ng ai/uL dieta.

As formulages dos inseticidas diluidas em agua destilada, nas concentragdes subletais,
foram veiculadas mediante dieta (sacarose/agua, v/v 50%), acondicionadas em tubos
Eppendorf® com um orificio no fundo de forma que as abelhas tivessem acesso ao alimento
contaminado. Para induzir o consumo do alimento oferecido as abelhas, os individuos foram
privados de alimentacdo por um periodo de duas horas antes do inicio dos experimentos. Apos
0 periodo de jejum cada grupo de abelhas recebeu 1.00 mL de alimento contaminado e sem
inseticida. Apds quatro horas de oferta de alimento contaminado, o alimentador foi substituido
por um novo, contendo apenas solucdo de sacarose ad libitum.

Bioensaios de comportamento
Os bioensaios de atividade locomotora foram realizados 04 e 24 horas ap0s a exposi¢ao
aos inseticidas, ja os bioensaios de REP foram realizados 24 horas ap0s a exposi¢do, ambos no

LabMIP/UFPel (Temperatura = 25 + 2 °C; Umidade Relativa = 60 = 10%). Os bioensaios de
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atividade de voo foram realizados em uma sala escura do LabMIP/UFPel (Temperatura = 25 +
2 °C; Umidade Relativa = 60 + 10%), 04 e 24 horas ap0s a exposi¢do aos inseticidas.

Atividade locomotora

Ap0s a contaminacao das operarias com as concentracdes subletais dos inseticidas, as
abelhas foram individualizadas e liberadas individualmente na extremidade inferior de um tubo
de silicone com comprimento total de 60 cm (Figura 1). Uma lampada fluorescente (60 W, 800
lumens) foi usada no final deste tubo para estimular a locomogéo das abelhas em direcéao a fonte
luminosa. A distancia de caminhamento maxima avaliada foi de 50 cm. O tempo que cada
individuo levou para percorrer essa distancia em direcdo a fonte de luz foi registrado. Baseado
em experimentos preliminares com abelhas ndo tratadas, o periodo maximo avaliado para cada
individuo foi de 60 segundos, apos esse tempo o teste foi encerrado e a distancia contabilizada.
Posteriormente, a velocidade média de cada abelha foi calculada. Foram avaliadas 90 abelhas
por tratamento, no delineamento inteiramente casualizado.

Atividade de voo (decolagem)

Apds a contaminacdo das operarias com as concentragcdes subletais dos inseticidas, as
abelhas foram individualizadas e liberadas individualmente na extremidade inferior de uma
caixa de madeira (50 cm de largura x 38 cm de altura x 10 cm de profundidade) (Figura 2).
Uma lampada fluorescente (60 W, 800 lumens) foi usada na parte superior da caixa para
estimular decolagem das abelhas em direcdo a fonte luminosa. Foi avaliada a decolagem das
operarias em direcdo a luz. O bioensaio explorou o voo da abelha em direcéo a fonte de luz
depois que o inseto foi liberado no fundo inferior lateral da torre, e a decolagem do voo (ou
falta dela) foi registrada dentro de sessenta segundos da liberacdo da operaria. A atividade de
voo foi estratificada da seguinte forma: i) nenhum voo (isto €, abelha permaneceu na base da

caixa), ii) voo até 5 cm de altura, iii) voo entre 06 e 15 cm de altura, iv) vbo entre 16 e 25 cm
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de altura e v) voo atingindo a fonte de luz a 30 cm de altura. Foram avaliadas 90 abelhas por
tratamento, no delineamento inteiramente casualizado.

Reflexo da extenséo da probdscide (REP) nao condicionado — Sensibilidade a sacarose

A metodologia do teste de reflexo da extensdo da proboscide (REP) foi adaptada de
Nocelli et al. (2018). Apds 24 horas da contaminacdo das operarias com as concentragoes
subletais (CL1o e CLso) dos inseticidas, as abelhas foram individualizadas e acondicionadas em
capsulas plasticas confeccionadas a partir de tubos Eppendorf® (200 uL) (Figura 3A) de forma
que a parte da cabeca da operaria ficou exposta, mas 0 corpo permaneceu no interior da
capsulacom seus movimentos livres. As abelhas testadas, foram mantidas 2 horas de jejum e
apos esse periodo foram expostas a concentracdes crescentes de sacarose: 10%, 30%, 50%,
70% e 80%, agua foi utilizada como controle. As concentracdes de sacarose foram oferecidas
as operarias através de uma pequena gota em microsseringa que era direcionada proxima a
antena de cada individuo por um periodo de dez segundos (Figuras 3B e 3C), cada concentracédo
foi oferecida intercaladas com o oferecimento de agua. O efeito das concentracdes subletais dos
inseticidas foi determinado avaliando a extensdo da probdscide como uma resposta positiva
(Figuras 3B e 3C) utilizando 30 abelhas por tratamento com trés repeticdes, o experimento foi
realizado utilizando o delineamento inteiramente casualizado.
Analises estatisticas

A normalidade dos dados foi verificada através de Shapiro-Wilk e a homocedasticidade
das variancias por Bartlett. Os dados que apresentaram distribuicdo normal, foi realizada a
analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05).
Ja para os dados que apresentaram distribuicdo ndo-paramétrica, foi realizado o teste de Kruskal
Wallis, sendo as médias comparadas pelo teste de Dunn com correcao de Bonferroni (P < 0,05).
Utilizou-se o programa R® (R Development Core Team 2015) para execucdo das analises dos

experimentos.
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Resultados

A exposicdo aos inseticidas causou alteraces na atividade locomotora das abelhas e
variou de acordo com a espécie, concentracdo, inseticida e periodo avaliado (Figura 04). O
inseticida acetamiprido nas concentragdes CLio e CLso causou redugdo na velocidade média
das operarias de P. emerina (H = 16,95; df = 2; P <0,0001) e T. fiebrigi (H =11,28; df =2; P
= 0,003), quatro horas apds a exposicdo. Quando avaliado as 24 horas apds a exposicao,
somente a CLso afetou a velocidade das operarias de P. emerina (H = 11,19; df = 2; P = 0,003)
e a CLio reduziu a velocidade de T. fiebrigi (H = 6.93; df = 2; P = 0,03) (Figura 4).

Malationa, nas duas concentracdes subletais, reduziu a velocidade média de P. emerina
(H=16,64; df =2; P <0,0001) e T. fiebrigi (H = 6,79; df = 2; P = 0,03) 4 horas apds a exposicao.
No entanto, ap6s 24 horas, ndo houve diferenca significativa, entre as doses e o controle para
as duas abelhas (P. emerina H = 2,17; df = 2; P = 0,33; T. fiebrigi: H = 1,55; df = 2; P = 0,46).
Da mesma forma, fosmete reduziu a velocidade média das operarias de P. emerina quatro horas
apos a exposicao aos inseticidas (H = 9,05; df = 2; P = 0,01), mas ndo alterou a velocidade
percorrida destas ap6s 24 horas (H = 1,64; df =2; P = 0,44). Ja para a abelha T. fiebrigi somente
a CLso de fosmete reduziu a velocidade média das abelhas nos dois periodos avaliados (4 h: H
=6,67;df =2; p=0,03 e 24 h: H =14,85; df = 2; P <0,0001) (Figura 4).

Operérias de P. emerina expostas ao inseticida espinosade apresentaram menor
velocidade média no percurso quando comparadas ao controle quatro horas ap6s a exposicao
(H = 36,34; df = 2; P <0,0001), as 24 horas ap0s a exposicdo ao inseticida somente a CLso (H
=12.31; df = 2; P <0.0001) reduziu significativamente a velocidade das abelhas contaminadas,
quando comparadas ao controle. A atividade locomotora de T. fiebrigi foi alterada e a
velocidade média de abelhas contaminadas pela CLso de espinosade foram significativamente

mais lentas quatro horas apos a exposicdo (H = 6.31; df = 2; p = 0.04), entretanto 24 horas ap0s
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a exposicdo tanto a CLio quanto a CLso deste inseticida reduziu a velocidade das abelhas
contaminadas (H = 33.93; df = 2; P <0.0001) (Figura 4).

Os inseticidas acetamiprido, malationa, fosmete e espinosade afetaram o desempenho
de v6o das abelhas forrageiras das duas espécies (Figuras 5 e 6). A exposicao a doses subletais
desses inseticidas prejudicou a decolagem das operarias de P. emerina e T. fiebrigi, sendo
observado namero significativamente maior de operarias contaminadas que nao realizaram a
decolagem, permanecendo no fundo da caixa, em relacdo as abelhas ndo contaminadas que em
sua maioria conseguiram decolar em direcédo a luz (Figuras 5 e 6).

P. emerina teve a sua capacidade de decolagem alterada quando contaminadas com as
CLio e CLso dos inseticidas acetamiprido (H = 6,95; df = 2; P = 0,03), fosmete (H = 7,51; df =
2; P =0,02), malationa (H = 7,57; df = 2; P = 0,02) e espinosade (H = 7,44; df = 2; P = 0,02)
nas quatro primeiras horas ap0s a exposicao, reduzindo significativamente o nimero médio de
operarias que conseguiram atingir a luz. Entretanto, somente os inseticidas acetamiprido (F =
163,5; df = 2; P <0,0001) e espinosade (F = 251,6; df = 2; P <0,0001) afetaram o voo das
operarias apos 24 horas, onde as CL1o e CLso reduziram significativamente a altura de voo das
abelhas contaminadas em relacdo ao controle. Somente a CLso dos inseticidas fosmete (H =
7,71; df = 2; P = 0,02) e malationa (F = 10,5; df = 2; P = 0,01) alterou o comportamento de
decolagem das abelhas as 24 horas (Figura 5).

O voo das operarias de T. fiebrigi expostas as CL1o e CLso dos inseticidas acetamiprido
(H =7,26; df = 2; P = 0,03), malationa (F = 89,82; df = 2; P <0.0001), fosmete (F = 151,2; df
= 2; P <0.0001) e espinosade (H = 5.63; df = 2; P = 0.04) foi altamente comprometido, com
reducdo significativa das abelhas que conseguiram decolar até uma altura de 30 cm, quatro
horas ap0s a exposicao, em contraste com as abelhas ndo expostas, que foram em grande parte
capazes de atingir a fonte de luz (Figura 6). As duas concentracdes subletais dos inseticidas

acetamiprido (H = 7,20; df = 2; P = 0,03), fosmete (H = 7,18; df = 2; P = 0,03) e espinosade (F



248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

12

= 546; df = 2; P <0,0001) também afetaram a altura de voo das abelhas significativamente
quando comparadas com as abelhas do tratamento controle 24 horas apds a exposic¢éo,
entretanto, nesse periodo de avaliagdo somente a CLso de malationa (H = 7,51; df =2; P =0,02)
afetou significativamente a decolagem das abelhas (Figura 6).

Observou-se que a exposicao das abelhas P. emerina e T. fiebrigi as doses sub-letais dos
inseticidas testados, afetou negativamente a capacidade destas em reconhecer o alimento
quando este foi oferecido e entrou em contato com as antenas (Tabelas 1 e 2).

As operarias de P. emerina ndo contaminadas, ndo apresentaram nenhum estimulo
guando expostas a agua que foi utilizado como tratamento controle. Resposta negativa similar
foi apresentada pelas abelhas contaminadas por malationa e pela CLio de acetamiprido.
Entretanto, abelhas contaminadas com CLso de acetamiprido e CLio € CLso de fosmete e
espinosade apresentaram resposta positiva ja quando entraram em contato com a dgua (Tabela
1). As abelhas ndo contaminadas apresentaram alta resposta positiva ja nas primeiras
concentracdes de sacarose (10% e 30%) oferecidas, por outro lado, as abelhas contaminadas
pelos inseticidas acetamiprido, fosmete e pela CLso de malationa e espinosade nédo apresentaram
o mesmo reflexo de reconhecimento do alimento quando foi oferecida a sacarose 10% e 30%.
Quando oferecida sacarose 50%, as abelhas contaminadas com o inseticida acetamiprido e pela
CLso de malationa apresentaram o menor nimero de individuos com resposta positiva diferindo
significativamente das abelhas n&o contaminadas. Os inseticidas acetamiprido, malationa e a
CLso de fosmete e espinosade afetaram o reconhecimento das operérias para as concentragdes
de sacarose 70% e 80% e diferiram significativamente das abelhas sadias (Tabela 1).

As operarias de T. fiebrigi contaminadas pelo inseticida espinosade ja apresentaram
reflexo da proboscide quando expostas a agua. As operarias ndo contaminadas apresentaram
um comportamento crescente de percepcao da sacarose e extensdo da probdscide em relagdo ao

aumento da concentracdo de aclcar. Além disso, todos os inseticidas testados afetaram a
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capacidade das abelhas em reconhecer a fonte alimentar em todas as concentracfes de sacarose

oferecidas, diferindo das abelhas ndo contaminadas (Tabela 2).

Discussao

A exposicdo das abelhas a concentragbes subletais de inseticidas altera o
comportamento, capacidade de aprendizagem, orientacao, forrageamento e cuidados de cria das
operarias, isto €, efeitos que ndo causam diretamente a morte de um individuo (Thompson e
Maus 2007). Entretanto, a medida que os inseticidas afetam a atividade que essas abelhas
realizam dentro do ninho podem comprometer a colmeia como um todo, pois as alteracdes
comportamentais dos individuos alteram diretamente o funcionamento da coldnia, tornando-a
mais fraca e menos produtiva ao longo do tempo, o que pode causar altas taxas de mortalidade
em um periodo prolongado (Desneux et al. 2007; Brittain e Potts 2011).

No presente trabalho pode-se observar que a atividade locomotora, de voo e o reflexo
da extensdo da probdscide das abelhas foram alterados na presenca de doses subletais (CL1o €
CLso) dos inseticidas acetamiprido (Neonicotinoide), malationa (Organofosforado), fosmete
(Organofosforado) e espinosade (Espinosina). Estudos relatam que os principais efeitos
comportamentais causados pela intoxicacdo de inseticidas as abelhas variam de acordo com a
dose e tempo de exposicdo e sdo caracterizados como disturbios de coordenacdo motora,
tremores, efeito knock down (choque imediato, imobilizacdo do inseto que pode, ou néo, se
recuperar), prostracao, paralisia, deficiéncia no aprendizado e memoria olfativa, dificuldade
locomotora, incapacidade de voo e diminui¢do da longevidade (Souza et al. 2006; Carvalho et
al. 2009).

Os inseticidas acetamiprido, malationa, fosmete e espinosade reduziram a atividade
locomotora e a capacidade de decolagem (voo) de P. emerina e T. fiebrigi nas primeiras horas

apos a exposicao (4 horas). Essa resposta de curto prazo aos inseticidas pode ter ocorrido pela
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acao neurotdxica destes que, geralmente ocorre por meio da hiperexcitacdo e demais sintomas
de intoxicacdo que sdo observados na presenca destes inseticidas que incluem espasmos e
desorientacdo, o que dificulta a movimentacdo. Williamson et al. (2013) relataram que a
exposicdo a doses subletais de inibidores da acetilcolinesterase (AChE) (Organofosforados)
afetou a funcdo motora de A. mellifera, além disso, observaram que as abelhas caminhavam
menos, tinham menor probabilidade de endireitar-se ap0s a queda, exibiram movimentos
abdominais estranhos e espasmos.

O efeito dos inibidores da AChE na funcdo motora também pode ser refletido na
interrupcao no comportamento de voo das operarias. De fato, esse efeito pode ser especialmente
profundo para as forrageiras, pois, relata-se que as forrageiras de abelhas meliferas exibem
niveis mais baixos de AChE no cérebro quando comparadas com abelhas mais novas (Shapira
et al. 2001). Provavelmente, essa reducao nos niveis de AChE pode ocorrer nas forrageiras de
abelhas sem ferrdo também, o que explicaria a reducdo da capacidade de decolagem dessas
abelhas dentro da caixa em direcdo a luz e o numero elevado de abelhas que permaneceram no
chéo da caixa nas primeiras horas ap6s a exposi¢ao aos inseticidas Organofosforados.

A acetilcolina é um importante neurotransmissor dos insetos (Bicker 1999) e os sitios
de ligacdo a acetilcolina estdo amplamente presentes no cérebro das abelhas (Scheidler et al.
1990). Nesse inseto, diversas fungdes parecem ser apoiadas pela neurotransmisséo colinérgica
(Dacher et al. 2005; Thany e Gauthier 2005). Portanto, mesmo doses subletais de
Neonicotinoides podem afetar as abelhas, pois atuam nos receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChRs), onde atuam como agonistas (Gauthier 2010; Casida e Durkin 2013).

Lambin et al. (2001) e Decourtye et al. (2004) demonstraram que abelhas que ingeriam
imidacloprido em doses subletais exibiam um comprometimento da atividade locomotora, e
sensibilidade a sacarose. El Hassani et al. (2008) observaram que doses subletais de

acetamiprido apresentaram diminuicdo significativa na duracdo da mobilidade das abelhas
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meliferas contaminadas, entretanto, ndo observaram diferencas na capacidade de voo dos
individuos.

O Neonicotinoide imidacloprido também apresentou alteracdo no comportamento da
abelha sem ferrdo Melipona quadrifasciata Lepeletier, onde operarias contaminadas exibiram
uma atividade de grupo média cerca de quatro vezes menor do que abelhas ndo contaminadas
trés horas apds a exposicdo (Tome et al. 2015). Charreton et al. (2015) e Tosi et al. (2017)
observaram que ap6s 24-48 horas ap0s a aplicacdo do tiametoxam, forrageiras de A. mellifera
também apresentaram menor mobilidade e atividade de voo.

Além disso, imidacloprido e espinosade afetaram a capacidade de decolagem dessas
abelhas e seu direcionamento até a fonte luminosa (Tomé et al. 2015). Os efeitos negativos das
Espinosinas sobre abelhas destacam a importancia de se conhecer 0s riscos impostos por novos
inseticidas, principalmente bioinseticidas, apesar de sua origem natural que sustenta seu uso
aumentado por sua aparente seguranca ambiental.

No presente trabalho, espinosade prejudicou a atividade locomotora e de voo das
abelhas, podendo comprometer a atividade de forrageamento e consequentemente a
manutencdo e sobrevivéncia da colmeia (Blacquiére et al., 2012; Henry et al., 2012). Este fato
pode estar relacionado a acdo neurotdxica desses inseticidas, que atuam através de moduladores
alostéricos de receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) ndo dessensibilizantes em suas
sinapses colinérgicas (Kirst 2010; Jeschke et al. 2011).

Estudos laboratoriais com espinosade corroboram com os resultados presentes e relatam
seu impacto negativo em abelhas meliferas e nativas (Mayes et al. 2003; Bailey et al. 2005;
Morandin et al. 2005; Tomé et a. 2015), entretanto esse efeito negativo ndo foi evidente em
estudos de campo (Scott-Dupree et al. 2009; Biondi et al. 2012).

ConcentragOes subletais dos inseticidas acetamiprido, malationa, fosmete e espinosade

afetaram a sensibilidade gustativa da sacarose por operarias das abelhas sem ferrdo P. emerina
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e T. fiebrigi quando comparadas com abelhas ndo contaminadas. Além disso, foi observado que
acetamiprido, fosmete e espinosade afetaram o REP de P. emerina para agua, enquanto que
somente espinosade afetou o REP em T. fiebrigi. Este efeito do acetamiprido é consistente com
0 descrito de drogas nicotinicas na sensibilidade a sacarose (Thany e Gauthier 2005).
Acetamiprido também afetou a sensibilidade gustativa da sacarose e 0 REP para agua por
operarias de A. mellifera (ElI Hassani et al. 2008). Thany et al. (2015), sugerem que estes
inseticidas provavelmente tenham efeito na necessidade das abelhas a &gua, pois também
observaram aumento de resposta REP a agua em operarias de abelhas contaminadas com
acetamiprido.

Testes em laboratorio demonstram que o reflexo de extensdo da proboscide provocado
pela estimulacdo da sacarose das antenas pode ser usado como uma ferramenta ecotoxicoldgica
para testar diferentes funcdes comportamentais nas abelhas (Mammood e Waller 1990; Pham-
Delégue et al. 2002), tais como avaliar o efeito subletal dos inseticidas na sensibilidade a
sacarose (Lambin et al. 2001; Decourtye et al. 2005; EIl Hassani et al. 2005; Gofialons e Farina
2018). A integridade dessas funcdes é necessaria para 0 comportamento de forrageamento, por
exemplo, a percepcdo do acUcar é importante para as abelhas para tomada de decisdes de
forrageio (Pankiw e Page 1999). O processo de deteccdo de alimentos envolve atividade
nervosa sofisticada que pode ser interrompida por pesticidas neurotoxicos (Haynes 1988), como
0s inseticidas testados nesse trabalho.

A metodologia REP foi desenvolvida para a abelha A. mellifera (Toda et al., 2009),
dessa forma o protocolo original REP pode nédo ser perfeitamente adequado para abelhas néo-
Apis, explicando o fraco desempenho de abelhas sem ferrdo quando submetidas a este teste (Mc
Cabe et al. 2007; Mc Cabe e Farina 2009, 2010; Roselino and Hrncir, 2012). Nocelli et al.
(2018) desenvolveram uma nova metodologia eficiente de avaliagdo de REP n&o condicionado

em abelhas sem ferrdo Melipona scutellaris Latreille e Scaptotrigona postica (Latreille), com
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o diferencial de que as abelhas permanecem livres dentro do tubo Eppendorf® e mostrou
aumento em respostas positivas as concentracdes crescentes de sacarose em relacdo ao método
padrdo para A. mellifera.

A metodologia desenvolvida neste trabalho € uma adaptacdo do protocolo padrdo e do
adaptado para abelhas sem ferrdo, onde os insetos sio presos nos tubos Eppendorf® ficando
com as antenas e a cabeca expostas, enquanto que o restante do corpo fica no interior do tubo,
mas tem seus movimentos preservados. Essa metodologia mostrou-se eficiente para avaliar a
resposta das abelhas de P. emerina e T. fiebrigi a sacarose, pois foram observados altos indices
de resposta positiva conforme foi aumentada a concentracdo de sacarose.

Este trabalho traz informacGes pioneiras dos efeitos subletais de acetamiprido
acetamiprido, malationa, fosmete e espinosade, os quais afetaram negativamente a atividade
locomotora, de voo e reflexo da extensdo da probdscide das abelhas, alterando o deslocamento,
orientacdo e capacidade de reconhecimento da fonte de alimento dessas operarias. Esses efeitos
podem comprometer atividades realizadas por esses individuos dentro da colénia impactando
na sobrevivéncia e na viabilidade da colénia, bem como na polinizacdo e na producdo de
alimentos. Além disso, as informacdes deste trabalho podem fornecer informacdes importantes

para que estudos posteriores em campo sejam realizados.
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Tabela 1. Numero meédio (+ EP) de respostas do reflexo da extenséo da proboscide (REP) de Plebeia emerina a sacarose ap0s a exposi¢ado via oral

de acetamiprido, malationa, fosmete e espinosade 24 horas ap0s a intoxicagao.

Numero médio (+ EP) de respostas

Inseticidas Agua Concentracdo de sacarose GL H P
10% 30% 50% 70% 80%
Acetamiprido CLiwp 0,00+0,00 B*b® 15,00+0,58 BCDa*  15,67+0,67 CDa*  18,67+0,67 EFGa*  19,00+0,58 Ca* 19,00+0,58 Ca* 5 14,68 0,01
ClLsy  8,67%0,88 Ac 14,00+0,58 CDb 14,67+0,33 Dab 17,00+0,58 Gab 18,00+0,58 Ca 18,33+0,33 Ca 5 1525 0,01
) CLio  0,00+0,00 Bb 20,67+0,88 ABa 21,00+0,58 BCa 21,33+0,33 DEa 21,00+0,00 BCa  21,00£0,00BCa 5 18,26 0,01
Malationa CLso  0,00+0,00 Bb 15,00+0,58 BCDa 16,00+0,58 CDa 18,33+0,33 FGa 20,67+2,03BCa  21,00+1,15BCa 5 14,83 0,01
CLw 12,00+1,15 Ac 18,00+1,73 BChc 24,00£1,15 ABab 24,00+1,15 CDab 24,67+0,33 ABa 24,33+0,33 ABa 5 12,37 0,03
Fosmete CLso  7,00+0,58 Ac 12,00+1,16 Dbc 17,00+1,58 BCDab 20,67+0,33 EFa 21,00+0,58 BCa 21,00+0,58 BCa 5 1498 0,01
) CLw 15,00+1,15 Ac 21,00+1,15 ABbc 24,00+0,58 ABab 27,00+0,58 ABa 24,00£0,58 ABab  23,67+0,33ABab 5 14,34 0,01
Eepinosade CLsy  0,67+0,33 Bc 14,67+0,33 CDb 15,00+1,15 Db 24,33+0,33 BCa 20,00+0,58 Cab 21,00+058BCab 5 1591 0,01
Controle 0,0040,00 Bb 28,00£0,58 Aa 29,67+0,33 Aa 29,6740,33 Aa 29,6740,33 Aa 29,67+0,33 Aa 5 12,20 0,03
GL 8 8 8 8 8 8
F - - - 54,00 -- --
H 24,91 22,20 23,23 -- 21,44 22,54
P 0,0016 0,0046 0,0031 <0,0001 0,0060 0,0040

*O niimero médio de abelhas seguido da mesma letra maitscula na coluna néo diferiu significativamente usando o teste de Dunn (P <0,05). *O
nimero médio de abelhas seguido pela mesma letra maidscula na coluna n&o diferiu significativamente usando o teste de Tukey (P <0,05). *O
numero médio de abelhas seguido da mesma letra mindscula na linha ndo diferiu significativamente usando o teste de Dunn (P <0,05).
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568 Tabela 2. Numero médio (+ EP) de respostas do reflexo da extensdo da probdscide (REP) de Tetragonisca fiebrigi a sacarose ap0s a exposicdo via
569 oral de acetamiprido, malationa, fosmete e espinosade 24 horas ap0s a intoxicag&o.
Namero médio (+ EP) de respostas
Inseticidas Agua Concentracdo de sacarose GL H P
10% 30% 50% 70% 80%
Acetamiprido CLw 0,00+0,00 B*c®*  6,00+0,58 Db ~ 14,67+0,33 C*ab  15,00+0,58 CD*a  15,33+0,33 CD*a  15,67+0,67 CD*a 5 13,49 0,02
CLso,  0,00+0,00 Bc 8,67+0,88 Cb 9,00+0,58 Dab 9,33+0,88 Eab 12,00+1,15 Da 12,00+0,58 Da 5 13,26 0,02
_ CLw  0,00+0,00 Bc 0,00+0,00 Ec 1,33+0,33 Eb 12,00+0,58 CDa  18,00+0,58 BCa  18,33+0,33BCa 5 16,34 0,01
Malationa CLso  0,00+0,00 Bc 0,00+0,00 Ec 0,00+0,00 Ec 9,00+0,58 Eb 18,00+0,58 BCa  18,33+0,33BCa 5 16,34 0,01
CLw  0,00+0,00 Bc 6,00+0,58 Db 21,00+0,58 Ba 21,00+1,15 Ba 21,67+0,67 Ba 21,67+1,20 Ba 5 12,38 0,01
Fosmete CLso  0,00+0,00 Bc 9,33+0,33Cb  12,00+#1,15CDab  15,00+058CDa  15733+0,88CDa  15,33+145CDa 5 13,99 0,01
_ CLio  8,33#0,67 Abc  12,33+0,33Bb  15,00+0,58 Cab 18,00+0,58 BCa  18,33+0,33BCa  18,33+0,33BCa 5 13,28 0,01
Espinosade CLso  9,00+0,58 Ab 9,33+0,33 Cb 9,67+0,33 Db 17,67+0,33BCa  18,67+0,67BCa  18,67+1,20BCa 5 1387 0,02
Controle 0,00+0,00 Bc  16,00+0,58 Ab 25,00+1,15 Aa 27,00+0,58 Aa 27,00+1,15 Aa 27,00+0,58 Aa 5 13,20 0,02
GL 8 8 8 8 8 8
F -- 117,60 151,40 70,40 31,15 24,88
H 25,58 -- - - -- --
P 0,0012 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
570  *O nimero médio de abelhas seguido da mesma letra maitscula na coluna néo diferiu significativamente usando o teste de Dunn (P <0,05). *O
571  nGmero médio de abelhas seguido pela mesma letra maitscula na coluna ndo diferiu significativamente usando o teste de Tukey (P <0,05). O
572  numero médio de abelhas seguido da mesma letra minudscula na linha ndo diferiu significativamente usando o teste de Dunn (P <0,05).
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Figura 1. Tanel de atividade locomotora. Tubo de silicone acoplado a um aparelho constituido

por uma placa de madeira — detalhe do percurso de 50cm que era utilizado para avaliar a
atividade locomotora das abelhas (angulo utilizado nos experimentos: 0 °).
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i) Ocm

ii) até 5 cm
iii)6 a 15 cm
iv)16 a 25 cm
v) 30 cm
(L P

ot

o717

578  Figura 2. Caixa de madeira com tampa de vidro para avaliacdo da atividade de voo (decolagem)

579 das abelhas. As setas vermelhas indicam a altura de voo avaliada.
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A C

Figura 3. (A) Desenho das capsulas plasticas confeccionadas a partir de tubos Eppendorf® para
acondicionar as abelhas no experimento de Reflexo de Extensdo da Probodscide. (B) Operéaria
de Tetragonisca fiebrigi na capsula presa por uma tira de silicone. (C) Operaria de Plebeia

emerina com a probéscide extendida em direcéo ao alimento.
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Figura 4. Atividade locomotora de Plebeia emerina (P.e.) e Tetragonisca fiebrigi (T.f.) 4 e 24

horas ap0ds a exposi¢do oral aos inseticidas acetamiprido, malationa, fosmete e espinosade.
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4. Artigo 3 - Ecotoxicology and Environmental Safety

Versao em portugués

Toxicidade, atratividade e repeléncia de iscas toxicas as abelhas sem ferrao
Plebeia emerina (Friese) e Tetragonisca fiebrigi (Schwarz) (Hymenoptera:

Apidae: Meliponini)

Aline Costa Padilha, Bruna Piovesan, Maira Chagas Morais, Cristiano Joao Arioli,

Moises Joao Zotti, Anderson Dionei Griitzmacher, Marcos Botton
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Toxicidade, atratividade e repeléncia de iscas tdxicas as abelhas sem ferrdo Plebeia emerina
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Resumo — Formulacdes de iscas toxicas tem sido uma das principais estratégias utilizadas nos
pomares de macieira no sul do Brasil para o controle da mosca-das-frutas sul-americana.
Entretanto, seus efeitos sobre as abelhas nativas Plebeia emerina (Friese) e Tetragonisca
fiebrigi (Schwarz) ndo séo conhecidos. Este trabalho teve como objetivo conhecer a toxicidade,
atratividade e repeléncia de atrativos alimentares e iscas toxicas sobre P. emerina e T. fiebrigi.
Avaliaram-se os atrativos Anamed® puro, Biofruit® (3%), Flyral® (1,25%), Melaco de cana-de-
acucar (7%) e Samarita Tradicional® (3%), em formulacdes de iscas toxicas associados aos
inseticidas Tracer 480 SC® (espinosade) e Malathion 1000 EC® (malationa), e as iscas toxicas
de pronto uso Success® 0,02CB e Gelsura®. Obteve-se a concentragio letal média (CLso) e a
sobrevivéncia média das operarias apds a exposicdo as formulagdes de iscas toxicas. No campo,
foram realizados testes de atratividade e repeléncia das iscas toxicas sobre o forrageamento das
operarias. Os atrativos alimentares associados a malationa e espinosade apresentaram diferentes
niveis de toxicidade para P. emerina e T. fiebrigi, em funcdo do atrativo alimentar. Melaco de
cana-de-acucar e Samarita Tradicional® associados ao espinosade apresentaram elevada
toxicidade com valores de CLso de 6,92 e 10,61 ng/uL de dieta para P. emerina e 4,37 e 15,48
ng/uL de dieta para T. fiebrigi, respectivamente. Gelsura® e os atrativos associados a malationa
ocasionaram rapida mortalidade das abelhas, sendo a sobrevivéncia média inferior a 3 horas
apos a exposicdo. Nenhuma formulacgéo de isca toxica foi atrativa para forrageiras de P. emerina

no campo. Anamed®, Gelsura® e Success® foram repelentes ao forrageio de P. emerina.

Palavras-chave: Malus domestica, Anastrepha fraterculus, atrativos alimentares, atrai e mata,

polinizadores, abelhas nativas

1. Introducio

A macieira é uma das principais frutiferas de clima temperado cultivadas no Brasil. A

cultura possui alta dependéncia da polinizagdo cruzada para que seja obtida producao comercial
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satisfatoria, pois apresenta muitas cultivares com alto grau de incompatibilidade (Klein et al.,
2007). Assim, a sincronia de floracdo entre diferentes cultivares e a intensa atividade de
polinizadores sdo fundamentais para que se tenha uma polinizacao eficaz e uma fertilizacao
bem sucedida (Broothaerts et al., 2004; Petri et al., 2008).

Os polinizadores determinam a quantidade da producdo, bem como a qualidade de
macas, onde frutos bem polinizados apresentam maior peso e/ou teor de acuUcar, por exemplo
(Garratt et al. 2014; Geslin et al. 2017; Sapir et al., 2017). As abelhas sdo os principais agentes
polinizadores das flores de macieira, com destaque para Apis melifera Linnaeus (Hymenoptera:
Apidae) (Nunes-Silva et al., 2016). Além da abelha melifera, insetos silvestres, tais como
abelhas sem ferrdo, abelhas solitarias e dipteros, também sdo visitantes florais de macieira. A
abundancia e a diversidade desses polinizadores silvestres afetam positivamente o rendimento
da cultura (Viana et al., 2014; Martins et al., 2015; Blitzer et al. 2016; Nunes-Silva et al., 2016).

As abelhas sem ferrdo Plebeia emerina (Friese) e Tetragonisca fiebrigi (Schwarz)
(Hymenoptera: Apidae: Meliponini) sdo consideradas espécies rusticas, resistentes a baixas
temperaturas e de facil manejo, amplamente encontradas na regido sul do Brasil, local onde se
concentra aproximadamente 99% da producdo de macds do pais (Nogueira-Neto, 1997;
Camargo; Pedro 2013; IBGE, 2018). Além disso, P. emerina, conhecida popularmente como
“mirim emerina”, destaca-se como visitante floral e polinizadora eficiente da macieira, podendo
ser utilizada como agente complementar & abelha melifera na polinizagdo da cultura (Orth,
1984; Ortolan; Laroca, 1996).

Ademais, devido a auséncia de ferrdo funcional, baixa agressividade e menor tamanho
populacional das colonias, as abelhas sem ferrdo P. emerina e T. fiebrigi sdo adequadas para a
polinizacdo de culturas agricolas em areas povoadas ou que necessitam de tratos culturais

durante a floracéo (Slaa et al., 2006; Jaffe et al., 2015). P. emerina e T. fiebrigi constroem seus
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ninhos na floresta nativa, em cavidades pré-existentes nos troncos de arvores de espécies
silvestres, podendo estar localizados nas bordas dos pomares (Roubik 2006; Michener 2013).

Para que a producdo de frutos nos pomares seja satisfatdria, além da polinizacéo
eficiente, sdo necessarios diversos tratos culturais, principalmente no que se refere ao controle
de insetos-praga como a mosca-das-frutas sul-americana, Anastrepha fraterculus (Wiedemann)
(Diptera: Tephritidae), principal praga da cultura no sul do Brasil (Nora; Hickel, 2006). O
controle de adultos e larvas de A. fraterculus foi realizado com sucesso, durante muitos anos,
por meio de inseticidas do grupo quimico Organofosforado pulverizados em cobertura (Harter
et al., 2015). Todavia, este grupo quimico caracteriza-se por apresentar elevada toxicidade e
periodo de caréncia, além de baixa seletividade aos inimigos naturais e insetos polinizadores
(Devillers, 2003; Botton et al., 2016; Castilhos et al., 2013; 2017).

Dentre os métodos de controle preconizados pelo Manejo Integrado de Pragas (MIP)
para o controle da mosca-das-frutas 0 emprego de iscas toxicas tem sido a principal alternativa
ao uso de inseticidas aplicados em cobertura (Stark et al., 2004; Chueca et al., 2007; Ruiz et al.,
2008; Borges et al., 2015). A isca toxica pode ser formulada misturando um atrativo alimentar
com um agente letal (inseticida) ou com formulagdes de pronto uso, como o Success® 0,02 CB
(Borges et al., 2015; Harter et al., 2015).

O melago de cana-de-acUcar tem sido o principal atrativo alimentar usado para formular
iscas toxicas no sul do Brasil (Harter et al.,, 2010), pois 0s acUcares atuam como
fagoestimulantes, aumentando a quantidade de isca ingerida pelos insetos adultos (Nestel et al.,
2004). As proteinas hidrolisadas sdo outra fonte alimentar que pode ser empregada como
atrativo em iscas toxicas para o controle de A. fraterculus. No Brasil, destacam-se formulagdes
comerciais Biofruit®, Samarita Tradicional® e Flyral® (Botton et al., 2016). Um novo atrativo

alimentar, Anamed® composto de atrativos de origem vegetal, agticares fagoestimulantes,
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emuls&o inerte de 0leos e ceras, também tem sido utilizado para o controle de moscas-das-frutas
principalmente na cultura da macieira (Borges et al. 2015).

A aplicacdo das iscas toxicas geralmente ocorre nas primeiras horas da manhd, com
auxilio de pulverizador calibrado para depositar gotas grossas dirigidas as folhas ou troncos das
arvores, em fileiras do interior e borda do pomar, especialmente na divisa com matas nativas
(Nava; Botton, 2011; Botton et al., 2016). Visto que as abelhas normalmente iniciam suas
atividades de forrageamento logo nos primeiros raios solares, coletando tanto néctar, agua,
polen, quanto resina e barro (Souza et al., 2006; Oliveira et al., 2012), as gotas grossas, que se
destacam na paisagem pela sua cor e forma, logo apds a pulverizacdo, podem atrair as abelhas
que estdo em busca desses recursos e por serem fontes de acglcares e proteinas, as quais sao
base da alimentacdo da colmeia.

N&o existem trabalhos que estudem a toxicidade, atratividade e repeléncia de
formulac@es de iscas toxicas em abelhas sem ferrdo brasileiras. Dessa forma, este trabalho teve
como objetivo conhecer a toxicidade, atratividade e repeléncia dos atrativos alimentares
Anamed®, Biofruit®, Flyral® Samarita Tradicional® e melaco de cana-de-aglicar em
formulacBes de iscas tdxicas associados aos inseticidas malationa e espinosade e das iscas

toxicas de pronto uso Gelsura® e Success® 0,02CB sobre P. emerina e T. fiebrigi.

2. Material e Métodos

2.1. Insetos

Foram utilizadas operérias adultas de P. emerina e T. fiebrigi, criadas no meliponario
experimental da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas
(UFPel) (cadastro SisGen A7B64FD). Para a coleta, foram verificadas as condi¢6es de saude e
0 estado fisiologico das abelhas, de acordo com as diretrizes para testes quimicos em abelhas

(OECD, 1998). Foram coletadas abelhas de trés colmeias distintas ndo parentais (para garantir
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a variabilidade genética), em dias ensolarados com temperatura acima de 18°C. As operarias de
P. emerina e T. fiebrigi, que se localizavam na parte superior da colmeia, foram coletadas em
grupos através de sugador entomologico e pinga, respectivamente.

As abelhas coletadas foram acondicionadas em gaiolas compostas por potes plasticos
transparentes com capacidade de 250 mL (didmetro interno: 90 x 60 mm; didmetro externo:
105 x 65 mm). Para a manutencdo das abelhas, a gaiola teve o fundo do pote forrado com papel
filtro e na parte superior acoplado um tubo Eppendorf® (1,5 mL) para a oferta do alimento.
Apds a coleta, as abelhas foram levadas ao laboratério de Manejo Integrado de Pragas
(LabMIP/UFPel) e mantidas em salas climatizadas (temperatura: 28+1 °C; UR: 70£2%);
escotofase de 24 horas). A fim de minimizar o estresse ocasionado pelo confinamento,
previamente ao inicio dos testes, as abelhas permaneceram em adaptacdo por 24 horas, sendo
alimentadas com solucéo de sacarose (50% v/v).

2.2. Iscas toxicas

Cinco atrativos alimentares foram avaliados: i) Anamed® (Isca Tecnologias, ljui, RS,
Brasil), atrativo de origem vegetal, acucares fagoestimulantes, emulsao inerte de 6leos e ceras;
i) Biofruit® a 3% (BioControle Métodos de Controle de Pragas Ltda., Indaiatuba, SP, Brasil),
proteina hidrolisada de milho; iii) Flyral® a 1,25% (Biolbérica S.A., Barcelona, Espanha),
proteina hidrolisada enzimatica de origem animal; iv) Samarita Tradicional® a 3% (Samarita
Industria e Comércio Ltda., Artur Nogueira, SP, Brasil), proteina vegetal, acUcares redutores e
conservantes e v) melaco de cana-de-aglcar a 7%. As concentracdes dos atrativos alimentares
utilizadas foram definidas através da recomendacdo dos fabricantes e/ou pela experiéncia
pratica de uso.

Para a formulagdo das iscas toxicas, os atrativos alimentares foram misturados aos
inseticidas Tracer 480 SC® (espinosade 480 g i.a./L p.c.) (Dow AgroSciences Industrial Ltda.,

S30 Paulo, SP, Brasil) e Malathion 1000 EC® (malationa 1000 g i.a./L p.c) (FMC Quimica do
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Brasil Ltda., Campinas, SP, Brasil). Nos experimentos de sobrevivéncia, atratividade e
repeléncia, foram utilizadas as iscas de pronto uso Success 0,02CB® (0,24 g/L) (Dow
AgroSciences Industrial Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) diluido em agua na proporcdo de uma
parte de produto comercial para 1,5 partes de dgua conforme recomendacdo, obtendo-se a
concentragio de 96 mg.L! e Gelsura® (BASF S/A, Sio Paulo, SP, Brasil) diluido nas
proporcdes de uma parte do produto para duas de adgua resultando em mistura contendo 0,2%
de alfa-cipermetrina.

2.3. Bioensaio de toxicidade letal aguda — Via oral

A suscetibilidade das abelhas operarias as formulaces de iscas toxicas foi avaliada
mediante exposicdo via oral. As concentracdes para cada inseticida (malationa e espinosade)
foram determinadas através de bioensaios realizados em duas etapas: i) testes preliminares:
realizaram-se com o objetivo de reconhecer a faixa de concentracdo que apresentaram variacao
de resposta. Estabeleceu-se uma concentracdo estoque (CE) de 1000 ng i.a./uL de dieta. Através
de diluicdes em serie (1:10) da CE em &gua destilada, foram obtidas seis concentragdes em
ordem decrescente para o reconhecimento da faixa de concentraces para ocasionar mortalidade
entre 0 a 100% para serem utilizadas nos testes definitivos; ii) testes definitivos: reconhecida a
faixa de resposta dos testes preliminares, a CE dos inseticidas foi diluida em dgua destilada para
0 estabelecimento de sete a nove doses em concentracdes crescentes de seus ingredientes ativos
a serem aplicados.

As formulacGes dos inseticidas diluidas em &gua destilada, nas diferentes concentragdes,
foram adicionadas aos atrativos alimentares: Anamed®, Biofruit®, Flyral®, Samatira
Tradicional® e melago de cana-de-aglcar em suas devidas concentragdes e acondicionadas em
tubos Eppendorf® com um orificio no fundo de forma que as abelhas tivessem acesso ao

alimento contaminado. As seguintes concentragdes minima e maxima (em ng i.a./uL) foram
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usadas nos testes: espinosade (Tracer®) 2,0 a 100,0 e malationa (Malathion® 1000 EC) 1,0 a
500,0.

Para induzir o consumo do alimento oferecido as abelhas, os individuos foram privados
de alimentagé@o por um periodo de duas horas antes do inicio dos experimentos. Apés o periodo
de jejum, cada grupo de abelhas recebeu 1,0 mL de alimento contaminado e o controle 1,0 mL
de alimento sem inseticida. Apds seis horas de oferta de alimento contaminado, o alimentador
foi substituido por um novo, contendo apenas solugédo de sacarose ad libitum. A quantidade de
alimento consumida pelo grupo de abelhas foi obtida através da pesagem do alimentador antes
e apds a exposicao.

Para cada tratamento (concentracdo de inseticida) foram utilizadas seis repeticdes, cada
uma contendo dez abelhas adultas de trés diferentes colonias para cada espécie avaliada,
totalizando 60 abelhas por tratamento. As gaiolas foram mantidas em sala climatizada
(Temperatura: 28°C £ 1°C; Umidade Relativa: 70% * 2%; Escotofase de 24 horas). As taxas
de mortalidade foram observadas 48 horas ap6s a oferta do alimento contaminado.

2.3.2. Tempo médio de sobrevivéncia

A sobrevivéncia das abelhas ap0s a exposicdo das formulacdes de iscas toxicas via oral,
foi avaliada. Os inseticidas malationa na concentragdo de 2000 mg.L™* de dieta e espinosade na
concentracdo de 96 mg.L™! de dieta foram adicionados aos atrativos alimentares Anamed®,
Biofruit®, Flyral®, Melago de cana-de-aclicar e Samarita Tradicional®, nas suas respectivas
concentragdes. Além disso, foram utilizadas duas iscas de pronto uso Success® 0,02CB (0,24
g/L) diluido em &gua na proporcdo de uma parte de produto comercial para 1,5 partes de agua,
conforme recomendagdo, obtendo-se a concentracio de 96 mg.Lt e Gelsura® diluido na
proporcao de uma parte do produto para duas de &gua, resultando em mistura contendo 0,2%
de alfa-cipermetrina. A exposicao dos inseticidas para as abelhas e o delineamento experimental

foram realizados de acordo com o descrito anteriormente para os bioensaios de toxicidade oral.
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As avaliacOes de mortalidade ocorreram 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 12,0; 24,0;
48,0; 72,0 e 96,0 horas apds a exposicdo aos inseticidas.

2.4. Bioensaios de campo

Os experimentos de campo foram realizados nos meses de dezembro, janeiro e fevereiro
de 2017 e 2018, em periodo de crescimento dos frutos e que as aplicagcdes de iscas toxicas sdo
mais comuns no Brasil. Estaces artificiais de forrageamento foram instaladas a 10 m do
meliponario experimental (Figura 1A). As operarias passaram por um treinamento durante dois
dias para reconhecimento do local. Primeiramente, as operarias foram treinadas a coletarem
xarope (sacarose, 50% v/v) em alimentador artificial, adaptando a metodologia proposta por
von Frisch (1967) e Kaehler (2017). O alimentador consistiu de uma placa de acrilico com
ranhuras de 2,0 mm de profundidade (Figura 1B), conectado ao recipiente contendo o xarope.
O treinamento foi realizado em torno das 8:00 horas da manhd, com duracdo de quatro horas.
No dia subsequente ao treinamento, o experimento foi instalado no mesmo horario. Novamente,
foram oferecidos os alimentadores artificiais com solugdo de agUcar, precedendo o inicio dos
ensaios.

A partir do momento que foi constatada a presenca de no minimo 25 abelhas por estacéo,
os alimentadores artificiais de treinamento foram retirados, sendo iniciados os experimentos
(Figura 1C). O delineamento experimental em blocos ao acaso com dez repeti¢des foi utilizado
para os testes de atratividade e repeléncia. Cada bloco consistiu em trés estacGes de avaliacéo
para formulacOes preparadas no campo: i) Controle (Figuras 2A e 3A), ii) Atrativo sem
inseticida (Figuras 2B, 3B e 3C) e iii) Atrativo + inseticida (Figura 2C). Para as iscas de pronto
uso foram utilizadas duas estaces: ii) Isca toxica e ii) Controle.

O namero de forrageiras de P. emerina visitando as estacfes foi registrado a cada 10
minutos através de fotografias, totalizando dez tomadas diarias de imagens para cada

tratamento, as quais corresponderam as repeticdes. Os experimentos foram repetidos durante
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dez dias favoraveis ao forrageamento das abelhas (dias ensolarados e com temperatura acima
de 18°C). Posteriormente, 0 nimero de abelhas nas imagens foi contado em cada intervalo e
tratamento. Apds cada tomada de imagem, as unidades experimentais, bem como os blocos
foram rotacionados para evitar memorizacao e recrutamento em estagdes especificas e para que
todas as estacOes tivessem a mesma probabilidade de serem visitadas.

2.4.1. Atratividade

Nos testes de atratividade, cada estacdo foi composta por uma placa de Petri com 90
mm de diametro e 15 mm de altura, servindo de suporte para a placa de aplicacéo (Figura 2). A
placa de aplicacdo constituiu de um circulo de papel filtro de 63,61 cmz2. Sobre o papel filtro
foram colocadas tiras de tecido absorvente (TNT), com area de 8,0 x 1,0 x 0,3 cm (Figura 2).
Em cada tira foi aplicado, com uma microseringa graduada, 1,0 mL de cada tratamento
avaliado, no tratamento controle foi utilizada uma solucdo de sacarose (50% v/v). Baldes
plasticos de 45 cm de altura foram utilizados como suporte as estacdes de forrageamento
(Figura 1), conforme metodologia adaptada de Ingram (2013) e Rosa (2016). Avaliou-se o
efeito atrativo de atrativos alimentares com e sem inseticida e formulacdes de iscas tdxicas de
pronto uso sobre o forrageamento das abelhas.

2.4.2. Repeléncia

Nos testes de repeléncia, cada estacdo foi composta por uma placa de Petri com 90 mm
de didametro e 15 mm de altura, servindo de suporte para a placa de aplicacdo (Figura 3). A
placa de aplicacéo consistiu de um circulo papel filtro de 63,61 cmz2. Baldes plasticos de 45 cm
de altura foram utilizados como suporte as estacbes de forrageamento (Figura 1), conforme
metodologia adaptada de Ingram (2013) e Rosa (2016).

As iscas toxicas foram aplicadas sobre o papel filtro através de micropipeta simulando
uma aplicagdo no campo, com gotas de 40 microlitros, entre 4 a5 mm de diametro, distanciadas

em, aproximadamente, 1,5 cm entre si. Para a aplicacdo do atrativo Anamed® (de consisténcia
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pastosa) e das iscas toxicas Success® e Gelsura® foi utilizada uma microseringa graduada. No
tratamento controle foi aplicada dgua destilada. Com o objetivo de atrair as abelhas até as
estacdes artificiais contendo as iscas toxicas e/ou ingredientes da formulacéo, depositou-se, no
centro da placa, um circulo de TNT com 2,7 cm de diametro, contendo em seu interior solucéo
de sacarose 50% (Figura 3). Avaliou-se o efeito repelente de componentes e/ou formulacdes
de iscas toxicas sobre o forrageamento de sacarose 50%, que se mostrou o elemento mais
atrativo a P. emerina ap0s testes preliminares.

2.5. Analises estatisticas

A normalidade e homocedasticidade das variancias dos dados de mortalidade e consumo
de alimento foram verificadas através do teste de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Para
comparar se houve diferenca no consumo do alimento tratado com inseticida, durante a
exposicdo por via oral, utilizou-se ANOVA com Tukey post hoc (P < 0,05), através do
programa R® (R Development Core Team, 2015).

Os valores de CLso, bem como o seu respectivo intervalo de confianca de 95% e valores
qui-quadrado foram determinados empregando-se a funcdo log-logistic do pacote “drc” —
Analysis of Dose-Response Curves compilado pelo programa R® (R Development Core Team,
2015) (Ritz; Streibig, 2005). Apds a obtencdo da CLso das iscas toxicas, foi possivel avaliar a
toxicidade dos compostos comparando os valores de CLsp entre cada composto para P. emerina
e T. fiebrigi. Para tanto, foram utilizados os valores dos intervalos de confianga de CLso, sendo
considerados significativamente diferentes quando ndo houve sobreposicdo desses intervalos,
a 95% de probabilidade.

Os estimadores de Kaplan-Meier (método de Log-Rank) foram utilizados para avaliar a
sobrevivéncia (horas) das abelhas apds a ingestdo dos tratamentos. As curvas de sobrevivéncia
foram comparadas pelo teste de Holm-Sidak (P < 0,05), por meio do software SigmaPlot versdo

12.3 (Systat Software, San Jose, CA, USA).
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Para os testes de atratividade e repeléncia, apds a tomada das imagens as abelhas foram
contabilizadas. A normalidade dos dados foi verificada através de Shapiro-Wilk e a
homocedasticidade das variancias por Bartlett. Nos dados referentes aos atrativos alimentares
(com e sem a presenca de inseticida) que apresentaram distribuicdo normal, foi realizada a
analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05),
a fim de investigar possiveis diferencas significativas na intensidade de forrageamento. Ja nos
dados que apresentaram distribuicdo ndo normal, foi realizado o teste de Kruskal Wallis, sendo
as médias comparadas pelo teste de Dunn com correcdo de Bonferroni (P < 0,05). Para os dados
referentes as iscas de pronto uso, com distribuicdo normal, as médias foram comparadas pelo
teste t (P < 0,05), enquanto aqueles com distribuicdo ndo normal foram submetidos ao teste de
Wilcoxon. Utilizou-se o programa R® (R Development Core Team 2015) para execucdo das

analises dos experimentos de atratividade e repeléncia.

3. Resultados

Os testes de toxicidade aguda realizados com as formulagdes de iscas toxicas acrescidas
por malationa e espinosade apresentaram diferentes niveis de toxicidade para P. emerina e T.
fiebrigi, dependendo da espécie e do atrativo alimentar utilizado (Tabelas 1 e 2).

Os valores de CLso para Anamed®, Biofruit®, Flyral®, melaco de cana-de-aglcar e
Samarita Tradicional® acrescidos com malationa, ap6s a exposicio oral, foram
significativamente diferentes para P. emerina (Tabela 1). A CLsg variou de 12,28 a 121,71 ng
i.a./pL de dieta, sendo a ordem de toxicidade (em ordem decrescente) Samarita Tradicional® >
melaco de cana-de-aglcar > Biofruit® > Anamed® > Flyral®. Os atrativos alimentares
associados ao inseticida malationa apresentaram os valores de CLso de 16,62 a 94,45 ng/uL de
dieta para T. fiebrigi e seguiu a seguinte ordem decrescente de toxicidade: Samarita

Tradicional® > melago de cana-de-aglcar > Flyral® = Biofruit® > Anamed®. As diferencas
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significativas nos valores de CLso foram evidenciadas pela ndo sobreposigéo dos intervalos de
confianca de 95% (Tabela 1).

Por outro lado, os valores de CLso para espinosade combinado com Anamed® (P.
emerina 52,86 ng i.a./uL de dieta; T. fiebrigi 45,65 ng a.i./uL de dietal), Biofruit® (P. emerina
39,80 ng i.a./uL de dieta; T. fiebrigi 39,07 ng a.i./uL de dieta) e Flyral® (P. emerina 39,76 ng
i.a./uL de dieta; T. fiebrigi 55,08 ng a.i./uL de dieta) ndo diferiram entre si para a mesma
espéecie, bem como ndo diferiram entre as espécies, demonstrado pela sobreposicdo dos
intervalos de confianca (Tabela 2). Samarita Tradicional® e Melago de cana-de-agticar e quando
associados ao inseticida espinosade mostraram-se mais toxicos, com valores de CLso variando
de 6,92 a 10,61 ng i.a./uL de dieta para P. emerina, respectivamente, e ndo apresentaram
diferenca significativa entre si (Tabela 2). Samaritd Tradicional® associada ao inseticida
espinosade mostrou-se mais toxico, com valor de CLso de 4,37 ng a.i./uL de dieta para T.
fiebrigi, diferiu significativamente dos demais tratamentos. Melaco de cana-de-acUcar
apresentou CLso de 15,48 ng a.i./uL de dieta para T. fiebrigi e também diferiu dos demais
atrativos testados e associados ao inseticida espinosade (Tabela 2).

As operéarias de ambas as espécies testadas ndo apresentaram diferenca no consumo do
alimento com adicdo de inseticida, quando comparado aos seus grupos controles (atrativo
alimentar sem inseticida), demonstrado pela ANOVA: P. emerina - malationa (Anamed®: F=
0,14, P= 0,99, GL= 7; Biofruit®: F= 0,28, P= 0,59, GL= 7; Flyral®: F= 0,38, P= 0,58, GL=7;
Melago de cana-de-actcar: F= 0,38, P= 0,57, GL= 7; Samarita Tradicional®: F= 0,15, P= 0,99,
GL=7); espinosade (Anamed®: F= 0,14, P= 0,94, GL= 7; Biofruit®: F= 0,05, P= 0,83, GL=7;
Flyral®: F= 0,06, P= 0,80, GL= 7; Melaco de cana-de-aglcar: F= 0,05, P= 0,94, GL= 7;
Samarita Tradicional®: F= 0,08, P= 0,99, GL= 7); T. fiebrigi - malationa (Anamed®: F= 0,17,
p= 0,93, GL= 8; Biofruit®: F= 0,07, p= 0,93, GL= 8; Flyral®: F= 0,18, p= 0,67, GL= 8; Melaco

de cana-de-aglcar: F= 0,04, p= 0,83, GL= 7; Samarita Tradicional®: F= 0,53, p= 0,99, GL= 8);
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espinosade (Anamed®: F= 0,14, p= 0,85, GL= 8; Biofruit®: F= 0,01, p= 0,97, GL= 8; Flyral®:
F= 0,07, p= 0,93, GL= 8; Melaco de cana-de-acucar: F= 0,03, p= 0,84, GL= 8; Samarita
Tradicional®: F= 0,18, p= 0,89, GL= 8).

A sobrevivéncia das operarias de P. emerina e T. fiebrigi exibiu diferencas
significativas entre os tratamentos quando expostas as diferentes iscas toxicas via oral (Log-
Rank=971,21; GL= 12; P <0,001 e Log-Rank= 809,71; GL= 12; P <0,001, respectivamente)
(Figuras 4 e 5). Gelsura®, na concentrac&o 0,2%, ocasionou uma rapida mortalidade as operarias
das duas espécies (tempo letal mediano [TLso {+EP}] = 0,65 + 0,02 horas para P. emerina e
0,78 + 0,08 para T. fiebrigi). Os atrativos alimentares Anamed®, Biofruit®, Flyral®, melaco de
cana-de-acucar e Samarita Tradicional® associados ao inseticida malationa, causaram rapida
mortalidade as operarias de P. emerina e T. fiebrigi, sendo a sobrevivéncia média das abelhas
inferior a trés horas (Figuras 4 e 5).

Em contraste, Success® proporcionou TLso de 25,61+4,23 horas para P. emerina e
22,23+3,51 horas para T. fiebrigi, ndo diferindo significativamente das iscas Biofruit®, Flyral®
e Samarita Tradicional® associadas ao inseticida espinosade. Os atrativos Anamed® e melago
de cana-de-agucar somados ao inseticida espinosade causaram rapida mortalidade as operarias
de P. emerina (TLso [£ EP] = 9,06 £ 1,59 horas; TLso [+ EP] = 7,11 + 0,78 horas) e T. fiebrigi
(TLso [+ EP] = 8,93 + 1,56 horas; TLso [+ EP] = 4,21 + 0,32 horas) e diferiram dos demais
atrativos contendo o inseticida espinosade. Todos os tratamentos combinados com os dois
inseticidas diferiram do grupo controle, que ndo apresentou reducdo na sobrevivéncia durante
o0 periodo do teste (Figuras 4 e 5).

N&o foi possivel realizar a avaliacdo de atratividade e repeléncia no campo com as
operarias de T. fiebrigi, pois a metodologia testada demonstrou ser inviavel para essa especie
de abelha sem ferrdo. N&o foi possivel obter o minimo de 25 abelhas forrageando as estacoes

de treinamento, além disso, no momento em que o alimentador de treinamento foi substituido
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pela placa de experimento, 0 nimero de visitas de forrageiras de T. fiebrigi reduziu a zero
(Tabela 3).

De acordo com os resultados obtidos através dos testes de campo, os atrativos
alimentares e as formulacdes de iscas toxicas nao foram atrativos para as forrageiras de P.
emerina. Também, observou-se que as abelhas se afastaram rapidamente das estacfes de iscas
quando as posi¢des das placas foram trocadas. Foi observado que nos momentos em que o
numero de abelhas foi alto, com mais de 50 se alimentando na placa, sua atividade nas
proximidades do controle (sacarose) para se alimentar tornou-se mais intensa e 0S
desembarques tornaram-se mais frequentes (Tabela 4).

Dentre os atrativos alimentares, Anamed® sem inseticida e associado a malationa e ao
espinosade foi apresentou visitacdo forrageira significativamente reduzida quando comparado
aos controles, confirmando um efeito repelente para este composto (Figuras 6 e 7). Além disso,
menor nimero de forrageiras foram observadas na estacdo que continha Anamed® associado
com malationa em relacéo as estacdes que continham somente o atrativo Anamed® e o controle
(Figura 6).

N&o ocorreu diferenca na intensidade do forrageiro para os atrativos Biofruit®, Flyral®,
melaco de cana-de-aglicar e Samarita Tradicional®, associados ou n&o aos inseticidas malationa
e espinosade, portanto, ndo apresentaram efeito repelente significativo quando comparados aos
seus respectivos controles (Figuras 6 e 7). Entretanto, o efeito repelente com niveis de
forrageamento significativamente menores foi observado para as duas iscas toxicas de pronto
uso Gelsura® e Success®. Durante o experimento, as abelhas optaram pelo forrageamento na

estacdo controle em detrimento da estagdo com a formulagdo de pronto uso (Figura 8).
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4. Discussao

A exposicao de operérias adultas de P. emerina e T. fiebrigi as formulacGes de iscas
toxicas contendo os agentes letais malationa e espinosade demonstra a alta suscetibilidade
dessas espécies a tais compostos. De acordo com os resultados obtidos nos testes de toxicidade
oral aguda, foi observado que as concentracdes utilizadas para os inseticidas malationa e
espinosade para uso em iscas toxicas para o controle de A. fraterculus em pomares de maca no
Brasil sdo consideravelmente mais elevadas do que os valores de CLso determinados neste
estudo. A concentragdo recomendada do inseticida malationa (Malathion® 1000 EC) é 20,11;
36,22; 16,43; 62,32 e 162,86 vezes o valor da CLso para P. emerina e 21,75; 26,61; 28,57; 54,01
e 120,34 vezes o valor da Clso para T. fiebrigi quando associada ao atrativo Anamed®,
Biofruit®, Flyral®, melaco de cana-de-aglicar e Samarita Tradicional®, respectivamente. A
concentragdo recomendada do inseticida espinosade (Tracer®) é 1,81; 2,41; 2,41; 9,05 e 13,87
vezes 0 valor da CLso para P. emerina e 2,10; 2,45; 1,74; 6,20 e 21,96 vezes o valor da CLsg
para T. fiebrigi, quando associada ao atrativo Anamed®, Biofruit®, Flyral®, melago de cana-de-
acucar e Samarita Tradicional®, respectivamente.

Além disso, atrativos alimentares associados ao inseticida espinosade mostraram maior
toxicidade via ingestdo as abelhas em relac&o ao inseticida malationa. Corroborando com 0s
resultados encontrados no presente trabalho, Schutze et al. (2018) verificaram a elevada
toxicidade de iscas toxicas compostas pela associacdo de atrativos alimentares ao inseticida
espinosade em A. fraterculus, apresentando valores de CLso de 97,69 mg.L™ para melago de
cana-de-agucar, 15,19 mg.L? para Biofruit®, 49,69 mg.L? para Flyral® e 27,84 mg.L para
Samarita Tradicional®.

Estudos realizados com a isca toxica a base de espinosade GF-120®, demonstraram alta
toxicidade desta formulacdo sobre operarias de A. mellifera e sobre os parasitoides Fopius
arisanus (Sonan), Diachasmimorpha tryoni (Cameron) e Pysttalia fletcheri (Silvestri)

(Hymenoptera: Braconidae) (Edwards et al., 2003; Wang et al., 2005). GF-120 também
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apresentou alta toxicidade em adultos de Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead) quando
os parasitoides foram expostos a essa substancia em laboratério, entretanto, em estudos de semi-
campo a alta toxicidade nédo foi observada (Ruiz et al. 2008)

O espinosade é derivado da fermentacdo aerdbica de Saccharopolyspora spinosa Mertz
e Yao (Bacteria: Actinobacteridae) e possui em sua composi¢do a espinosina A e espinosina D
(Sparks et al., 1998; Sparks et al., 2001). O modo de acao do espinosade se da através de contato
direto com a superficie do corpo do inseto ou ingestao, a qual & mais eficiente. Esse inseticida
possui 0 mecanismo de acdo que envolve a disrupgdo dos receptores de acetilcolina e acido
aminobutirico (GABA) do sistema nervoso dos insetos (Salgado; Sparks, 2010; Kirst, 2010).
Outro diferencial dessa molécula é a sua atividade em baixas doses, promovendo mortalidades
semelhantes as causadas por Organofosforados, Piretroides e Carbamatos (Leonard et al.,
1996). Ademais, iscas associadas ao inseticida espinosade mostram-se mais palataveis aos
insetos benéficos do que as associadas ao inseticida malationa (Michaud, 2003).

Atrativos alimentares associados ao inseticida malationa, apesar de serem menos toxicos
guando comparados a sua associacdo ao inseticida espinosade, também se apresentaram
altamente toxicos as operarias de P. emerina e T. fiebriri. Os Organofosforados sdo compostos
neurotoxicos que inibem a acetilcolinesterase (AChE), a qual é responsavel pela hidrolise da
acetilcolina (ACh) nas regides sinapticas das terminac6es nervosas colinérgicas. Dessa forma,
a alta mortalidade aguda alcancada por esse inseticida em abelhas sem ferrdo é uma
consequéncia da interacdo do inseticida com seu sitio primario de acdo nestas espécies apos a
exposicao a doses letais (Fukuto, 1990; Casida; Durkin, 2013).

Melago de cana-de-aclicar e Samarita Tradicional®, associados aos inseticidas
espinosade e malationa, apresentaram os menores valores de CLso quando comparados aos
demais atrativos testados. Samarita Tradicional também se mostrou mais toxica a D.

longicaudata quando associada aos inseticidas a base de Espinosinas (Baldin et al., 2018). Esse
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fato pode estar relacionado a presenca de agucares na formulacdo dos dois atrativos. O melago
de cana-de-aclcar € um substrato rico em acUcares fermentaveis e minerais, tais como
manganés, magnésio, fosforo, potassio, zinco, sodio e calcio (Feltrin et al., 2000). A isca
Samarita Tradicional® também é composta por agticares redutores, além de proteina hidrolisada
de milho e conservantes. Iscas tdxicas que contém a combinacao de proteina com acucar podem
permitir maior estimulo a busca e ingestao das formulac6es pelos insetos ndo alvo.

Formulacdes de iscas toxicas contendo alfa-cipermetrina e malationa causam
mortalidade de adultos de P. emerina e T. fiebrigi mais rapida quando comparadas com
formulagGes de iscas toxicas contendo espinosade. Tal efeito pode estar associado
principalmente ao efeito “knock-down” dos Piretroides e a rdpida acdo de Organofosforados
sobre insetos adultos (Casida; Durkin, 2013). O atrativo alimentar Biofruit® associado a
malationa também causou elevada mortalidade a A. fraterculus quando comparado a isca de
pronto uso Success e Anamed associado ao espinosade nas primeiras dez horas ap0s a exposi¢ao
(Borges et al. 2015). A isca de pronto uso Gelsura também causou rapida mortalidade a
operarias adultas de A. mellifera quando oferecida via ingestdo, com TLso de 0,71 horas (Rosa,
2016), resultado semelhante ao obtido nesse trabalho.

Foi possivel observar alta mortalidade de todas as iscas testadas associadas aos
inseticidas alfa-cipermetrina, espinosade e malationa, pois reduziram a sobrevivéncia média
das abelhas para valores inferiores a 48 horas ap6s a exposi¢cdo. Resultado semelhante foi
observado por Borges et al. (2015), que observaram efeito semelhante entre Biofruit® +
malationa, Anamed® + espinosade e Success® na mortalidade de adultos de A. fraterculus a
partir de 16 horas ap0s a exposi¢do. Por outro lado, Success® reduziu a sobrevivéncia média
de operarias de A. mellifera somente 65,67 horas ap0s a ingestdo da isca toxica (Rosa, 2016).

A menor mortalidade inicial e um aumento gradual da mortalidade com o passar do tempo,
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pode ocorrer em funcdo da necessidade de ingestdo desse inseticida por parte dos insetos
(Vontas et al., 2011).

Além da alta toxicidade dos inseticidas avaliados, que causa elevada mortalidade das
operarias de P. emerina e T. fiebrigi, as abelhas adultas ndo sobrevivem por longos periodos
sem alimentacdo, visto que ndo possuem reservas consideraveis de carboidratos, proteinas ou
lipidios em seus corpos, 0 que as obriga se alimentarem das fontes disponiveis (Kunert;
Crailsheim, 1988; Hrassnigg; Crailsheim, 2005). Quando necessitam de energia, as operarias
se abastecem com acucares em sua colheita de mel, que obtém de reservas de mel ou atraves de
contatos trofilaticos. Barker e Lehner (1978) observaram que as abelhas engaioladas,
alimentadas exclusivamente com carboidratos, sobrevivem bem em sacarose ou xarope de
milho rico em frutose.

Alguns acucares, como manose, galactose, arabinose, xilose, melibiose, rafinose,
estaquiose e lactose sdo toxicos para as abelhas (Barker; Lehner, 1974; Barker, 1977). Outra
substancia téxica para as abelhas é a hidroximetilfurfural (HMF), formada a partir da
desidratacdo catalisada por &cido de agUcares hexose, especialmente frutose, e formada no mel
como resultado do tratamento térmico ou armazenamento. Altos niveis de HMF também devem
ser considerados como um risco quando estas abelhas se alimentam de acUcares invertidos
(Brodschneider; Crailsheim, 2010).

As proteinas hidrolisadas fornecem aminoacidos livres para nutricao e reproducao das
moscas-das-frutas, bem como a acdo foto-estimulatéria, que causa a rapida busca dessas
substancias (Vargas; Prokopy, 2006). Ademais, essas substancias podem ser utilizadas na
nutricdo das colmeias pelas abelhas operarias. A demanda especifica de proteina ocorre de
acordo com a idade das abelhas: operarias jovens sofrem alteracdes fisiologicas, como a

maturacdo dos musculos do voo (Hersch et al., 1978). Também, o consumo de proteina €
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necessario para desenvolver as glandulas hipofaringeas e os ovarios, no caso da rainha (Pernal;
Currie, 2000; Algarni, 2006; Hoover et al., 2006).

A busca por recursos para a colmeia em ambiente externo é uma das caracteristicas
consideradas mais notaveis dos insetos sociais, advindas do esfor¢o coletivo de inimeros
individuos (Robinson; Page, 1989). Durante o forrageamento, as abelhas estdo expostas a um
fluxo constante de estimulos sensoriais, sendo seres sensiveis a odores, cores e sabores (Dyer;
Chittka, 2004). Nesse sentido, as iscas toxicas, fontes de acUcares e proteinas, podem ser
atrativas as abelhas forrageiras que estdo em busca de recursos para a colmeia.

Entretanto, de acordo com os resultados obtidos no presente estudo, os atrativos
alimentares Anamed®, Biofruit®, Flyral®, melago de cana-de-aglicar e Samarita Tradicional®,
associados ou n3o aos inseticidas espinosade e malationa, e as iscas de pronto uso Gelsura® e
Success® ndo foram atrativas as operarias forrageiras durante os testes no campo. Resultados
semelhantes foram observados por Rosa (2016) para os atrativos Anamed®, Biofruit®, Flyral®
e melaco de cana-de-acticar, e para as iscas Gelsura® e Success®. O autor comenta que 0
forrageamento do controle contendo mel 30% foi constante durante todas as avaliacBes, ndo
sendo observada a atratividade dos componentes e iscas toxicas para A. mellifera. Além disso,
observou das poucas abelhas meliferas que pousaram sobre as placas, nenhuma apresentou
interesse em se alimentar dos tratamentos e logo algcavam voo, retirando-se do local.

Geralmente, durante o periodo de forrageamento, as operarias reconhecem informacées
relevantes para realizar importantes tarefas, como, por exemplo, localizar os itens alimentares
mais gratificantes e detectar a presenca de predadores (Clark; Dukas, 2003). Uma abelha
forrageira passara a maior parte do tempo escolhendo entre alvos visuais que variam de cor,
forma e padrdo, e estdo sob pressdo constante para selecionar as fontes alimentares mais
gratificantes, minimizando o risco de predacao e os custos energéticos (Chittka; Menzel, 1992).

Esse comportamento das abelhas forrageiras pode explicar o fato das abelhas preferirem a
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estacao que continha o tratamento controle (fonte mais benéfica para a colmeia) em detrimento
das estacdes que continham os atrativos alimentares com e sem inseticida ou as iscas de pronto
uso.

No entanto, as atividades de voo de operarias também estdo relacionadas a condigdes
externas, como a disponibilidade de recursos vegetais, fatores abioticos e condi¢cfes internas
das colénias (Pierrot; Schlindwein, 2003; Souza et al., 2006). Por isso, em condi¢Bes extremas
de falta de alimento ou se as iscas forem depositadas muito proximas de fontes potencialmente
atrativas as abelhas, é importante determinar se os atrativos alimentares associados ou ndo aos
inseticidas e as iscas de pronto uso possuem alguma atividade repelente as abelhas nativas.

Os resultados dos experimentos de repeléncia indicaram que, das sete formulacdes de
iscas toxicas para a supressdo populacional de moscas-das-frutas no Brasil, apenas trés
(Anamed® puro ou em mistura com malationa e espinosade; Gelsura® e Success®) apresentaram
poder repelente capaz de afastar as abelhas forrageiras de P. emerina de uma fonte de alimento
extremamente atrativa, como a sacarose 50%. Anamed® oferecido puro ou em mistura com o
inseticida malationa e Gelsura® também apresentaram efeito significativo de repeléncia ao
forrageio de A. mellifera (Rosa, 2016).

Segundo Ingram et al. (2015), inseticidas Piretroides, a exemplo do presente na isca
toxica Gelsura®, tém sido reportados por representar um risco reduzido as abelhas, devido as
suas baixas taxas de aplicacdo no campo e as suas propriedades repelentes, as quais podem
alterar o comportamento de forrageamento evitando com que as abelhas entrem em contato com
esse inseticida no campo. Em hipétese, o efeito repelente sobre P. emerina apresentado pelo
atrativo Anamed® e pelas iscas toxicas de pronto uso Gelsura® e Success® se deve a algum dos
componentes em suas formulas.

Segundo Mangan e Moreno (2009), os componentes usados na isca toxica GF-120 nao

foram atrativos ao forrageio de A. mellifera. Utilizando metodologia distinta em experimentos
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comparando abelhas nativas e A. mellifera, Goméz-Escobar et al. (2014) mostraram que GF-
120 misturado com mel (40% GF-120: 50% mel: 10% agua) foi considerado repelente para as
abelhas Trigona fulviventris Guérin e Scaptotrigona mexicana Guerin-Meneville
(Hymenoptera: Apidae: Meliponini), mas ndo desencorajou o forrageamento de A. mellifera.

Entretanto, Sanchez et al. (2012) relataram que a formulacdo GF-120 néo foi rejeitada
pela abelha sem ferrdo Plebeia moureana Ayala (Hymenoptera: Apidae: Meliponini) quando
misturado com solucdo de sacarose em uma época de escassez de alimento. Os autores
concluiram que € provavel que as abelhas forrageiras de P. moureana nédo serdo desencorajadas
a coletar néctar em uma area tratada com GF-120 (Sanchez et al., 2012). Rosa (2016) também
ndo encontrou efeito repelente da isca Success® sobre A. mellifera em testes de campo
realizados no sul do Brasil.

Os demais tratamentos ndo apresentaram efeito repelente sobre P. emerina no campo.
As abelhas visitaram as estacGes para forrageio de sacarose 50% sem apresentar qualquer
perturbacdo com a presenca de Biofruit®, Flyral®, melaco de cana-de-aglcar e Samarita
Tradicional® oferecidos com e sem a presenca dos inseticidas malationa e espinosade. Os
atrativos Biofruit®, Flyral® e melaco de cana-de-aglicar também apresentaram resultados
semelhantes quando testados com operarias de abelhas meliferas (Rosa, 2016).

A metodologia avaliada nesse estudo pode ser considerada rigorosa, ja que oferece um
componente (sacarose 50%) extremamente atrativo as abelhas, no centro de placas que contém
formulagdes de iscas tdxicas. Por outro lado, o estudo torna evidente e conclusivo que abelhas
que ndo visitam estacfes contendo uma quantidade de sacarose rodeada de certa substancia,
estdo sendo efetivamente repelidas. Conclusdo semelhante foi obtida por Rosa (2016), que
utilizou como atrativo padrédo o mel puro para A. mellifera.

Além disso, é fundamental que sejam conduzidos estudos com outras espécies nativas

de abelhas polinizadoras, visto que ha diferenca comportamental de forrageamento entre
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especies. As operarias de T. fiebrigi ndo apresentaram 0 mesmo comportamento de
recrutamento para as estacdes artificiais de treinamento quando comparadas com as operarias
de P. emerina, embora as condic¢des para os testes com as duas espécies tenham sido as mesmas.
Os resultados obtidos nesse trabalho ndo corroboram com os obtidos por Kaehler (2017), que
estudou o forrageamento e recrutamento de operarias de T. fiebrigi, na regido de Porto Alegre,
Rio Grande do Sul, utilizando alimentadores artificiais semelhantes aos utilizados nesse
trabalho e obteve um nimero superior a 25 abelhas forrageando as estacfes contendo xarope
de sacarose (50%).

A coleta de recursos realizada pelas abelhas sem ferrdo € influenciada por fatores
abiodticos como temperatura, umidade e radiacdo, pela paisagem, seja ela natural ou alterada, e
pela quantidade e qualidade dos recursos alimentares (Hilario et al. 2001; Figueiredo-Mecca et
al. 2013; Kaluza et al. 2016; Kaehler, 2017). Além destes fatores, o custo energético durante o
forrageio também é importante, e operarias podem voar por distancias maiores se o recurso for
considerado de qualidade (Heinrich, 1979; Cresswell et al., 2000). A teoria de forrageio 6timo
prevé que a utilizacdo de recursos de baixa qualidade em uma dieta depende da taxa de encontro
de recursos mais rentaveis (Kamil et al., 2012). Com isso, ao encontrar recursos considerados
de maior qualidade, as abelhas poderdo aumentar o nimero de operarias em areas onde estao
localizados os melhores recursos e diminuir o numero de visitas a locais onde a recompensa é
menor (Real, 1981). Uma provavel explicacdo para a baixa taxa de visitacdo das abelhas em
nossos trabalhos pode estar na configuracdo da paisagem e na possivel presenca de plantas que

ofereceram uma melhor recompensa para a colmeia.

5. Conclusao
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Os atrativos alimentares Anamed®, Biofruit®, Flyral®, melaco de cana-de-aclcar e
Samarita Tradicional® associados aos inseticidas malationa e espinosade e as iscas toxicas
Gelsura® e Success® sdo letais para as abelhas sem ferrdo P. emerina e T. fiebrigi em
laboratorio.

As formulacdes de iscas toxicas Anamed®, Biofruit®, Flyral®, melaco de cana-de-agticar
e Samarita Tradicional® associados aos inseticidas malationa e espinosade e as iscas toxicas
Gelsura® e Success® ndo sdo atrativas para P. emerina.

Anamed®, Gelsura® e Success® sdo repelentes as forrageiras em campo.
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Tabela 1. Concentracdo letal média (CLso ng i.a./pL de dieta) de formulagdes de iscas toxicas

contendo malationa, expostas via oral a operérias de Plebeia emerina e Tetragonisca fiebrigi.

Isca Coeficiente
Espécie?> n CLso*® (IC 95%) $? P

toxical angular+EP

P.e. 540  1,91+0,19 99,45 (90,25 — 108,65) 10,5 <0,0001
Anamed

T.f. 540  1,94+0,25 94,45 (90,45 — 98,45) 12,5 <0,0001

P.e. 540  1,42+0,14 55,21 (43,96 — 66,44) 9,62 <0,0001
Biofruit

T.f. 540  2,66+0,26 75,15 (67,18 — 83,14) 18,45 <0,0001

P.e. 540  3,11+0,30  121,71(111,09-132,33) 22,46 <0,0001
Flyral

T.f. 540  2,00+0,20 70,00 (58,22 — 81,78) 11,64 <0,0001

P.e. 540  2,79+0,32 32,09 (28,52 — 35,67) 17,60 <0,0001
Melaco

T.f. 540 2,01+0,21 37,03 (30,79 — 43,28) 11,62 <0,0001
Samarita P.e. 540  1,25+0,12 12,28 (9,34 — 15,21) 8,20 <0,0001
Tradicional T.f 540  2,39+0,22 16,62 (10,12 — 23,13) 15,61 <0,0001

'Formulagéo de isca toxica composta pelos atrativos alimentares em mistura com o inseticida

malationa (Malathion® 1000 EC); 2P.e. = Plebeia emerina; T.f. = Tetragonisca fiebrigi;

3Concentracao letal 50: concentragdo de inseticida que causa mortalidade de 50% da populagio

(ng i.a./pL de dieta); *Valores cujos intervalos de confianca (IC 95%) ndo se sobrepdem sao

considerados significativamente diferentes.
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Tabela 2. Concentracdo letal média (CLso ng i.a./pL de dieta) de formulagdes de iscas toxicas

contendo espinosade, expostas via oral a operarias de Plebeia emerina e Tetragonisca fiebrigi.

Isca Coeficiente
Espécie?  n CLso*® (IC 95%) $? P

toxical angular+EP

P.e. 540 2,13+0,20 52,86 (42,91 — 62,69) 9,6 <0,0001
Anamed

T.f. 540 2,56+0,24 45,65 (39,81 —51,49) 9,6 <0,0001

P.e. 540 1,81+0,16 39,80 (33,57 -46,02) 12,53 <0,0001
Biofruit

T.f. 540 2,02+0,19 39,07 (33,01 -45,13) 12,64 <0,0001

P.e. 540 1,41+0,11 39,76 (32,40 -47,12) 22,46 <0,0001
Flyral

T.f. 540 2,08+0,25 55,08 (46,93 - 63,25) 13,22 <0,0001

P.e. 540 2,3540,23 10,61 (9,30 — 11,93) 15,82 <0,0001
Melaco

T.f. 540 2,22+0,22 15,48 (12,82 -18,15) 11,62 <0,0001
Samarita P.e. 540 1,65+0,15 6,92 (4,42 —9,43) 8,1 <0,0001
Tradicional T.f 540 2,01+0,19 4,37 (2,27 — 6,47) 11,37 <0,0001

'Formulagéo de isca toxica composta pelos atrativos alimentares em mistura com o inseticida

espinosade (Tracer 480 SC®); 2P.e. = Plebeia emerina; T.f. = Tetragonisca fiebrigi;

3Concentracao letal 50: concentragdo de inseticida que causa mortalidade de 50% da populagio

(ng i.a./pL de dieta); *Valores cujos intervalos de confianca (IC 95%) ndo se sobrepdem séo

considerados significativamente diferentes.
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812 Tabela 3. Numero médio (+ SE) de forrageiras de Tetragonisca fiebrigi se alimentando em

813 cada alimentador.

Exp. Estacéo Namero de Exp. Estacéo Namero
abelhas de abelhas
Treinamento 2,90+0,45 Treinamento 4,60£0,75
Anamed 0,0+0,0 Anamed 0,0+0,0
! Anamed + malationa 0,0£0,0 : Anamed + espinosade 0,0£0,0
Controle 0,0+0,0 Controle 0,0+0,0
Treinamento 4,80+0,94 Treinamento 2,90+0,45
3 Biofruit 0,0£0,0 A Biofruit 0,0£0,0
Biofruit + malationa 0,0£0,0 Biofruit + espinosade 0,0£0,0
Controle 0,0+0,0 Controle 0,0+0,0
Treinamento 2,50+0,35 Treinamento 3,40+0,36
Flyral 0,0+0,0 6 Flyral 0,0+0,0
Flyral + malationa 0,0£0,0 Flyral + espinosade 0,0£0,0
Controle 0,0+0,0 Controle 0,0+0,0
Treinamento 3,80+0,38 Treinamento 2,70+0,42
SamaritaT 0,0+0,0 SamaritaT 0,0+0,0
! SamaritaT + malationa 0,0+0,0 ° SamaritaT + espinosade  0,0£0,0
Controle 0,0+0,0 Controle 0,0+0,0
Treinamento 2,10+0,29 Treinamento 3,10+0,25
9 Melago 0,0+0,0 10 Melago 0,0+0,0
Melaco + malationa 0,0+0,0 Melaco + malationa 0,0+0,0
Controle 0,0+0,0 Controle 0,0+0,0
Treinamento 4,20+0,74 Treinamento 2,50+0,15
1 Gelsura 0,0+0,0 1 Success 0,0+0,0
Controle 0,0+0,0 Controle 0,0+0,0
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Tabela 4. Numero médio (x SE) de forrageiras de Plebeia emerina atraidas e se alimentando

em cada alimentador.

Ndmero de NUmero de
Exp. Alimentador Exp. Alimentador
abelhas abelhas
Anamed 0,0+0,0 b* Anamed 0,0+0,0 b*
Anamed +
1 Anamed + malationa 0,0+0,0 b 2 0,0+0,0b
espinosade
Controle 93,30+6,05 a Controle 84,26+4,53 a
Biofruit 0,0+0,0 b* Biofruit 0,0+0,0 b*
3 Biofruit + malationa 0,0£0,0b 4 Biofruit + espinosade 0,0+0,0b
Controle 90,20+6,04 a Controle 84,09+4,89 a
Flyral 0,0+0,0 b* Flyral 0,0+0,0 b*
5 Flyral + malationa 0,0+0,0b 6 Flyral + espinosade 0,0+0,0b
Controle 90,19+6,22 a Controle 83,82+5,52 a
SamaritaT 0,0+0,0 b* SamaritaT 0,0+0,0 b*
7 SamaritaT + SamaritaT +
0,0+0,0 b 8 0,0+0,0b
malationa espinosade
Controle 90,37+5,43 a Controle 83,94+4 32 a
Melago 0,0+0,0 b* Melago 0,0+0,0 b*
9 Melago + malationa 0,0+0,0 b 10 Melago + malationa 0,0+0,0 b
Controle 92,23+6,27 a Controle 83,94+4 32 a
Gelsura 0,0+0,0 b* Success 0,0+0,0 b*
11 12
Controle 92,01+5,18 a Controle 92,53+5,77 a

*O nuamero medio de abelhas seguido da mesma letra, em cada experimento, ndo diferiu
significativamente usando o teste de Dunn (P <0,05). #O nimero médio de abelhas seguido da
mesma letra, em cada experimento, ndo diferiu significativamente pelo teste de Wilcoxon (P
<0,05).
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Figura 1. Estacdes de treinamento de abelhas sem ferrdo. (A) Estacfes sobre baldes de plastico.
(B) Detalhes: papel de filtro para esséncia, recipiente de armazenamento de sacarose e placa de
acrilico contendo ranhuras para alimentacdo de abelhas. (C) Forrageiras de P. emerina se

alimentando.
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Figura 2. Placas utilizadas para o teste de atratividade de iscas toxicas ao forrageamento de
Plebeia emerina. (A) Placa contendo o controle, sacarose (50% v/v). (B) Placa contendo

atrativo sem inseticida. (C) Placa contendo atrativo com inseticida.
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Figura 3. Placas utilizadas para o teste de repeléncia de iscas toxicas ao forrageamento de
Plebeia emerina. (A) Placa contendo o controle, 4gua destilada. (B) Placa contendo atrativo

Flyral® sem inseticida. (C) Placa contendo atrativo Anamed® sem inseticida.
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Figura 4. Curvas de sobrevivéncia de operarias de Plebeia emerina expostas oralmente as
formulagdes de iscas toxicas.

*O tempo médio de sobrevivéncia seguido pela mesma letra mindscula ndo diferiu

significativamente usando o teste de Holm-Sidak (P <0,05).
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Figura 5. Curvas de sobrevivéncia de operarias de Tetragonisca fiebrigi expostas oralmente as
formulac@es de iscas toxicas.

*O tempo médio de sobrevivéncia seguido pela mesma letra mindscula ndo diferiu

significativamente usando o teste de Holm-Sidak (P <0,05).
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Figura 6. Repeléncia de atrativos alimentares e formulagdes de iscas toxicas a base de
malationa ao forrageamento de Plebeia emerina.

*0O numero médio de abelhas seguido da mesma letra, no grupo, ndo diferiu significativamente
usando o teste de Dunn (P <0,05). O nimero médio de abelhas seguido pela mesma letra, no

grupo, nédo diferiu significativamente usando o teste de Tukey (P <0,05).
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Figura 7. Repeléncia de atrativos alimentares e formulagdes de iscas toxicas a base de
espinosade ao forrageamento de Plebeia emerina.

*0O numero médio de abelhas seguido da mesma letra, no grupo, ndo diferiu significativamente
usando o teste de Dunn (P <0,05). O nimero médio de abelhas seguido pela mesma letra, no

grupo, néo diferiu significativamente usando o teste de Tukey (P <0,05).
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919  significativamente pelo teste de Wilcoxon (P <0,05).

920



5. Consideragoes finais

Existe uma preocupacdo crescente em relacdo aos efeitos deletérios dos
inseticidas sobre as abelhas meliferas e nativas no Brasil e no mundo, entretanto, ha
uma caréncia de trabalhos relacionados as abelhas sem ferrdo brasileiras,
especialmente as espécies P. emerina e T. fiebrigi.

Experimentos de laboratério permitiram conhecer a toxicidade aguda letal dos
inseticidas acetamiprido, malationa, fosmete e espinosade, através de duas vias de
exposicdo: oral e topica. No estudo, foi demonstrado a alta toxicidade de espinosade
sobre as operérias de P. emerina e T. fiebrigi, enquanto que, acetamiprido, quando
comparado com o0s demais inseticidas apresentou menor toxicidade, sendo a
concentracéao utilizada em campo deste inseticida 52,55 vezes menor que a CLso para
P. emerina e 123,01 vezes menor que a CLso para T. fiebrigi.

Nos estudos que avaliaram o efeito subletal de acetamiprido, fosmete,
malationa e espinosade sobre operarias e forrageiras de P. emerina e T. fiebrigi foi
evidenciado que, apesar da menor toxicidade aguda letal observada para
acetamiprido, doses subletais desse inseticida afetam a atividade locomotora, a
capacidade de voo. Assim como, o reconhecimento do alimento das abelhas, podendo
causar efeitos negativos ao longo do tempo em colbnias. Estes fatores podem
prejudicar diretramente as operarias na realizagdo das tarefas para o perfeito
funcionamento da colmeia. Também, observou-se que 0s demais inseticidas
causaram efeitos negativos na atividade locomotora, de voo e no reconhecimento do
alimento das abelhas testadas.

Com os resultados encontrados no presente estudo, alem de fornecer

informacdes sobre os principais inseticidas quimicos utilizados para o manejo de
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moscas-das-frutas no Brasil sobre duas espécies de abelhas nativas sem ferréo,
proporcionou o desenvolvimento de metodologias de bioensaios que podem ser
usadaspara avaliar o efeito de produtos quimicos que séo utilziados no manejo de
pragas agricolas. Ademais, o trabalho demonstra a importancia de considerar outras
espécies de abelhas nas avaliacdes de risco, ndo apenas A. mellifera que, atualmente,
é considerada referéncia para os estudos toxicologicos. Entretanto, mais estudos de
semi-campo e campo Sa0 necessarios para investigar os impactos desses produtos
em condicdes reais, visando a preservacao da acdo dos polinizadores no momento
do controle de pragas.

A exposicao de operarias adultas de P. emerina e T. fiebrigi as formulacdes de
iscas téxicas contendo os agentes letais malationa e espinosade demonstrou a alta
suscetibilidade dessas espécies a tais compostos. Além disso, o0s atrativos
alimentares associados ao inseticida espinosade mostraram maior toxicidade via
ingestdo as abelhas em relacdo a associacdo ao inseticida malationa. Também, foi
possivel verificar que melaco de cana-de-acUcar e Samarita Tradicional®, associados
aos inseticidas espinosade e malationa, apresentaram os menores valores de CLso
guando comparados aos demais atrativos testados.

Nos experimentos de campo, foi possivel registrar que nenhuma formulagéo de
isca toxica foi atrativa as operarias de P. emerina, além disso, as formulacbes
Anamed® (com malationa e espinosade), Gelsura® e Success® (ambas de pronto uso)
foram repelentes ao forrageio de P. emerina. Entretanto, a metodologia utilizada nos
testes de campo ndo se mostrou eficiente para avaliar a atratividade e repeléncia das
formulacbes de iscas téxicas sobre as forrageiras de T. fiebrigi. Por esse motivo,
conclui-se que as diferentes espécies de abelhas respondem de forma diferente cada
metodologia e que sdo necessarios estudos para o desenvolvimento de novas
metodologias de campo para esta espécie.

Apesar das formulacdes de iscas toxicas apresentarem toxicidade elevada para
as abelhas sem ferrédo P. emerina e T. fiebrigi em laboratério, considera-se que o
emprego dessas formulagfes para o manejo de moscas-das-frutas em pomares €
uma estratégia viavel e segura, visto que nado foram atrativas as forrageiras de P.
emerina sendo que as as formulacdes Anamed® (com malationa e espinosade),

Gelsura® e Success® (ambas de pronto uso) foram repelentes a espécie.
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O presente trabalho pode ser utilizado como base para que estudos posteriores
para outras espécies de apidae, que levem em consideracéo os efeitos dos inseticidas

a nivel celular e molecular, sejam realizados em polinizadores nativos.
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