RENATA CUNHA PEREIRA

SELETIVIDADE DE EXTRATOS BOTANICOS AS ABELHAS Partamona
helleri E Apis mellifera

Dissertagcdo apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, como parte das exigéncias
do Programa de Pés-Graduacdo em
Agroecologia, para obtencdo do titulo de
Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS- BRASIL
2016



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vigosa - Campus Vigosa

T
Pereira, Renata Cunha, 1991-

P436s Seletividade de extratos botanicos as abdheasamona

2016 hellerie Apis mellifera/ Renata Cunha PereiraVicosa, MG,

2016.
ix, 20f. :il. ; 29 cm.

Orientador: Flavio Lemes Fernandes.

Dissertagcéo (mestradeYniversidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliogréaficas: f.17-20.

1. Abelhas - Efeito de inseticidas vegetais. 2. Extratos
vegetais - Atividade inseticida. 3. Ecologia agricola. 4. Abel
Alimentacéo. 5. Abelhas - Respiracéo. 6. Insetwo.

7. Polinizadores . I. Universidade Federal de Vigosa.
Departamento de Entorogiia. Programa de Pd@gaduacédo em
Agroecologiall. Titulo.

CDD 22. ed. 595.7¢




RENATA CUNHA PEREIRA

SELETIVIDADE DE EXTRATOS BOTANICOS AS ABELHAS Partamona
helleri E Apis mellifera

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigcosa, como parte das exigéncias
do Programa de Pés-Graduacdo em
Agroecologia, para obtencdo do titulo de
Magister Scientiae.

APROVADA: 11 de janeiro de 2016.

| 4
Noelo W/ OCanol, e = |, _
Vicente Wagner Dias Casali Flavia Monteiro Coelho Ferreira
2 N ; S P |

P o | YA 2T A 4\ o Rat] I o

. PN i N S . / . e )
Maria EliSa de Sena Fernandes \ Maria Auglista Lima Siqueira

. {Coorientadora)
,}:TA‘

5 L A

C P P
o Pé‘ -l -
Flay i;)/f,entiesfi'i‘rnauhdes
7 _prentader)
S




insbuumentos de amor e incentino.

g@umw&&ofmm/owﬁﬁmme
memun 8@4}@qu4@|§(1@'&@«2@0&»1

Dedico



‘@W&QMM@J%WW

comunidades tradicionaio, & diferente daquela que a cibncia lem.
Gova percepgio o8 pode ser eotudada atiavés de métodoo
OWWMWeomWhWG.”

(@ukor desconhrecido)



AGRADECIMENTOS

Ao Deus presente em meu coragdo. Que me acalenta nos momentos dificeis e
renova minhas forgas e esperanga. Que colocou em meu caminho pessoas de luz, as
quais venho prestar meu mais sincero agradecimento.

Minha mamée, que é a maior incentivadora dos meus sonhos e que nao mede
esforgcos para que eu possa realiza-los. Me faltam palavras para expressar meu amor e
gratidao por vocé. Ao meu papai, que pdéde me oferecer um amor gigante. Que se foi tdo
no inicio dessa etapa, mas que me conta em sonhos o0 quanto se orgulha de mim. Nunca
vou esquecer suas ultimas palavras “Deus te abencoe minha fifhae é isso que Deus
o senhor estéo fazendo ai do Céu. Papai e mamée, vocés sdo meus grandes tesouros.

Aos meus, tiose tias, primos e primas, afilhados obrigada pela presenca e
carinho, vocés sdo os melhores do mundo. Desculpem minha auséncia, mas no meu
coracao vocés estdo sempre presentes.

Ao Junin que est4d ao meu lado sempre, oferecendo seu apoio nos momentos
mais dificeis e aquele abrago aconchegante. Que junto comigo, celebra as conquistas e
vitérias. Aquele que acompanhou cada etapa desse projeto, cada madrugada no
laboratorio, mostrando que além de um grande parceiro na pesquisa € um companheiro
para toda a vida. Ao José Olivio, Rosimar, italo e Nath, vocés sdo aquelas pessoas que 0
coracgao escolhe. Gratidao pela presenca de vocés em minha vida.

A minha segunda familia, pessoas pelas quais tenho um amor gigante: Antonio,
Solange, Erica e Leticia, amo muito vocés. E ao Silvério, llda, Renata e Rafaela, toda
minha gratidé&o.

Aos verdadeiros amigos, vocés sabem que estou falando de vocés. Obrigada pela
amizade, por fazerem parte da minha vida e tornarem meus dias maiskEeliZesol,

Suh e Maria, vocés sdo as irmas chatas que a vida me deu, obrigada por todos os
momentos juntas.

Aos mestres, desde o primario, até a Pés-GraduBgéespecial a Flavia, pelo
apoio e amizade, mas principalmente por despertar em mim a paixao pelas abelhas.

Ao meu orientador Flavio, que aceitou o desafio de me orientar a distancia e
desempenhou uma funcao além de orientacdo. Obrigada por todo carinho, compreensao,
incentivo e amizade. Obrigada por contribuir com minha formacdo de mestre e de ser
humano. Agradecer a professora Maria Augusta e ao Pds-Doutorando Wagner por toda
orientacao, atencao e disponibilidade. Obrigada por sempre me receberem em suas salas

com uma vontade enorme em ajudar. Vocés trés, em especial, foram brilhantes para a



realizacdo deste trabalho. Sorte a minha ter orientadores tdo competentes, humanos e
amigos.

Aqueles que foram essenciais na coleta e processamento dos dados e tornaram
meus dias em Vicosa mais leves e agradaveis Flavia, Pagotinho, Juliana, Felipe,
Adalgisa, Junin, Ina, Rodrigo, Ingrid, obrigada pela parceria, amizade e agradavel
convivio. Meu imenso agradecimento a dona Teresinha e ao senhor Jesus que me
forneceram material para preparacéo dos extratos e foram a inspiragao desta pesquisa.

Agradecimento especial ao professor Vicente Wagner Dias Casali, por tamanha
bondade e capacidade em transmitir uma paz que tranquiliza em todos os momentos:
um verdadeiro protetor. A professora Irene Maria Cardoso que é uma verdadeira fonte
de inspiracdo, principalmente quando falamos em AGROECOLOGIA. Que foi
essencial no encaminhamento do projeto, e que esteve sempre disposta a contribuir.

A Universidade Federal de Vicosa, a Pos-Graduacdo em Agroecologia, ao
coordenador do programa professor Ricardo e a todos os professores. A
secretaria/amiga RO, que sempre esteve disposta a ajudar nas duvidas e problemas.
Parabéns por ser este exemplo de mae e profissional. Aos colegas do grupo GPMIP da
UFV Campus Rio Paranaiba. Ao Departamento de Entomologia, em especial ao
professor Raul por disponibilizar o seu laboratério para a realiza¢do dos experimentos.

Aos brilhantes e competentes funcionarios do apiario da UFV, Iris, Ferreira,
Cabrito, aos Toninhos e em especial ao Lulu, que tem o dom de conhecer as abelhas e
transmitir seus ensinamentos, um verdadeiro mestre. Sem a sabedoria e auxilio de todos
vocés, este trabalho ndo seria possivel.

Agradeco aos membros da banca Maria Elisa, Vicente Casali, Flavia e Maria
Augusta por aceitarem o convite e por toda contribuicdo para este trabalho.

A Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela
concesséo da bolsa de estudo.

Agradeco por fim, a todos os agricultores agroecoldgicos, aos amigos
Agroecotlogos e aos apaixonados pela Agroecologia. Obrigada por serem agentes

transformadores da mudanga que nosso mundo precisa. Um salve a Agroecologia!

A todos vocés 0 meu mais sincero muito obrigada!



BIOGRAFIA

RENATA CUNHA PEREIRA, filha de Lauro Pereira e Maria Helena da Cunha Pereira,

nasceu no dia 07 de novembro de 1991, em Belo Horizonte, Minas Gerais. Em 2010
iniciou o curso de Bacharelado em Agroecologia pelo Instituto Federal de Educacéo,
Ciéncia e Tecnologia do Sudeste de Minas Gerais - Campus Rio Pomba. Em marco de
2014, ingressou no mestrado em Agroecologia pela Universidade Federal de Vicosa,
sob a orientacdo do Professor Flavio Lemes Fernandes, cuja dissertagdo é aqui

apresentada.

Vi



INDICE

RESUMO ..ot e ettt e e e e ettt e e e e e eetb e e e e e eerna e e e aeenrnas viii
A B S T R A T e e ettt e ettt e et e et e e e et e r e e e eean s X
INTRODUGAO ...ttt ettt en et en et eneae s 2
MATERIAL E METODOS ..ottt 3
Plantas, SOIVENIES € INSEBIOS........iiui i e e e e e et e et e e e b e s e e eeanss 3
BIOBNSAUOS .....eeiieiiiiie ittt e e e e e e e e as 4
BiOeNSAI0 A& CONALO......cceiiiiiiiiiie ettt e e e e e 5
BIiOENSAI0 A INQESIAOD .....uvvuiiiiiii i e e e e e e e e e e 6
ANAIISES OS AUODS ......eiiiiiieeiiiiie et e s r e e e s e e e e e e e e annnees 7
RESULTADOS ...ttt e et et e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e ennnn e eas 7
SODIEVIVENCIA ...ttt e e e e st e e e e e b e e e e e e aaa 7
BIOENSAI0 A& CONLALO......euiiiiiiiiitii e e e e e 7
BiOeNSAI0 A INQESTAO ....ceviiiiiiiiii i 9
COoNSUMO A€ @lIMENTO ....eeeiiieeieieeee ettt e e e e e e ee e 11
Y4 0o PSP 13
T o] = [ox- [ L TR POPOPPPPP 13
DISCUSSAD ...ttt ettt e ettt 13
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt ne e e eeneee 16

vii



RESUMO

PEREIRA, Renata Cunha, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, janeiro de 2016.
Seletividade de extratos botanicos as abelhas Partamona helleriApis mellifera.
Orientador Flavio Lemes Fernandes. Coorientaddaria Augusta Lima Siqueira.

Abelhas africanizadas e silvestres sao potencialmente suscetiveis a inseticidas sintéticos,
mas podem n&o ser a inseticidas botanicos. O objetivo do trabalho foi avaliar
seletividade dos extratos de Nicotiana tabadum(folha e rolo), Anadenanthera
columbrina Vell.e Agave americana L., as abelhas Apis mellifedartamona helleri.
Avaliou-se ainda o consumo de dieta, a taxa respiratoéria e o voo das abelhas como
parametros subletais. Para tanto, realizou-se bioensaios de mortalidade com abelhas
adultas mediante exposi¢ao por contato e irdgesttilizando o inseticida imidaclopride

como controle positivo. As abelhas sobreviventes foram submetidas aos testes de
respiracdo e voo. A tolerancia das abelhas aos extratos variou entre A melRfera
helleri, de acordo com o tipo de extrato utilizado e em resposta ao tipo de exposicao.
Apoés contato, A mellifera apresentou maior suscetibilidade aos extratbsadmcum

(rolo) e A americana. Nos bioensaios de ingestdo, o extrato de A americana reduziu a
sobrevivénciade P. helleri e A mellifera. J&4 a ingestdo de A colubrina redaziu
sobrevivéncia de A mellifera. Apesar de ter ocorrido toxicidade de alguns extratos as
abelhas, a sobrevivéncia foi sempre maior em relacdo aos resultados obtidos com o
imidaclopride, que foi letal para 100 % das abelhas. No consumo da dieta foram
observadas diferencas entre os tratamentos, mas que ndo é observada quando
comparados o0s tratamentos com seus respectivos controles. Foi observado que apos o
jejum, A mellifera ingeriu pouco alimento contaminado independentemente do
tratamentoge quando oferecido alimento livre dos extratos, consumiu maior quantidade
do alimento. Ao contréario, P. helleri ingeriu maior quantidade de alimento contaminado

e reduziu o consumo de alimento puro ao longo do tempo (exceto N. tabacum rolo).
Ainda que tenham consumido maior quantidade de alimento contaminado, P. helleri foi
mais tolerante aos extratos (exceto as analises de ingestdamericanf Tanto nos
bioensaios por contato quanto por ingest@m, foram detectados efeitos negativos no

Voo e na taxa de respiracdo das abelhas sobreviventes. Concluimos entdo, que
suscetibilidade aos extratos é variavel entre espécies de abelhas, entre compostos e de
acordo com o tipo de exposi¢cédo. De forma geral os extratos se apresentam seletivos as

abelhas, e mesmo os extratos mais toxicos foram mais seletivos do que o imidaclopride

viii



Assim, caso sejam efetivos contra insetos-alvo, os extratos de N. tabacum (folha e rolo),
A columbrinae A americana podem ser utilizados como alternativa aos compostos
sintéticos de forma a contribuir para a preservacdo de abelhas meliferas e,
principalmente, de abelhas sem ferréo.

Palavras chave:Agroecologia, Polinizadores nativos, Respiragéo, Voo.



ABSTRACT

PEREIRA, Renafa Cunha, M.Se., Universidads. Federall de Visoss: Juniir, 20 1cH8
Selectivity of botanical extracts to bees Partamona helleri and Apis mellifera.
Adviser: Flidvio Lemes Fernandes. Co-adviser: Maria Augusta Lima Siqueira.
Africanized and wild bees are potentially susceptible to synthetic insecticides, but
may not be the botanical insecticides. The objective was to evaluate the selectivity on
bees of botanical extracts of Nicotiana tabacum L. (leaf and roll), Anadenanthera
columbrina Vell. and Agave americana L., 1o bees Apis mellifera and Partamona
helleri. It was also evaluated the dietary consumption, respiration rate and bee flight
as sublethal parameters. Therefore, mortality bioassays of adult bees were done by
means of contact exposure and ingestion, using the pesticide imidacloprid as a
positive control, The surviving bees were submitted to respiration rate and flight
tests. Apis mellifera reduced the probability of survival after contact with the extracts
of N. tabacum (roll) and 4. americana. In the ingestion bioassays, the extract of 4.
americana reduced the survival of P. helleri and A. mellifera, and A. colubrina
reduced the survival of 4. mellifera. The imidacloprid was lethal to 100 % of the
bees. In dietary consumption, differences were detected among treatments, but that
was not observed when comparing the treatments with their respective controls. It
was observed that after fasting, A. mellifera ingested some contaminated food
regardless of treatment, and when offered free food extracts, it consumed greater
amount of food. On the contrary, P. helleri ingested greater amount of contaminated
food and reduced the consumption of pure food. Although they have consumed
larger amounts of contaminated food, in general P. helleri was more tolerant to the
extracts. In both bioassays by contact and by ingestion negative effects were not
detected for the flight and respiration rate of the surviving bees. [t was conclude that
extracts susceptibility varies among species of bees between compounds and in
accordance with the type of exposure. The extracts were selective to bees in general,
and even more toxic extracts were more selective than imidacloprid. So if they were

effective against target insects, the evaluated extracts can be used as an alternative to

synthetic compounds to contribute to the preservation of honey bees of stin

bees.




Dissertacdo apresentada de acordo com as normas da Eenvistanmental
Entomology

Seletividade de extratos botanicos as abelhas Partamona helleApis mellifera



INTRODUCAO

Aproximadamente 90 % das espécies de plantas que apresentam flores e 75 % dos
cultivos agricolas no mundo necessitam da polinizacdo, sendo as abelhas consideradas
os polinizadores mais importantes (Brosi & Briggs, 2013; Gianinni et al., 2015). Avalia-
se em 153 bilhdes de euros o servigco de polinizagéo, o que corresponde a 9,5 % do valor
da producédo agricola mundial destinada a alimentacdo humana (Gallai et al., 2009).

Enquanto os polinizadores, em especial as abelhas, favorecem os cultivos agricolas
(Gianinni et al., 2015), outros insetos sdo considerados pragas, pois prejudicam 0s
cultivos e aumentam os custos de producao (Gontijo et al., 2013; Gontijo et al., 2015).
Sistemas convencionais de producdo utilizam pesticidas sintéticos como o principal
méodo de controle destes insetos (Gontijo et al., 2013), apesar dos elevados riscos de
contaminagcdo humana, ambiental (Epstein, 2014) e intoxicacdo de organismos néo alvo
(Sanchez-Bayo & Goka, 2014). As abelhas estdo entre os organismos nao alvos que
podem ser prejudicadpela exposicdo aos pesticidas, e a sua associagdo com o declinio
dos polinizadores tem sido discutida em todo o mundo (Feltham et al., 2014; Johnson,
2015).

Em areas de producdo organicas e agroecoldgicas, onde ndo é permitida a utilizacao
dos pesticidas, 0 uso de extratos botanicos tem sido uma opc¢éo para o0 manejo de insetos
praga (Isman, 2006; Pereira, 2014). Piretro, rotenona, nim e 6leos essenciais sdo 0s
principais compostos de origem vegetal utilizados no controle de insetos. Ryania,
nicotina e sabadilla também sdo utilizadas, porém com uso limitdainda, em
diversas regides e paises, extratos preparados a base das mais diversas plantas, que sa
utilizados de acordo com preparacdes caseiras (Barbosa et al., 2015a), denominados
caldas ou extratos botanicos.

Agricultores agroecoldgicos estdo utilizando extratos botanicos de Nicotiana
tabacum L., Anadenanthera columbrina Vell. e Agave ameritar@m resultados
satisfatérios no controle de insetos praga em hortalicas (Pereira, 2014). Porém, pouco se
sabe sobre a toxicidade e efeitos subletais destes compostos sobre os organismos nao
alvos (ex. abelhas) (Tomé et al., 2014; Barbosa et al., 2015b; Tomé et al., 2015). Pois o
fato de sem extratos botanicos, ndo os isentam de apresentar riscos aos organismos
benéficos (Gontijo et al., 2015; Tomé et al., 2015).

Uma maneira de reduzir os riscos aos organimos benéficos € realizando avalia¢cdes

adequadas dos extratos botanicos, a fim de identificar compostos que apresentem



seletividade as abelhads.dois séo os tipos de seletividadeseletividade ecoldgicaa
seletividade fisioldgica. Seletividade ecoldgica consiste na utilizagdo de técnicas de
aplicacdo de compostos pesticidas a fim de minimizar o contato entre o produto
utilizado e o inseto ndo alvdaa seletividade fisiologica busca identificar compostos
gue sejam mais toxicos aos insetos praga, do que aos insetos benéficos (Pedigo, 1988
Neste trabalho, o termo seletividade sera abordado referindo-se a seletividade
fisiologica.

Assim, objetivou-se avaliar a seletividade dos extratos botanicos com formulacdes
caseiras de N. tabacum L., A columbrina Vell e A americana L., as abellasitia f
Apidae Apis mellifera (Apininie Partamona helleri (Meliponini). Estas abelhas foram
selecionadas para o estudo uma vez que abelhas meliferas e abelhas sem ferrdo
constituem os principais polinizadores no Brasil (Gianinni et al., 2015). Verificou-se
ainda o consumo de dieta, a taxa respiratoria € 0 voo como parametros subletais as

abelhas.

MATERIAL E METODOS

Plantas, solventes e insetos

Os produtos a base de fumo (folha e rolo) (N. tabacum L.), angico vermelho (A
columbrina Vell) e piteira (A. americana L.) foram selecionadas por serem usados por
produtores agroecologicos. Os extratos sado utilizados no controle de pulgéo
(Metopolophium dirhodum), cochonilha (Dactylopius coccus), lagartas e besouros na
producdo de hortalicas, como Lactuca sativa L. (alface), Cichorium intybus L.
(almeirdo), Brassica oleracea L. (couve), Allium fistulosum L. (cebolinha), Eruca sativa
Mill. (rdcula), Rumex acetosa L. (azedinha), dentre outras (Pereira,. 2&1#lhas de
fumo, a piteira e o angico foram coletados em uma propriedade na regido de Vicosa,
MG (20°43°58,37”S, 42°49°23,50”), altitude 738 m. Ja o fumo de rolo e o imidaclopride
(Evidence 700 WG) foram adquiridos no comeércio na cidade de Vigosa, MG.

Os solventes utilizados no preparo dos extratos foram agua com alcool etilico (96°
GL) para os extratos de fumo (rolo e folha) e apenas agua para os extratos de piteira e
angico. O preparo dos extratos seguiu os procedimentos de acordo com a metodologia

descrita por Pereira (2014).



O fumo de rolo foi cortado em particulas de 10 cm e acondicionado 100 g em
frasco de vidro (1 L) e adicionados 250 mL de &lcool e 250 mL de agua. Apdés 10 dias
foi filtrado em algoddo e diluido na concentracdo de 33,33 thi(vlv). O mesmo
procedimento foi realizado no preparo do extrato a base das folhas do fumo. A casca do
angico vermelho foi coletada retirando pedacos retangulares com auxilio de facdo em
uma arvore ja adulta e 250 g destas foram inseridas em uma garrafa plastica contendo
250 mL de agua. Apos 30 dias o extrato foi filtrado em algodéo e diluido em &gua na
concentracéo de 10 mLL(v/v). As folhas da piteira foram cortadas com um fac&o, os
espinhos retirados e as folhas fatiadas com uma faca. Em liquidificador foram
adicionados 100 g das folhas e 0,1 L de 4gua e processado por trés minutos. Para retirar
os fragmentos maiores, o extrato foi filtrado em peneira e posteriormente em algodao. O
extrato da piteira foi diluido na concentracdo de 3000 fl(Mv) (Pereira, 2014)A
guantidade utilizada do imidaclopride (700 WG) foi calculada com base no volume de
pulverizacdo por hectare, na concentracéo de 3,00 mg dé%(80fhg h&), de acordo
com as recomendacfes do Ministério da Agricultura (MAPA, 2014). A diluigéo foi
realizada em agua destilada e deionizada para realizacdo dos bioensaios por contato e
em solucdo de sacarose 50 % (xarope de agua/acucar 50 % v/v) para os bioensaios de
ingestdo (Tomé et al., 2015).

Para montagem dos bioensaios utilizou-se operarias adultas de A. mellifera (abelha
africanizada) e P. helleri (abelha sem ferrdo). Essas abelhas foram coletadas no apiario
e meliponario da Universidade Federal de Vic@9&45°32,71"" S, 42°52°04,10> O e
altitude 815 m. Para a coleta de P. helleri utilizou-se um frasco Erlenmeyer (1 L),
inserindo-se a sua abertura na entrada da colmeia para que as abelhas entrassem na
frasco. Logo apds, em um quarto escuro, liberou-se as abelhas em gaiolas de organza
(0,4 x 0,4 x 0,4 m), com luz branca ao fundo para evitar a fuga e facilitar a transferéncia
das abelhas para os potes plasticos (0,5 L). Por outro lado, A mellifera foram coletadas
manualmente das colbnias, com auxilio de pincas entomoldgicas (Papilon, nimero 13) e

transferidas diretamente para os potes de plastico (0,5 L).

Bioensaios

Os bioensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, com

sete tratamentos e cinco repeticbes para cada espécie (considera-se cada calonia um



repeticdo). Os tratamentos foram: os extratos botanicos (folhas de A americana, casca
de A columbrina, N. tabacum - folhas e rolo), o inseticida imidaclopride (controle

positivo) e as testemunhas (solventes: agua e agua com alcool). Cada unidade
experimental foi composta por 20 abelhas adultas, coletadas na mesma colénia em cada

repeticao.

Bioensaio de Contato

No bioensaio de exposicdo por contato utilizou-se potes plasticos de polietileno
transparente com volume de 0,5 L, que apresentam resisténcia a produtos quimicos
organicos sob exposicdo em curto prazo (Nerin et al, 1996). Esses potes continham
furos na tampa para a circulacdo do ar e uma abertura circular na lateral para posterior
adicdo de um alimentador as abelhas. Em cada pote foram pulverizados 500 pl do
respectivo tratamento (lateral e fundo com 395 pl e tampa com 105 pl), utilizando-se
um compressor com pressado de 50 PSI (Sagyima Pro, modelo ASW 186), de forma a
cobrir toda a area interna do pote. Para as testemunhas os potes foram tratados apenas
com o solvente utilizado no processo de obtencdo dos extratos botéanicos.
Posteriormente, deixou-se secar a 25 + 3° C por duas horas em ambiente fechado e
escuro. Em cada pote, previamente tratado, foram adicionadas 20 abelhas e um
alimentador com um furo na extremidade (Eppendorf®), onde foi fornecida alimentagéo
(xarope de agual/acucar 50 % v/v). ApoOs trés horas de contato, as abelhas foram
transferidas para recipientes nao tratados, descartando os potes contaminados. Os potes
com as abelhas foram mantidos em estufa B.O.D. (28 + 2 °C, 65 + 5 % U.R.). A
mortalidade das abelhas foi registrada uma, duas, trés, seis, doze e vinte e quagro horas
foram consideradas mortas quando incapazes de se locomover. As abelhas
sobreviventes a cada tratamento foram submetidas aos testes de respiracao e voo.

A respiracdo das abelhas foi avaliada em condigbes de laboratoério, utilizado
respirometro do tipo COAnaliser TR 2 (Sable System International, Las Vegas, EUA)
(Pimentel et al., 2007). Ao final do bioensaio, uma abelha de cada tratamento, foi
transferida para uma camara respirométrica de vidro, com capacidade volumétrica de
0,25 L. Estas camaras sdo conectadas a um sistema completamente fechado, com um
leitor infravermelho, no qual circula ar livre de £@ara dentro da camara durante dois

minutos, a uma taxa de fluxo de 6000 mL Ti® aparelho faz a mensuracéo durante



um periodo de trés horas da quantidade dg(@@L/COy/h/abelha) (Tomé et al. 2014).
Realizou-se cinco repeticdes.

Para avaliar o voo apds 24 horas de exposi¢cdo aos extratos, todas & abelha
sobreviventes foram liberadas na base de uma torre de madeira de 1,05 m de altura,
formada por trés gaiolas de madeira empilhadas (0,35 x 0,35 x 0,35 m cada). As gaiolas
eram envoltas com tela de organza, com seu interior aberto para permitir o livre voo das
abelhas. O teste de voo foi realizado em sala escura, com apenas uma luminéaria de luz
fluorescente, suspensa a 0,05 m da parte superior da torre. O tempo gasto de voo da
base até chegarem a luz era contabilizado em crondmetro, sendo esperado até 1°30” (um
minuto e trinta segundos). ApOs esse tempo, as abelhas que permaneciam na base da
torre eram consideradas incapazes voar (Tome et al., 2015).

Bioensaio de Ingestao

Vinte abelhas foram adicionadas a potes plasticos de polietileno transparente
com volume de 0,5 L, contendo furos na tampa para a circulacdo do ar e uma abertura
na lateral para adicdo do alimentador (Tomé et al., 2015). As abelhas permaneceram em
jejum por uma hora e meia e apés este periodo foi adicionado em cada pote, um
alimentador com o alimento previamente contaminado com os tratamentos. Os
alimentadores foram pesados em balanca analitica (Shimadzu:AUW220D:0,01mg)
antes e apdés o experimento, para verificar a quantidade de alimento ingerido pelas
abelhas. Os alimentos fornecidos foram os extratos diluidos, na mesma concentracdo
dos bioensaios por contato, porém a diluicdo foi realizada em solugcdo de sacarose
(xarope de agua/acucar 50 % v/v). Para a testemunha agua foi utilizado apenas o xarope
de agua/agucar 50 % (v/v) e para testemunha 4gua com &lcool foi utilizado 48,26 % de
agua, 1,74 % de alcool e 50 % acucar (v/v/v). Apos trés horas, 0 alimento contaminado
foi substituido pelo alimento puro (xarope de agua/acucar 50 % v/v). Os potes contendo
as abelhas, foram mantidos em estufa B.O.D. (28 + 2 °C, 65 £ 5 % U.R.). A mortalidade
foi avaliada ap6s uma, duas, trés, seis, doze e vinte e quatro horas, sendo consideradas
mortas as abelhas que permaneciam imoéveis. As abelhas que sobreviveram foram
submetidas aos testes de voo de respiracdo (conforme descrito para o bioensaio por

contato).



Analises dos dados

Os dados de sobrevivéncia dos bioensaios por contato e ingestdo foram
submetidos a andlises de sobrevivéncia usando os estimadores de Kaplan-Meier
(SigmaPlot 12.0). As abelhas ainda vivas no final dos bioensaios (24 horas) foram
tratadas como dados censurados, pois ndo se conhece o tempo exato de sobrevivéncia
destas abelhas. A semelhanca global entre as curvas de sobrevida foi testada pelo teste
de LogRank y* e as comparacdes pareadas entre as curvas foram testadas usando o
método de Holm-Sidak (Tomé et al., 2015). Os dados do consumo da dieta no ensaio de
ingestao foram submetidos a analise de variancia de medida repetida para testar o efeito
do consumo da dieta em relagdo ao tempo, e eventuais diferencas nos intervalos de
tempo foram testadas pelo teste F (PROC ANOVA; SAS Institute 2008). Os dados do
tempo de voo foram submetidos a andlise de variancia e os da respiracao utilizou-se o

teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis (Zar, 1999).

RESULTADOS

Sobrevivéncia
Bioensaio de contato

Curvas de sobrevivéncia obtidas pelos estimadores Kaplan-Meier mostraram
diferencas significativamente entre os tratamentos para P. helleri (Log-rar)K test:
767,97, g.l. = 6P < 0,001) e A mellifera (Log-rank tes® = 728,69 g.l. = 6,P <
0,001) (Fig. 1). Os extratos de N. tabacum (folha) e A colubrina ndo altesaram
sobrevivéncia das duas espécies de abelhas se comparados aos seus controles agua cor
alcool e &gua respectivamente. Ja o extrato de N. tabacum (rolo) diminuiu a
sobrevivéncia das duas espécies de abelhas avaliadas (Fig. 1). O contato com o extrato
de A americana reduziu significativamente a probabilidade de sobrevivéncia de A
mellifera (Fig. 1¢), mas ndo alterou a sobrevivéncia de P. helleri (Fig. 1 a). Notamos
com estes resultados um efeito negativo do solvente alcool, utilizado no preparo dos
extratos de N. tabacum (folha e rolo), na sobrevivéncia das abelhas. Observamos ainda
que as abelhas A mellifera apresentaram uma menor probabilidade de sobrevivéncia em

todos os tratamentos, quando comparadas a probabilidade de sobrevivéncia de P. helleri



(Fig. 1a, c¢). Ja o contato com imidaclopride causou mortalidade de 100 % das abelhas

de ambas as espécies apos 20 minutos de exposi¢ao (Fig. 1a, c).
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Fig. 1 Curvas desobrevivéncia de Partamona helleri (a) e Apis mellifera (c) expostas
por contato aos extratos botanicos. As curvas foram geradas por estimadores de Kaplan-
Meier e comparadas pelo teste de Log-Rank (P < 0,05). Os diagramas de caixa
representam o tempo médio (horas de vida) e intervalo de confianca da sobrevivéncia
das abelhas P. hellefb) e A mellifera (d). Letras diferentes indicam diferencas

significativas entre os tratamentos com base no teste de Holm-Biddk@5).



Bioensaio de ingestao

As curvas de sobrevivéncia obtidas pelos estimadores Kaplan-Meiermndica
gue a ingestado dos extratos alterou a sobrevivéncia das abelhas P. helleri (Log-rank test:
¥*=619,49, g.l. = 6P < 0,001) e A mellifera (Log-rank tegt* = 768,96, g.I. = 6P <
0,001) (Fig. 2 ). A sobrevivéncia das duas espécies de abelhas foi afetada pelo extrato
de A americana. Ja o extrato de A colubrina afetou a sobrevivéncia apenas de A
mellifera (Fig. 2c). Assim, conforme observado para os ensaios de contato, o alcool
também apresentou efeitos negativos na sobrevivéncia das abelhas. Com excecédo do
extrato de A americana, as abelhas A mellifera apresentaram uma menor probabilidade
de sobrevivéncia, quando comparadas a probabilidade de sobrevivéncia de P. helleri
(Fig. 2a, c). A ingestdo de imidaclopride matou 100 % de P. helbzife mellifera
apos 20 minutos de exposicao (Fig. 2a, ¢). Assim, ndo foram realizados os testes de voo
e respiracdo com as abelhas deste tratamento.



Bioensaios de Ingestao
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Fig. 2 Curvas desobrevivéncia de Partamona helleri (a) e Apis mellifera (c) expostas
por ingestdo aos extratos botanicos. As curvas foram geradas por estimadores de
Kaplan-Meier e comparadas pelo teste de Log-Rank (P < 0,05). Os diagramas de caixa
representam o tempo médio (horas de vida) e intervalo de confianca da sobrevivéncia
das abelhas P. hellefb) e A mellifera (d). Letras diferentes indicam diferencas

significativas entre os tratamentos com base no teste de Holm-Biddk@5).
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Consumo de alimento

O tipo de extrato testado alterou a massa de alimento ingerido por A mellifera
(Fs 24= 4,00, P < 0,001). Nessa espécie, o consumo de alimento também modificou ao
longo do tempo (Wilk's Lambda = 0,03; k= 732,90,P < 0,001). Entretanto, ndo
houve interacdo entre o tempo e o tipo de tratamento sobre a alimentacao de A mellifera
(Wilk’s Lambda = 0,76, §.4= 1,48,P = 0,234) (Fig. 3a). J& para as abelhas P. helleri
tipo de extrato alterou a massa de alimento ingerigla,F5,33, P = 0,002). Ao longo
do tempo P. helleri também modificou o consumo de alimento (Wilk’'s Lambda = 0,51,

F1 24= 23,47, P < 0,001). E houve ainda interacao entre o tempo e o tipo de tratamento
(Wilk’s Lambda = 0,63, £24= 2,77, P = 0,041) (Fig. 3b). Embora observada diferenca
entre os tratamentos, ndo observamos diferencas entre os tratamentos e 0s seus
respectivos controles (N. tabacum folha e rolo com o controle 4gua com alcool e A
americana A colubrina com o controle agua).

No consumo de alimento puro, oferecido apés as trés horas de exposicdo oral
aos extratos, ndo se observa diferencas em relacédo aos tratamentos. O que se observa ¢
um comportamento inverso entre as abelhas P. hellarimellifera. As abelhas P.
helleri consomem mais o alimento contaminado com o0s extratos ao alimento puro
(solucdo de sacarose livre dos tratamentos), exceto no tratamento fumo de N. tabacum
rolo. JA A mellifera consome pouco do alimento contaminado, e aumenta 0 consumo

guando oferecido o alimento puro (Fig. 3).
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Fig. 3 Massa de alimento consumido por A mellifer@.éelleri no ensaio de ingestao.

Nas trés primeiras horas o grafico mostra o consumo do alimento contaminado com 0s

extratos e depois o consumo do alimento contendo solugdo de sacarose livre dos

tratamentos. Os simbolos representam a média e o erro padrdo. As letras diferentes, no
mesmo tempo (hora), indicam diferenca significativa entre os tratamentos com base no

teste de Tukey (P < 0,05).
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Voo

O contato das abelhas com os tratamentos, ao final de 24 horas, n&o afetou o voo
de P. helleri (E24= 1,69, P = 0,174) e A mellifera {F4 = 2,27, P = 0,079).
Comportamento semelhante foi observado para os bioensaios de ingestdo, onde os
tratamentos também nédo afetaram o voo das abelhas P. helles+(E,25;P = 0,081)
e A mellifera (fs, 24= 0,70; P > 0,05).

Respiragéo

O contato com os tratamentos ndo alterou a taxa de respiracdo das abelhas ndo
diferiu entre os tratamentos (P. hellefi= 4,82 g.l. = 5; P = 0,438; A melliferg/’ =
1,08; g.I. = 5; P = 0,956). A média + erro padrdo da taxa de respiracdo para P. helleri foi
43,85 £ 5,70 uL/CQ/ h /abelha e para A mellifera foi de 116,80 + 15,77 uL/CO/
abelha.

A taxa respiratoria das abelhas também nao foi modificada ap6s a ingestdo dos
diferentes tratamentos (P. hellefi = 9,48, g.I. = 6P = 0,091; A melliferay® = 4,42,
g.l. =6,P =0,491). A média * erro padrao da taxa de respiracdo de P. hellert62,89
13,73 uL/CQ/ h / abelha e de A mellifera foi 105,76 + 19,43uL{COG / abelha.

DISCUSSAO

A suscetibilidade das abelhas aos extratos variou entre A medliferdelleri,
de acordo com o tipo de extrato utilizado nos bioensaios e em resposta ao tipo de
exposicdo. ApOs exposicao por contato, A mellifera apresentou maior suscetibilidade
aos extratos déN. tabacum (rolo) e A americana (Fig. 1c). Ja a ingestdao de A
americana reduziu significativamente a sobrevivéncia de P. helleri e A medlifera
colubrina reduziu a sobrevivéncia de A mellifera (Fig. 2a, c). De forma geral, os
extratos foram mais seletivos a P. helleri. Logo apos o jejum, A mellifera ingeriu pouco
alimento contaminado independentemente do tratamento, mas quando oferecido
alimento livre dos extratos, A mellifera consumiu maior quantidade do alimento (Fig
3a). Ja P. helleri, logo ap6s jejum, ingeriu grande quantidade de alimento e reduziu o

consumo de alimento puro ao longo do tempo (exceto N. tabacum rolo) (Fig 3b). Apesar
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de ter ocorrido toxicidade de alguns extratos as abelhas, a sobrevivéncia foi sempre
maior em relacdo aos resultados obtidos com o controle positivo. O imidaclopride
causou mortalidade de 100 % de ambas as espécies de abelhas, no maximo 20 minutos
apos exposicao por contato ou ingestdo. As abelhas sobreviventes aos tratamentos nao
apresentaram alteracdes na taxa de respiracéo e voo.

Abelhas apresentam preferéncia por néctar contaminado com imidaclopride
(Kessler et al., 2015), o que traz uma preocupagéo, pois a elevada toxicidade deste
pesticida para as abelhas ja é bem comprovada (Goulson, 2013; Johnson, 2015). Esta
alta toxicidade se explica pela presenca do grupo funcional nitro que confere a este
pesticida grande afinidade ao receptor nicotinico de acetilcolina (Tomizawa & Casida,
2003). Os neonicotinoides sdo sistémicos (Blacquiére et al.,, 2012), podendo ser
translocados até o grdo de polen e néctar (Goulson, 2013). Portanto, podem ser
transportados até as col6nias, podendo causar intoxicacdo por ingestao (Mullin, 2010)
e/ou contato (Fairbrother et al., 2014). Dessa forma, os neonicotinoides podem extinguir
a colonia, sendo apontados como uma das causas para a Desordem no Colapso de
Colbnias (CCD - Colony Collapse Disorder) (Blacquiére et al., 2012; Goulson, 2013).

Esperava-se entdo, que extratos de N. tabacum nédo fossem seletivos as abelhas,
ja que nicotina e neonicotinoide tém mecanismos de acdo semelhantes em insetos (Rand
et al., 2015). De fato, para abelhas meliferas no bioensaio de contato, essa seletividade
nao foi observada (mortalidade > 60 %). J& para P. helleri os extratos de N. tabacum
(folha e rolo) se apresentaram seletivos tanto nos bioensaios por contato quanto por
ingestdo (mortalidade < 30 %). Embora a décadas relata-se que abelhas de maior
volume corporal apresente maior tolerancia aos pesticidas, seja na exposi¢cao por contato
ou ingestdo (Johansen et al., 1983) e alguns autores relatarem que abelhas sem ferréo
(Meliponini) sdo mais sensiveis aos pesticidas (Tomé et al., 2012; Del Sarto et al ,
2014), os resultados mostraram que P. helleri foi mais tolerante aos extratos que A
mellifera. A menor suscetibilidade de P. helleri aos extratos pode estar relacionada a
diversos aspectos além da espécie e tamanho corporal, tais como, diferencas genéticas,
ciclo de vida, alimentagdo, comportamento de forrageamento e tipo de exposi¢céo
(Arena & Sgolastra, 2014; Johnson, 2015).

A maior toxicidade do extrato de A americana as abelhas pode-se atribuir a alta
concentracéo deste extrato (3000 mt \v). Embora nas condi¢cdes de laboratério o

extrato de A americana ingerido por P. hellerA mellifera e no contato com A
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mellifera tenha apresentado baixa seletividade, nas condicbes de campo a seletividade
pode ser maior. Isto porque os extratos botanicos sédo de rapida degradacdo comparada
aos pesticidas sintéticos formulados (Fantke et al., 2014; Tomé et al., 2015).

O consumo diferenciado de alimento entre as espécies pode ser devido ao
comportamento natural de alimentacdo, visto que nao houve diferencas entre as
testemunhas e os tratamentos. Abelhas meliferas forrageiras sdo capazes de perceber
que correm risco de passar fome, assim, elas carregam uma maior quantidade de
alimento quando deixam o ninho para forragear (Tan et al., 2015). Possivelmente esta
estratégia de A mellifera explica um menor consumo do alimento contaminado apdés o
jejum e, quando oferecido alimento livre dos extratos, elas aumentam o0 consumo para
compensar a baixa ingestao apdés a inanicao.

O voo e a respiracdo das abelhas A mellieR helleri ndo foi afetado pelos
extratos em ambos os bioensaios (contato e ingestdo). Tal resultado, possivelmente esta
relacionado a ndo atuacdo dos extratos na musculatura, ou mesmo no sistema nervoso
das abelhas (Zafeiridou & Theophilidis, 2006). E fato que se os compostos afetassem o
voo das abelhas, poderiam alterar o habito de forrageamento e a sobrevivéncia da
colénia (Henry et al., 2012; Tomé et al., 2012; Balbuena et al., 2015).

A seletividade de extratos botanicos a organismos ndo alvo ja foi demonstrada
(Castillo et al., 2009), mas h& controvérsias (Barbosa et al., 2015b; Gontijo et al., 2015;
Tomé et al., 2015). Porém, trabalhos que avaliaram a seletividade de extratos botanicos
com formulac@es caseiras a abelhas meliferas e silvestres ndo foram encontrados. Este é
primeiro trabalho a realizar este tipo de avaliagcdo. O que se sabe em relagdo a
tolerdncia das abelhas as toxinas naturais e sintéticas, € que um dos principais
mecanismos utilizados é a resisténcia metabdlica. E que as principais enzimas
responsaveis pelo metabolismo ou desintoxicacdo das toxinas sdo a carboxilesterases
(COEs), glutationa S-transferase (GSTs) e citocromo P450 (Rand et al., 2015). Mas
ainda assim, existe a necessidade de novos trabalhos para conhecer os grupos de
compostos quimicos presentes e 0s pesos moleculares dos extratos utilizados para
melhor esclarecer os mecanismos que conferem a estes extratos botanicos seletividade
as abelhas. Os mecanismos que permitem as abelhas tolerar os metabolitos secundarios
toxicos permanecem desconhecidos (Rand et al., 2015).

O nosso trabalho, entretanto, demonstrou que a suscetibilidade aos extratos

variavel entre espécies de abelhas, entre compostos e de acordo com o tipo de
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exposicao. E que, mesmo o0s extratos mais toxicos foram mais seletivos as abelhas do
que o pesticida sintético usado como controle positivo. Isso demonstra que, caso sejam
efetivos contra insetos-alvo, esses extratos podem ser utilizados como alternativa aos
compostos sintéticos de forma a contribuir para a preservacdo de abelhas meliferas e

sem ferrao.
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