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RESUMO

GOMES, Ingrid Naiara, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2017.
Bioensaios em laboratério indicam efeitos deletérios de agrotdxicos sobre as abelhas
Melipona capixaba e Apismellifera. Orientador: Helder Canto Resende. Coorientadores:
Lessando Moreira Gontijo, Maria Augusta Lima Siqueira e José Salazar Zanuncio Juanior.

A polinizagdo é um dos servicos ecoldgicos essenciais para a manutencao de smbiente
naturais e agrarioPentre os polinizadores, as abelhas representam um grupo diverso
gue exerce papel fundamental nesse processo. O declinio das populacdes de abelhas tem
sido relatado, sendo a utilizacdo intensiva de agrotoxicos apontada como um dos
principais fatores responséaveis por esse impacto. No Brasil, a espécie sem ferrdo
Melipona capixaba estd ameacada de extingdo. Sua regido de ocorréncia é amplamente
impactada pela presenca de diversas culturas agricolas e utilizacdo de agrotoxicos. Nesse
sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliaoxicidade dos agrotéxicos thiamethoxam,
glifosato e mancozeb sobre operariaddeapixaba e Apis mellifera. Foram realizados
bioensaios de sobrevivéncia mediante exposicdo por contato e ingestdo, em doses de
campo e diluicdo desta dose a 1/10. As abelhas sobreviventes desses bioensaios foram
submetidas ao teste de voo. Foram realizados também bioensaios de repeléncia. Nos
bioensaios de sobrevivéncia as duas doses do inseticida thiamethoxam nas duas vias de
exposicdo, e a dose de campo do herbicida glifosato na exposicdo por ingestéao
diminuiram a sobrevivéncia dos individuosMlecapixaba e A. mellifera. As duas doses

do fungicida mancozeb diminuiram a sobrevivéncia apenas das abelhalifera

expostas por contato, entretanto nos bioensaios de voo realizados com as sobreviventes
dessa via de exposicao, esses tratamentos causaram alteracdes na capacidade de voo das
duas espécies. Nexposicdo por ingestdo as doses de campo do herbicida glifosato
causaram prejuizos no voo das duas espécies, assim como a dose de campo do fungicida,
entretanto apenas pafa mellifera. Por fim foi verificada também uma auséncia de
repeléncia dos agrotoxicos testados para as duas espécies, possivelmente levando a uma
alta exposicdo das operarias durante o forrageamento. Esses resultados sugerem que os
trés agrotoxicos testados causam impactos negativos na populagdo da abelha ameacada

de extingcadVl. capixaba e para a espécie mellifera.



ABSTRACT

GOMES, Ingrid Naiara, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2017.
Assessment of the potential effects of pesticides on bees of the speldielspona
capixaba and Apis mellifera. Adviser: Helder Canto Resende. Co-advisers: Lessando
Moreira Gontijo, Maria Augusta Lima Siqueira and José Salazar Zanuncio Junior.
Pollination is one of the essential ecological services for the maintenance of natural and
agrarian environments. Among the pollinators, bees represent a diverse group that plays
a fundamental role in this process. The decline of bee populations has been reported, with
the intensive use of pesticides being pointed as one of the main factors responsible for
this impact. In Brazil, the stingless biglelipona capixaba is threatened with extinction.

Its region of occurrence is largely impacted by the presence of various agricultural crops
and the use of agrochemicals. In this sense, the objective of this work was to evaluate the
toxicity of the pesticides thiamethoxam, glyphosate and mancozeb on workigrs of
capixaba andApis mellifera. Survival bioassays were performed by contact and ingestion
exposure at field doses and dilution of this dose to 1/10. The surviving bees of these
bioassays were submitted to the flight test. Repellency bioassays were also performed. In
the survival bioassays the two doses of the thiamethoxam insecticide in the two exposure
routes, and the field dose of the herbicide glyphosate on ingestion exposure decreased the
survival of the individuals oM. capixaba and A. mellifera. The two doses of the
mancozeb fungicide decreased the survivaAofmellifera bees exposed by contact,
however in the flight bioassays performed with the survivors of this route of exposure,
these treatments caused changes in the flight capacity of both species. In the exposure by
ingestion the field doses of the glyphosate herbicide caused losses in the flight of both
species, as well as the field dose of the fungicide, onhAfonellifera. Finally, it was

verified an absence of repellency of the pesticides tested for the two species, possibly
leading to a high exposure of the workers during the foraging. These results suggest that
the three pesticides tested have negative impacts on the population of the threatened

stingless bed/l. capixaba and on thé\. mellifera species.

Vi



1. INTRODUCAO

A necessidade do controle de pragas agricolas para aumento da produtividade de
diversas culturas elevou o uso dos pesticidas nesses ambientes, causando uma maior
exposicdo das abelhas a esses produtos (Carvalho, 2006). Como consequéncia, nos
altimos anos vem aumentando a preocupacao e as pesquisas relacionadas ao impacto de
pesticidas sobre esses polinizadores (Brit&iral., 2010; Desnewet al., 2007;
Thompson, 2003; Gilt al., 2012). Tem sido demonstrado que o uso indiscriminado de
agrotoxicos reduz drasticamente a populacdo de abelhas, ja que essas, ao visitarem as
culturas podem ser afetadas tanto por contato quanto pela ingestdo de alimentos
contaminados (Brittain e Potts, 2011; Fairbroteeal., 2014). Contudo, grande parte
dessas pesquisas tém focado principalmente na egpéndlifera (Lima et al., 2016).

Segundo Lima e seus colaboradores (2016) de um total de 869 estudos sobre impacto de
pesticidas em abelhas, apenas 2,3% foram realizados com abelhas sem ferrdo, sendo
65,9% realizados com mellifera. Provavelmente pelo fato de se ter maior conhecimento
sobre criacdo, manejo e servicos de polinizacao dessa espécie, uma vez que a importancia
econbmica das abelhas nativas foi durante muito tempo negligenciada. Entretanto as
abelhas nativas desempenham funcdes fundamentais na conservacao da biodiversidade
através de seus servicos de polinizacéo (Devidieas, 2003). Além disso, as espécies

de abelhas apresentam diferentes caracteristicas da histéria de vida, podendo, apresentar
respostas diferentes durante a exposicao aos pesticidas, sendo possivel que haja mais
vulnerabilidade de umas em relacao a outras espécies (Brittain e Potts, 2011). Rortanto,
utilizacdo de uma espécie modelo em estudos toxicolégicos pode subestimar os impactos
causadosmoutras espécies (Linghal., 2016). A grande diversidade de abelhas nativas

no Brasil reforca a necessidade e a importancia de avaliar a susceptibilidade desses
organismos frente & exposi¢do aos agrotoxicos, ja que a utilizacdo destes produtos vem
sendo considerada como um dos principais promotores do declinio dos polinizadores
(Kuldnaet al., 2009).

A espécieMelipona capixaba Moure e Camargo (1994) é uma abelha sem ferréo,
endémica das regides de altitude do estado do Espirito Santo (Retsandz014). A
utilizagdo de agrotéxicos é possivelmente um fator que tem contribuido para o declinio
da populacéo dessa especsspporque na sua regido de ocorréncia natural ha extensas

areas com culturas que tradicionalmente utilizam diversos agrotoxicos para controle
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quimico de pragas. Algumas dessas culturas, como as pertencentes as familias
Solanaceae, Rutaceae, Rubiaceae, MyrtaeeRerseae sao utilizadas como fonte de
recurso pela espéchd. capixaba 0 que aumenta a exposi¢ao das forrageiras em campo
(Serraet al., 2012). Apesar do risco de exposi¢cao aos agrotoxicos e do status de ameaca
deM. capixaba, até onde é de nosso conhecimento, ndo existem estudos sobre o impacto
desses produtos para a populacdo dessa espécie, sendo esse o0 primeiro trabalho a
verificar os danos de agrotéxicos sobfecapixaba. Portanto, este trabalho oferece
contribuicdo inédita para a compreensao dos impactos negativos de trés dos agrotoxicos
mais utilizados na area de ocorréncia natural da abklbapixaba.

O inseticida thiamethoxam, pertencente a classe dos neonicotindides, o fungicida
mancozeb e o herbicida glifosato sdo agrotoxicos amplamente utilizados nas culturas
proximas a regifes de ocorréncia natural Mle capixaba (informacédo pessoal do
pesquisador José Salazar Zanuncio Janior, Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia
Técnica e Extensdo RuralINCAPER). A producdo mundial de neonicotindides tem
aumentado nos ultimos anos, sendo esses 0s principais inseticidas relacionados com o
declinio das abelhas (Blacquiésteal., 2012). Dentre os inseticidas neonicotindides a
molécula ativa thiamethoxam, vem sendo amplamente utilizada, tornando-se ireportant
a avaliacao de estudos ecotoxicoldgicos com esses produtos (LayabcR014).

Os inseticidas sdo o principal foco dos estudos toxicol6gicos em abelhas
(Blacquiereet al., 2012). No entanto, em campo as forrageiras estdo expostas a outros
produtos quimicos como os fungicidas e herbicidas (Baylis, 2000; Gianessi, 2005;
Schreinemachers e Prasnee, 2012). Portanto os possiveis impactos causados por esses
produtos ndo devem ser negligenciados, pois mesmo néo apresentando efeito letal
esperado as abelhas, os herbicidas e fungicidas podem causar danos subletais como
alteracdes morfoldgicas, fisiolégicas e comportamentais que também comprometem a
longo prazo o desenvolvimento e sobrevivéncia da colonia (Beg@en 2013).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade dos agrotoxicos thiamethoxam,
glifosato e mancozeb sohiv& capixaba e Apis mellifera. Mais especificamente buscou-
se avaliar (i) a repeléncia dos agrotéxicos testados; (i) a letalidade por contato e por
ingestao e (iii) os efeitos subletais da exposicao por contato e ingestdo destes agrotoxicos

atraves da alteracédo do padréo de voo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia ecologica e econdmica da polinizacdo por abelhas

Os servicos ecossistémicos fornecidos pelo meio ambiente, incluindo a
polinizagdo, sdo fundamentais para a manutencdo da vida na terra, contribuindo para o
bem-estar humano de forma direta ou indireta (Constiratg 1997). A polinizacéo é
fundamental para aumentar a variabilidade genética e garantir a reproducao de diversas
espécies de angiospermas. Atualmente cerca de 90% das plantas sdo polinizadas por
animais, (Ollertoret al., 2011) sendo 0s insetos 0s principais organismos responsaveis
por esse processo (Giannabial., 2014).

As interacdes entre plantas e polinizadores sdo benéficas para ambos devido a
relacdo mutualistica entre esses dois grupos (Giagtrahi, 2014). Em areas naturais a
formacao dos frutos € uma fonte de recurso importante para diversas espécies de animais,
0 que contribui para manutencao desses ambientes (Imperatriz-Fonseca e Nunes-Silva,
2010). Portanto a conservacao dos polinizadores € fundamental para manutencdo da
biodiversidade dos ecossistemas, uma vez que o declinio na populacdo destes pode causar
impactos negativos sobre outros organismos com os quais interagem (Kearns e Inouye,
1997).

Além de atuarem na manutencdo dos ecossistemas naturais, 0os polinizadores
também contribuem para o aumento da produtividade de diversas culturas (Imperatriz-
Fonseca e Nunes-Silva, 2010). Dados levantados de 200 paises demonstraram que 86 das
culturas globais mais importantes dependem da polinizagdo por animais enquanto apenas
28 ndo dependem (Kleigt al., 2007). Portanto, ha uma intima dependéncia dos seres
humanos por este processo. Na diminuicdo ou auséncia do servico de polinizacédo e
declinio de seus polinizadores a dieta seria infinitamente empobrecida em termos
nutricionais (Kleinet al., 2007).

Em relacdo aos aspectos econdmicos a valoracdo deste servigo prestado pelos
polinizadores gira em torno de 153 bilhdes por ano, o equivalente a 9,5% do valor da
producao agricola mundial (Galktial. 2009). No Brasil um estudo recente estimando o
valor econbmico anual do servico de polinizacdo de 44 culturas mostrou que a
contribuicdo dos polinizadores foi cerca de US$ 12 bilhdes. A produgéo anual dessas
culturas dependentes da polinizacdo foi de aproximadamente US$ 45 bilh6esa Logo,
polinizacdo representa 30% do valor total econdmico dessas culturas (Gearahini
2015).



Uma pesquisa realizada por Giannini e colaboradores (2014) sobre interactes
entre polinizadores e culturas agricolas no Brasil demonstrou que dentre as 321 espécies
identificadas, 250 foram consideradas como polinizadoras. O grupo Hymenoptera
representou uma parcela de 89% neste conjunto de dados, 77% destes eram espécies da
familia Apidae. Essa predominéncia das abelhas como principais polinizadoras dos
ecossistemas pode ser explicada pela coevolugdo entre abelhas e angiospermas, o que
originou diversas adaptacdes nas espécies de abelhas para coleta em flores, fazendo com
gue esse grupo necessitasse dos recursos florais fornecidos pelas plantas durante todo seu

ciclo de vida (Imperatriz-Fonseca e Mgsilva,2010).

2.2 Declinio dos polinizadores/abelhas e suas consequéncias para 0s ecossistemas

O declinio no numero de polinizadores em diferentes lugares do mundo tem
aumentado a preocupacao sobre a conservacao dos polinizadores, principalmente no que
diz respeito as abelhas (Biesmegeal., 2006 Kevan e Viana, 2003). A reducao desse
grupo tera consequéncias negativas para os ecossistemas, pois diminuird g&ambém
comunidade de plantas dependentes da polinizacao por esses organismos, principalmente
aguelas dependentes dos polinizadores especialistas, o que causara reducédo na producao
de frutos em ambientes naturais, levando posteriormente a extincdo de diversos animais
que utilizam sementes, frutos ou plantas como recurso para construcdo de seus ninhos
(Biesmeijeret al., 2006; Kearns e Inouye, 1997). Além disso, a diminuicdo dos
polinizadores pode intensificar o desmatamento, jA& que uma das solucdes para se
compensar a escassez de polinizacdo e diminuicdo na produtividade das culturas
dependentes de polinizadores é aumentar a area de plantio, o que também podera
contribuir de maneira significativa para acelerar as mudancas climéticas éAien
2009).

Em ambientes agrérios a diminuicdo na produtividade e qualidade dos frutos tera
consequéncias econdmicas e nutricionais para 0s seres humanos, uma vez que nossa dieta
sera restrita a culturas pouco dependentes da polinizacao €dein?2007). Outro dado
que preocupa é que o cultivo de culturas agricolas que dependem de polinizadores esta
crescendo mais rapidamente em relacdo as que ndo dependem (Imperatriz-Fonseca e
Nunes-Silva, 2010).

Vérios fatores relacionados a causa do declinio dos polinizadores tém sido
levantados, sendo um deles o desmatamento que consequentemente leva a fragmentacao
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de habitats, afetando as populacdes de polinizadores pela diminuicdo de recursos
alimentares e fonte de nidificacdo, uma vez que muitas espécies de abelhas fazem seu
ninho em ocos de arvores. Outro fator € a introducéo de espécies exoticas que competem
pelos mesmos recursos que os polinizadores nativos e introducdo de pragas, como por
exemplo, acaros parasitas de abelhas que podem levar a diminuicdo da populagdo dessa
(Kevan e Viana, 2003). Além disso, o0 uso intensivo de pesticidas tem sido apontado como
uma das principais pressoes sobre os polinizadores (Ketldha2009).

2.3 Utilizacdo de pesticidas e seu impacto sobre as abelhas

Pesticidas sdo cada vez mais utilizados para aumento da produtividade agricola,
nas ultimas décadas a producéo global de inseticidas aumentou e é esperado que dobre
até 2050, j4 que a populacdo também tende a crescer, aumentando proporcioaalmente
demanda para producédo de alimentos (Tiletaal., 2001). Essa previsdo sugere que 0s
polinizadores serdo cada vez mais expostos e afetados pelos pesticidas, assim como
evidenciado por Mullin e colaboradores (2010) que detectaram 98 pesticidas em amostras
de pdlen, com até 31 pesticidas diferentes encontrados em uma Unica amostra.

As abelhas podem ser expostas aos agroquimicos durante sua aplicacdo por
contato com os residuos e através da ingestdo de polen e néctar contaminado durante a
alimentacdo (Fairbrotheet al., 2014). Essa exposicdo pode causar efeitos letais
diminuindo o nimero de abelhas em campo e consequentemente reduzindo a frequéncia
de polinizacado em plantas dependentes desse processo (Brittain e Potts, 2011). As abelhas
podem também apresentar efeitos subletais responsaveis por alteracdées comportamentais,
morfologicas e fisioldégicas nos individuos expostos, ao longo do tempo, esses efeitos
poderdo causar prejuizos para manutencao da colénia (Desabyu007).

A maioria dos estudos ecotoxicoldgicos de pesticidas e seus efeitos letais e
subletais sdo realizados cof mellifera (Tomé et al., 2015a). Apesar do evidente
impacto causado, os efeitos detectados e a magnitude dos mesmos variam entre as
espécies devido as diferentes historia de vida e estratégias de forrageamento, o que exige
estudos espécificos com diferentes espécies de polinizadores (Momehakrt2010;
Sandrocket al., 2014). Devido a importancia ecoldgica, econbmica e evidéncia no
declinio das populacdes de abelhas nativas torna-se necessaria a compreensao de como
essas especies de abelhas reagem e quais 0s possiveis impactos causados pela exposi¢cao
dos principais agrotoxicos utilizados nos ecossistemas agricolas (Biesjarmi e Slaa, 2011).
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Dentre as abelhas nativas do Brasil, as espécies pertencentes a tribo Meliponini
(abelhas sem ferrdo) representam um grupo diverso de abelhas eusociais. A distribuicéo
desse grupo ocorre em regides tropicais e subtropicais do mundo (Michener, 2007).
Diversas plantas nativas e culturas na América Neotropical sdo polinizadas
eficientemente pelas espécies pertencentes a esse grupo, evidenciando dessa forma a sua
importancia ecoldgica e econdmica (Skhal., 2006; Ramalhogt al., 2004). Sendo
assim sao necessérios estudos que abordem o0 impacto que os pesticidas podem
representar para as populacdes dessas abelhas, assim como as consequéncias do declinio
das populacdes dessas espécies (Tamé 2015).

A exposicao de individuos adultos Mdelipona quadrifasciata com o inseticida
imidacloprid e com bioinseticida espinosade causaram alta mortalidade entre as abelhas
submetidas aos testes de contaminacdo por alimentacdo, sendo que o espinosade
apresentou maior toxicidade oral quando comparado ao imidacloprid. Além disso,
imidacloprid também reduziu significativamente a taxa de respiracdo, 0 comportamento
de movimento e voo. Ja o espinosade prejudicou apenas o comportamento de voo (Tomé
etal., 2015a).

Outro estudo realizado por Tomé e colaboradores (2015b) com as abelhas nativas
sem ferradPartamona helleri e Scaptotrigona xanthotrica demonstrougue biopesticida
espinosade apresentou alta toxicidade para essas espécies expostas por contato e ingestao.
O bioinseticida azadiractina e o inseticida sintético clorantraniliprole ndo causaram
mortalidade significativa dessas abelhas nesse estudo, entretanto, prejudicaram
comportamento de voo das abelhas exggsiasivelmente comprometendo a atividade
de forrageio desses individues campo.

Além das abelhas adultas as larvas também podem ser afetadas pela alimentacéo
de pdlen e néctar contaminados, como demonstrado por Tomé e colaboradores (2012)
gue submeteram operarias Melipona quadrifasciata anthidioides a dietas contendo
diferentes doses de imidacloprid. Eles verificaram um alto nivel de mortalidade e efeitos
subletais causados pelo comprometimento de regides do cérebro responsaveis por
memoria, aprendizado e mobilidade. Esses dados sugerem que abelhas contaminadas na
fase de desenvolvimento, mesmo que sobrevivam, terdo seu desempenho comprometido
guando adultas colocando em risco a sobrevivéncia da colbnia.

Esses resultados, associados a importancia ecoldgica, econdmica, possivel maior

vulnerabilidade desse grupo perante a exposicdo aos pesticidas, e ao fato de haver
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espécies de abelhas sem ferrdo na lista brasileira de espécies ameacadas de extingao,
enfatiza a necessidade e importancia de realizar estudos ecotoxicolégicos com espécies
nativas de abelhas sem ferrdo, a fim de avaliar o impacto dos agrotéxicos nesse grupo de
polinizadores (Arena & Sgolastra, 2QBtasil, 2014 Tomeéet al., 2015).

Dentro desse grupo diverso pode-se citar o genéro Melipona, que apresenta
distribuicdo em regides Neotropicais (Michener, 2007). As abelhas pertencentes a esse
grupo estdo intimamente ligadas a polinizacéo de plantas nativas e de culturas agricolas,
como exemplo pode-se citar o tomate, pimentdo, berinjela, citrus, café, morango (Del
Sartoet al., 2005; Serrat al., 2012). Entretanto provavelmente polinizam muitas outras
culturas que ainda n&o foram registrados na literatura, uma vez que pesquisas
evidenciando criacdo de polinizadores nativos para polinizagdo de culturas agricolas
ainda estéo crescendo, pois ndo era reconhecida como uma pratica rentavel ( Heard, 1999;
Slaa et al., 2006). Algumas espécies do género Melipona realizam polinizacdo por
vibracéo, sendo importantes para polinizacéo efetiva de plantas nativas e culturas que
apresentam anteras poricidas. Espécies abundantesAcamtifera e Trigona spinipes
nado possuem esse tipo de comportamento apresentando baixa probabilidade de
polinizacdo destas plantas (Nunes-Sédval., 2010). Além da importancia ecolégiea
econdmica da polinizagdo por esse grupo, estas abelhas também representam fonte de
renda para diversas familias pela exploracdo dos produtos apicolas (Cortopassi-Laurino
et al., 2006). Portanto é importante a adocdo de estratégias que visem diminuir 0s

impactos das populacdes desse genéro (Bbaié 2015).

2.4 Pesquisas realizadas com a abelMelipona capixaba

Melipona capixaba (Hymenoptera: Apide) popularmente conhecida como
“urugu-negra” ou “urugu-capixaba”, € uma espécie endémica da Mata Atlantica brasileira
com distribuic@o restrita a pequenas areas remanescentes nas regides montanhosas do
Espirito Santo, com altitudes entre 800-1200m, temperaturas médias anuais entre 18-
23°C, e cobertura vegetal do tipo Floresta Ombréfila Densa Montana ou Floresta
Ombrofila Aberta Montana. Sua area de distribuicdo € inferior a 5.090Km
provavelmente a menor distribuicdo conhecida entre as abelhas sem ferrdo (Resende
al., 2014).

O bioma de ocorréncia dessa espécie apresenta uma das faunas mais ricas em
diversidade de espécies e esta entre as cinco regides do mundo que possuem 0 maior
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namero de espécies endémicas (Myers et al., 2000). Portanto deve ser uma das areas
prioritarias ao se considerar a necessidade de preservacao da biodiversidade.

Segundo Serra (2012), Luz e seus colaboradores (2011) as principais familias
visitadas por M. capixaba s&o plantas pertencentes as familias Myrtaceae e
Melastomatacae Varias espécies de Myrtaceae e Melastomatacea apresentam flores
com anteras poricidas, portanto para que ocorra a liberacdo dos grédos de polén é
necessario que seus polinizadores apresentem comportamento especializado @amalho
al., 1989;. Proenca e Gibbs, 1994). A vibracao realizada por musculos relacionados ao
voo durante a polinizacdo, esta presente no gévielipona spp e ausente em varias
outras espécies de abelhas, sendo esse um exemplo de especializacdo rekacionada
polinizacdo dessas plantas (Setral., 2012).

Serra e seus colaboradores (2012) verificaram que nas amostras de podlen
coletadas poM. capixaba havia uma predominancia do génémacalyptus spp. No
entanto essa constatacao pode ter ocorrido devido a existéncia de areas de reflorestamento
dessa planta perto das col6nias utilizadas durante as coletas uma vez que esse género foi
bem menos abundante nas amostras de determinados meses, sendo 0 polen de espécies
de plantas selvagens predominantes nessas épocas. Assim como relatado por Luz e seus
colaboradores (2011), que descreveu a preferéndih dapixaba por pélen de plantas
nativas quando distantes das areas de reflorestamento de eucalipto. AlénMdisso,
capixaba também é visitante de algumas espécies de orquideas (Resahd2008).

Portanto a utilizacdo desses recursos nativos por essa espécie corrobora a correlacédo entre
a sobrevivéncia da colbnia e a preservagcao da Mata Atlantica no local de sua ocorréncia
natural (Serrat al., 2012).

O desmatamento e consequentemente a fragmentacdo do habitat orighal da
capixaba, associado com sua distribui¢cdo limitada levou a sua inclusdo, em 2003, na Lista
de Espécies Brasileiras Ameacadas de Extin¢céo, na categoria Vulneravel (Brasil, 2003).
Em 2014 essa espécie foi reclassificada na categoria Em Perigo (Brasil,Q91ztpres
que contribuem para a fragmentagcdo do seu habitat sdo expansédo da silvicultura,
pastagens, atividades agricolas voltadas a olericultura, atividade mineral de exracgéo d
rochas e o uso de fogo para a derrubada da vegetacgao para posterior ocupagiagie cult
agricolas (Cepemar, 2004; Pedeag, 2008).

Além dos fatores citados acima, uma das ameacas que possivelmente colocam em

risco a conservacao & capixaba € a utilizacdo de agrotoxicos. Na regido de ocorréncia
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da espécie ha extensas areas com culturas de frutas e olericulas, sendo a aplicacdo de
agrotoxicos comum nessa regido, incluindo culturas pertencentes as familias solanaceae,
rutaceae, rubiaceae, myrtaceae eqagaitilizadas como fonte de recurso pela espécie
M. capixaba (Serraet al., 2012).

Apesar de alguns artigos demonstrarem os efeitos negativos dos agrotoxicos sobre
as abelhas nativas (Toreéal., 2015a;Tomét al., 2015b; Tomét al., 2012; Del Sarto
et al., 2014; Jacolet al., 2014 Soare<t al., 2015), até onde é de nosso conhecimento,
nao ha nenhuma pesquisa sobre tal impacto nas populagdesapixaba. Sendo assim,
sdo necessarios estudos sobre a tolerancia dessa espécie frente ao uso dos agrotoxicos
mais utilizados na sua area de ocorréncia natural, visando diminuir os riscos de suas
colénias e consequentemente proteger a populacdo dessa espécie. O inseticida
thiamethoxam, o fungicida mancozeb e o herbicida glifosato sdo exemplos de pesticidas
muito utilizados nas culturas proximas a regiées de ocorréncia natuvhl acpixaba
(informagé&o pessoal do extensionista José Salazar Zanuncio JUNBAPER). Além
disso, o ingrediente ativo thiamethoxam tem sido verificado como um dos agrotdxicos
com maior niumero de deteccdes em analises de residuos de agrotoxicos em alimentos
(ANVISA, 2016). Conforme o proprio relatério da ANVISA destaca, o herbicida
Glifosato nédo foi avaliado devido a exigéncia de metodologia de analise especifica, mas

€ potencialmente um agente contaminador dos alimentos.

2.5 Inseticida Thiamethoxam

O inseticida thiamethoxam pertence a classe dos neonicotindides, subclasse das
tianicotinilas. Comecou a ser comercializado a partir de 1998 e desde entdo tem sido
muito utilizado. Dentre os neonicotindides o thiamethoxam € o segundo inseticida mais
vendido no mundo apds o imidacloprid (Sandreicél., 2014). Assim como 0S outros
neonicotindides, a ascensao do thiamethoxam no mercado é explicada por determinadas
caracteristicas dos produtos pertencentes a essa classe, como atividade inseticida de largo
espectro, baixas taxas de aplicacéo, alta absorcéo e translocacao ast\&enfisch
et al., 2001). O thiamethoxam € recomendado para controle de pragas iniciais, insetos
sugadores e alguns mastigadores. Esse produto pode ser aplicado via pulverizacao foliar
ou no sulco de plantio, esguicho no tronco da planta ou no solo, via agua de irrigacao,

esguicho em mudas apoés transplantio, por imersdo de mudas, e no tratamento de



sementes, variando o modo de aplicacdo de acordo com a cultura e o inseto alvo (Pereira,
2010).

De acordo com as especificagdes do fabricante, no Brasil os produtos comerciais
contendo thiamethoxam sé&o utilizados para controle de pragas em diversas culturas
agricolas como tomate, café, berinjela, pimentdo entre outras. Ja foi relato alta eficiéncia
desse inseticida no controle do bicho-mineiro do cafedisicoptera coffeella
(Lepidoptera: Lyonetiidae) e para controle daankliniella schultzei Trybom
(Thysanoptera: Thripidae) em culturas de tomate (Raetanb, 2003 Souzaet al.,

2006).

No que diz respeito a0 modo de agao, o0s inseticidas pertencentes a classe dos
neonicotindides sao neurotdxicos, atuam na fenda sinaptica no processo de transmissao
do impulso imitando e competindo com o neurotransmissor acetilcolina pelos mesmos
receptores. A exposicdo dos insetos a esses inseticidas causam hiperexcitabilidade do
sistema nervoso central devido a transmissao continua de impulsos nervosos. Isso ocorre
porque a ligagdo entre os neonicotindides e 0s receptores nicotinicos da acetilcolina
(nAChRs) ¢é irreversivel, pois a enzima acetilcolinesterase nao realiza a quebra para
interromper a transmissdo do impulso nervoso. A exposicdo das abelhas a esses
inseticidas causam sintomas como tremores, colapso do sistema nervoso e morte
(Matsudaet al., 2001; Van der Sluijet al., 2013).

Além disso, uma vez que o thiamethoxam tenha sido incorporado aos tecidos das
plantas ou dos insetos ele se transforma em um precursor do clotianidina, outro
neonicotindide, cuja acao se assemelha a do imidacloprid, agindo no mesmo receptor que
este (Nauemt al., 2003). O imidaclopd apresenta alta toxicidade levando a efeitos letais
e subletais para populacdo de espécies de abelhas manejadas e nativas (Biaalquiére
2012; Tomeet al., 2012).

O inseticida thiamethoxam é altamente lixiviavel. A contaminacéo de recursos
hidricos com esses residuos constituem uma preocupante forma de poluicdo ambiental
causada por pesticidas, uma vez que pode afetar organismos néo-alvo expostos aos
residuos desses produtos (Rigitahal., 2008). Os produtos pertencentes ao grupo dos
neonicotindides sdo da classe dos inseticidas sistémicos, ou seja, quando utilizados em
preparacdes de sementes e adicdes direta no solo séo distribuidos pelos tecidos das
plantas, consequentemente podendo deixar residuos no polen e néctar (Bleicgjujere
2012; Henryet al., 2012; Stoner e Eitzer, 2012). Um estudo realizado por Tapparo e seus
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colaboradores (2011) indicou que as sementes de plantas revestidas com thiamethoxam
apos seu desenvolvimento, apresentaram soluc¢des (gutacdo) que continham altos niveis
do produto utilizado. Esses fatores representam uma ameaca para as abelhas, uma vez que
aumentam a exposicdo das operarias, durante o forrageio (Brittain e Potts, 2011,
Fairbrotheret al., 2014). Um estudo de residuo em amostra de mel encontrou 19
pesticidas diferentes dentre eles o thiamethoxam. Os niveis dos residuos encontrados de
thiamethoxam foi suficientemente alto podendo causar efeitos adversos para as abelhas
(Silva et al., 2015).

Como ja relatado por Laycock e seus colaboradores (2014) os recentes estudos
sobre impacto dos neonicotindides sobre abelhas tem como foco maior o imidacloprid
talvez pelo fato desse produto ter sido identificado publicamente como uma ameaca
potencial para as populacfes de abelhas. Entretanto os produtores tém utilizado cada vez
mais outros produtos como o thiamethoxam para suas culturas, além disso, esse produto
é frequentemente aplicado em culturas visitadas por abelhas sem ferracet(Rlosa
2016). A exposicdo de operarias Alemellifera a doses do inseticida thiamethoxam
causou alta mortalidade nas abelhas avaliadas, além de comprometer o forrageamento das
abelhas durante o experimento, com possiveis contribuicdes para risco de colapso dessa
espécie (Henngt al., 2012). Portanto as populacdes de abelhas estdo cada vez mais
expostas a esses outros neonicotindides, sendo necessario o conhecimento do impacto

desses produtos para as espécies pertencentes a esse grupo. @tay/cpok4).

2.6 Fungicida Mancozeb

Além dos inseticidas as abelhas estdo expostas também a outros produtos
quimicos agricolas como os fungicidas e herbicidas (Charlton e Jones, 2007). O fungicida
Mancozeb pertence ao grupo dos etilenobisditiocarbamatos (EDBC) e subclasse dos
ditiocarbamato. Desde a época de seu langamento, em 1944, esse produto tem sido
amplamente utilizado, devido a sua alta eficiéncia no combate de diversos fungos
causadores de fitopatologias, baixa toxicidade aguda e persisténcia no meio ambiente,
sendo muito utilizado em lavouras para protecéo de frutas, vegetais e arvores ornamentais
(Calvielloaet al., 2006).

De forma geral os produtos pertencentes a classe dos EDBC, sdo fungicidas de
contato, eles atuam como inibidores multi-sitio no patdgeno inativando enzimas e levando
a uma interrupcao geral do metabolismo e integridade celular. Formam também uma
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barreira na superficie da planta prevenindo a penetracdo do fungo no tecido vegetal (Gisi
e Sierotzki, 2008).

Dentre os pesticidas, os fungicidas sdo os mais encontrados em produtos apicolas
como, por exemplo, a cera e o propolis (Mudtial., 2010). Isso pode ser explicado pelo
fato de que os fungicidas podem ser aplicados durante a floracdo, periodo em que as
abelhas forrageiam em busca dos recursos florais (Jodredqr2013). A presenca desse
residuo pode inibir a abundancia, diversidade e crescimento de determinados
microrganismos benéficos responsaveis pela fermentacdo natural do polen,
comprometendo dessa forma a alimentacdo das abelhas e consequentemente a
sobrevivéncia das colbnias (Yodeml., 2013).

Em ecossistemas agricolas abelhas forrageiras estdo expostos a diversos
defensivos agricolas aplicados proximos a sua area de ocorréncia havendo relatos do
impacto dos efeitos sinérgicos dos fungicidas com outros pesticidas, o que leva a um
aumento na toxicidade destes produtos para organismos nao-alvo (Sanchez-Bayo e Goka,
2014; Biddingeet al., 2013; Pilling e Jepson, 1993).

Um recente estudo demonstrou que a exposicado das abelhas sQ&drms
lignaria e Megachile rotundata aos fungicidas rovral e pristine apresentou efeito subletal
comprometendo o reconhecimento do ninho dessas duas espécies. A evidéncia de
desorientacdo no local do ninho, relatada, indica uma possivel perda de memoria e
capacidade sensorial dessas abelhas expostas aos fungicidas testados (Artz e Pitts-singer
et al., 2015). Portanto é importante realizar estudos que avaliem 0s possiveis impactos

causados por fungicidas para as abelhas.

2.7 Herbicida Glifosato

O herbicida glifosato apresenta alta eficiéncia na eliminacdo de ervas daninhas,
por esse motivo vem sendo amplamente utilizado por diversos produtores em
ecossistemas agrarios e em areas nao cultivadas desde que foi introduzido no mercado,
em meados de 1970 (Rueppelal., 1977). O glifosato funciona como herbicida n&o
seletivo, sistémico, poés-emergente. Dentre os pesticidas nao seletivos, 60% dos
agroquimicos comercializados no mercado mundial sdo produtos contendaaylifosa
gerando aproximadamente US$ 1,2 bilhdo por ano através das vendas desses produtos
(Junior e Santos, 2002). No Brasil esse herbicida representa 30% do volume total de todos
0s pesticidas utilizados no pais, sendo consumido anualmente 150 milhdes de litros desse
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produto, sendo um dos pesticidas mais utilizados em todo o0 mundoe{Bbni2006
Zhanget al., 2011).

Os produtores utilizam o glifosato em diversas culturas como, por exemplo, nos
cultivos de arroz irrigado, cana-de-agucar, café, citros, maca, milho, soja, fumo, uva,
soqueira em cande-aclcar, ameixa, banana, cacau, nectarina, péra, péssego, seringueira,
algodédo e em pastagens, com a finalidade de controlar as plantas daninhas proximas as
areas dessas cultivares (Junior e Santos, 2002).

A absorcédo do glifosato pelas plantas ocorre através das folhas e dos cauliculos
novos, posteriormente ocorre o transporte do produto para as outras partes das plantas
onde este age na inibicdo enziméatica das plantas, através da enzima 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs). Essa enzima é responsavel pela sintese
dos aminoacidos aromaticos essenciais (fenilalanina, tirosina e triptofano), que séo
precursores de outros produtos, como lignina, alcaloides, flavonoides e acidos benzoicos.
Essa acdo faz com que as plantas morram poucos dias ou semanas apés a aplicacédo do
produto, ndo havendo sobrevivéncia de nenhuma parte da planta devido ao transporte por
todo o sistema (Torat al., 2006)

Apesar de ser reconhecido como um produto de baixa toxicidade ha evidéncias de
impacto pela utilizagdo de glifosato no meio ambiente. Primeiramente devido ao uso
prolongado do produto que resulta na resisténcia de algumas espécies de plantas daninhas
(Junior e Santos, 2002). Além disso, por ndo ser metabolizado pela planta, praticamente
toda a concentracdo do ingrediente ativo aplicado € encontrado na sua forma original
(Tonietal., 2006). Portanto esse herbicida pode permanecer nas culturas apés a aplicacao
por longos periodos podendo ser encontrado também em &reas préximo ao cultivo e em
animais utilizados para alimentacdo humana (Junior e Santos,Z2@0®%)et al., 2011).

Apesar da baixa toxicidade relatada para animais, a introducéo de culturas
transgénicas resistentes ao glifosato tem aumentado cada vez mais a aplicacdo desse
herbicida em areas agricolas podendo ter consequéncias para diversos organismos dentre
eles as abelhas (Toledo e Guillén, 2014). Os estudos que avaliam a toxicidade de
herbicidas assim como seus efeitos subletais no comportamento de abelhas séo recentes
e ainda poucos, sendo necessaria a continuidade dessas pesquisas a fim de compreender
qual impacto desses agroquimicos para as espécies de abelhas préximas a ambientes
agricolas (Balbuenet al., 2015; Herberét al., 2014; Thompsost al., 2014).
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A aplicacédo intensiva desse produto em culturas geneticamente modificadas com
resisténcia ao glifosato pode atingir plantas ndo-alvo préximas aos campos de cultivo
(Nicholls e Altieri, 2012). Como consequéncia ocorre reducdo da diversidade e
abundancia dos recursos utilizados pelas abelhas. A ma nuérigo dos fatores
responsaveis pelo declinio desses organismos. Portanto praticas agricolas que
proporcionem maior diversidade de pdélen séo indispenséveis para conservacao de varias
espécies de abelhas. (Schnsiddl., 1995).

Ap6s ou durante a aplicacdo do produto as abelhas podem se contaminar ao entrar
em contato ou ao coletarem recursos como agua e alimentos contaminados durante o
forrageio. Esse herbicida € muito soluvel em &gua e pode permanecer por um longo
periodo nas culturas, apGs sua aplicacdo, e também ser encontrado em areas préximo ao
cultivo (Zhanget al., 2011), o que aumenta a exposicdo podendo causar efeitos subletais
ainda pouco documentados na literatura (Toledo e Guillén, 2014).

No estudo realizado por Toledo e Guillén (2014) foi observado que nao houve
diferenca significativa na mortalidade a curto prazo entre as espécmdlifera e
Tetragonisca angustula expostas oralmente com concentracdes de glifosato e o controle
contendo apenas o alimento puro. Entretanto foi observado que as abelhas que se
alimentaram de mais da metade da solugdo contaminada com o agrotdxico morriam mais
rapido do que as abelhas alimentadas somente com a solucao do controle.

A exposicdo oral d&. mellifera a doses de glifosato produziu sensibilidade
sensorial e déficits cognitivos em operarias dessa espécie (ldebkert2014). Além
disso, um recente estudo de exposicao de trés doses subletais demonstrou que as operarias
deA. mdlifera que se alimentaram de doses mais altas de glifosato tiveram a sua trajetoria
de voo, de volta para a colmeia, alterada, indicando interferéncia na capacidade cognitiva
dessa espécie (Balbuestal., 2015).

3.MATERIAIS E METODOS

3.1. Agrotoxicos testados

Para definir os agrotéxicos a serem testados foram selecionados um inseticida, um
herbicida e um fungicida dentre os mais frequentemente aplicados nas culturas mais
comuns nos municipios de ocorréncia natural da espeaiapixaba. Nao foi possivel

verificar dados oficiais com estatisticas de uso de agrotéxicos para a regido. Com a
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colaboracdo de técnicos e extensionistas rurais do Instituto Capixaba de Pesquisa,
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (INCAPER), verificou-se que dentre os agrotéxicos
aplicados nas culturas da regido, destaca-se pela alta frequéncia de aplicacao o inseticida
thiamethoxam (acta®y, o herbicida glifosato (roundfip e o fungicida mancozeb
(manzat®), sendo, portanto, definidas essas formulagdes comerciais para realizagdo dos

testes.

3.2. Abelhas e tratamentos

Foi testada a tolerancia de operarias adultall.deapixaba e A. mellifera aos
agrotoxicos selecionados. Os testes foram realizadosMtorapixaba devido ao seu
status de ameacada de extincdo, e comparativamenté.co®lifera, por ser uma
espécie, apesar de exotica, amplamente distribuida e manejada na regido, e também para
permitir a comparacdo com outros estudos conduzidos com a espécie. Os bioensaios
realizados foram: toxicidade por contato, toxicidade por ingestdo, teste de voo e
repeléncia. Os dois primeiros testes avaliaram a sobrevivéncia das abelhas expostas aos
agrotoxicos mediante essas duas vias de exposicdo e os dois Ultimos testes foram
realizados para avaliar a possivel influéncia dos produtos no comportamento dos
individuos das duas espécies.

Foram utilizadas cinco colénias Wk capixaba e cinco colénias dA. mellifera.

As operarias adultas dessas espécies foram coletadas utilzspotes de plastico de

500 mL (15 x 15 x 10 cm), com furos na tampa para a circulacdo de ar. Apés a coleta, as
abelhas foram levadas para o laboratorio e mantidas em um ambiente com temperatura e
humidade controlada 28 + 2C° e umidade relativa 65 £ 5% conforme Del Sarto
colaboradores (2014).

Foram definidas duas doses para exposicdo de contato e ingestao, a dose maxima
recomendada para uso em campo (AGROFIT, 2016) e recomendacdes do fabricante, e a
diluicdo a 10% dessa dose (1/10 da dose campo) para cada agrotoxicet@o&a13;
Fernandes, 2012). Como referéncia, utilizou-se a dose comercial indicada pelo fabricante
no rotulo de cada produto para combate das seguintes pragas: 20g de thiamethoxam
(actar&) em 100L de agua para aplicagdo na cultura de tomate para combate da mosca
branca; 250 em 100L de agua de mancozeb (marZgafeara cultura de citros para
combater a praga acaro da falsa ferrugem e 1#0d00L de agua de glifosato
(rounduf?) para controle da TrapoeraBammelina bengalensis (AGROFIT, 2016). As
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doses de campo de referéncia foram selecionadas conforme as culturas agricolas e as
aplicagcdes mais comuns na regidao (conforme dados do INCAPER) e pelo potencial
forrageamento d®l. capixaba nesses cultivos, conforme dados de Serra e colaboradores
(2012).

Dessa forma, a dose de campo do produto comercial de cada agrotoxico foi
definida nas concentracdes de 0,2g/L do inseticida thiamethoxam, 2,5¢/L do fungicida
mancozeb e 17,5¢g/L do herbicida glifosato. A dose de campo foi selecionada para
representar um cenario real de exposicao nos testes de repeléncia, exposicéo por contato,
ingestdo e voo. Uma concentracdo mais baixa desses produtos foi utilizada para analisar
se as mesmas podem interferir na sobrevivéncia das abelhas expostas por ingestao e
contato ou no comportamento do vodMiecapixaba e A. mellifera. Neste caso, definiu-

se uma diluicdo 1:10 (diluicdo 10X) da dose de campo.

3.3. Conducéao dos bioensaios

3.3.1. Bioensaios de Repeléncia

Os bioensaios de repeléncia foram realizados de acordo com a metodologia descrita
por Barbosa e seus colaboradores (2014). Foram coletadas operarias adultas para avaliar
o efeito repelente dos trés agrotéxicos paespécied/. capixaba e A. mellifera. Foram
considerados quatro tratamentos: controlearope puro (dgua: acgucar 1:1); dose de
campo de thiamethoxam (0,2g/L); dose de campo de mancozeb (28g4e de campo
de glifosato (17,5¢/L), diluidasmxarope (alimento contaminado). Para cada tratamento
foi utilizado um total de 100 abelhas coletadas de 5 coldnias. ApGs a coleta as abelhas
foram mantidas sem alimentacéo por aproximadamente 1 hora em um pote de plastico
(15 x 15 x 10 cm) em estufa com condi¢cBes de temperatura e umidade controlada (28 +
2C° e umidade relativa 65 + 5%). ApOGs esse periodo, cada abelha foi transferida
individualmente para um tubo de ensaio (2 cm de diametro x 10 cm de comprimento)
contendo 5 pL de cada tratamenfs solucdes foram colocadas no fundo deacad
recipiente e mantidas na posicédo horizontal. Uma fonte de luz foi fornecida na parte
inferior dos tubos de ensaio para atrair as abelhas no sentido da solugéo. Os tubos foram
fechados com um tecido e elésticos para impedir a fuga das abelhas e a exposicdo foi
mantida durante 5 minutos. Apds a exposicéo aos tratamentos e ao controle, cada abelha
foi transferida para outro tubo de ensaio contendo 5 pL do alimento puro (agua com
acucar 1:1), durante 5 minutos. As abelhas foram consideradas repelidas quando néo se
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alimentarem do xarope contaminado, porém posteriormente se alimentaram do xarope
puro. As abelhas que néo se alimentarem da solugéao pura nem tratada ndo entraram como
dados, admitidseque elas ndo se alimentaram por outro motivo (Baréicsg 2014).

O experimento foi realizado em um quarto escuro sendo verificada a temperatura e

umidade relativa ambiente durante o trabalho, com auxilio de um datalog.

3.3.2. Bioensaios de toxicidade por contato

O teste de toxicidade por contato foi executado de acordo com DelkeSalrt¢2014),

com modifica¢cdes. Foram testados os trés agrotdxicos em 7 tratamentgsnirdle;

T2 - dose de campo de glifosato (17,5g/L); T@ose diluida 1/10 de glifosato (1,75g/L);

T4 - dose de campo de mancozeb (2,5¢g/L); T5 - dose diluida 1/10 de mancozeb (0,25
g/L); T6 - dose de campo de thiamethoxam (0,2g/L) e T7 - dose diluida 1/10 de
thiamethoxam (0,02g/L). O controle consistiu em agua deionizada pura, sem adicdo de
agrotoxico. Para esse bioensaio foram utilizadas um total de 60 abelhas por tratamento,
coletadas de cinco colonias de cada espEsie bioensaio foi realizado em placa de

Petri (60x120 mm), cada uma contendo um individuo adulto. Foi pulverizado, com
auxilio de um borrifador, 750 pL das solu¢des de cada tratamento em papel filtro de modo
a cobrir toda superficie. ApGs a aplicacéo os papéis foram secos durante 30 minutos em
temperatura ambiente. Estes papéis foram utilizados para cobrir o fundo das placas de
Petri onde cada abelha foi transferida individualmente. No controle, as placas foram
tratadas apenas com agua pulverizada sobre toda a superficie do fundo da placa,
deixando-se secar por 30 minutos em temperatura ambiente. Em cada placa foi fornecida
100 pL de alimento (xarope de agua/acucar 1:1). As placas de Petri deste teste foram
mantidas em estufa a 28 + 2C° e umidade relativa 65 + 5% para as duas espécies durante
todo o experimento (24 horas). Apos trés horas de contato com os produtos as abelhas
foram transferidas para placas limpas de acordo com Pereira (2016), uma vez que em
campo as abelhas néo forrageiam durante todo o periodo do dia. Durante o experimento,
a mortalidade foi contabilizada em 1, 2, 3, 6, 12 e 24 horas apés a aplicacdo dos
tratamentos. Essas abelhas foram mantidas nas placas durante todo experimento, sendo
fornecido o alimento durante esse periodo. A cada avaliacdo as abelhas foram estimuladas
com um pincel a fim de realmente comprovar a mortalidade do individuo. Foram
consideradas mortas as abelhas que se mostraram incapazes de locomover apés estimulos

mecéanicos. As abelhas sobreviventes nesse teste foram utilizadas nos bioensaios de voo.
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3.3.3. Bioensaios de toxicidade por ingestao

O teste de toxicidade por ingestéao foi executado de acordo com a metodologia
Costaet al. (2013), com modificacbes. Foram utilizados os mesmos tratamentos do
bioensaio de toxicidade por contato. As doses de agrotoxico foram fornecidas diluidas
em xarope (agua:agucar 1:1). Para o controle foi oferecido apenas o xarope puro. Esse
bioensaio foi realizado em placas de Petri (60x120 mm), em cada uma foi adicionado 60
microlitros de solucao referente a cada tratamento diretamente na placa, sendo verificada
a alimentacdo de cada abelha ap6s entrar em contato com alimento. Apés a coleta as
abelhas foram mantidas sem alimento por aproximadamente 1 hora e posteriormente
individualizadas nas placas contendo os tratamentos e mantidas por 24 horas em estufa
28 + 2°C e umidade relativa 65 + 5% para as duas espécies durante todo o0 experimento
(Del Sartoet al., 2014). ApGs trés horas as abelhas foram transferidas para placas
contendo apenas alimento puro (Pereira, 2016). A mortalidade foi contabilizada em 1, 2,
3, 6, 12 e 24 horas apds a montagem dos bioensaios. Foram consideradas mortas as
abelhas que se mostraram incapazes de locomover apds estimulos mecanicos. As abelhas

sobreviventes nesse teste foram submetidas aos bioensaios de voo.

3.3.4. Bioensaios de voo

O teste de voo foi executado de acordo com a metodologia descrita por Tomé e
seus colaboradores (2015). Esse bioensaio foi realizado com as abelhas sobreviventes dos
experimentos de contato e ingestao para as duas espécies. O experimento foi conduzido
em um quarto escuro. Para avaliar o voo ap0s a exposicdo com as diferentes doses dos
agrotoxicos, todas as abelhas sobreviventes foram soltas, uma por vez, na base de uma
torre de voo (0,35 m x 0,35 m de largura e 130cm de altura) com uma luminaria ligada
em sua parte superior. A torre de voo apresenta cinco niveis de altura: 0, 1, 2, 3 e 4. O
nivel zero indicou que ndo ocorreu voo, ou seja, a abelha permaneceu na base da torre. O
nivel um que as abelhas voaram até 40 cm de altura. O nivel dois que elas voaram entre
41 e 80 cm. O nivel trés que o voo foi entre 71 e 120 cm de altura e por ultimo o nivel 4
se as abelhas conseguiram chegar a fonte de luz a uma altura de 130 cm. Foi estipulado o
tempo de um minuto (contabilizado em um cronémetro) para analisar em qual nivel
maximo as abelhas conseguiram chegar. Além disso, foram registrados os segundos com
gue as abelhas conseguiram alcancar o seu nivel maximo.
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3.4. Andlise estatistica

Para os dados de repeléncia foi realizado um modelo logistico, com distribuicéo
binomial, sendo repeléncia o estado 1 (no qual as abelhas nédo se alimentam da solucéo
contaminada, mas posteriormente consomem o controle) e ndo repeléncia o estado 0
(quando as abelhas consomem o alimento contaminado e se alimentam ou nao do
controle). Para analisar o efeito do tratamento na altura alcangcada na torre e no tempo de
chegada a torre no teste de voo, foi utilizada analise de variancia, onde altura na torre e
tempo foram variaveis respostas e tratamento a variavel explicativa. Para estes testes,
foram utilizados modelos mistos, sendo a colénia considerada como efeito aleatério e
significancia pelo qui quadrado de Wald (1943) e posterior teste Tukey (1953) para
comparacdes entre as médias dos niveis do tratamento. Os dados de mortalidade por
tempo (sobrevivéncia) foram submetidos as analises de sobrevivéncia utilizando
estimadores Kaplan-Meier para obter as curvas de sobrevivéncia (PROC LIFETEST)
(SAS Institute 2008). A similaridade geral entre as curvas de sobrevivéncia foi testada
pelo teste ndo paramétrigd Log-Rank. O nivel de significancia em todos os casos foi
de 5%. As andlises de sobrevivéncia foram realizadas no software SAS (SAS Institute
2008), e o restante das analises foram realizadas no software R (R Core Team 2016). Os
graficos foram realizados utilizando o programa Sigm&Riets&o 11.0.

4. RESULTADOS

4.1. Repeléncia:

O teste estatistico indicou que ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos com relacdo a proporcdo de individuos repelidos e ndo repelidos para a
espéciaVl. capixaba (y>= 0,8982, g.l=3 e p = 0,8259 emellifera (y*= 0, 0059, g.| =
3 ep =0, 9999). Observou-se que 90% das abelhas das duas espécies em todos 0s
tratamentos se alimentaram dos tratamentos contendo agrotoxicos, confirmando assim

auséncia de efeito repelente (Fig. 1).
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(a) (b)

Repeliu Nao repeliu Repeliu Néo repeliu
Controle | ] Controle |
Glifosate Glifosato 1 _
N.S. N.S.
Mancozeb A ] Mancozeb - ]
100 2 0 % 100 100 50 0 50 100
Numero de Meiipona capixaba Numero de Apis mellifera

Fig. 1 Repeléncia de cada tratamento para as espdciepixaba (a) eA. mellifera (b)

apds a exposicdo aos agrotéxicos thiamethoxam (inseticida, [[J,2giMancozeb
(fungicida, [2,59/0) e glifosato (herbicida, [17,5¢/L O lado esquerdo do grafico indica

o numero de abelhas repelidas. O lado direito indica 0 numero de abelhas que ndo foram

repelidas.

4.2. Sobrevivéncia das abelhas expostas por contato

Para o bioensaio de sobrevivéncia apds contato o teste estatistico indicou que
houve diferenca significativa entre os tratamentos para as espEaapixaba (Log-
Ranky?= 538.0275 , g...= 6, p < 0,001)%e mellifera (Log-Ranky?=147.4376, g.l.= 6,
p < 0,001). Nessa via de exposi¢ao as duas doses do inseticida thiamethoxam causaram
alta mortalidade pansl. capixaba (dose campo: 100%; 1/10 da dose de campo: 68%) e
paraA. mellifera (dose campo: 80%; 1/10 da dose de campo: 5&%yuas doses do
fungicida mancozeb causaram mortalidade intermediaria®pandlifera (dose campo:
52%; 1/10 da dose de campo: 37%), entretanto Marapixaba essa mortalidade foi
baixa (dose campo: 3%; 1/10 da dose de carBpg. As duas doses de glifosato
causaram baixa mortalidade pMacapixaba (dose campo: 8%; 1/10 da dose de campo
7%) e A. mellifera (dose campo: 17%; 1/10 da dose de campo: 13%) semelhante ao

controle com 7% e 8% de mortalidade pislirecapixaba e A. mellifera respectivamente
(Fig. 2).
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Fig. 2 Curvas de sobrevivéncia de operarias adultas da abkllcapixaba (a) eA.
mellifera (b) expostas por contato aos tratamentos: Tantrole; T2 dose de campo de
glifosato (17,5g/L); T3- dose diluida 1/10 de glifosato (1,75g/L); T4lose de campo
de mancozeb (2,5g/L); T5 dose diluida 1/10 de mancozeb (0,25 g/L);-T@ose de
campo de thiamethoxam (0,2g/L) e Tdose diluida 1/10 de thiamethoxam (0,02g0.).

eixo X representa 0 tempo em horas e 0 eixo y a probabilidade de sobrevivéncia.
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4.3. Sobrevivéncia das abelhas expostas por ingestéao

A andlise de sobrevivéncia para abelhas expostas por ingestdo aos agrotdxicos
testados mostrou diferenca significativa entre os tratamentos para as édpespesaba
(Log-Ranky?=551.3536, g.l.= 6, p < 0,001)emellifera (Log-Ranky?= 483.5914, g.l.=
6, p < 0,001). Dentre os tratamentos, as duas doses do inseticida thiamethoxam causaram
100% de mortalidade dos individuosMecapixaba e A. mellifera, o que aconteceu de
minutos a poucas horas a@isgestado (Fig.3). A dose de campo do herbicida glifosato
também causou alta mortalidade pistacapixaba (93%) e A. mellifera (67%). A dose
mais baixa desse herbicida (1/10 da dose de campo) causou uma mortalidade de 36% para
os individuos expostos dé. mellifera, entretanto ndo causou mortalidade de nenhum
individuo deM. capixaba, assim como a dose de campo de mancozeb para os individuos
dessa mesma espécie. A dose mais baixa de mancozeb causou uma mortalidade de 1,7%
em M. capixaba. Para A. mellifera a mortalidade causada por mancozeb foi de 27% e
35% para a dose campo e 1/10 da dose de campo respectivamente. No controle a
mortalidade par¥. capixaba foi de 2% enquanto que pakamellifera foi de 18%.
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(b) Apis mellifera
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Fig. 3 Curvas de sobrevivéncia de operdrias adultas da abklltapixaba (a) eA.
mellifera (b) expostas por ingestao aos tratamentos: ddntrole; T2 dose de campo de
glifosato (17,5g/L); T3- dose diluida 1/10 de glifosato (1,75g/L); T4lose de campo
de mancozeb (2,5g/L); T5 dose diluida 1/10 de mancozeb (0,25 g/L);-T@ose de
campo de thiamethoxam (0,2g/L) e Tdose diluida 1/10 de thiamethoxam (0,02g0.).

eixo X representa 0 tempo em horas e 0 eixo y a probabilidade de sobrevivéncia.

4.4. Capacidade de voo de abelhas expostas por contato

Para a analise do nivel maximo de voo na torre o teste estatistico indicou diferenca
significativa entre os tratamentos analisados para as atéltapixaba (x> = 46, 952,
g..=5, p<0,001) A& mellifera (y>= 28,718, g.l.= 6, p < 0,001) expostas por contato. As
abelhas dé/. capixaba expostas a dose de campo de thiamethoxam ndo entraram como
dados para esse bioensaio uma vez que todos os individuos morreram antes das 24 horas
de exposicao. As duas doses de mancozeb afetaram significativamente a capacidade de
voo dos individuos déVl. capixaba e A. mdlifera expostos por contato com esse
fungicida, assim como a dose mais baixa de thiamethoxam para os individdos de
capixaba, pois grande parte dos individuos expostos a esses tratamentos permaneceram
na base da torre (Fig.4).

O teste realizado para o segundo parametro desse bioensaio, para analisar

possiveis diferencas no tempo (segundos) em que as abelhas alcancariam seu nivel
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maximo, indicou que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentod para
capixaba (x*= 9.942, g.l.=5 e p = 0, 07689»emellifera (y*= 11,814, g..=6 e p = 0,
06625) (Fig. 5). Para essa analise as abelhas que ficaram na base da torrer@hivel ze

também nao entraram como dados para essa analise.

(a) Melipona capixaba
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24



Fig. 4 Atividade de voo das operariasMecapixaba (a) eA. mellifera (b) 24 horas apés

a exposicao por contato aos tratamentos: Tantrole; T2 dose de campo de glifosato
(17,59/L); T3- dose diluida 1/10 de glifosato (1,75g/L); F4dose de campo de
mancozeb (2,5g/L); T5dose diluida 1/10 de mancozeb (0,25 g/L); Fébse de campo

de thiamethoxam (0,2g/L) e T7dose diluida 1/10 de thiamethoxam (0,02g/L). Letras
iguais indicam que os tratamentos nao diferem significativamente conforme qui quadrado
de Wald (p < 0,05). (*) N&o houve sobreviventes da espécpixaba para teste de

V0O, neste tratamento.

(a) Melipona capixaba (b) Apis mellifera

Thiamethoxam 0.1 Thiamethoxam 0.1

Mancozeb 0.1 £ Thiamethoxam 1.0
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Fig. 5. Tempo gasto (em segundos) pelas sobreviventisk clpixaba (a) e A. mellifera

(b) para chegar ao seu nivel maximo da torre apdés a exposi¢cdo por contato aos
tratamentos: T% controle; T2 dose de campo de glifosato (17,5g/L);—@8se diluida

1/10 de glifosato (1,75g/L); T4dose de campo de mancozeb (2,5g/L)-Tose diluida

1/10 de mancozeb (0,25 g/L); Té*dose de campo de thiamethoxam (0,2g/L) e-T7

dose diluida 1/10 de thiamethoxam (0,02g(t) Nao houve sobreviventes da espétie

capixaba para teste de voo, neste tratamento.

4.5. Capacidade de voo de abelhas expostas por ingestao:

Para as abelhas expostas por ingestdo o teste estatistico indicou diferenca
significativa entre os tratamentos analisados para as aibéltapixaba (x> = 18, 012
g.l.=4ep < 0,001)e A. mlifera (y>= 43, 952 g.l.= £ p < 0,001), no que se refere ao
nivel maximo alcancado na torre. As operarias das duas espécies expostas a dose de
campo e 1/10 dessa dose do inseticida thiamethoxam n&o entraram como dados para esse
bioensaio, uma vez que todos os individuos morreram nas primeiras horas de exposicao.
Para os individuos d& mellifera asdoses de campo de glifosato e mancozeb causaram
alteracdo na capacidade de voo dessa espécie, uma vez que grande parte das abelhas
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permaneceram na base da torre durante o teste. (Fig. 6b). Entretanid, gapixaba

apenas a dose de campo de glifosato causou esse efeito (Fig. 6a).

(a) Melipona capixaba

Luz (130 cm)

81 -120 cm-|
T1 I Controle a
T2 [ Glifosato 1.0 bc
T3 BB Glifosato 0.1 ac
41 - 80 cm-=x T4 71 Mancozeb 1.0a
T5 B Mancozeb 0.1ac

0 10 20 30 40 50
Numero de abelhas

(b) Apis mellifera

Luz (130 cm)

T1 I Control a
T2 [ Glifosato 1.0 b
T3 BB Glifosato 0.1 a
41 -80 cmE T4 [ Mancozeb 1.0 bc

T5 Mancozeb 0.1 ac

1-40 cmP

Base

0 10 20 30 40 50
Numero de abelhas
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Fig. 6 Atividade de voo das operariasMecapixaba (a) eA. mellifera (b) 24 horas apos

a exposicao por ingestao aos tratamentd$— controle; T2 dose de campo de glifosato
(17,59/L); T3- dose diluida 1/10 de glifosato (1,75g/L); F4dose de campo de
mancozeb (2,5¢g/L); T5dose diluida 1/10 de mancozeb (0,25 g/L). Letras iguais indicam
que os tratamentos néo diferem significativamente conforme qui quadrado de Wald (p
0,05).

O teste realizado para o segundo parametro desse bioensaio de exposi¢cao por
ingestdo, para analisar possiveis diferencas no tempo (segundos) em que as abelhas
alcancariam seu nivel maximo, indicou que ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos paril. capixaba (x> = 4.6195, g.l.= £ p = 0, 3286) \. mellifera (y*=7,

5293 g.l.=4ep = 0, 1104) (Fig. )X As abelhas que ficaram na base da torre (nivel zero)

nao entraram como dados para essa analise.
(a) Melipona capixaba (b) Apis mellifera
Mancozeb0.1 1 il i Mancozebod fod i i i il i
Mancozeb 1.0 Mancozeb 1.0
Glifosato 0.1 Glifosato 0.1
Glifosato 1.0

Glifosato 1.0

Controle Controle

L T T T T T T b - T T T T T
] 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60

Tempo (segundos) Tempo (segundos)

Fig. 7. Tempo gasto (em segundos) pelas sobreviventeks ciapixaba (a) e A. mellifera

(b) para chegar ao seu nivel maximo da torre apds a exposi¢cdo por ingestdo aos
tratamentos: T% controle; T2 dose de campo de glifosato (17,5g/L);—8®se diluida

1/10 de glifosato (1,75g/L); T4dose de campo de mancozeb (2,5g/L):-Tose diluida

1/10 de mancozeb (0,25 g/L).
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5. DISCUSSAO

5.1 Consequéncias da auséncia de repeléncia dos agrotdxicos thiamethoxam,
mancozeb e glifosato para as abelh&s. capixaba e A. mellifera

Conforme mostrado no presente trabalho os resultados do teste de repeléncia
indicaram que nenhum dos agrotoxicos testados repeliu as operdviasagexaba e A.
mellifera durante a alimentacéo. Balbuena e colaboradores (2015) também relatam a néo
rejeicdo de solucdo de sacarose contendo glifosato em diferentes concentracdes. Nossos
resultados sugerem que, ao forragearem, as operérias das duas espécies nao serdo
repelidas em campo apo6s ou durante a aplicacdo dos produtos testados, ficando expostas
e susceptiveis aos potenciais efeitos danosos dos agrotoxicos.

Uma vez que nao ha repeléncia, fontes de recursos contaminados (resina, pélen e
néctar) serdo normalmente transportados para a colmeia, podendo ter efeitos prejudiciais
nao s6 para as operarias forrageiras, como para toda a col6énia que potencialmente podera
se alimentar com recursos contaminados. Diversos estudos tém demostrado a presenca de
residuos de agrotéxicos em fontes de alimentos coletados pelas abelhas, como pélen e
néctar (Chauzadt al., 2006; Dively e Alaa, 2012, Mullin et al., 2010). Mesmo quando
esses residuos se encontram em niveis mais baixos e com auséncia de mortalidade
significativa das abelhas forrageiras, os riscos dessa exposi¢cdo ainda devem ser
consideradosima vez que a exposicdo das abelhas a doses mais baixas pode ocasionar
efeitos subletais que também comprometem o desenvolvimento e manutencéo da colénia
(Desnewet al., 2007.

Além da nao repeléncia um outro fator que pode aumentar os riscos de exposi¢ao
de agrotéxicos para abelhas é a preferéncia por recursos alimentares contendo residuos
desses produtos. Kessler e colaboradores (2015) verificaram que as eApeécies
mellifera e Bombus terrestris quando submetidas a um teste de escolha, preferiam
consumir o alimento (solugéo de sacarose) contendo imidacloprid e thiamethoxam nas
faixas de concentragBes encontradas em néctar e pélen contaminados (INm, 10nM, 100
nM e 1uM) quando comparado ao alimento puro. alpssferéncia é provavelmente
devido ao mecanismo de acéo desses inseticidas nos receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChRs) no cérebro das abelhas, possivelmente afetando mecanismos neurais
relacionados com aprendizagem sobre a localizagcdo de alimentos gratificantes, como
sugerido pelo proprio autor. Esse comportamento sugere que em campo as abelhas

possivelmente ndo controlam a exposicdo aos neonicotinoides e podem até preferir
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alimentos contaminados, em detrimento a fontes de recursos ndo contaminadas. Essa
constatacdo pode tornar estratégias de mitigagdo como fontes alternativas de recursos em
margens de campo na agricultura insuficientes para diminuir a exposi¢éo de polinizadores
em areas cultivadas (Marshall e Moonen, 2002).

Portanto a possivel preferéncia por alimentos contaminados relatada por Kessler
e colaboradores (2015), a ndo repeléncia dos agrotdxicos testados nesse trabalho para as
abelhas, associados com a ampla utilizacdo desses produtos na area de ocorréncia natural
de M. capixaba, possivelmente representa uma das ameacas para a populacé® dessa

outras espécies.

5.2 Impacto dos agrotoxicos thiamethoxam, mancozeb e glifosato na sobrevivéncia
de M. capixaba e A. mellifera

Dentre os insetos as abelhas sdo consideradas mais vulneraveis a exposi¢cao aos
agrotoxicos. Isso ocorre porque o genoma das espécies pertencentes a esse grupo
apresentam menos genes que codificam enzimas desintoxicantes em comparagdao com
outros insetos (Claudianesal., 2006). Isso pode explicar a alta mortalidade das abelhas
expostas aos agrotoxicos relatados em diversos estudos (Catvalh@009; Costat
al., 2013; lwasat al., 2004; Mommaertst al., 2010).

A escala de toxicidade pakh capixaba e A. mellifera expostas por ingestéo foi
thiamethoxam Tk T2 > glifosatoT5 > glifosato T6, mancozabeb T3, T4; ndo havendo
diferenca siginificativa entre estes Ultimos tratamentos. A toxicidade desses agrotoxicos
foram semelhantes para as duas espécies nessa via de exposi¢cdo. Entretanto houve
diferenca na toxicidade por contato. A escala de toxicidade por contald. gapixaba
pode ser expressa por thiamethoxEh® thiamethoxam T2 e o restante dos tratamentos
ndo diferiram do controle. J& pafa melifera a escala foi de thiamethoxam T1 >
thiamethoxam T2 > mancoz@l3 e mancozeb T4. Os demais tratamentos n&o diferiram
siginificativamente do controle.

O modo de acédo do agrotéxico e a semelhanca fisioldgica entre insetos pragas e
organismos nado-alvo sdo fatores responsaveis pela toxicidade desses produtos nesses
ultimos (Sanchéz-Baycet al., 2012). Os inseticidas pertencentes a classe dos
neonicotindides, como no caso do thiamethoxam, séo seletivos aos insetos em relagédo a
sua toxicidade (Tomizawa Casida, 2003). Portanto sendo insetos, as abefilas s

susceptiveis aos efeitos danosos causados por esses inseticidas, 0 gaa efiali
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toxicidade de thiamethoxam, independente da via de exposi¢cdo, em relacdo aos outros
agrotoxicos testados no presente trabalho.

Alguns produtos agricolas como herbicidas e fungicidas podem ser vistos como
seguros ou menos toxico para insetos nao-alvos como as abelhas, uma vez que estes nao
apresentam a rota metabdlica de acdo desses agrotoxicos (Gisi e Sierotzki, 2008
Steinrticken e Amrhein, 1980Entretanto foi observada uma alta mortalidade dos
individuos deM. capixaba e A. mellifera expostos por ingestdo com a dose utilizada em
campo de glifosato, assim como pAranellifera exposta por contato com as duas doses
de mancozeb. Essa alta toxicidade pode ser explicada pelo fato de ter sido utilizado o
produto comercial e ndo apenas o ingrediente ativo em questdo. Para aumentar a eficacia
dos pesticidas diversos compostos/adjuvantes sdo acrescentados a formula para formar o
produto comercial (Mulin et al., 2015). Um estudo recente realizado por Zhu e seus
colaboradores (2014) demonstraram que o0s ingredientes inertes, presentes nas
formulagBes comerciais também sdo toxicos para as abelhas. Além disso um teste
realizado com o surfactante polioxietilenamida (POEA), comumente utilizados em
herbicidas contendo o glifosato como ingrediente ativo, demonstrou que esse composto
apresentou alta toxicidade para anfibios, assim como todos as formulagcdes comerciais
contendo POEA (Howet al., 2004). Portanto € possivel que a toxicidade observada no
presente estudo seja devido aos composto que formam o produto comercial e nao ao
ingrediente ativo em questdo. Entretanto esses compostos acrescentados a formula
comercial geralmente ndo sao divulgados pelos fabricantes, dificultando conclusdes sobre
a toxicidade dos mesmos, o que possivelmente esta relacionado com o baixo numero de
estudos incluindo esses adjuvantes nas avaliages de riscos para insetos ndo-alvos (Mulin
et al., 2015). Entretanto o impacto desses ndo devem ser negligenciados ja que as abelhas
podem ser susptiveis a esses outros compostos presentes na formula comeretal (Zhu
al., 2019.

Como ja relatado a sobrevivéncia das duas espécies testadas foi significativamente
afetada pela exposicédo oral com a dose de campo testada do herbicida glifosato. Essa
exposi¢cdo causou uma mortalidade de 67% das abelhas mdlifera e 93% das
operarias d&/l. capixaba. A alta mortalidade da abella capixaba revela uma possivel
maior vulnerabilidade das abelhas sem ferrdo expostas a esse agrotoxico e € um fator que
deve ser considerado nos programas de conservacao das espécies de abelhas ameacadas

de extincdo. Duas outras espécies do género Melipona estdo igualmente consideradas
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como ameacadas de extin¢cao, a espdcsgeutellarisde ocorréncia na Mata Atlantica do
Nordeste Brasileiro, ¥. rufiventris, de ocorréncia no Cerrado do Centro-oeste brasileiro
(Brasil, 2014). Nessas areas, assim como em todo territorio brasileiro, a utilizacdo de
herbicida a base de glifosato se tornou pratica rotineira, seja no controle de ervas daninhas
nas extensas areas agricolas de monoculturas de gréos transgénicos resistentes ao
glifosato, soja por exemplo, seja pela facilidade de capina quimica nas propriedades rurais
de toda ordem (Ibama, 2009; Kleba, 1998). Apesar do fato de que o impacto de
agrotoxicos como herbicidas e fungicidas para polinizadores, em especial as abelhas, tém
recebido pouca atencdo nas avaliacbes de periculosidade (Ba#buana2015), os
resultados aqui apresentados confirmam que tais danos ndo podem ser desprezados
quanto ao seu potencial impacto negativo e risco a sobrevivéncias dos polinizadores.
Para nosso conhecimento, esse é o primeiro estudo a constatar alta mortalidade de
abelhas expostas a dose de campo do herbicida glifosato. No entanto na literatura danos
indiretos causados por esse herbicida ja foram relatados. Como demonstrado por Gregorc
e Ellis (2011) que observaram um aumento significativo na apoptose de células do
intestino médio de larvas demellifera em relacao ao controle. A porcentagem de morte
celular foi de 69% para as abelhas alimentadas com dietas contendo residuos de glifosato.
Essa porcentagem foi estatisticamente semelhante a das abelhas expostas com
imidacloprid que apresentaram um nivel de 61% de apoptose nos tecidos das larvas
expostas a esse tratamento. Como o imidacloprid € reconhecido como altamente nocivo
para as abelhas, a semelhanca na toxicidade descrita por esse estudo relata o impacto que
herbicidas como o glifosato pode apresentar para as populacdes de abelhas (Fairbrother
et al., 2014). Esses dados associados aos resultados aqui obtidos reforcam a necessidade
de cuidado que se deve ter durante a aplicacdo desse produto em areas de cultivo préximo
a ambientes naturais, a fim de diminuir a exposi¢céo das abelhas nativas a esse agrotoxico.
Outro impacto causado pela aplicacdo dos herbicidas também deve ser
considerado. As culturas resistentes ao glifosato tém aumentado a utilizagdo dos produtos
contendo esse ingrediente ativo em sistemas agricolas intensivos (Owen e Zelaya, 2005).
Como consequéncia essa pratica tém removido plantas nativas e ervas daninhas no
entorno de areas de cultivo, sendo essas plantas consideradas como pragas pelos
produtores, utilizadas pelas abelhas como fonte de recursos alimentares (Nicholls e

Altieri, 2012). Essa diminui¢ao na diversidade floristica podera afetar a sobrevivéncia e,
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em longo prazo, a perpetuacdo de diversas espécies de abelhas nativas principalmente
aguelas especialistas (Brittain e Potts, 2011).

Ao contrario do glifosato as duas doses do fungicida mancozeb causaram
mortalidade significativa somente na exposicdo por contato e apenas para Rspécie
mellifera. A diferenca da toxicidade desse agrotoxico para as duas espécies pode ser
explicada pelas diferencas na historia de vida de cada uma, tais como caracteristicas
morfologicas, fisiologicas e comportamentais distintas entre os individuos dessas
espécies (Brittain e Potts, 2011). No entanto mesmo ndo causando mortalidade
significativa deM. capixaba a seguranca desse fungicida deve ser questionada, uma vez
que a exposicao aos agrotdxicos podem também levar a efeitos subletais, como prejuizo
no processo de aprendizagem, alteracdes na mobilidade e orientacdo durante o
forrageamento, diminuicdo na longevidade do individuo adulto dentre outros. Esses
efeitos podem também comprometer em longo prazo o desenvolvimento e sobrevivéncia
da colbnia (Desneust al., 2007).

Outro aspecto importante que ndo pode ser desprezado é o fato de que, nao
causando mortalidade nas operarias forrageiras pelo contato com recursos florais
contaminados, tais operarias continuam exercendo suas funcées, podendo levar pdlen
contaminado com residuos de fungicida. Isso pode desencadear um efeito de
contaminagdo massiva do alimento, tendo em vista que as abelhas sem ferrdo do género
Melipona estocam o pdélen em potes onde ocorrera a fermentacamsenca do
fungicida na col6nia pode afetar a sobrevivéncia dos microorganismos benéficos que
atuam na fermentacédo natural do p6len podendo comprometer o processo de fermentacéo
e consequentemente a qualidade do alimento (Yetdak, 2013). Além disso, uma
nutricdo de qualidade é essencial para o crescimento, desenvolvimento saudavel das
colbnias e resisténcias a outros estressores como infecgbes por parasitas. Portanto o
comprometimento da qualidade desse alimento pode ter consequéncias para todos 0s
estagios de desenvolvimento (Brodschneid@ralsheim, 2010). Deste modo mesmo
nao causando mortalidade significativa pltacapixaba os riscos da exposicao pelo
mancozeb e possivelmente outros fungicidas, ainda devem ser considerados em estudos
toxicolégicos uma vez que danos indiretos também podem comprometer o

desenvolvimento e sobrevivéncia das coléreiadongo prazo.
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Os resultados do presente trabalho mostram que as duas doses do inseticida
thiamethoxam foram altamente tdxicas para as duas espécies independente da via de
exposicdo, assim como observado em outros trabalhos realizadog. coehlifera
(Carvalhoet al., 2009; Costeet al., 2013) Bioensaios realizados para determinar a
toxicidade de diversos inseticidas pertencentes a classe dos neonicotindides
demonstraram que o inseticida thiamethoxam apresentou um alto nivel de toxicidade para
a espécid. mdlifera, semelhante ao encontrado para o imidacloprid que é considerado
como 0 mais toxico dentre os neonicotindides (lwaisal., 2004). Essa relacdo na
toxicidade desses dois compostos pode ser explicada pela semelhanca quimica de suas
moléculas. Além disso, a clotianidina que € um metabdlito do thiamethoxam tém sido
considerado altamente toxico o que explica a semelhanca na toxicidade de imidacloprid
e thiamethoxam para organismos nao-alvos (Mommeteats 2010).

A alta mortalidade relatada nesse estudo foi verificada em um curto periodo apés
a exposicao das abelhas ao thiamethoxam. Outros estudos realizadosretinera e
B. terrestres sdo consistentes com os resultados aqui apresentadd4. gapaxaba e A.
mellifera. Costa e colaboradores (2013) observaram alta mortalidade, cerca de 80-100%
em pouco tempo de exposicdo dos individuos adultod.deellifera expostos as
dosagens recomendadas pelo fabricante em diferentes vias de exposicéo (alimentagao,
contato com folhas contaminadas e pulverizacdo direta), assim como relatado por
Mommaerts e colaboradores p&derrestres (2010).

Além da mortalidade a exposicéo das abelhas a doses subletais de thiamethoxam
podem causar danos fisiolégicos, morfolégicos e comportamentais. Catae e
colaboradores (2014) demonstraram que uma dose subletal (0,0428 ng/mL por abelha) de
thiamethoxam afetam funcées como absorcdo e excrecdo, exercidas pelos tubulos de
malpigh que sdo danificados apo0s exposicdo ao produto. Doses subletais também
causaram alteracdes morfologicas e histoquimicas no cérebro e intestino médio da abelha
A. mellifera. (Oliveira et al., 2012; Mommaertgt al., 2010). A exposicdo a doses
subletais pode também diminuir o sucesso reprodutivo das abelhas como demonstrado
por Sandrock e colaboradores (2014) para a abelha solgri@ bicornis. Além de
todos esses efeitos citados para os individuos adultos, os danos da exposicdo ao
thiamethoxam podem afetar também individuos imaturos, como relatado petifera
e para a abelha sem ferr&waptotrigona aff. depilis (Tavareset al., 2015; Rosat al.,

2016).
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De uma forma geral a mortalidade das abelhas expostas por contato foi menor em
relacdo a exposi¢cao por ingestdo, entretanto os impactos por essa via de exposi¢cdo nao
deve ser negligenciado. A morte de coldnias ke capixaba em meliponério apos
aplicacdo de agrotéxicos em lavouras de tomate ja foi verificada (informacéo pessoal
Prof. Helder Resende). Estes casos ocorreram em colbnias mantidas dentro de mata nativa
e em meliponarios afastados da lavoura de aplicacdo. A ndo repeléncia aos agrotéxicos e
a baixa mortalidade de abelhas nos testes de exposi¢cdo por contato em relacdo aos testes
de ingestdo podem explicar tal situac&o. Isso porque, por possivelmente ndo morrerem
em campo apds o contato com agrotoxico, as abelhas forrageadoras poderdo transportar
pélen contaminado para a colbnia, que serdo consumidos pelos individuos da colmeia,
especialmente as fases imaturas. Assim, mesmo a exposi¢cao por contato nao apresentando
alta toxicidade, os possiveis impactos devem ser considerados, uma vez que a presenca
de alimento contaminado dentro da colbnia ira expor toda a populacdo da colmeia aos
efeitos toxicos verificados nos testes por ingestéo.

Por fim os agrotoxicos testados alteraram significativamente a sobrevivéncia das
abelhas expostas a esses prodlosetanto além da mortalidade direta do individuo,
estudos que avaliem danos indiretos causados pela exposicdo, também sdo de

fundamental importancia para compreenséao a longo prazo do impacto desses produtos.

5.3 Alteracdes na capacidadede voo das abelhdscapixaba e A. mellifera expostas
por contato e ingestdo aos agrotoxicos thiamethoxam, mancozeb e glifosato

Apesar das concentragfes testadas do fungicida mancozeb erdcaesado
mortalidade significativa pafd. capixaba em nenhuma via de exposicéo, os resultados
do teste de voo realizado indicou que o impacto de produtos como os fungicidas néo
devem ser negligenciados. As duas doses desse produto comprometeram a atividade de
voo das duas espécies expostas por contato e também para os individuos dé.espécie
mellifera expostos & dose de campo por ingestdo. A alteracdo na capacidade de voo
possivelmente levara a um forrageio ineficiente das abelhas campeiras com
consequéncias para toda colonia (Desretak, 2007).

A exposicao por ingestdo ao herbicida glifosato também causou alteracdo na
capacidade de voo del. capixaba e A. mellifera. Esses dados aqui apresentados
corroboram com os resultados de uma recente pesquisa conduzida em campo por
Balbuena e seus colaboradores (2015). Nesse estudo eles avaliaram o efeito da exposicao
por ingestdo das forrageiras de mellifera a doses de glifosato recomendadas para
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pulverizacdo em ambientes agricolas. Eles observaram que durante o forrageio as abelhas
expostas anteriormente atrasaram no retorno para colonia, em comparagdo com as abelhas
pertencentes ao controle. Além disso, em alguns casos, as trajetorias de voo também
foram afetadas ap0s exposicao sucessiva ao herbicida.

As duas doses do inseticida thiamethoxam foram altamente toxicas para as
espécies testadas. A realizacdo do teste de voo com as abelhas sobreviventes demonstrou
que houve alteracdo na capacidade de voo dos individuos testados. Em um experimento
de campo realizado por Henry e colaboradores (2012) foi observado que doses subletais
de thiamethoxam, além de cawsarmortalidade, afetam também o forrageio de
individuos deA. mellifera, pois o numero de forrageiras expostas que voltaram para a
coldnia foi significativamente menor quando comparado com as abelhas pertencentes ao
controle. Doses subletais do inseticida imidacloprid, outro neonicotindide, também
alteraram a capacidade de voo da abelha sem fdadipona quadrifasciata (Toméet
al., 2015a). Esses resultados reafirmam o impacto dos inseticidas pertencentes a classe
dos neonicotindides e sua possivel contribuicdo no declinio das populacdes de abelhas
nativas. Portanto o uso desses produtos principalmente em areas proximas as vegetacoes
naturais devem ser questionados.

O voo € essencial durante a atividade de forrageio das abelhas. Como relatado,
todos os agrotéxicos testados causaram alteracdes na capacidade dilveapid@ba
e A. mellifera, podendo possivelmente afetar o forrageio dessas espgais.a colénia
necessita desse servico pelas abelhas forrageiras a alteracdo desse comportamento
causada pela exposicdo aos agrotoxicos pode diminuir o desempenho das abelhas em
campo, interferindo em toda dinamica da col6nia (Gablah., 2004). Durante o forrageio
as abelhas necessitam da integridade de suas capacidades cognitivas relacionadas com a
memoria, que lhes permite orientacdo através de informac¢des ambientais adquiridas
anteriormente para localizagdo e reconhecimento de recursos como alimento e
posteriormente retorno para colénia (Balbueinal., 2015). Em campo € possivel que
essas abelhas coletem recursos contendo residuos de produtos quimicos o que pode
comprometer essa capacidade cognitiva relacionada com a orientacdo, memoria e
aprendizado (Balbuenat al., 2015; Herberet al., 2014; Mullinet al., 2010). Essas
alteracbes podem aumentar a mortalidade em campo, consequentemente interferindo no
armazenamento de alimentos dentro da coldnia, além de causar danos no comportamento

e execucao das fun¢des desempenhadas por cada individuo dentro da colénia (Sandrock

35



et al., 2014). Em longo prazo, esses efeitos levardo a prejuizos que impedirdo a
manutenc¢do da colbnia e consequentemente conservacao da espécit &CoH004).

Além disso, prejuizos econémicos podem advir da diminuicdo dos servicos de
polinizacdo devido ao forrageio ineficiente ou ao baixo nimero de abelhas presentes em
campo (Brittain e Potts, 2011).

6. CONCLUSAO

Este trabalho refor¢a a importéncia de considerar os impactos de diferentes classes
de agrotdxicos como riscos potenciais para as espécies de abelhas ameacadas de extin¢ao.
Os resultados sugerem que os trés agrotéxicos testados causam impactos negativos para
M. capixaba, sendo possivelmente um dos fatores que comimitpara a diminuicdo da
populacdo dessa espécie, uma vez que os trés produtos sdo amplamente utilizados em sua
regido de ocorréncia natural e em culturas cujas familias sdo visitadas por essa espécie.
A nédo repeléncia desses agrotdxicos sugere uma alta exposi¢cdo das opendrias de
capixaba e A. mellifera a esses agrotéxicos durante o forrageio. Inseticidas pertencentes
a classe dos neonicotindides, como o thiamethoxam, pode causar alta mortalidade
independente da via de exposi¢do. A toxicidade de herbicidas e fungicidas também foi
demonstrada. A dose de campo de glifosato foi altamente tdxica na exposicdo por
ingestdo causando alta mortalidade para os individuos das duas espécies além de
comprometer o comportamento de vooAdendlifera. O fungicida mancozeb também
foi altamente toxico parA. mellifera por contato, além de alterar o comportamento de
voo das duas espécies nas duas vias de exposi¢do. Portanto os resultados apresentados
reforcam que o impacto do glifosato e do mancozeb em organismos néo-alvo nao pode
ser negligenciado.

Levando em consideracdo o atual estado de ameaca de extincdo daMabelha
capixaba, o impacto causado pelos produtos testados e a importancia ecologica exercida
pelas abelhas sem ferrdo, torna-se indispensavel estratégias de mitigagdo quanto ao uso
desses agrotoxicos em prol da conservacéo desta espécie. Estes resultados contribuem
para o aprimoramento de politicas publicas e acdes de manejo e conservacao da abelha
ameacada de extingdb capixaba em seu ambiente natural.
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