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TOXICIDADE DE AGROTOXICOS EM Melipona quadrifasciata anthidioides
LEPELETIER, 1836 (HYMENOPTERA: APIDAE)

RESUMO GERAL

As abelhas sociais sem ferrdo sé@o insetos de ampla distribuicdo geografica na
regido tropical. Sdo de reconhecida importancia econdmica e ambiental, devido a
polinizagdo e a possibilidade de exploragdo dos produtos de suas colonias.
Contudo, a sobrevivéncia dessas abelhas estd ameacada por conta de diferentes
estressores, a exemplo dos desmatamentos, queimadas e particularmente, pelo
uso inadequado de agrotoxicos. Neste sentido, estudos sobre os efeitos dos
agrotoxicos nas abelhas séo importantes e tém revelado que muitos dos produtos
utilizados nas lavouras apresentam elevado nivel de toxicidade para essas abelhas.
Diante desse cenério, o presente estudo teve por objetivo avaliar a toxicidade de
trés ingredientes ativos (i.a.) (Lambda-Cialotrina, Triflumizol e Fenpiroximato) para
Melipona quadrifasciata anthidioides. Foram testadas diferentes doses e
concentracfes dos i.a. em trés vias de exposi¢ao (ingestdo, topica e superficie de
contato). Foi avaliada a mortalidade e as variagbes comportamentais das abelhas
nos intervalos de tempo de 1, 6, 12, 24, 48, 72 e 96h. Os resultados evidenciam
alta toxicidade do Lambda-Cialotrina para M. g. anthidioides. A DLso do Lambda-
Cialotrina foi calculada para as vias de exposicdo ingestdo de alimento
contaminado e aplicacao topica em 96 horas de exposicéo, sendo 0,34 ug/org por
ingestao e 0,063 pg/org por aplicacéo tépica. Na via de exposicdo por superficie de
contato o Lambda-Cialotrina ndo causou mortalidade significativa em relacdo aos
tratamentos controle, no entanto provocou alteracdes comportamentais nas
abelhas. O Triflumizol e o Fenpiroximato ndo causaram mortalidade significativa
nas abelhas, mas também afetaram o0 seu comportamento, causando
desorientacéo, dificuldade de locomocéo, agitacao, paralisia e prostracéo nas trés
vias de exposicado. Lambda-Cialotrina € altamente toxico para M. g. anthidioides,
causando mortalidade significativa e alteracdes comportamentais evidentes. Ja o
Triflumizol e Fenpiroximato ndo apresentaram toxicidade letal, mas afetaram
visivelmente o comportamento das abelhas, o que pode representar risco a
sobrevivéncia e desenvolvimento das colonias.

Palavras-chave: Abelhas sem ferrdo, Pesticidas, Saude das abelhas.



TOXICITY OF PESTICIDES ON Melipona quadrifasciata anthidioides
LEPELETIER, 1836 (HYMENOPTERA: APIDAE)

GENERAL ABSTRACT

Social stingless bees are insects with a wide geographical distribution in the tropical
region. They are of recognized economic and environmental importance due to
pollination and the possibility of exploiting products from their colonies. However,
the survival of these bees is threatened due to different stressors, such as
deforestation, wildfires, and particularly, the inappropriate use of pesticides. In this
sense, studies on the effects of pesticides on bees are important and have revealed
that many of the products used in agriculture have a high level of toxicity for these
bees. Given this scenario, the present study aimed to evaluate the toxicity of three
active ingredients (a.i.) (Lambda-Cyhalothrin, Triflumizole, and Fenpyroximate) for
Melipona quadrifasciata anthidioides. Different doses and concentrations of a.i.
were tested in three exposure routes (ingestion, topical, and contact surface).
Mortality and behavioral variations of bees were evaluated at time intervals of 1, 6,
12, 24, 48, 72, and 96 h. The results showed high toxicity of Lambda-Cyhalothrin to
M. g. anthidioides. The LDso of Lambda-Cyhalothrin was calculated for the exposure
routes of contaminated food ingestion and topical application in 96 hours of
exposure, being 0.34 pg/org by ingestion and 0.063 pg/org by topical application. In
the contact surface exposure route, Lambda-Cyhalothrin did not cause significant
mortality compared to control treatments, but it caused behavioral changes in bees.
Triflumizole and Fenpyroximate did not cause significant mortality in bees, but they
also affected their behavior, causing disorientation, difficulty in locomotion, agitation,
paralysis, and prostration in the three exposure routes. Lambda-Cyhalothrin is
highly toxic to M. g. anthidioides, causing significant mortality and evident behavioral
changes. Triflumizole and Fenpyroximate did not exhibit lethal toxicity but visibly
affected the behavior of bees, which could represent a risk to the survival and
development of colonies.

Keywords: Stingless bees, Pesticides, Bee health.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Recomendacdes para o controle de pragas e doencas de produtos
formulados com os ingredientes ativos Triflumizol, Lambda-Cialotrina e
Fenpiroximato em culturas polinizadas por Melipona quadrifasciata. .................. 19

Tabela 2. ConcentragOes de ingrediente ativo testadas em Melipona
quadrifasciata anthidioides em diferentes vias de eXpoSIiCao0. .............ccceevvvvvrnnnnn. 31

Tabela 3. Descricéo das variagbes comportamentais observadas durante as
avaliacoes da toxicidade do ingrediente ativo nas abelhas...............ccccceevvvvvnnnnnn. 34

Tabela 4. Percentual de abelhas campeiras de Melipona quadrifasciata
anthidioides sobreviventes em 96 horas ap6s exposi¢cdo ao Lambda-Cialotrina por
ingestao de alimento contaminado, erro padréao e intervalo de confianca............ 39

Tabela 5. Percentual de abelhas campeiras sobreviventes de Melipona
quadrifasciata anthidioides em 96 horas apds exposi¢cao ao Lambda-Cialotrina por
aplicacao topica, erro padréo e intervalo de confianga. ...........ccccceeeeiieeiiiieinnnnnnnn. 42

Tabela 6. Percentual de abelhas campeiras de Melipona quadrifasciata
anthidioides sobreviventes em 96 horas ap6s exposi¢cdo ao Lambda-Cialotrina por
superficie de contato contaminada, erro padréo e intervalo de confianca. .......... 44

Tabela 7. Percentual de abelhas campeiras de Melipona quadrifasciata
anthidioides sobreviventes apds exposicao a diferentes concentracdes do
Triflumizol por ingestdo de alimento contaminado, erro padrao e intervalo de
CONTIANGAL oo 48

Tabela 8. Percentual de abelhas campeiras de Melipona quadrifasciata
anthidioides sobreviventes apds exposicao a diferentes concentracdes do
Triflumizol por contato a superficie contaminada, erro padréo e intervalo de
CONTIANGA. et 50

Tabela 9. Percentual de abelhas campeiras de Melipona quadrifasciata
anthidioides sobreviventes ap0s exposicéo a diferentes concentracdes do
Triflumizol por via topica, erro padréo e intervalo de confianga...........cccccceevveee... 51

Tabela 10. Percentual de abelhas campeiras de Melipona quadrifasciata
anthidioides sobreviventes ap0s exposi¢ao a diferentes concentracdes do
Fenpiroximato por ingestéo de alimento contaminado, erro padréo e intervalo de
(o0 o1 {F= T g (o VAP 55

Tabela 11. Percentual de abelhas campeiras de Melipona quadrifasciata
anthidioides sobreviventes ap0s exposi¢ao a diferentes concentracdes do
Fenpiroximato por aplicacéo tépica, erro padrao e intervalo de confianca........... 57

Tabela 12. Percentual de abelhas campeiras de Melipona quadrifasciata
anthidioides sobreviventes apds exposicdo a diferentes concentracdes do
Fenpiroximato por contato a superficie contaminada, erro padrdo e intervalo de

(o0 ] 7= o TR 58



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura molecular do FenpiroXimato...........cccccvvveiiiiieeeeeieiiicee e 20
Figura 2. Estrutura molecular de dois isbmeros do Lambda-Cialotrina. .............. 21
Figura 3. Estrutura molecular do Triflumizol. ............cccovvviiiiiii e, 23

Figura 4. Caixa de criagdo para coleta das abelhas campeiras de Melipona
quadrifasciata anthidioides para bioensaio e divisérias da caixa modelo INPA. .. 28

Figura 5. Gaiola de criagdo das abelhas para testes toxicoldgicos.. ................... 29

Figura 6. Fluxograma do procedimento de definicdo das concentracdes a serem
((SS3 =T = 31

Figura 7. Sequéncia de diluicdo e preparo das solucdes de i.a e tratamentos
controles para testes de toxicidade em trés vias de expoSiGao0.............cceeeeeeeennn. 32

Figura 8. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier a partir do tempo de exposicéo
(horas) para Melipona quadrifasciata anthidioides expostas ao Lambda-Cialotrina
por ingestao de alimento contaminado...........cccooeeeiiiiiiiiiiiiii e e 38

Figura 9. Curva de dose-resposta, DLso e erro padrao do Lambda-Cialotrina para
Melipona quadrifasciata anthidioides por ingestéo de alimento contaminado em 96

1] = 1 PSPPSR 40
Figura 10. Grafico de Boxplot para o consumo total de alimento por abelha
campeira de Melipona quadrifasciata anthidioides de cada tratamento............... 41

Figura 11. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier a partir do tempo de
exposicdo (horas) para Melipona quadrifasciata anthidioides expostas ao Lambda-
Cialotrina por aplicaCao tOPICA. . ......coevviuiiiiie e e 41

Figura 12. Curva de dose-resposta e DLso e erro padrao do Lambda-Cialotrina para
Melipona quadrifasciata anthidioides por via de exposicdo tépica em 96 horas. . 43

Figura 13. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier a partir do tempo de
exposicao (horas) para Melipona quadrifasciata anthidioides expostas ao Lambda-
Cialotrina por contato com superficie contaminada...............ooocvvviiieeeeeenen e 43

Figura 14. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier a partir do tempo de exposi¢édo
(horas) para Melipona quadrifasciata anthidioides exposta ao Triflumizol por
ingestao de alimento contaminado. ...........ccouuiiiiiiiii i 48

Figura 15. Grafico de Boxplot para o consumo total de alimento por abelha
campeira de Melipona quadrifasciata anthidioides de cada tratamento............... 49

Figura 16. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier a partir do tempo de exposicéo
(horas) para Melipona quadrifasciata anthidioides exposta ao Triflumizol por contato
a superficie contaminada. ..........oooeeeiiiii i 50

Figura 17. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier a partir do tempo de exposi¢édo
(horas) para Melipona quadrifasciata anthidioides exposta ao Triflumizol por
APNCACED tOPICA. .. e e e e e 52

Figura 18. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier a partir do tempo de exposicéo
(horas) para Melipona quadrifasciata anthidioides exposta ao Fenpiroximato por
ingestao de alimento coNtamiNadO. .............uuuiiiiieeeiiieeere e e e e e eaanns 55



Figura 19. Grafico de Boxplot para o consumo total de alimento por abelha de cada
TFALAIMEINTO. . ..o et e e et e e e e e e e e eaas 56

Figura 20. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier a partir do tempo de exposicéo
(horas) para Melipona quadrifasciata anthidioides exposta ao Fenpiroximato por
oY o] [o7= To= Lo I (o] ][ U 57

Figura 21. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier a partir do tempo de exposicéo
(horas) para Melipona quadrifasciata anthidioides exposta ao Fenpiroximato por
contato a superficie contaminada. .............cceeieiiiiiiiiiiiii e 58



1.0
2.0
2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
3.0
3.1
3.2
3.3
3.4
3.5

3.6

3.7

4.0
4.1
4.2
4.3
5.0
6.0
7.0

SUMARIO

INTRODUGAOD . ... .ottt ettt e ettt st ste et e e eeeare e 12
REVISAO DE LITERATURA ..ot 14
Abelhas SOCIaIS SEM FEITAO ......coeei i 15
Declinio das populagdes de abelhas ............ccccceeiiiiiiiiiiii e 16
Y | 0] (0 ) q[o 0 1 SRR 17
Métodos de avaliacdo de toxicidade de agrotoxicos em abelhas ................ 24
Toxicidade de agrotdxicos em Melipona quadrifasciata..............cccccceeeeennee 26
MATERIAL E METODOS ......cctiiiiiiieierieteesieie et e e 28
AV F= Ta LT [ R e F= oo ] (o] g1 = L= USRI 28
Coleta de abelNASs ..........uuuuuiuiiiiiiiiiiii 28
INGredientes AtIVOS..........coiviiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 29
Delineamento experimental ... 29
Doses e concentragies teStadas..........ceeveeeeiiiiviiiiiii e 30
3.5.1 Diluicdo dos ingredientes atiVoS.............uuceeiiieeeeiiiiiiiiiei e e 32
ViaS 08 EXPOSIGAD .. ...ceiiiieiiiiiieiiee ettt 33
3.6.1 Ingestao de Alimento Contaminado ................uuueuueiimmmiiiiiiiiiiiiiiiiiinannns 35
3.6.2 APlICACAD TOPICA....ccceeeeeeeeeieiee e e e 35
3.6.3 Superficie de Contato Contaminada............ccceeevvvveriiiiieieeeeeeeeeiinn, 35
Analise e interpretacdo dos dadosS.........cc.uvviiiiiiieiiiiieee e 36
3.7.1 Avaliagio de SODIEVIVENCIA. ........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 36
3.7.3 CoNSUMO de AlIMENTO......uuuuuiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeien e eeeeeeeeeeeaaanne 37
RESULTADOS E DISCUSSAO........coiieeeieeeeeeeeeee e 38
Lambda-Cialotringa..........oeuueeiiii e 38
118 T 014 | a7
=T aT 11 £0) d] 1 4= Lo IR PP PPPPP 54
CONCLUSOES. ..ottt 62
REFERENCIAS ..ottt 63

CONSIDERAGOES FINAIS......ooiioeieeeeeeeeeeeee e 78



12

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos a liberagcdo de novos agrotéxicos no Brasil alcancou
nameros expressivos, representando mais de 50% da quantidade total de produtos
formulados liberados para comercializacdo (Brasil, 2023). Ao todo, existem mais de
trés mil formulacbes de produtos fitossanitarios registrados no Ministério da
Agricultura e Pecuéaria (MAPA) e com isso, 0 pais se destaca como um dos maiores
consumidores de agrotoxicos no mundo, em termos de quantidade total utilizada,
sendo mais de 700 mil toneladas de agrotoxicos utilizados em 2021 (FAO, 2023).

A utilizacdo excessiva, bem como a crescente liberacdo de agrotéxicos
representa uma grave ameaca as abelhas e de forma particular as abelhas sociais
sem ferrdo (ASSF) (Toledo-Hernandez et al., 2022). Evidéncias cientificas tém
demonstrado diversos efeitos toxicos de diferentes agrotoxicos em espécies de
abelhas sociais sem ferrdo, comprovando o0 risco que esses estressores
representam para as abelhas (Aguiar et al., 2023; Padilha et al., 2020; Piovesan et
al., 2020; Prado-Silva et al., 2018; Seide et al., 2018; Tomée et al., 2015).

A avaliacao de risco de agrotéxicos visa avaliar o impacto potencial desses
produtos em populacdes de organismos ndo alvo. Em abelhas, essa avaliacdo é
realizada principalmente em Apis mellifera Linnaeus, 1758, pois essa espécie possuli
ampla distribuicdo mundial (Pires; Torezani, 2018). No Brasil, o Instituto Brasileiro de
Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) também utiliza A. mellifera
como organismo modelo para avaliacdo de risco dos agrotdxicos em insetos nao
alvo, embora haja incertezas sobre se uma Unica espécie exotica é o mais adequado
para proteger as diversas espécies de abelhas nativas (Cham et al., 2019).

O Brasil possui uma grande diversidade de espécies de abelhas, podendo
abrigar mais de trés mil espécies (Silva et al., 2015). Destaca-se, em particular, pela
maior variedade de abelhas sociais sem ferrdo do mundo (Camargo; Pedro, 2013;
Pedro, 2014), que séo consideradas polinizadoras nativas de grande valor ecolégico,
com potencialidade para valoracdo econdmica (Imperatriz-Fonseca et al., 2012).

As ASSF possuem eficacia comprovada na polinizacdo de diversas culturas
agricolas como: macieira (Viana et al., 2014); tomateiro (Bartelli; Nogueira-Ferreira,
2014; Silva-Neto et al., 2019); pepineiro (Nicodemo et al., 2013) e morangueiro (Silva
et al., 2020). Por tanto, € fundamental considerar essas abelhas nos ensaios de

avaliacéo de risco de agrotoxicos.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653518304351#bib17
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Além disso, as abelhas nativas sdo mais sensiveis ao efeito de agrotoxicos
guando comparadas com a A. mellifera (Aguiar et al., 2023; Del Sarto et al., 2014;
Lourencetti et al., 2023; Piovesan et al., 2020; Tomé et al., 2017). A capacidade de
desintoxicacao celular, estrutura da cuticula, peso ou tamanho corporal, habitos de
vida, sdo exemplos de fatores que podem alterar o nivel de toxicidade a depender
da espécie (Aguiar et al., 2023; Al Naggar et al., 2022; Brittain; Potts, 2011; Piovesan
et al., 2020). Deste modo, a realizacao de estudos de toxicidade de agrotéxicos em
abelhas sociais sem ferrdo faz-se necessario para o entendimento do real risco ao
gual essas espécies estdo expostas (Assis et al., 2022).

Neste sentido, foi criado no Brasil um Grupo Técnico de Trabalho (GTT)
vinculado ao IBAMA, com o objetivo de selecionar uma ou mais espécies nativas
com potencial para serem usadas como organismos indicadores na avaliagdo de
toxicidade de agrotoxicos em abelhas. O resultado deste GTT culminou na selecéo
de 12 espécies de abelhas nativas prioritarias, sendo sete de habito solitario e cinco
de habito social, dentre as quais estd a Melipona quadrifasciata Lepeletier, 1836
(Pires; Torezani, 2018).

A preocupacado com o impacto dos agrotéxicos nas abelhas tem crescido nos
altimos anos. Em éareas extensas de cultivo agricola, a utilizacdo de agrotoxicos
torna-se uma pratica comum para o controle das pragas e doencas que possam
comprometer a producdo. No entanto, € importante considerar os efeitos desses
produtos na biodiversidade, especialmente em espécies polinizadoras como as
abelhas (Abati et al., 2021; Aguiar et al., 2023; Almeida et al., 2021; Tosi et al., 2022).

Dentre os diversos ingredientes ativos utilizados no controle de pragas e
doencas em diferentes culturas agricolas, encontram-se o Triflumizol (Fungicida), o
Lambda-Cialotrina (Inseticida) e o Fenpiroximato (Acaricida). Esses produtos séao
recomendados para o controle fitossanitario de diferentes organismos prejudiciais as
diversas culturas que sdo amplamente cultivadas em polos frutiferos, como é o caso
do Vale do Sao Francisco. A exemplo dessas culturas, tém-se acerola, manga,
melancia e meldo, cujas flores podem ser visitadas pela Melipona quadrifasciata
(Brasil, 2023; Wolowski et al., 2019).

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade dos
ingredientes ativos (i.a.) Triflumizol, Lambda-Cialotrina e Fenpiroximato para
Melipona quadrifasciata anthidioides, por trés vias de exposi¢do: ingestdao de

alimento contaminado, aplicacdo topica e por contato com superficie contaminada.
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2. REVISAO DE LITERATURA

As abelhas sao insetos com importancia econdmica e ambiental, devido a
polinizacdo e a exploragao de seus produtos, principalmente nas regides tropicais
(Rader et al., 2013). Sdo também relevantes para a manutencéo da biodiversidade
vegetal como polinizadores da maioria das plantas com flores (Badowska et al.,
2019), por isso sao consideradas como os polinizadores mais importantes do planeta
(Quazada-Euan et al., 2018).

Estima-se que em torno de 99,8% dos agentes polinizadores bidticos sejam
insetos e dentro desse percentual, mais de 70% séo abelhas (Giannini et al., 2015a;
Montenegro; Simoni, 2021). A polinizagdo realizada pelas abelhas aumenta a
qualidade dos frutos, a quantidade e o valor do produto, o que impacta positivamente
a economia (Klatt et al., 2014; Montenegro; Simoni, 2021).

As ASSF foram relatadas como polinizadoras de 1.476 géneros de plantas
em 221 familias em todo o mundo (52% das familias de angiospermas), com cada
espécie visitando em média 31 géneros de plantas (Bueno et al., 2023). Deste modo,
€ indiscutivel a importancia ambiental das abelhas sociais sem ferrdo como
polinizadoras para a biodiversidade global.

Com relacdo a producdo agricola, aproximadamente 50% dos cultivos
dependem da polinizacdo (Giannini et al., 2015b), sendo que as abelhas estéo
associadas ao aumento substancial das principais colheitas (Santos et al., 2021).
Sabe-se que a maioria das plantacdes destinadas a alimentacdo séo visitadas por
polinizadores, dentre eles as abelhas (Klein et al., 2007), podendo chegar a 80% das
plantas utilizadas direta ou indiretamente na producdo de alimento (Montenegro;
Simoni, 2021).

As ASSF sao polinizadoras eficazes de diversas culturas agricolas, mesmo
aguelas que nao sao nativas de seu continente, como café, goiaba, manga, caja e
tamarindo (Bueno et al., 2023). A utilizacdo de abelhas sociais sem ferrdo como
polinizadores de culturas agricolas é uma pratica cada vez mais comum, tendo em
vista que sua polinizagao contribui para o aumento da producgéo de frutas e sementes
da maioria das plantas cultivadas comercialmente (Barbosa et al., 2017; Imperatriz-

Fonseca; Silva-Nunes, 2010).
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2.1 Abelhas sociais sem ferréo

As abelhas sociais sem ferrdo ou meliponideos sao insetos sociais que estao
dispersos em sua maioria nas regides tropicais e subtropicais do planeta (Oliveira et
al., 2013). Existem mais de 400 espécies de ASSF descritas em todo o mundo,
destas, mais de 300 ocorrem naturalmente no Brasil e estdo distribuidas em 32
géneros (Alves et al., 2021; Camargo; Pedro, 2013). A criacao técnica de ASSF é
denominada de meliponicultura, uma atividade historicamente desenvolvida pelos
povos originarios (Kerr et al., 1996; Nogueira-Neto, 1997).

O género Melipona (Hymenoptera: Apidae, Meliponini) agrupa cerca de 50
espécies distribuidas na regido Neotropical (Camargo; Pedro, 2013). Sdo abelhas
de aspecto robusto, de tamanho entre seis e 15 mm, com ninhos sendo encontrados
principalmente em ocos de troncos ou galhos de arvores. Sao facilmente
reconhecidos por sua entrada caracteristica constituida de raias salientes feitas de
geopropolis, ficando uma abelha vigia na entrada da maioria das espécies (Alves et
al., 2016; Alves et al., 2021; Souza, et al., 2009).

Dentre as espécies de Melipona que ocorrem no Brasil, destaca-se a
Melipona quadrifasciata, que é conhecida popularmente como Mandacaia. Esta
espécie € considerada como politipica com duas subespécies descritas: M.
quadrifasciata quadrifasciata e M. quadrifasciata anthidioides. Ambas sé&o
amplamente difundidas e criadas por meliponicultores em diversos estados
brasileiros (Camargo; Pedro, 2013; Jaffé et al., 2015; Pedro, 2014).

Pesquisadores tém relatado a importancia da M. quadrifasciata para a
polinizacéo de diversas plantas nativas, podendo representar até 90% das espécies
vegetais visitadas por esta abelha em diferentes regides (Radaeski; Bauermann,
2021; Radaeski et al., 2022). As principais familias botanicas visitadas pela M.
guadrifasciata, sdo: Myrtaceae, Fabaceae, Asteraceae, Solanaceae,
Melastomataceae e Mimosaceae (Barth; Freitas; Vanderborght, 2020; Luz et al.,
2018; Nascimento et al., 2015; Oliveira-Abreu et al., 2014; Souza et al., 2019; Vieira
et al., 2022).

Em relagdo a polinizacdo de culturas agricolas, estudos cientificos tém
elucidado resultados importantes, como: o aumento de massa fresca, comprimento,
maior numero de sementes, aumento no teor de agucar e maior taxa de frutificacéo
efetiva em plantas cultivadas comercialmente e polinizadas pelas abelhas

mandacaias, a exemplo da macieira (Viana et al.,, 2014), tomateiro (Bartelli


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653518304351#bib9
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653518304351#bib9

16

Nogueira-Ferreira, 2014; Silva-Neto et al., 2019) e pimentdo (Roselino; Santos;
Bego, 2010). Além disso, € considerada polinizadora efetiva de outras culturas,
como: abobreira, aceroleira, cafeeiro, goiabeira e urucuzeiro (Giannini et al., 2020;
Wolowski et al., 2019).

Apesar da reconhecida importancia das abelhas para manutencdo da
biodiversidade e producao agricola, esses insetos estao seriamente ameacados pela
utilizacdo excessiva de agrotoxicos, conforme ja mencionado anteriormente. Nesse
sentido, é essencial proteger e preservar as abelhas e seu habitat, a fim de garantir

a continuidade de sua importancia econémica e ambiental para as geracdes futuras.

2.2 Declinio das populacdes de abelhas

O declinio das populagbes de polinizadores tem sido causado,
principalmente, pelo uso ndo sustentavel dos ecossistemas para producao agricola
(Cunha; Nobrega; Junior, 2014). Entre os principais fatores estdo a perda e
fragmentacao de habitats; utilizacdo excessiva de agrotoxicos; poluicdo ambiental;
introducdo de espécies exoticas; disseminacao de parasitos e doencas; mudancas
climaticas e diminuicdo da diversidade de recursos (Nath; Singh; Mukherjee, 2023;
Potts et al., 2010; Toledo-Hrnandez et al., 2022).

O declinio nas populacdes de polinizadoras, em especial as abelhas, é
preocupante pois pode levar também a uma diminuicdo da biodiversidade vegetal
(Lima et al., 2016) e por consequéncia, um desequilibrio nas condi¢cées de vida no
planeta (Potts et al., 2016). Um dos principais fatores que causam a diminuicdo da
populacdo de abelhas é a contaminacdo por agrotdxico, que pode ocorrer de
diversas formas, por contato, ingestao de recursos florais, particulas suspensas no
ar e na coleta de recursos, como solo, agua, propolis e resina (Boyle et al., 2019).

Os prejuizos causados pelos agrotoxicos a populacéo de abelhas vao desde
a mortalidade dos individuos até alteracdes morfoldgicas e fisiolégicas, como
alteracdo no tempo de desenvolvimento da larva, diminuicdo na taxa de respiracao,
comportamento locomotor e percepcdo a sacarose (Piovesan et al., 2020; Prado-
Silva et al., 2018; Seide et al., 2018).

De acordo com a meta-analise realizada por Tosi et al. (2022), os grupos
quimicos relatados na literatura como 0s mais toxicos para as abelhas sdo os
inseticidas sistémicos neonicotindides, que possuem maior toxicidade por ingestao,

e 0s piretréides, que tém maior toxicidade por contato. Ainda segundo o mesmo
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estudo, os ingredientes ativos que atuam como moduladores alostéricos do receptor
nicotinico de acetilcolina (NnAChR) séo os que apresentam maior nivel de toxicidade
para as abelhas.

Além dos inseticidas, outros grupos de agrotdxicos também apresentaram
efeitos toxicos para abelhas, tais como: herbicidas (Nocelli et al., 2019; Santos et al.,
2022; Seide et al., 2018), fungicidas (Almeida et al., 2021; Domingues et al., 2020;
Prado et al., 2020; Tomé et al., 2017) e acaricidas (Dahlgren et al., 2012; Johnson et
al., 2013; Leite et al., 2022).

Uma exposi¢cdo combinada a diferentes agrotéxicos, bem como a interacao
com outros estressores, a exemplo de alteracdes climaticas e a infraestrutura
ecolégica da paisagem, podem aumentar o risco que estes produtos causam as
abelhas (Potts et al., 2016).

A preocupacao é que a diminuicdo das popula¢cdes de abelhas possa levar
a uma reducdo da biodiversidade vegetal, o que teria impactos significativos em todo
0 ecossistema (Lima et al., 2016; Potts et al., 2016). Deste modo, é importante
conhecermos os mecanismos de acao dos agrotoxicos e os efeitos letais e subletais
gue eles podem causar nas abelhas, sobretudo as abelhas nativas (Abati et al., 2021;
Tosi et al., 2022).

Portanto, a realizacéo de testes de toxicidade de agrotéxicos em abelhas
sociais sem ferrdo torna-se essencial para compreender o verdadeiro perigo ao qual
as espécies nativas estdo sujeitas, dada sua maior sensibilidade aos efeitos dos
agrotoxicos quando comparadas as espécies exoticas (Aguiar et al., 2023; Del Sarto
et al., 2014, Lourencetti et al., 2023).

Dentre as espécies nativas listadas como prioritarias para realizacao de testes
de toxicidade de agrotéxicos, encontra-se a M. quadrifasciata (Pires; Torezani,
2018), selecionada devido a varios fatores que a toram uma espécie relevante.
Dentre eles, destacam-se a sua ampla distribuicdo em diferentes regides do Brasil,
seu papel significativo na polinizacdo de culturas agricolas e plantas nativas, além
da sua importancia econdmica e socioambiental, uma vez que contribui para a
producédo de alimentos, manutencdo da biodiversidade e geracéo de renda para os

meliponicultores.

2.3 Agrotoxicos

A Lei N° 14.785, de 27 de dezembro de 2023, que dispde sobre questdes
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relacionadas aos agrotoxicos, produtos de controle ambiental, produtos técnicos e

afins, define o termo agrotoxico como:
Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos destinados ao
uso nos setores de producdo, no armazenamento e no beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens ou na protecdo de florestas plantadas, cuja
finalidade seja alterar a composi¢éo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las
da agéo danosa de seres vivos considerados nocivos (Brasil, 2023, cap. |, art. 2,
ins. XXVI).

Os agrotoxicos sdo substancias quimicas utilizadas na agricultura, pecuaria
ou domicilios, para combater e controlar organismos indesejaveis, podendo matar
diretamente o organismo ou controlar seu processo reprodutivo, atuando de modo
geral no bloqueio de processos metabdlicos vitais para os organismos alvo
(Nascimento; Melnyk, 2016).

Estes produtos podem ser organizados em diferentes classes, conforme o
organismo ao qual possuem acdo de combate, a exemplo dos inseticidas, que
possuem acgao contra insetos; fungicidas, que atuam no combate a fungos; e
acaricidas, que tém acdo sobre acaros (Karam et al., 2015). No entanto, alguns
produtos sédo registrados em mais de uma classe. Podem ser agrupados também em
grupos quimicos, conforme a semelhanca das estruturas moleculares do principio
ativo que o constitui (Mendes et al., 2019).

Dentre os diversos agrotoxicos liberados para comercializagdo e uso no
Brasil, encontram-se os ingredientes ativos (i.a.) Lambda-Cialotrina (Inseticida),
Triflumizol (Fungicida) e Fenpiroximato (Acaricida). Esses i.a. sdo encontrados em
formulacées comerciais liberadas para uso no controle de pragas e doencas em

cultivos agricolas que séo polinizados por M. quadrifasciata (Tabela 1).
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Tabela 1. Recomendacdes para o controle de pragas e doencas de produtos

formulados com os

ingredientes ativos  Triflumizol,

Lambda-Cialotrina e

Fenpiroximato em culturas polinizadas por Melipona quadrifasciata.

Ingrediente

. Culturas Organismo alvo Nome comum
ativo
Abdbora;Acerola; )
Café; Manga; Tetranychus urticae Acaro rajado
Piment&do;Tomate
Maca Panonychus ulmi Acaro da macieira
Fenpiroximato -
Manga Polyphagigiﬁgsonemus Acaro branco
] Oligonychus ilicis Acaro vermelho
Café ]
Brevipalpus phoenicis Acaro da leprose
Abqera; ~ Diaphania nitidalis Broca das cucurbitaceas
Melancia; Melado
Café Leucoptera coffeella Larva minadora
Manga Megalopyge lanata Lagarta-de-fogo; Taturana
Pimentéo; Neoleucinodes Broca pequena do
Tomate elegantalis tomateiro
Bemisia tabaci Mosca branca
Diabrotica speciosa Vaquinha verde amarela
Lambda-
Cialotrina Frankliniella schultzei Tripes
Helicoverpa armigera Lagarta-do-algodao
Tomate
Helicoverpa zea Broca grande do tomate
Myzus persicae Pulgéo verde
Plutella xylostella Traca das cruciferas
Tuta absoluta Traca do tomateiro
Colletotrichum
gloeosporioides Antracnose
Gloeodes pomigena Fuligem
Maca
Podosphaera leucotricha Oidio
Venturia inaequalis Sarna
Triflumizol Manga Oidium mangiferae Oidio
Melancia Sphaerotheca fuliginea  Mildio-pulverulento; Oidio
Colletotrichum orbiculare Antracnose
Melao Didymella bryoniae

Podriddo-amarga

Sphaerotheca fuliginea  Mildio-pulverulento; Oidio

FONTE: Brasil, 2023.
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Além disso, residuos destes ingredientes ativos foram detectados em
produtos das abelhas (Rissato et al., 2007; Rodrigues et al., 2018; Sanchez-Bayo;
Goka, 2014), na agua (Gama; Oliveira; Cavalcante, 2013) e no solo (Pinheiro;
Morais; Silva, 2011), tornando-0s uma ameaca potencial a saude das abelhas.

O Fenpiroximato é um acaricida do grupo quimico Pirazol, seu nome quimico
e tert-butyl4-[({(E)-[(1,3-dimethyl-5-phenoxy-1H-pyrazol-4-yl)methylene]amino}
oxy)methyllbenzoate; férmula bruta C24H27N3O4 e formula estrutural expressa na
Figura 1.

Figura 1. Estrutura molecular do Fenpiroximato.

Autor: EFSA, 2016.

Os Pirazois pertencem a familia dos 1,2-az06is, juntamente com os isotiazoéis
e 0s isoxazois. Sdo heterociclos de cinco membros que constituem uma classe de
compostos particularmente Gteis em sintese organica (Godoy Netto et al., 2008;
Yerragunta et al., 2014). A presenca do nucleo pirazol em diferentes estruturas leva
a aplicacdes diversificadas em diferentes areas como tecnologia, medicina e
agricultura (Karrouchi et al., 2018). Na agricultura os Pirazois apresentam amplo
atividade biolégica, tendo compostos voltados para utilizagdo como inseticidas
(Fipronil e Tolfenpyrad), acaricida (Tolfenpyrad e Fenpiroximato), fungicida
(Fenpirazamina) e herbicida (Pyroxasulfone) (Brasil, 2023).

O Acaricida Fenpiroximato atua como inibidor do Complexo | da cadeia de
transporte de elétrons mitocondriais no sitio NADH-coenzima Q redutase, apresenta
maior eficacia contra larvas do que contra outros estagios de vida dos acaros, atua
principalmente por contato e acdo estomacal. E um composto considerado de
toxicidade moderada para mamiferos. Sintomas caracteristicos de sua intoxicacao é

o rapido “knock down” (efeito instantaneo) e paralisia nos organismos alvo (Lummen,
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1998; Dekeyser, 2004; EFSA, 2016).

A maior dosagem recomendada pelo fabricante de um produto formulado
com Fenpiroximato proporcionou baixa mortalidade em Apis mellifera, porém causou
efeitos secundarios evidentes como alteragbes na coordenacdo motora e quando
combinado com 6leo mineral, causou agitacdo nas abelhas (Leite et al., 2018). Em
outro estudo, a mortalidade causada por outra formulacdo comercial do
Fenpiroximato ndo ultrapassou 30% na maior concentracdo testada apos 96 horas,
resultando em uma CLso (Concentragéo Letal 50%) estimada em 25,2ppm para A.
mellifera por exposicao oral (Darwish; Ali; Aly, 2022).

Dahlgren et al. (2012) também estudaram a toxicidade do Fenpiroximato
para A. mellifera e estimaram uma DLso de 30ug/g.p.c. para operarias € uma DLso
>1.620ug/g.p.c. para rainhas da mesma espécie expostas ao ingrediente ativo por
via topica. Estes estudos demonstram uma baixa toxicidade letal do Fenpiroximato
para A. mellifera, guando comparado com outros acaricidas testados pelos mesmos
autores (Dahlgren et al., 2012; Darwish; Ali; Aly, 2022)

O Lambda-Cialotrina é um inseticida que apresenta foérmula molecular
(C 23H19CIF3NO3), com nome quimico: [a-ciano-3-fenoxibenzil-3-(2-cloro-3,3,3-
trifluoro-1-propenil)-2,2-dimetil  ciclopropanocarboxilato] e férmula estrutural

expressa na Figura 2.

Figura 2. Estrutura molecular de dois isdbmeros do Lambda-Cialotrina.

(S)-alcohol (Z)-(1R)-cis-acid (R)-alcohol (Z)-(15)-cis-acid
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Autor: Li et al., 2014.

Pertencente ao grupo quimico Piretroide, possui atua¢do no sistema nervoso
dos insetos, interrompendo a condugao nervosa pelo prolongamento da fase aberta
dos portdes de canais de sodio. Essa acéo leva a hiperatividade do sistema nervoso,
interrupcdo na alimentacao, perda do controle muscular, paralisia e morte (Li et al.,
2014).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cyhalothrin
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Os Piretréides sdo os derivados sintéticos das piretrinas, que sdo ésteres
toxicos encontrados em plantas do género Crisantemo. Agem nos insetos
rapidamente causando paralisia imediata e mortalidade, efeito de choque
denominado “Knock down”. De maneira geral, os Piretrdides possuem acé&o
significativa sobre os canais de sodio neural, interferindo na sua abertura e
fechamento, prolongando o tempo de entrada de ions Na+ para o interior das células
(Santos; Areas; Reyes, 2007).

A depender da presenca ou auséncia de um grupo de ciano (CN) na porcéo
fenoxibenzil, os i.a. do grupo dos Piretroide podem agir de formas diferentes, nos
nervos periféricos, causando a Sindrome do Envenenamento ou no sistema nervoso
central, induzindo a Sindrome da Coreoatetose (Santos; Areas; Reyes, 2007).
Dentre os principais i.a. deste grupo estdo o Deltametrina, Permetrina, Cipermetrina
e Lambda-Cialotrina.

A toxidade do Lambda-Cialotrina foi testada em uma espécie de abelha sem
ferrdo africana (Hypotrigona ruspolii (Magretti, 1898)), por meio de uma formulacao
comercial, em que a dosagem recomendada pelo fabricante causou 100% de
mortalidade nas abelhas expostas a superficie de contato contaminada (Abraham et
al., 2018).

Em outro estudo, a formulagdo comercial do Lambda-Cialotrina (Karate
Zeon® CS), causou mortalidade significativa a espécie de abelha sem ferrdo
Partamona helleri por ingestao, resultando em uma CLso estimada em 0,043 mg de
i.a/lL apdés 72h de exposicdo. Além disso, esta exposicdo resultou em danos ao
intestino médio e induziu estresse oxidativo em P. helleri (Motta et al., 2023).

O efeito toxico do Lambda-Cialotrina por exposicao oral foi observado em A.
mellifera recém emergidas, a partir de concentracdes superiores a 1/4 da CLso
estimada (CLso 5,9678ppm), reduzindo significativamente a sobrevivéncia. Além
disso, o i.a. causou alteragbes no comportamento de retorno a coldnia, aprendizado
olfativo, capacidade de memoéria e habilidades cognitivas das abelhas (Liao et al.,
2018).

O Triflumizol é um fungicida cujo nome quimico é ((E)4-cloro-a,a,- trifluoroN-
(1-imidazol-1-il-2-propoxietilideno)-o-toluidina), férmula molecular: (C1sH15CIF3N30O)
e a sua formula estrutural € apresentada na Figura 3. Trata-se de um fungicida de
amplo espectro do grupo quimico Imidazol. Os Azolis sdo fungicidas sintéticos que

se caracterizam por possuir um anel de Imidazol livre ligado por uma ligacdo C-N a
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outros anéis aromaticos. A natureza destes anéis modifica as propriedades fisico-
quimicas, terapéutica e toxicidade de cada i.a. A depender da sua estrutura quimica,
0S compostos azoicos séo classificados em Triazdéis e Imidazéis (Catalan; Montejo,
2006; Zarn; Bruschweiler; Schlatter, 2003).

Figura 3. Estrutura molecular do Triflumizol.

Cl
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Autor: Zhu et al., 2014.

O seu mecanismo de a¢&o nos organismos é por meio da inibicdo da enzima
C1l4-desmetilase, também denominada CYP51. Esta acdo blogueia a conversédo do
lanosterol em ergosterol causando uma alteracéo na permeabilidade da membrana
das células fungicas e producéo e acumulo de peréxido de hidrogénio danificando a
estrutura das organelas intracelulares dos fungos (Catalan; Montejo, 2006; Franca
et al., 2014; Zarn; Brischweiler; Schlatter, 2003).

A acdo do Triflumizol nos organismos alvo esta direcionada a inibicdo de
enzimas que desempenha um papel importante na conversdo de lanosterol em
ergosterol, um componente essencial do esterol nas membranas dos fungos e das
leveduras (Iwasa et al., 2004; Zarn; Brischweiler; Schlatter, 2003; Zhu et al., 2014).

Em outros organismos como os mamiferos, a acédo do Triflumizol pode afetar
a fertilidade e desenvolvimento dos 6rgaos reprodutivos de diversas espécies (Zarn;
Brischweiler; Schlatter, 2003). Além disso, esse composto também pode inibir a
CYP450s de insetos (Brattsten; Berger; Dungan, 1994). Em A. mellifera, o
Triflumizol, testado como sinergista de inseticidas, potencializou o efeito toxico dos
inseticidas Acetamiprid e Tiaclopride por via de exposi¢ao tdpica, porém ndo causou
mortalidade quando as abelhas foram expostas por superficie de contato (lwasa et
al., 2004).
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Entender o impacto dos agrotoxicos nas abelhas é fundamental para
compreender o risco que estes produtos oferecem a estes importantes polinizadores.
Por meio de testes toxicologicos € possivel avaliar os efeitos dos agrotoxicos sobre
as abelhas e, assim, compreender os impactos que podem causar ao meio ambiente.

Até o momento ndo foram identificados estudos cientificos que tenham
avaliado a toxicidade desses trés ingredientes ativos em Melipona quadrifasciata
anthidioides. Essa lacuna de conhecimento ressalta a necessidade de investigar os
impactos desses produtos quimicos nas abelhas sociais sem ferrdo, a fim de
fornecer informacdes relevantes para realizacdo de praticas de manejo sustentavel

e protecdo das abelhas nativas.

2.4 Métodos de avaliacao de toxicidade de agrotéxicos em abelhas

A avaliacdo de toxicidade de agrotoxico é um processo sistematico que
avalia a probabilidade de um efeito ecolégico adverso ocorrer como resultado da
exposi¢do a um ou mais agrotoxicos. E (til para a tomada de decisdo e ajuda a
entender e predizer as relagfes entre um estressor e seus efeitos ecoldgicos (Cham
et al., 2017).

Existem diferentes tipos de testes de avaliacdo de toxicidade de agrotdxicos
em abelhas, dependendo do nivel de incerteza e do tipo de produto quimico. Os
estudos de Nivel | séo realizados em laboratorio e limitados a padrdes de uso ao ar
livre, enquanto os estudos de Nivel Il ocorrem em condicfes de semicampo. Ja os
estudos de Nivel Ill sdo realizados em campo completo e sdo usados para abordar
incertezas especificas identificadas em estudos de nivel inferior (USEPA, 2014).

Neste sentido, a Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento
Econdmico (OCDE do inglés - Organization for Economic Cooperation and
Development) desenvolveu diversas diretrizes para padronizar os testes de
toxicidade em abelhas, utilizando como organismo modelo A. mellifera. Dentre as
diretrizes, destacam-se o teste de toxicidade oral aguda em abelhas adultas (OECD
N° 213, 1998a), o teste de toxicidade oral em larvas de abelhas com exposi¢éo Unica
(OECD N° 237, 2013), o teste de toxicidade oral crébnica em abelhas adultas (OECD
N° 245, 2017) e o teste de toxicidade de contato aguda em abelhas adultas (OECD
N° 214, 1998Db).

A toxicidade referida nesses testes, trata do potencial da substancia ou

produto de causar efeitos adversos em determinado organismo. Estes testes geram
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resultados que servem como parametros para avaliar a toxicidade ou efeito
observado, sendo o principal a mortalidade, que € dada em CLso (Concentragao Letal
50) ou DLso (Dose Letal 50), que representam, respectivamente, a concentragao ou
a dose estimada que estd associada com a morte de 50% da populagéo testada
(Cham et al., 2017; OECD N° 245, 2017).

Ja os testes cronicos, que investigam o efeito da exposicdo repetida em
niveis subletais do estressor, produzem resultados em termos de NOEC/NOAEL (No
Observed Effect Concentration) ou LOEC/LOAEL (Lowest observed Effect
Concentration), representando respectivamente o nivel ou concentracdo mais alto
em que nao ha efeitos observados e o nivel ou concentracdo mais baixo em que ha
algum efeito observado (Cham et al., 2017; OECD N° 245, 2017).

Além destes, outros parametros de avaliacdo da toxicidade de i.a. podem
ser tomados com base nos resultados obtidos nos testes toxicoldgicos, tais como:
ECso (Efferctive Concentration Median), que € a concentracdo em que 50% dos
organismos apresentam algum tipo de efeito; LTso (Lethal Time Median), que é o
intervalo de tempo médio em que h& a mortalidade de 50% dos organismos testados;
NR-LETH, que representa o valor cuja a mortalidade atingiu 100% na concentracao
mais baixa em menor tempo e NR-ZERO, que representa o valor em que ndao houve
mortalidade (0%) na concentracdo mais alta no periodo mais longo de observacao
(Cham et al., 2017; Duffus, 1993; Gupta, 2018).

Dessa forma, sdo diversos os parametros utilizados para avaliar a toxicidade
dos ingredientes ativos. Entretanto, nos estudos de avaliacdo de toxicidade de i.a.
para abelhas, a DLso € 0 parametro mais utilizado, classificando os produtos
quimicos em diferentes niveis de toxicidade com base na dose letal mediana
encontrada em testes de toxicologia (Tosi et al., 2022).

Neste sentido, Feltron et al. (1986) classificaram a toxidade de produtos
guimicos para abelhas A. mellifera, de acordo com a Dose Letal Mediana (DLso)
encontrada em testes de toxicologia, sendo classificados como: virtualmente toxico
ou nédo téxico (>100 pg/abelha); ligeiramente toxico (entre 10 e 100 pg/abelha);
moderadamente toxico (entre 1 e 10 pg/abelha); e altamente téxico (<1,0 pug/abelha).

Para uma avaliacdo mais precisa da toxicidade de i.a. em abelhas é
importante considerar todos os parametros em conjunto. No entanto, a avaliacdo de
toxicidade e a maioria das pesquisas se concentram apenas nos efeitos letais,

ignorando os efeitos subletais e combinados que também devem ser considerados
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(Tosi et al., 2022).

Os efeitos subletais comumente relatados em estudos de toxicologia com
abelhas foram classificados por Tosi et al. (2022), em trés grupos: comportamento
(atividade, coordenacdo motora e alimentacdo); cognitivo (aprendizagem e/ou
memoria, comunicacdo e orientacao); e fisiolégico (bioquimico, neurofisioldgico,
desenvolvimento corporal, termorregulacdo, imunidade, reproducdo e atividade

muscular).

2.5 Toxicidade de agrotoxicos em Melipona quadrifasciata

A toxidade de agrotoxicos para as abelhas sociais sem ferréo ja foi testada
e comprovada em diferentes estudos. Além disso, observa-se que a toxicidade varia
a depender da via de exposi¢cao em que o teste é realizado (Del Sarto et al., 2014;
Padilha et al., 2020; Piovesan et al., 2020; Toledo-Hernandez et al., 2022).
Bioensaios demonstraram que inseticidas como Abamectina, Deltametrina,
Metamidofés, Imidacloprido e Spinosad sdo altamente toxicos para M. quadrifasciata
quando expostas a alimentos contaminados (Del Sarto et al., 2014; Tomé et al.,
2015).

Além desses produtos, o herbicida Glifosato e o inseticida Imidacloprido
foram letais para larvas de M. quadrifasciata em doses de campo (Seide et al., 2018).
Da mesma forma, os bioinseticidas Azadrachtina e Spinosad reduziram
significativamente a taxa de sobrevivéncia das larvas e afetaram a massa corporal
das pupas, além de aumentar a quantidade de adultos de M. quadrifasciata com
alguma deformacéo (Barbosa et al., 2015).

Avaliando doses residuais de Imidacloprido em M. quadrifasciata, Brito et al.
(2020) observaram reducdao significativamente no consumo alimentar. Além disso, a
contaminacao pelo inseticida também reduziu a distancia percorrida pelas abelhas,
apesar de nao ter influenciado na taxa de mortalidade das abelhas.

A ingestdo crbnica de Imidacloprido por larvas de M. quadrifasciata foi
avaliada por Tomé et al. (2012). Os resultados evidenciaram alta toxicidade do
inseticida, impedindo o desenvolvimento das larvas até o estagio de pupa. Além
disso, doses subletais promoveram alteragdo do comportamento de caminhada ap6s
quatro dias de emergéncia das abelhas adultas e comprometeram o
desenvolvimento dos corpos de cogumelo no cérebro, que sao responsaveis pela

integracdo de informagdes multissensoriais, memoaria e aprendizado das abelhas.



27

Ao avaliar a capacidade de aprendizagem e memoria das espécies M.
quadrifasciata e A. mellifera expostas ao Imidacloprido por via oral, Aguiar et al.
(2023) observaram uma reducéo significativa no comportamento de resposta de
extensdo da proboscide a um estimulo com solugdo de sacarose, bem como
prejuizos na capacidade de aprendizagem e memorias de ambas as espécies. No
entanto, segundo 0s mesmos autores, o efeito toxico observado no estudo foi mais
evidente em M. quadrifasciata do que em A. mellifera, demonstrando maior
sensibilidade do i.a. em abelhas sociais sem ferrdo do que em abelhas africanizadas.

Em outo bioensaio, operéarias de M. quadrifasciata expostas aos inseticidas
Espinetoram, Abamectina e Tiametoxam apresentaram alta letalidade nas rotas de
exposicdo oral e topica, além de alteragbes na atividade locomotora em doses
subletais (Piovesan et al., 2020). Os efeitos dos agrotdéxicos em M. quadrifasciata
também foram observados em campo, onde operarias expostas a aplicacdo de
diferentes agrotdxicos apresentaram alteracbes morfologicas relevantes (Prado-
Silva et al., 2018).

Estes resultados confirmam a alta susceptibilidade desta espécie a diversos
estressores de diferentes grupos quimicos. Deste modo, € preciso ampliar os
estudos de toxicologia, tendo em vista a ampla variedade de produtos utilizados nos
cultivos agricolas e seus efeitos letais e subletais, que ndo sao facilmente
observados no campo, mas podem afetar significativamente a sobrevivéncia e

desenvolvimento das colbnias.
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3. MATERIAL E METODOS
A pesquisa foi desenvolvida nas instalacdes do Grupo de Pesquisa Insecta
do Centro de Ciéncias Agréarias, Ambientais e Biologicas (CCAAB) da Universidade

Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB), na cidade de Cruz das Almas, Bahia.

3.1 Manejo das colénias

As abelhas campeiras de Melipona quadrifasciata anthidioides foram
provenientes de coldnias instaladas em caixas de madeira padrdo INPA (Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazobnia), com medidas internas de 12 x 12 cm,
compostas por fundo, ninho, sobre ninho e tampa (Figura 4). As abelhas foram
manejadas com alimentacdo suplementar energética (xarope de agua e agucar)

duas vezes por semana para manutenc¢ao das colbnias.

Figura 4. Caixa de criacdo para coleta das abelhas campeiras de Melipona
guadrifasciata anthidioides para bioensaio e divisérias da caixa modelo INPA.

Tampa

Sobreninho

Ninho

Fundo

Autor: Acervo Insecta, 2024.

3.2 Coleta de abelhas

Para realizacao deste bioensaio foi solicitada licenca para coleta de material
biolégico junto ao Sistema de Autorizacao e Informacao em Biodiversidade (SISBIO),
aprovada sob o numero 85006-1. As abelhas foram coletadas em tubos de
centrifugacéo tipo Falcon de 50 mL posicionado na entrada da coldnia para captura
das abelhas campeiras. Posteriormente elas foram levadas ao Laboratério de
Criacdo e Comportamento, onde foram anestesiadas por resfriamento a -14° C por

180 segundos (Botina et al., 2020). Grupos de 10 abelhas foram colocados em
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gaiolas de criacdo para cada tratamento e repeticdo, de acordo com a metodologia
empregada para cada via de exposicao.

As gaiolas foram confeccionadas com potes plasticos de 500 mL, com uma
abertura na tampa forrada com tecido Voil para permitir a circulagéo do ar no interior
da gaiola e duas aberturas laterais de aproximadamente 10 mm para encaixe de dois
microtubos de 1,5 mL, que foram utilizados para fornecimento de agua e alimento
para as abelhas (Figura 5). O interior das gaiolas foi lixado com lixa para metal, gréo
100, para melhorar a aderéncia e facilitar o acesso das abelhas aos alimentadores
(Botina et al., 2020).

Figura 5. Gaiola de criacdo das abelhas para testes toxicoldgicos. A - vista lateral;
B - vista superior.

Autor: Acervo Insecta, 2024.

3.3 Ingredientes ativos

Os ingredientes ativos selecionados para este estudo foram o acaricida
Fenpiroximato (CAS N° 134098-61-6), o fungicida Triflumizol (CAS N° 68694-11-1)
e o inseticida Lambda-Cialotrina (CAS N° 91465-08-6). Os i.a. utilizados foram em
grau técnico, com pureza igual ou superior a 95%, adquiridos na Sigma-Aldrich Brasil
Ltda. A selecdo desses i.a. foi baseada em revisdo de literatura, em que foi
constatado que nao havia publicacdes de estudos de toxicologia com os referidos i.

a. para Melipona quadrifasciata anthidioides.

3.4 Delineamento experimental
O delineamento experimental utilizado foi o Delineamento Inteiramente

Casualizado (DIC), onde cada via de exposi¢ao e ingrediente ativo foram analisadas
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separadamente para avaliacdo de toxicidade. Em cada tratamento foram aplicadas

trés repeticdes (gaiolas com 10 abelhas), totalizando 30 abelhas por tratamento.

3.5 Doses e concentragdes testadas

As concentracdes testadas nos bioensaios com os ingredientes ativos
Triflumizol, Fenpiroximato e Lambda-Cialotrina foram definidas com base em
estudos toxicoldgicos de DLso (Dose Letal Mediana) e ou CLso (Concentracao Letal
Mediana) nas vias de exposi¢cao por ingestao de alimento contaminado, aplicacao
topica e superficie de contato contaminada. Para a definicdo das concentracbes
foram realizadas buscas no banco de dados ECOTOXicology Knowledgebase
(https://cfpub.epa.gov/ecotox) e outras fontes, seguindo 0s seguintes critérios e
ordem de selegdo: 1°) i.a. testado + M. quadrifasciata + vias de exposigéo; 2°) i.a.
testado + Melipona spp. + vias de exposicao; 3°) i.a. testado + Tribo Meliponini + vias
de exposicao; 4°) grupo quimico do i.a. testado + M. quadrifasciata + vias de
exposicdo; 5° grupo quimico do i.a. testado + Melipona spp. + vias de exposicao;
6°) grupo quimico do i.a. testado + Tribo Meliponini + vias de exposicdo; 7°) outros
grupos quimicos + M. quadrifasciata + vias de exposic¢ao; 8°) outros grupos quimicos
+ Melipona spp. + vias de exposi¢ao; e 9°) outros grupos quimicos + Tribo Meliponini
+ vias de exposicao. Apés esta etapa, foram realizados ensaios preliminares cujos
resultados foram analisados para avaliar a necessidade de um novo ensaio com
concentracfes ajustadas. Assim, as concentracfes finais foram estabelecidas
conforme analise do ensaio preliminar e ou valores de maior e menor concentracao
dos i.a. presentes nas doses de campo, recomendadas por fabricantes de produtos
comerciais, conforme ilustrado na Figura 6. As concentra¢cfes obtidas a partir do

procedimento descrito e utilizadas neste estudo estdo apresentadas na Tabela 2.
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Figura 6. Fluxograma do procedimento de definicdo das concentracbes a serem
testadas.
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Autor: Acervo Insecta, 2024.

Tabela 2. Concentracbes de ingrediente ativo testadas em Melipona quadrifasciata
anthidioides em diferentes vias de exposicao.

Via de exposicao: Ingestao de Alimento Contaminado (pg/mL)
Ingredientes

ativos:
A-Cialotrina Agua Etanol 1,442 2,882 5,762 103 83,33

Fenpiroximato Agua ACS 12,53 253 37,53 503 -

T1* T2* T3 T4 T5 T6 T7

Triflumizol Agua Etanol 0,2: 0,41 0,8t 1,61 3,21

Via de exposig¢ao: Superficie de Contato Contaminada (pug/mL)
Ingredientes

ativos:
A-Cialotrina Agua Etanol 41,653 83,32 124,95% 166,63 -

T1* T2* T3 T4 T5 T6 T7

Fenpiroximato Agua ACS 18,873 37,758 508 73,52 1008

Triflumizol Agua Etanol 16t 321 641 1241 2481

Via de exposigao: Aplicagao Tépica (ng/pL)

Ingredientes
ativos:

A-Cialotrina Agua Etanol 0,013 0,083¢ 0,3452 0,692 1,382
Fenpiroximato Agua ACS 0,025% 0,0373 0,053 0,13 -

T1* T2* T3 T4 TS T6 T7

Triflumizol Agua Etanol 50t 100 200 400 6001

* T1 é o controle em que as abelhas foram expostas a agua e T2 expostas a substancia utilizada para dissolver

o i.a., podendo ser etanol ou acetona (ACS), a depender da recomendacdo expressa na bula. A = Lambda.
Valores definidos com base em revisdo de literatura; 2Valores ajustados com base em experimento preliminar;
3Valores definidos com base nas recomendacdes de aplicagdo em campo.
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3.5.1 Diluicao dos ingredientes ativos

As diluicbes e preparo das solugdes foram realizadas da seguinte forma: na
via de exposi¢cado por ingestdo de alimento contaminado, o ingrediente ativo foi
inicialmente diluido em solvente (etanol/acetona) e em seguida foi acrescentado o
xarope de agua destilada e acucar, preparado na proporcdo 1:1 (m/v), até atingir o
volume final de solucdo na maior concentracao a ser testada. A partir da solucéo de
maior concentracao, foram realizadas sucessivas diluicdes para preparo das demais
concentracfes, conforme ilustrado na Figura 7. Nas vias de exposicao topica e
superficie de contato, o i.a. foi diluido inicialmente em solvente (etanol/acetona) e
posteriormente adicionado agua destilada até atingir o volume final da solucdo de
maior concentracao a ser testada. As solugbes das demais concentragcdes foram
preparadas a partir de sucessivas diluicbes da solucdo de maior concentracao
(Figura 7).

Figura 7. Sequéncia de diluicdo e preparo das solucbes de i.a e tratamentos
controles para testes de toxicidade em trés vias de exposigao.

Via de Exposicdo: Ingestdo de Alimento Contaminado

i.a. + Solvente N Xarope (agua destilada + acucar 1:1 (m/v))

E¢ \L Y ¢ v
Concentracio AN R & - &4

(Te) (T5) (T4) (T3) (T2) (T1)

Vias de Exposicao: Aplicagdo Tépica e Superficie de Contato

i.a. + SOlVente /\(\ Agua dest”ada
. Solvente
(T7) Maior
e ea s s
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Autor: Acervo Insecta, 2024.

Em todas as vias de exposicdo foram aplicados dois tratamentos controle
(controle agua e controle solvente). Na via de exposicdo por ingestdo de alimento
contaminado, as abelhas do controle agua foram alimentadas apenas com xarope

de agua destilada e acucar 1:1 (m/v); ja as abelhas do controle solvente foram



33

alimentadas com o mesmo xarope acrescido do solvente (etanol/acetona), mantendo
a proporcdo de solvente presente na maior concentracdo do ingrediente ativo
testado. Nas demais vias de exposicdo (topica e superficie de contato), a aplicagédo
do tratamento controle dgua se deu apenas com agua destilada e no controle
solvente foi aplicado uma solucéao de agua destilada e solvente (etanol/acetona), na
mesma proporcao de solvente presente na maior concentracéo do ingrediente ativo,
conforme ilustrado na Figura 7. Em todas as vias, a quantidade de solvente presente
nas solucdes de todas as concentracdes e do controle solvente ndo excederam 1%
do volume final da solugéo, conforme orientagdes expressas no protocolo de testes
toxicolégicos em abelhas Apis mellifera (OECD N° 213, 1998a).

3.6 Vias de exposicao

As abelhas foram expostas aos i.a. em trés vias diferentes: aplicacao topica,
ingestdo de alimento contaminado e contato a superficie contaminada. Os
procedimentos dos testes toxicologicos foram realizados conforme metodologia
preconizada pela Organization for Economic Cooperation and Development (OECD,
1998a, 1998b) para A. mellifera, com adaptacfes no que diz respeito a anestesia
das abelhas (realizada por resfriamento), tempo de exposicdo (estendido até 96
horas) e criacdo das abelhas em laboratorio (temperatura de 28°+ 2° C). A exposicao
por superficie de contato foi realizada conforme metodologia utilizada em bioensaios
semelhantes (Del-Sarto et al., 2014; Leite et al., 2022).

As abelhas utilizadas no experimento foram coletadas nas colbnias e
encaminhadas para o Laboratério de Criacdo e Comportamento dos Insetos do
Grupo de Pesquisa Insecta, conforme descrito no item 2.2. Grupos de 10 abelhas
foram acondicionadas nas gaiolas experimentais em trés repeticdes para cada
tratamento e foram mantidas em camaras de Demanda Bioquimica de Oxigénio
(BOD) com auséncia de luz e reguladas a temperatura de 28°+ 2 °C, umidade relativa
aproximada de 70% + 10% durante todo o periodo experimental.

As abelhas foram avaliadas 1, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas apdés aplicacao
dos tratamentos, sendo registada a quantidade de abelhas vivas e mortas e que
apresentavam variacbes comportamentais. As variagbes comportamentais
observadas estao descritas na Tabela 3. Nas avaliacdes, foram consideradas como
abelhas mortas aquelas que nao responderam ao estimulo com pincel de pelo fino e

em seguida foram removidas das gaiolas (Del-Sarto et al., 2014; Tomé et al., 2017).
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Tabela 3. Descricdo das variagcbes comportamentais observadas durante as
avaliacdes da toxicidade do ingrediente ativo nas abelhas.

Comportamento Descricao Referéncia
As abelhas ndo podem andar e mostram Leite etal.,
, . e 2018;
apenas movimentos muito débeis das pernas
. . Lourenco et
Paralisia e antenas, apenas fraca resposta a
. ~ al., 2012;
estimulacdo, por contato; as abelhas podem
OECD N°
se recuperar, mas geralmente morrem.
245, 2017.
N Abelhas ainda em pé e a tentar andar, mas
Dificuldade de o . . OECD N°
. mostrando sinais de reducdo da coordenacao
Locomocéao 245, 2017.
e tremores.
Abelhas voando ou se locomovendo
L _ o _ OECD N°
Agitacdo rapidamente no interior da gaiola respondendo
. 245, 2017.
ao estimulo da luz.
Abelhas que ndo apresentam dificuldade de
_ . locomocgéo, mas ndo seguem as abelhas que Leite et al.,
Desorientacéo _ o _
tendem a ir na direcéo da luz, ficam andando 2018.
em circulo ou de um lado para outro da gaiola.
As abelhas mostram apenas reacdes baixas
. ou retardadas a estimulacdo, por contato; as  OECD N°
Prostracéo . _
abelhas estdo paradas sem movimento na 245, 2017.

gaiola.

Agitacao das

Abelhas paradas ou se movimentando na

gaiola com abdémen erguido e batendo as

Lourenco et

Asas ) al., 2012.
asas freneticamente.
) Leite et al.,
As abelhas apresentam excessivamente o0
_ ) 2018; OECD
Autolimpeza comportamento de autolimpeza corporal N° 245
utilizando suas pernas. ’
2017.
As abelhas permanecem no fundo da gaiola .
' . . Observacao
Cortando Papel cortando o papel filtro utilizado na via de
do autor

superficie de contato contaminada.
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3.6.1 Ingestdo de Alimento Contaminado

Antes do fornecimento do alimento contaminado com os ingredientes ativos,
as abelhas ficaram nas gaiolas em BOD sem suprimento de agua e alimento por
duas horas. ApGs esse periodo foi fornecido em um micro tubo de 1,5 mL, a agua e
o alimento (xarope de agua destilada + acucar, na proporcédo 1:1) acrescido dos
ingredientes ativos nas concentracdes estabelecidas para cada tratamento (Tabela
1) e oferecido as abelhas Ad libitum durante todo o periodo experimental. No grupo
controle com &gua foi utilizado o mesmo xarope de agua destilada com acucar,
porém sem adicdo de nenhum outro produto. Ja no grupo controle com solvente, o
solvente utilizado na diluicdo do ingrediente ativo foi adicionado ao xarope, mantendo
a proporcdo de solvente presente na maior concentracdo de ingrediente ativo
testada, conforme descrito no item 3.5.1. A cada horario de avalia¢do, o micro tubo
de alimento contaminado foi pesado para mensurar a quantidade de alimento
consumida pelas abelhas durante o experimento, sendo reposto o alimento sempre

que necessario.

3.6.2 Aplicacao Topica

Nesta via de exposicdo, as abelhas previamente anestesiadas por
resfriamento receberam na regido do térax uma quantidade de 1 pL de solugéo de
i.a. nas concentragcdes estabelecidas para cada tratamento (Tabela 1). No grupo
controle com agua, as abelhas foram tratadas com 1 uL de agua destilada. No grupo
de controle com solvente, foi utilizado 1 pL de solucéo de agua destilada e o solvente
utilizado na diluicdo do i.a, na mesma proporcdo de solvente presente na maior
concentracgédo testada, conforme descrito no item 3.5.1. A aplicacao foi realizada com
auxilio de uma micropipeta de monocanal de volume variavel (0,5-10 uL) da marca
Ecopipette®. Apés a aplicagdo de cada tratamento, as abelhas foram
acondicionadas nas gaiolas e mantidas em temperatura ambiente por cerca de 10
minutos para a dissipacdo da solugcédo aplicada na abelha. Apds esse tempo, as
gaiolas foram levadas a BOD onde as abelhas tiveram acesso a agua e alimento Ad

libitum, durante todo o experimento.

3.6.3 Superficie de Contato Contaminada
Na via de exposicao superficie de contato contaminada foi utilizada a Torre

de Pulverizacao Limatec® para aplicacdo da solugéo de i.a. na gaiola. Cada gaiola
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estava com o fundo coberto com papel filtro para a absorcdo da solucdo de i.a.
aplicado. Foi pulverizado uma quantidade de 1 mL de solucdo de i.a. em cada gaiola,
gue em seguida ficaram em temperatura ambiente por 30 minutos para secagem da
solucdo aplicada. Dois tratamentos controles foram aplicados: no controle agua foi
pulverizado 1 mL de agua destilada no interior da gaiola e no controle solvente 1 mL
de solucdo de agua destilada e o solvente utilizado na diluicdo do i.a., conforme
descrito no item 3.5.1. Apés a secagem, cada gaiola recebeu 10 abelhas, que em
seguida foram levadas para BOD onde foram mantidas durante todo o periodo

experimental, supridas de alimento e agua Ad libitum.

3.7 Analise e interpretacao dos dados

Para avaliacdo da sobrevivéncia das abelhas foi aplicada a andlise de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier, seguida da aplicacdo do teste de log-rank para
comparacdo das curvas de sobrevivéncia. As DLso foram estimadas por meio da
andlise de dose-resposta. O consumo de alimento na via de exposi¢céo por ingestao
de alimento contaminado foi avaliado para comparar a média de consumo de
alimento entre os tratamentos. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o
Software estatistico R versédo 4.2.3 (R Core Team, 2023). O nivel de significancia

a=0,05 foi o adotado para todas as analises realizadas.

3.7.1 Avaliacao de sobrevivéncia

Os resultados de sobrevivéncia foram submetidos a anélise de sobrevivéncia
de Kaplan-Meier utilizando o pacote “Survival” (Therneau; Grambsch, 2000), e
curvas de sobrevivéncia foram geradas utilizando a fungao “survfit”’, para determinar
a proporcao de abelhas sobreviventes em relagéo ao intervalo de tempo apos a
aplicacao do i.a. Posteriormente, foi aplicado o teste de log-rank por meio da funcéo
“survdiff’, para testar a hipétese nula de que as curvas de sobrevivéncia eram
idénticas, quando rejeitada a hipdtese nula, foi realizada a comparacéo entre os
pares de tratamentos pelo teste de log-rank, utilizando a fungao “pairwise_survdiff”
do pacote “survminer’ (Kassambara; Kosinski; Biecek, 2021), com corre¢cdo dos
valores de p pelo método de Benjamini-hochberg (Benjamini; Hochberg, 1995). Os
mesmos dados foram submetidos a andlise de dose-resposta utilizando a funcéo
“‘drm” do pacote “drc” (Ritz et al., 2015) e foram geradas curvas de dose-resposta

pelo modelo de regresséao log-logistica para dados binomiais. A partir da regresséo
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gerada, foram estimados valores de Dose Letal Mediana (DLso), utilizando a funcéo
“ED” do pacote “drc” (Ritz et al., 2015).

3.7.3 Consumo de Alimento

Na via de exposicao por ingestdo de alimento contaminado foi calculada a
meédia do consumo total de alimento por abelha em 96 horas. Para isso, o microtubo
de alimento de cada gaiola foi pesado em cada horéario de avaliagdo e em seguida
foi subtraido o peso atual pelo peso da avaliacdo anterior, de forma a obter-se a
guantidade de alimento consumida (g). Esse valor foi entdo dividido pelo nimero de
abelhas vivas no horéario anterior ao da pesagem do microtubo, representando o
inicio do intervalo de tempo mensurado (OECD N° 245, 2017). Em seguida, as
médias de consumo de alimento por abelha em cada horéario (g/org) foram somadas
para se obter o consumo total de alimento por abelha de cada gaiola em 96 horas.
O peso de 1 mL do xarope foi mensurado 10 vezes, obtendo-se uma média de 1,19
g e desvio padréo de 0,01 g. Esse peso foi utilizado para calcular o volume total de
alimento (mL/org) e a quantidade total de i.a. consumida por abelha (ug/org) em cada
repeticdo de cada tratamento. A média de consumo total de i.a. por abelha de cada
tratamento (ug/org) foi utilizada para calcular a DLso do i.a. por ingestédo de alimento
contaminado. A média de consumo total de alimento por abelha em 96 horas (g/org)
foi utilizada para comparar a quantidade de alimento consumida em cada tratamento.

Para avaliar o consumo médio de alimento entre os tratamentos, os dados
foram inicialmente submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade
dos residuos e ao teste de Bartlett para avaliar a homogeneidade das variancias.
Quando atendido os pressupostos, foi realizada a analise de variancia utilizando o
pacote “ExpDes.pt” (Ferreira; Cavalcanti; Nogueira, 2021), para testar a hipotese
nula de que quantidade de alimento consumida por abelha foi igual em todos os
tratamentos, se rejeitada a hip6tese nula (p<0,05), o teste post-hoc de Skott-Knott
foi aplicado para agrupar as medias dos tratamentos em grupos iguais. Quando 0s
pressupostos para realizacdo da analise de variancia ndao foram atendidos, foi
realizada a analise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis utilizando o pacote “rstatix”
(Kassambara, 2023). Quando rejeitada a hipotese nula (p<0,05), o teste post-hoc de
Dunn com correcdo dos valores de p pelo método de Benjamini-Hochberg foi

aplicado para comparar os pares de medianas dos tratamentos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Lambda-Cialotrina

O ingrediente ativo Lambda-Cialotrina, testado em trés vias de exposicao,
apresentou efeitos toxicos para M. g. anthidioides, desde mortalidade até efeitos
subletais, como alteracbes comportamentais em todas as vias de exposicao
testadas.

Na via de exposi¢éo por Ingestdo de Alimento Contaminado, as curvas de
sobrevivéncia das abelhas nas diferentes concentracdes foram consideradas
significativas, de acordo com o teste de log-rank (x2= 195; gl= 6; p<0,01). Observou-
se que as abelhas expostas as concentracfes mais altas apresentaram menor
proporcao de sobrevivéncia, diferindo estatisticamente dos tratamentos controle e

das concentracdes mais baixas (Figura 8).

Figura 8. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier a partir do tempo de exposicao
(horas) para Melipona quadrifasciata anthidioides expostas ao Lambda-Cialotrina
por ingestdo de alimento contaminado. Concentracfes seguidas pelas mesmas
letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de log-rank com correcao do
p-valor pelo método de Benjamini-Hochberg ao nivel de 5% de significancia.
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As concentragOes de 10 pg/mL e 83,3 pg/mL, respectivamente menor e
maior quantidade de i.a. presente nas recomendacdes de aplicagdo em campo,
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ocasionaram em 100% de mortalidade das abelhas em até 48 horas de exposicéo
(Tabela 4). Este resultado indica alta toxicidade deste ingrediente ativo para as
abelhas, tendo em vista que estas concentracbes sdo equivalentes as
recomendacdes para aplicacdo em campo de produtos formulados com este i.a. Os
tratamentos controles agua e etanol ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste
de log-rank (p=0,3350) e correcdo dos valores de p pelo método de Benjamini-
Hochberg, indicando que o solvente utilizado na diluicdo do i.a. ndo influenciou na
mortalidade das abelhas.

Tabela 4. Percentual de abelhas campeiras de Melipona quadrifasciata anthidioides
sobreviventes em 96 horas apds exposicdo ao Lambda-Cialotrina por ingestdo de
alimento contaminado, erro padrédo e intervalo de confianca.

Proporcéao de

Tratamento sobrevivéncia (%) Erro Padrdo IC para u (95%)

T1 (Agua) 100 - -

T2 (Etanol) 96,67 3,28 [90,45; 100]
T3 (1,44 pg/mL) 63,3 8,80 [48,2; 83,2]
T4 (2,88 pg/mL) 16,7 6,80 [7,49; 37,1]
T5 (5,76 pg/mL) 12,9 6,02 [5,7; 32,2]

T6 (10 pg/mL) 0 - -
T7 (83,3 pg/mL) 0 - i

A partir da andlise de dose-resposta pode-se observar uma relacdo
crescente entre a quantidade de i.a. consumida e o percentual de mortalidade das
abelhas. Desta forma, a relacédo dose-resposta observada na Figura 9, demostra que
a medida que as abelhas consomem uma quantidade maior de ingrediente ativo a
probabilidade de sobrevivéncia delas diminui. Assim, a partir dos dados obtidos foi
calculada uma DLso do Lambda-Cialotrina em 0,34 + 0,03 ug/org por ingestao de
alimento contaminado em 96 horas (Figura 9).
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Figura 9. Curva de dose-resposta, DLso e erro padrdo do Lambda-Cialotrina para
Melipona quadrifasciata anthidioides por ingestdo de alimento contaminado em 96
horas.
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Com relagdo ao consumo de alimento das abelhas ao longo das 96 horas,
pode-se observar uma reducéo significativa na média de consumo total de alimento
por abelha a medida que a concentracdo de ingrediente ativo aumenta (Fe,14) =
30,08; p<0,01). Este fato pode estar relacionado a mortalidade das abelhas expostas
as maiores concentracdes de i.a. nas primeiras horas do experimento, sendo assim,
0s tratamentos com concentracdes menores as abelhas consumiram alimento por
mais tempo (Figura 10).

No entanto, os tratamentos controles, cuja sobrevivéncia foi estatisticamente
igual, o consumo total de alimento por abelha foi estatisticamente diferente, o que
sugere que a presenca do etanol no alimento fornecido para as abelhas pode ter
causado repeléncia delas ao alimento. Nas concentragdes de 2,88 ug/mL e 5,76
Mg/mL, em que as curvas de sobrevivéncia foram iguais, o consumo total de alimento
foi menor na concentragcdo mais alta, indicando que pode ter havido uma repeléncia
maior ao alimento contaminado nas concentragcdes mais altas.

Na via de exposicdo topica, as curvas de sobrevivéncia das diferentes
concentracOes a qual as abelhas foram expostas diferiram estatisticamente entre si
de acordo com o teste de log-rank (x2 = 188; gl= 6; p<0,01). Observou-se que as
abelhas expostas as concentragcdes mais altas apresentaram uma reducao
significativa na sobrevivéncia, diferindo estatisticamente dos tratamentos controle e

das concentracdes mais baixas (Figura 11).
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Figura 10. Grafico de Boxplot para o consumo total de alimento por abelha campeira
de Melipona quadrifasciata anthidioides de cada tratamento. O “X” no interior do
gréfico indica a média de consumo total por abelha de cada tratamento. Caixas
seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Skott-
Knott ao nivel de 5% de significancia.
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Figura 11. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier a partir do tempo de exposi¢cao
(horas) para Melipona quadrifasciata anthidioides expostas ao Lambda-Cialotrina
por aplicacdo topica. Concentracdes seguidas pelas mesmas letras ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de log-rank com correcao do p-valor pelo método
de Benjamini-Hochberg ao nivel de 5% de significancia.
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As concentracbes de 0,01 ug/uL e 0,083 pg/uL, respectivamente
equivalentes a quantidade de i.a. presente na menor e maior dose recomendadas
para aplicagdo em campo, ocasionaram uma reducao significativa no percentual de
sobrevivéncia (Tabela 5), evidenciando a toxicidade deste i.a. para as abelhas. Os
tratamentos controles agua e etanol ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste
de log-rank (p=0,32334) com correcdo do p-valor pelo método de Benjamini-
Hochberg, indicando que o solvente utilizado na diluicdo do i.a. ndo influenciou na
mortalidade das abelhas.

Tabela 5. Percentual de abelhas campeiras sobreviventes de Melipona
quadrifasciata anthidioides em 96 horas apds exposi¢cao ao Lambda-Cialotrina por
aplicacao topica, erro padréo e intervalo de confianca.

Proporcéao de

Tratamento sobrevivéncia (%) Erro Padréo IC para u (95%)
T1 (Agua) 96,55 3,39 [90,13; 100]
T2 (Etanol) 100 - -

T2 (0,01 pg/pL) 74,2 7,86 [60,3; 91,3]
T3 (0,083 pg/pL) 64,5 8,59 [49,7; 83,8]
T4 (0,345 pg/pL) 13,8 6,40 [5,55; 34,3]
T5 (0,69 pg/uL) 6,67 4,55 [1,75; 25,4]
T6 (1,38 pg/uL) 0 - -

A partir da andlise de dose-resposta, pode-se observar uma relacdo
crescente do percentual de mortalidade das abelhas a medida que se aumentou a
dose aplicada na abelha. Desta forma, a relacdo dose-resposta observada na Figura
12, demostra que a medida em que se aumentou a dose aplicada topicamente na
abelha, a probabilidade de sobrevivéncia delas diminuiu. A partir dos dados obtidos
foi calculada uma DLso do Lambda-Cialotrina em 0,063 + 0,016 ug/org por exposigao
topica em 96 horas (Figura 12).

Na via de exposicdo por superficie de contato contaminada, as curvas de
sobrevivéncia das diferentes concentracdes as quais as abelhas foram expostas nédo
diferiram estatisticamente entre si, de acordo com o teste de log-rank (x2 = 9,7; gl=
5; p=0,09). As abelhas expostas as concentracfes mais altas apresentaram uma

reducdo na proporcao de sobrevivéncia. No entanto essa redugao nao diferiu
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estatisticamente dos tratamentos controle e das concentracdes mais baixas (Figura
13).

Figura 12. Curva de dose-resposta e DLso e erro padrao do Lambda-Cialotrina para
Melipona quadrifasciata anthidioides por via de exposicao topica em 96 horas.
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Figura 13. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier a partir do tempo de exposi¢cao

(horas) para Melipona quadrifasciata anthidioides expostas ao Lambda-Cialotrina
por contato com superficie contaminada.
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Nesta via de exposicdo, mesmo as maiores concentracdes testadas nao
ocasionaram reducao significativa no percentual de sobrevivéncia das abelhas
(Tabela 6). No entanto, apesar das concentracdes testadas ndo terem causado
mortalidade estatisticamente significativa em relacdo aos tratamentos controles, as
abelhas expostas a superficie de contato contaminada com o i.a. apresentaram

alteracdes comportamentais evidentes nas primeiras horas de exposi¢ao.

Tabela 6. Percentual de abelhas campeiras de Melipona quadrifasciata anthidioides
sobreviventes em 96 horas apos exposi¢cado ao Lambda-Cialotrina por superficie de
contato contaminada, erro padrao e intervalo de confianga.

Proporcéo de

Tratamento sobrevivéncia (%) Erro Padréao IC para u (95%)
T1 (Agua) 96,67 3,28 [90,45; 100]
T2 (Etanol) 100 - -
T3 (41,65 pg/mL) 96,67 3,28 [90,45; 100]
T4 (83,3 pg/mL) 86,7 6,21 [75,3; 99,7]
T5 (124,95 pg/mL) 90,0 5,48 [79,9; 100]
T6 (166,6 pg/mL) 100 - -

Alteragcdes comportamentais como paralisia, dificuldade de locomogéo,
desorientacdo, comportamento excessivo de autolimpeza e agitacdo constante das
assas foram mais evidentes nas primeiras 12 horas nos tratamentos com i.a. do que
nos tratamentos controles. Apdés 24 horas de exposicdo as variacles
comportamentais observadas foram semelhantes em todos os tratamentos e nao
mais se observou paralisia e dificuldade de locomocao.

O Lambda-Cialotrina € um ingrediente ativo amplamente utilizado no Brasil,
pode ser encontrado, tanto em inseticidas para uso agricola como em formulacdes
para uso domeéstico. O composto esta presente em 40 formulagcbes comerciais de
agrotoxicos (Brasil, 2023). De acordo com dados do IBAMA, foram comercializadas
mais de quatro mil toneladas de produtos formulados com o Lambda-Cialotrina em
2022, o que o coloca como o 27° i.a. mais comercializado em 2022 (IBAMA, 2023).

Este inseticida atua no sistema nervoso dos insetos, influenciando na

ativacao dos canais de sodio, que desempenham um papel crucial na conducéo do
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estimulo nervoso (Davies et al., 2008). A sua acdo modifica o ciclo de abertura dos
canais de soédio, resultando em uma estimulacdo nervosa continua. Esse efeito
provoca sintomas como tremores, perda de coordenacdo motora, paralisia e,
eventualmente, leva & morte dos insetos (Soderlund, 2020).

Neste estudo, as abelhas submetidas a diferentes vias de exposicédo e
concentracfes de Lambda-Cialotrina apresentaram alteracdes comportamentais
notéveis, evidenciando uma resposta sensivel e imediata a esse i.a. Nas trés vias
de exposicdo testadas foi possivel notar jA na primeira hora apds a exposicéo,
alteracdes comportamentais evidentes, a exemplo de: dificuldade de locomocéo,
prostracdo e paralisia, que posteriormente evoluiram para morte dos individuos,
especialmente nas vias de exposi¢ao tépica e ingestdo de alimento contaminado.

Esta resposta aguda demonstra a alta toxicidade da Lambda-Cialotrina
principalmente nas concentracdes mais elevadas, que conforme ja mencionado, sua
atuacao no sistema nervoso do inseto provoca alteracdes na coordenagcdo motora,
paralisia e morte. Esse efeito esta relacionado ao "Knock-Down", um efeito ja
conhecido causado aos insetos contaminados com piretroides, que se refere a rapida
incapacitacdo ou imobilizacdo do inseto apds a exposi¢do ao i.a. (Santos; Areas;
Reyes, 2007).

Entretanto, na via de exposi¢do por superficie de contato contaminada, as
alteracdes comportamentais das abelhas, observadas nas primeiras 24 horas, néo
evoluiram para mortalidade. Este fato pode estar relacionado a uma possivel
degradacédo do i.a. ao longo do tempo, em funcéo das condi¢cdes de temperatura e
umidade. Além disso, € provavel que enzimas do sistema antioxidante dos insetos
tenham atuado em processos de desintoxicacdo celular das abelhas, conforme
observado em estudos que avaliaram a toxicidade do Lambda-Cialotrina em outros
insetos (Hafeez et al., 2021, Liu et al., 2023).

Apesar de néo ter causado efeito letal significativo na via de exposi¢éo por
superficie de contato, as alteracbes comportamentais observadas durante as
primeiras 24 horas representam um risco a sobrevivéncia das abelhas, no caso de
uma possivel exposicdo a nivel de campo. As abelhas contaminadas ficariam
iméveis por muito tempo, 0 que as tornariam susceptiveis a predadores e outras
condicBes de risco, como insolacao e desidratacao.

Neste estudo, aléem das alteracbes no comportamento das abelhas, foi

observada uma reducéo significativa no consumo de alimento por aquelas expostas
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ao ingrediente ativo (i.a.) por ingestdo. Esses resultados sugerem uma interacéo
entre a Lambda-Cialotrina e o comportamento alimentar das abelhas, indicando uma
resposta modificada a esse piretroide.

A constatagdo acima pode ser explicada pela propriedade repelente dos
piretréides, conforme relatado por Thompson e Wilkins (2003), que observaram uma
reducdo na quantidade de alimento consumida por abelhas expostas ao Lambda-
Cialotrina e outros piretroides. Apesar dessa evidéncia, ainda ha necessidade de
estudos com doses subletais para confirmacao desta hipotese, tendo em vista que a
mortalidade e a paralisia observada nas abelhas podem ter influenciado em um
menor consumo total de alimento em 96 horas.

No contexto da presente pesquisa foi observado efeito toxico letal
significativo do Lambda-Cialotrina por ingestao de alimento contaminado e aplicacéo
topica, resultando em uma DLso de 0,34 = 0,03 pg/org e 0,063 = 0,016 ug/org,
respectivamente. Observa-se que o i.a. foi mais toxico as abelhas quando expostas
via contato topico, este fato pode ser explicado devido ao modo de acdo deste i.a.
nos insetos. Ao penetrar a cuticula do organismo, o i.a. atravessa rapidamente
membranas biologicas e tecidos, devido a sua natureza lipofilica, interrompe a
conducado nervosa em minutos, acarretando a interrupcéo da alimentacéo, perda do
controle muscular, paralisia e eventual morte (He et al., 2008).

Os resultados desta pesquisa confirmam que a exposi¢cao das abelhas ao
Lambda-Cialotrina possui efeito letal significativo por meio da ingestdo, bem como
por contato tépico em M. g. anthidioides. Estes resultados estdo de acordo com 0s
obtidos por Motta et al. (2023), que avaliaram a toxicidade de uma formulacéo
comercial do Lambda-Cialotrina e observaram que a ingestdo de i.a. danificou
células do intestino meédio e induziu estresse oxidativo e morte em operarias da
abelha sem ferrao Partamona helleri.

Os efeitos toxicos observados no presente estudo também se assemelham
aos relatados por Liao et al. (2018), que expuseram operarias de A. mellifera recém
emergidas ao Lambda-Cialotrina por ingestdo de alimento contaminado e
observaram efeito significativo na sua sobrevivéncia. Além disso, a exposi¢cédo a
doses subletais realizada pelos mesmos autores, causaram efeitos subletais como:
alteracdes no comportamento normal de retorno, aprendizado olfativo, capacidade
de memoria e habilidades cognitivas.

A exposicdo das abelhas aos agrotoxicos pode ocorrer de diferentes formas:
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por via oral, contato ou inalacdo de particulas volatilizadas no ar (Boyle et al., 2019).
A aplicacdo de agrotoxicos em culturas pode causar deriva da pulverizacdo, que
pode contaminar os recursos de forrageamento e nidificagdo proximos, como flores
silvestres, solo e 4gua, levando a ingestdo de pdlen e néctar contaminados ou
exposi¢cao ao contato direto de abelhas que pousam ou caminham em superficies
contaminadas (Boyle et al., 2019; Rondeau; Raine, 2022).

A presenca de residuos de Lambda-Cialotrina no néctar e polen de plantas,
conforme identificado por Choudhary e Sharma (2008), sugere que as abelhas
podem ser impactadas pela ingestdo desse inseticida em seu ambiente natural. Ao
ingerirem as moléculas do inseticida, o trato digestivo se torna o primeiro érgdo em
contato (Denecke et al., 2018).

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, sugere-se que futuras
pesquisas explorem mais a fundo os efeitos subletais causados Lambda-Cialotrina
em M. g. anthidioides, especialmente na via de exposicdo por superficie de contato.
Uma investigagdo mais detalhada sobre as alteragbes comportamentais observadas,
possiveis alteracdes na atividade de enzimas e alteragcbes na concentracdo de
proteinas, poderia fornecer informac¢des adicionais sobre os impactos do i.a. no
organismo da abelha e o reflexo destes efeitos subletais para a sobrevivéncia e

manutencao desta espécie.

4.2 Triflumizol

De modo geral, o i.a. Triflumizol ndo causou reducao significativa na taxa de
sobrevivéncia de M. g. anthidioides em nenhuma das trés vias de exposicéo
testadas. O menor percentual de sobrevivéncia observado foi na via de exposicéo
topica, no entanto, as concentracdes testadas nesta via foram superiores as testadas
nas demais vias de exposicao.

Na via de exposicdo por ingestdo de alimento contaminado, a proporc¢éo de
sobreviventes variou de 90% a 96,67%, dependendo da concentragdo do Triflumizol
(Tabela 7). O teste de log-rank indicou que ndo houve diferenca significativa entre
as curvas de sobrevivéncia dos tratamentos, portanto, as concentragfes testadas
nao tiveram um efeito significativo na mortalidade das abelhas (x3= 4,5; gl=6; p= 0,6)
(Figura 14). Além disso, o teste de log-rank, aplicado com correcao dos valores de p
pelo método de Benjamini-Hochberg, ndo evidenciou diferenca significativa entre os

tratamentos controle, sugerindo que o diluente Etanol ndo influenciou na mortalidade
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das abelhas (p>0,05).

Tabela 7. Percentual de abelhas campeiras de Melipona quadrifasciata anthidioides
sobreviventes apos exposicao a diferentes concentragcdes do Triflumizol por ingestéao
de alimento contaminado, erro padréo e intervalo de confianga.

Proporcéao de Erro IC para u

Ul EIe sobreviventes (%) padréo (95%)

T1 (Agua) 93 4,55 [84,8; 100]
T2 (0,2 pug/mL) 96,65 3,39 [90,13; 100]
T3 (0,4 pg/mL) 90 5,48 [79,9; 100]
T4 (0,8 pug/mL) 90 5,48 [79,9; 100]
T5 (1,6 pg/mL) 96,67 3,28 [90,45; 100]
T6 (3,2 pg/mL) 93,33 4,55 [84,8; 100]

T7 (Etanol) 100 - -

Figura 14. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier a partir do tempo de exposicao
(horas) para Melipona quadrifasciata anthidioides exposta ao Triflumizol por ingestéao
de alimento contaminado.
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Com relagédo ao consumo de alimento das abelhas ao longo das 96 horas,

nao foram identificadas diferencas significativas na média de consumo total de
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alimento por abelha entre os tratamentos, de acordo com a analise ndo paramétrica
de Kruskal-Wallis (x3= 11,297; gl= 6; p= 0,07961). Este resultado indica que a
presenca do i.a. no alimento das abelhas ndo causou repeléncia ao mesmo (Figura
15).

Figura 15. Grafico de Boxplot para o consumo total de alimento por abelha campeira
de Melipona quadrifasciata anthidioides de cada tratamento. O “X” no interior do
gréafico indica a média de consumo total por abelha de cada tratamento.
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Para a via de exposicado superficie de contato contaminada, os resultados
indicaram que a sobrevivéncia das abelhas nédo foi afetada nas diferentes
concentracdes do Triflumizol. Os tratamentos com concentracdes crescentes do i.a.
apresentaram 100% de sobrevivéncia das abelhas, sugerindo que a exposi¢do por
meio da superficie de contato ndo é uma via efetiva de intoxicagéo letal do Triflumizol
para M. quadrifasciata anthidioides (Tabela 8).

O teste de log-rank n&o indicou diferenca significativa entre as curvas de
sobrevivéncia das diferentes concentracdes do i.a. (x3=5,9; GL=6; p= 0,4). Quando
comparados os tratamentos controle pelo teste de log-rank com correcao do p-valor
pelo método de Benjamini-Hochberg, também néo foram evidenciadas diferencas
significativas (p>0,05), confirmando que o diluente etanol ndo afetou a mortalidade
das abelhas (Figura 16).
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Tabela 8. Percentual de abelhas campeiras de Melipona quadrifasciata anthidioides
sobreviventes ap0s exposicao a diferentes concentracdes do Triflumizol por contato
a superficie contaminada, erro padrédo e intervalo de confianca.

Tratamentos Proporcéo de Erro IC para u (95%)
sobreviventes (%) padréo

T1 (Agua) 96,67 3,28 [90,45; 100]
T2 (16 pg/mL) 93,3 4,55 [84,8; 100]
T3 (32 pg/mL) 93,3 4,55 [84,8; 100]
T4 (64 pg/mL) 100 - -
T5 (124 pg/mL) 100 - -
T6 (248 pg/mL) 100 - -

T7 (Etanol) 96,67 3,28 [90,45; 100]

Figura 16. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier a partir do tempo de exposicao
(horas) para Melipona quadrifasciata anthidioides exposta ao Triflumizol por contato
a superficie contaminada.
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Na via de exposicdo topica, o tratamento com a dose mais baixa do
Triflumizol (50 pg/uL) resultou em uma sobrevivéncia de 100%, enquanto doses
maiores (100, 200 e 400 pg/uL) apresentaram sobrevivéncia de 96,67%, 95,83% e

72,4%, respectivamente. A dose mais alta do ingrediente ativo (600 pg/upL)
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apresentou uma sobrevivéncia de 83,3% (Tabela 9).

Tabela 9. Percentual de abelhas campeiras de Melipona quadrifasciata anthidioides
sobreviventes apds exposicdo a diferentes concentracdes do Triflumizol por via
topica, erro padrao e intervalo de confianca.

Proporgéao de Erro IC para p (95%)

[atentnies sobreviventes (%) padrao

T1 (Agua) 85,7 9,35 [69,2; 100]
T2 (50 pg/pL) 100 - -
T3 (100 pg/uL) 96,67 3,28 [90,45; 100]
T4 (200 pg/uL) 95,83 4,08 [88,16; 100]
T5 (400 pug/uL) 72,4 8,30 [57,8; 90,7]
T6 (600 pg/uL) 83,3 6,80 [71,0; 97,8]

T7 (Etanol) 70,0 10,25 [52,5; 93,3]

O teste de log-rank identificou diferenca significativa entre as curvas de
sobrevivéncia (x2= 16,5; gl=6; p= 0,01). No entanto, quando comparados 0s pares
de tratamentos pelo teste de log-rank com correcdo dos valores de p pelo método
de Benjamini-Hocheberg, as diferencas significativas ndo foram evidentes, assim,
considera-se que todos os tratamentos possuem curvas de sobrevivéncia iguais
(Figura 17).



52

Figura 17. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier a partir do tempo de exposicao
(horas) para Melipona quadrifasciata anthidioides exposta ao Triflumizol por
aplicacéo topica.
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Observou-se ainda que o tratamento controle solvente (etanol) apresentou a
menor sobrevivéncia das abelhas, enquanto a exposi¢cdo a agua resultou em maior
sobrevivéncia. No entanto, quando comparados os dois tratamentos controles pelo
teste de log-rank com correcdo do p-valor pelo método de Benjamini-Hochberg,
verificou-se que ndo houve diferenca significativa entre os controles (p=0,51). Estes
resultados indicam que o diluente ndo influenciou na mortalidade das abelhas em
comparacao ao tratamento controle com agua.

O Triflumizol é um fungicida pertencente ao grupo quimico dos Imidazais,
sua utilizacdo é autorizada para diversas culturas cuja polinizacdo é realizada por
abelhas sem ferrdo, a exemplo de melancia, mag¢d, manga, meldo e pepino
(Nicodemo et al., 2013; Viana et al., 2014; Wolowski et al., 2019). Sua aplicacéo é
principalmente direcionada ao controle de fungos causadores do oidio. Com relagdo
a periculosidade ambiental, este produto classificado como muito perigoso ao meio
ambiente (classe II), devido sua alta persisténcia no meio ambiente (Brasil, 2023)

Este fungicida atua principalmente inibindo a C14-desmetilase, uma enzima

envolvida na biossintese de esteroides, interferindo especificamente na CYP51.
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(lwasa et al., 2004; Zarn; Brischweiler; Schlatter, 2003; Zhu et al., 2014). Além disso,
o Triflumizol demonstra a capacidade de inibir as enzimas CYP450s presentes em
insetos, (Brattsten; Berger; Dungan, 1994). Essas enzimas possuem papel nos
processos de desintoxicacdo e quimiorrecepg¢ao, ajudando a metabolizar
xenobidticos em que as abelhas entram em contato (Berenbaum; Johnson, 2015), o
que sugere um possivel efeito toxico causado por este fungicida aos insetos,
especialmente as abelhas.

A exposicdo ao Triflumizol por meio das vias de exposi¢ao por ingestéo de
alimento contaminado e superficie de contato contaminada ndo apresentou efeito
significativo na mortalidade das abelhas. Embora, na via de exposicao tépica as
doses maiores do composto resultaram em uma leve diminuicdo na sobrevivéncia
das abelhas, as concentracbes testadas foram elevadas e o percentual de
mortalidade das abelhas ndo excedeu 30%. Deste modo, nas condi¢des
experimentais deste estudo, o Triflumizol ndo causou efeitos letais significativos nas
abelhas em nenhuma das trés vias testadas.

Os fungicidas geralmente sdo considerados pouco toxicos para as abelhas,
porém estudos recentes apontam que esses produtos podem ter efeitos subletais
prejudiciais. Esses efeitos podem incluir estresse, reducdo do consumo de
alimentos, metabolismo alterado, alteracdes morfofisiolégicas no intestino médio e
até mesmo diminuicdo da cognicdo e expectativa de vida das abelhas (Cullen et al.,
2019; Domingues et al., 2020; Schuhmann et al., 2022).

No presente estudo foram observadas alteragbes comportamentais nas
abelhas expostas ao fungicida Triflumizol. Foi possivel notar visualmente a
ocorréncia de comportamentos como agitacdo, desorientacdo, dificuldade de
locomocéo, prostracdo, autolimpeza corporal excessiva e agitacdo constante das
asas. Estes resultados se assemelham com os obtidos por Tosi e Nieh (2017), que
também observaram comportamentos anormais em abelhas intoxicadas com
diferentes agrotoxicos.

Os agrotoxicos podem afetar negativamente a precisdo das informacoes
transmitidas pelas abelhas, além de prejudicar o comportamento de orientacdo das
operarias expostas (Desneux et al., 2007). Deste modo, as variacoes
comportamentais observadas no presente estudo podem representar sinais de
intoxicacado subletal do i.a. para M. quadrifasciata anthidioides e merecem ser melhor

investigados.
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Além disso, diversos estudos relatam que os fungicidas quando aplicados
em conjunto com inseticidas tem a capacidade potencializar o efeito toxico dos
inseticidas, o que pode ter implicacdes significativas para a saude das abelhas e
para a polinizagdo em geral (Almeida et al., 2021; Tomé et al., 2017). A exemplo, 0os
fungicidas inibidores da biossintese de ergosterol, como € o caso do Triflumizol,
podem modificar a toxicidade de inseticidas piretroides, como o Lambda-Cialotrina
(Poquet; Vidau; Alaux, 2016).

O risco associado aos fungicidas para as abelhas ndo esta relacionado
especificamente ao efeito letal, mas sim as alteracbes metabdlicas causadas pela
exposicao cronica a estes produtos (Rondeau; Raine, 2022), que por sua vez
deixardo as abelhas mais susceptiveis a outros estressores. Desta forma, pesquisas
futuras podem ser realizadas para investigar possiveis alteracdes metabdlicas
provocadas pelo i.a. nas abelhas sociais sem ferrdo, bem como a avaliacdo da

toxicidade deste fungicida associado outros i.a.

4.3 Fenpiroximato

Assim como o Triflumizol, o i.a. Fenpiroximato também n&o causou reducao
significativa na proporcdo de abelhas sobreviventes nas trés vias de exposi¢cao
testadas. Em todas as vias, o percentual de sobrevivéncia de M. g. anthidioides dos
tratamentos que continham o i.a. ndo diferiram estatisticamente dos tratamentos
controle. Deste modo, nao foi possivel determinar a DLso ou ClLso do i.a. para a
espécie de abelha estudada.

Na via de exposicéo por ingestdo de alimento contaminado, as proporc¢des
de sobrevivéncia das abelhas de todos os tratamentos ficaram acima de 96% (Figura
18). O teste de log-rank aplicado ndo apontou diferenca significativa entre as curvas
de sobrevivéncia (x2 = 3; gl= 5; p=0,7). Os tratamentos controle (agua e solvente)
tiveram a mesma propor¢cdo de sobrevivéncia (100%), confirmando que o solvente

utilizado na diluicdo do i.a. ndo afetou a sobrevivéncia das abelhas (Tabela 10).
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Figura 18. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier a partir do tempo de exposicao
(horas) para Melipona quadrifasciata anthidioides exposta ao Fenpiroximato por
ingestao de alimento contaminado.
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Tabela 10. Percentual de abelhas campeiras de Melipona quadrifasciata
anthidioides sobreviventes apds exposicdo a diferentes concentracdes do
Fenpiroximato por ingestdo de alimento contaminado, erro padrdo e intervalo de
confianga.

Proporcéo de Erro IC para u (95%)
VLSO sobreviventes (%) padrao
T1 (Agua) 100 - -
T2 (12,5 pg/mL) 100 - -
T3 (25 pg/mL) 96,67 3,28 [90,45; 100]
T4 (37,5 pg/mL) 96,67 3,28 [90,45; 100]
T5 (50 pg/mL) 96,67 3,28 [90,45; 100]
T6 (Acetona) 100 - -

Com relagéo ao consumo de alimento pelas abelhas ao longo das 96 horas,
pode-se observar uma reducéo significativa na média de consumo total de alimento
por abelha a medida que houve aumento da concentracdo de i.a., conforme o teste
F da analise de variancia (F,12) = 9,0324; p<0,01). Este resultado, indica que a
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presenca do i.a. na solucéo de alimentacéo pode ter causado repeléncia as abelhas
ao consumo de alimento, resultando em uma menor quantidade de alimento total

consumida pelas abelhas expostas as maiores concentragfes (Figura 19).

Figura 19. Grafico de Boxplot para o consumo total de alimento por abelha de cada
tratamento. O “X” no interior do grafico indica a média de consumo total por abelha
de cada tratamento. Caixas seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Skott-Knott ao nivel de 5% de significancia.
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Na via de exposicao por aplicacdo tdpica, todos os tratamentos resultaram
em um percentual de sobrevivéncia acima de 93%. Todas as concentracfes do i.a.
Fenpiroximato resultaram em 96,67% de sobrevivéncia das abelhas testadas
(Tabela 11). De acordo com o teste de log-rank, as curvas de sobrevivéncia foram
idénticas (x2= 0,7; gl= 5; p=1). Além disso, os dois tratamentos controles ndo
diferiram estatisticamente entre si pelo teste de log-rank com corre¢céo do p-valor
pelo método de Benjamini-Hochberg (p>0,05), confirmando que o solvente utilizado

para diluicdo do i.a. ndo influencia na mortalidade das abelhas (Figura 20).
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Tabela 11. Percentual de abelhas campeiras de Melipona quadrifasciata
anthidioides sobreviventes ap0s exposicdo a diferentes concentracbes do
Fenpiroximato por aplicacéo tépica, erro padrao e intervalo de confianca.

Taamentos  Poberdode | Evo | Cparau 55
T1 (Agua) 96,67 3,28 [90,45; 100]
T2 (0,025 pg/pL) 96,67 3,28 [90,45; 100]
T3 (0,037 pg/uL) 96,67 3,28 [90,45; 100]
T4 (0,05 pg/uL) 96,67 3,28 [90,45; 100]
T5 (0,1 pg/uL) 96,67 3,28 [90,45; 100]
T6 (Acetona) 93,55 4,41 [85,29; 100]

Figura 20. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier a partir do tempo de exposicao
(horas) para Melipona quadrifasciata anthidioides exposta ao Fenpiroximato por
aplicacao topica.
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Na via de exposicdo por superficie de contato contaminada, as curvas de
sobrevivéncia dos tratamentos testados nao diferiram estatisticamente entre si de
acordo com o teste de log-rank (x2= 8,9; gl=6; p=0,2). Os tratamentos controles agua
e diluente (Acetona), mantiveram 100% de sobrevivéncia das abelhas testadas apos
96 horas de exposicdo (Tabela 12). Todas as concentracbes de i.a. testadas

resultaram em um percentual de sobrevivéncia acima de 93% (Figura 21).
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Tabela 12. Percentual de abelhas campeiras de Melipona quadrifasciata
anthidioides sobreviventes ap0s exposicdo a diferentes concentracdes do
Fenpiroximato por contato a superficie contaminada, erro padrdo e intervalo de
confianga.

Taanentos ProRerciode o Evo | (Cparay (a9
T1 (Agua) 100 - -
T2 (18,87 pg/mL) 100 - -
T3 (37,75 pg/mL) 100 - -
T4 (50 pg/mL) 93,3 4,55 [84,80; 100]
T5 (75,5 pg/mL) 100 - -
T6 (100 pg/mL) 96,67 3,28 [90,45; 100]
T7 (Acetona) 100 - -

Figura 21. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier a partir do tempo de exposi¢ao
(horas) para Melipona quadrifasciata anthidioides exposta ao Fenpiroximato por
contato a superficie contaminada.

w4 ———————————— —— —
— 80 7
=
~ Concentragdes (ug/mL)
.g a4 @ ----- F}cetona
S Agua
= 18,87
o 40 7 — 3775
§ — 50
20 - — 755
100
D -
| | | | |
0 24 48 12 96

Tempo (horas)

O Fenpiroximato é um acaricida pertencente ao grupo quimico Pirazol, no
Brasil € amplamente utilizado para o controle de acaros em diversos cultivos
agricolas. O Fenpiroximato atua inibindo o transporte de elétrons mitocondriais no
sitio NADH-coenzima Q redutase dos &acaros (Dekeyser, 2004; EFSA, 2016;
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Limmen, 1998). As formula¢gdes comerciais deste produto apresentam classificacao
de periculosidade ambiental como muito perigoso ao meio ambiente (classe Il), por
ser altamente bioconcentravel e toxico para organismos aquaticos e edéficos (Brasil,
2023).

Diversas pesquisas tém sido realizadas com o intuito de avaliar a eficiéncia
da utilizacdo deste i.a. para o controle de Varroa destructor, um importante acaro
ectoparasita de A. mellifera (Bahreini et al., 2020; Bahreini et al., 2022; Johnson et
al., 2013), devido a sua baixa toxicidade letal para abelhas, como j& observado em
outros estudos (Darwish; Ali; Aly, 2022; Leite et al., 2018).

No presente estudo, as concentracdes testadas do i.a. ndo ocasionaram em
um aumento significativo da mortalidade das abelhas. Em todas as trés vias de
exposicao testadas o percentual de sobrevivéncia permaneceu acima de 90%, tanto
nos tratamentos controles quanto nos tratamentos com exposi¢ao ao Fenpiroximato.
Apesar de nédo ter sido observado efeito letal significativo nas abelhas, foram
observadas alteragbes comportamentais, como agitacdo, desorientacao, prostracao,
autolimpeza corporal excessiva, dificuldade de locomocao e agitacado constante de
asas.

Além das alteracbes comportamentais observadas nas abelhas, os
resultados desta pesquisa evidenciaram uma reducao significativa no consumo total
de alimento por abelha na via de exposi¢cao por ingestdo de alimento contaminado.
Este resultado pode representar um efeito subletal significativo deste i.a. para as
abelhas, podendo estar associado a deficiéncia de aprendizagem e retencéo de
memoria ou a repeléncia das abelhas a fonte de alimentacéo contaminada.

A reducéo no consumo de alimento pelas abelhas pode estar relacionada ao
mecanismo de acao do Fenpiroximato, que atua na cadeia de transporte de elétrons
mitocondriais. Uma hip6tese para a ocorréncia deste efeito € que o Fenpiroximato
pode ter inibido a atividade da enzima citocromo C oxidase e a inibicdo desta enzima
no sistema nervoso central pode estar associada a deficiéncia de aprendizagem,
prejudicando a retencdo de memoaria das abelhas a fonte de alimento (Bennet et al.,
1996; Gashout et al., 2020). No entanto, esta hip6tese precisa ser testada em novos
estudos. Assim como neste estudo, outros autores também relataram baixa
toxicidade letal do Fenpiroximato para abelhas. Dahlgren et al. (2012) relataram
baixa toxicidade letal para A. mellifera, assim como Darwish, Ali e Aly (2022), que

observaram percentual de mortalidade abaixo de 30% nas maiores concentragdes
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testadas. Em outro estudo, a maior dosagem recomendada de um produto formulado
com Fenpiroximato resultou em baixa mortalidade de A. mellifera, porém foram
observados efeitos secundarios, como alteragbes na coordenagdo motora e
agitacdo, quando o i.a. foi combinado com 6leo mineral (Leite et al., 2018).

Apesar das alteracbes comportamentais observadas em algumas
circunstancias, a letalidade do Fenpiroximato para as abelhas é relativamente baixa
quando comparada a outros acaricidas testados em estudos de toxicologia com
abelhas (Dahlgren et al., 2012; Darwish, Ali e Aly 2022; Leite et al., 2018).

A possivel resisténcia das abelhas ao Fenpiroximato pode ser explicada
pelos processos metabdlicos de desintoxicacao celular que sdo desencadeados nas
abelhas, quando expostas a este i.a. A desintoxicacdo por enzimas P450s parece
ser a base para a tolerancia que as abelhas mostram em relacdo ao Fenpiroximato,
conforme discutido por Johnson et al. (2013). No entanto, no mesmo estudo foi
observado que o efeito toxico do Fenpiroximato pode ser alterado caso a exposicao
seja combinada com fungicidas inibidores da biossintese de esterol, que por sua vez
sao capazes de inibir a desintoxicacdo mediada pela P450s.

Residuos de Fenpiroximato foram detectados em amostras de cera, polen e
mel de A. mellifera (Barganska; Slebioda; Namiesénik, 2013; El Agrebi et al., 2020;
Kiljanek, 2024; Matrti; Kilchenmann; Kast, 2022). Estes produtos sdo comumente
utilizados em atividades de manejo de abelhas sociais sem ferrdo, seja no
fornecimento de cera ou na suplementacdo alimentar, fornecendo o mel como
alimento energético ou bombom de polen apicola como alimento proteico. Assim, as
ASSF podem ser expostas a residuos deste i.a., representando um possivel risco,
caso seja utilizado no controle de ectoparasitas em A. mellifera.

Embora um Unico i.a. em certas concentracdes ndo seja letal, a exposicao
combinada a multiplos i.a. ou outros estressores pode ter efeitos sinérgicos,
aumentando os riscos para as abelhas. Os agrotoxicos podem interagir entre si
durante a desintoxicacdo, causando competicdo entre substancias toxicas e
prejudicando esse processo. Ou seja, varias substancias tdxicas precisam ser
removidas ao mesmo tempo, o que pode atrapalhar o processo de desintoxicacao
de cada uma delas (Poquet; Vidau; Alaux, 2016).

Ao considerar o contexto mais amplo da exposi¢ao a multiplos estressores,
€ relevante investigar a interacdo entre Triflumizol e Fenpiroximato para avaliar

potenciais efeitos sinérgicos provocados por uma exposicdo combinada. Essa
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analise € importante para entender os riscos reais que esses compostos podem
representar para as abelhas quando presentes simultaneamente no ambiente. Como
ambos os i.a., embora néo letais, provocaram alteracdes comportamentais, uma
avaliacdo conjunta pode revelar se esses efeitos se intensificam ou se atenuam

guando as abelhas sdo expostas a ambos 0s compostos simultaneamente.
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5. CONCLUSOES

O ingrediente ativo Lambda-Cialotrina (inseticida) é altamente toxico para
Melipona quadrifasciata anthidioides nas vias de exposi¢ao por ingestao de alimento
contaminado e aplicacdo topica, afetando a sobrevivéncia e comportamento das
abelhas. Na via de exposicédo por superficie de contato contaminada o Lambda-
Cialotrina ndo causou efeito letal significativo, mas causou paralisia e dificuldade de
locomogéo nas abelhas nas primeiras 24 horas de exposi¢do, representando um
risco a sobrevivéncia das abelhas. Os ingredientes ativos Triflumizol (Fungicida) e
Fenpiroximato (Acaricida), apesar de ndo terem sido letais para as abelhas,
provocaram alteracdes comportamentais evidentes, especialmente o Fenpiroximato

gue provocou uma redugéao significativa no consumo de alimento pelas abelhas.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Este foi o primeiro estudo que avaliou a toxicidade do Lambda-Cialotrina,
Triflumizol e Fenpiroximato em Melipona quadrifasciata anthidioides. Os resultados
obtidos, contribuem para a compreenséao dos impactos desses agrotoxicos na saude
das abelhas nativas, destacando a importancia de novos estudos que se aprofundem
nos efeitos subletais causados por esses compostos. As alteracdes
comportamentais observadas nas trés vias de exposicao dos trés ingredientes ativos
apontam para novas linhas de investigacado, pois podem ser determinantes para a
sobrevivéncia ou para o pleno desenvolvimento das colonias de M. g. anthidioides.
Neste sentido, novas pesquisas precisam ser realizadas, a fim de analisar as
alteracdes metabdlicas provocadas pela exposicdo das abelhas aos i.a., de modo
gue se possa entender mais profundamente a acao destes produtos no organismo
das abelhas. Investigar os mecanismos especificos pelos quais diferentes pesticidas
influenciam a capacidade de desintoxicacao das abelhas pode fornecer informacoes
relevantes para o desenvolvimento de estratégias de manejo que minimizem 0s

impactos adversos na saude desses polinizadores.
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