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RESUMO

A abelha Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) é um dos principais polinizadores de
plantas cultivadas e exploradas economicamente pelo homem. Todavia, nos tltimos anos tem
sido relatado o declinio na populagcdo de abelhas em areas agricolas de todo o mundo, sendo o
uso abusivo de pesticidas uma das causas apontadas para este problema. Diante disso, surge a
necessidade de avaliar a toxicidade dos pesticidas, em especial os inseticidas, sobre as abelhas.
Portanto, objetivou-se avaliar o efeito de doses dos inseticidas Flupiradifurona (Butenolida) e
Tiacloprido (Neonicotindide) na sobrevivéncia e capacidade de voo da abelha africanizada A.
mellifera. O trabalho foi realizado no laboratério de Entomologia (sala climatizada a 25 + 2 °C,
60 + 10% UR e fotofase de 12 h) pertencente a Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG), no Centro de Ciéncias e Tecnologia Agroalimentar (CCTA), Campus Pombal-PB,
Brasil. Para a execucdo do trabalho foram utilizadas operarias adultas da abelha africanizada A.
mellifera, provenientes de trés colmeias instaladas em caixas de madeira do tipo Langstroth,
pertencentes ao apidrio do CCTA/UFCG. Foram testadas trés doses comerciais, registradas para
o controle de pragas em diversas culturas, do inseticida Flupiradifurona (0,1 g.i.a.L', 0,15
gial'e0,2 giaL™') e do inseticida Tiacloprido (0,072 g.i.a.L"', 0,12 g.i.a.L'e 0,168 g.i.a.L"
1. Os efeitos dos inseticidas foram testados em trés modos de exposicdo: pulverizacio direta
dos inseticidas sobre as abelhas, fornecimento de dieta contaminada pelos inseticidas e contato
das abelhas com superficie contaminada. O inseticida Flupiradifurona foi extremamente téxico
para A. mellifera via pulveriza¢do direta, ocasionando mortalidade de 100% das abelhas, ao
passo que causou baixa toxicidade quando fornecido via ingestdo de dieta contaminada, com
mortalidade de 15,6%, 15,97% e 16,4% nas doses 0,1 g.i.a.L!, 0,15 gialL'e 0,2 gial™,
respectivamente. Apds a exposicdo ao Flupiradifurona, a atividade motora de A. mellifera foi
prejudicada, sendo observado tremores, prostracdo e paralisia em niveis acentuados. O
inseticida Tiacloprido foi menos prejudicial para A. mellifera, causando menor mortalidade em
todos os modos de exposicdo. O Tiacloprido causou baixa toxicidade quando fornecido via
ingestdo de dieta contaminada, com mortalidade de 8,1%, 25,4% e 33,9% para as doses 0,072
giall 0,12 giaL"'e0,168 g.ia.L", respectivamente. O referido inseticida foi mais téxico
quando aplicado diretamente sobre as abelhas e principalmente por meio do contato dos insetos
em superficie contaminada, modo de exposi¢ao que proporcionou mortalidade de 53,7%, 55,9%
e 57,1% da menor para maior dose avaliada, respectivamente. O Tiacloprido demonstrou ser
menos agressivo, porém, também ocasionou distirbios nas atividades motoras de A. mellifera.
Em relacdo a capacidade de voo, foi observado que tanto Flupiradifurona quanto Tiacloprido
afetaram a atividade de voo de A. melifera, independentemente do modo de exposi¢do e dose
avaliada. As informacdes obtidas irdo auxiliar no processo de desenvolvimento de estratégias
de conservacao desses polinizadores em dreas agricolas.

Palavras Chaves: Polinizador, Pesticida, Toxicidade, Mortalidade



ABSTRACT

The Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) is one of the main pollinators of plants
grown by mankind for economic purposes. However, in recent years the bee population has
declined in agricultural areas all over the world, one the main causes being the abuse of
pesticides, particularly insecticides, directed towards the bee population. Therefore we aim
toevaluate the effect of doses of the insecticides Flupyradifurone (Butenolide) as well as
Thiacloprid (Neonicotinoid) on the survivability and flight capability of the Africanized
bee A. mellifera. The study was conducted in UFCG (Federal University of Campina
Grande), inside their Entomology Lab (air-conditioned room, 25 + 2 °C, 60 + 10% UR and
daylight regime of 12 hours) located in the CCTA (Center for Science and Agrifood
Technology) in their Pombal (city in Paraiba) campus. Adult worker bees of the Africanized
bee A. mellifera were used to carry out this study, said bees came from 3 Longstroth based
beehives that belong to the CCTA/UFCG. Three commercial doses of the insecticide
Flupyradifurone (0.1 g.i.a.L!, 0.15 g.i.aL' e 0.2 gi.a.L!) and of the insecticide Thiacloprid
(0.072 gialL!, 0.12 giaL! e 0.168 gia.L™'), both registered for pest control in areas of
several types of crops. The effects of the pesticide were tested under 3 methods of exposure:
direct pulverization over the bees, via contaminated diet, and via a contaminated surface with
which the bees interacted. The insecticide Flupyradifurone proved to be highly toxic for
the A. melliferawhen the bees were exposed to it by direct pulverization (mortality rate of
100%), while it caused a low level of toxicity when the bees were exposed to it via a
contaminated diet (mortality rates of 15.6%, 15.97% and 16.4% in doses of 0.1 g.i.a.L‘l, 0.15
gialLl and 0.2 g.i.a.L"!, respectively). Upon exposure to Flupyradifurone the motor activity
of the A. mellifera was damaged, resulting in high levels of twitching, making the bees prone
and paralysis. The insecticide Thiacloprid proved to be less harmful to the A. mellifera
causing a lower mortality rate in all methods of exposure. The Thiacloprid insecticide caused
low levelsof toxicity when supplied via the exposure method of a contaminated diet, with a
mortality rate of 8.1%, 25.4% e 33.9% for doses of 0.072 g.i.a L', 0.12 g.i.a. L', and 0.168
g.i.a.L!, respectively. Said insecticide was more toxic when directly pulverized over the bees,
and particularly so when the insects interacted with the contaminated surface method of
exposure which resulted in mortality rates of 53.7%, 55.9%, and 57.1% from the lowest to
the highest of the aforementioned doses, respectively. The Thiacloprid insecticide was less
aggressive, though it also caused disturbances in the motor activity of the A. mellifera. It was
observed that both insecticides negatively affected the flight capability of the A. mellifera,
regardless ofdose and exposure method. The information collected will assist in developing
strategies which aim to protect these pollinators in agricultural areas.

Keywords: Pollinator, Pesticide, Toxicity,Mortality
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1. INTRODUCAO

As abelhas sdo insetos essenciais para polinizacdo e manutencdo dos ecossistemas
terrestres (MACIEL et al., 2018). Em 4reas agricolas, a polinizacdo realizada pelas abelhas é
fundamental para maioria das culturas exploradas economicamente pelo homem (POTTS et al.,
2016), destacando-se a espécie Apis mellifera Linneaus (Hymenoptera: Apidae) como um dos
polinizadores mais eficientes (GIANNINI et al., 2015, CRIDLAND et al, 2017; KLEIN et al.,
2020). A. mellifera é uma das espécies mais utilizadas para a polinizacdo devido ao seu fécil
manejo, tamanho de suas col6nias, bem como pela efici€éncia e rapidez nesse processo em
relacdo a outros polinizadores (PIRES et al., 2016; KLEIN et al., 2020).

Todavia, nas tultimas décadas vem sendo constatada diminuicdo nas populacdes de
abelhas em dreas agricolas de todo o mundo, e diversos fatores contribuem para que isso
aconteca, como por exemplo, modificacdo do habitat, plantio em monocultura, ataque de
pragas, redugdo da oferta de alimento e uso indiscriminado de pesticidas, sendo este o principal
fator para o desaparecimento dos polinizadores (KEARNS; INOUYE, 1997; DEVINE;
FURLONG, 2007). Esse fendmeno de desaparecimento das abelhas ¢ denominado por “Colony
Collapse Disorder” (CCD) e vem sendo estudado em diversas partes do mundo, principalmente
em paises da Europa e América do Norte (VAN ENGELSDORP et al., 2009).

No Brasil, apesar de escassas, pesquisas ja comecaram a ser desenvolvidas para
constatar que em nosso territério a CCD j4 estd acontecendo (OLIVEIRA, 2015). Castilhos et
al. (2019), relataram que aproximadamente 50% das colonias de abelhas sdo perdidas
anualmente nas diferentes regides do pais, resultando em um impacto de aproximadamente 1
bilhdo de abelhas mortas, sendo o uso de pesticidas uma das causas apontadas para o declinio
dos polinizadores. As abelhas podem ser expostas aos pesticidas por meio do contato direto
com goticulas de pulverizacdo, contato com residuos dos produtos nas plantas e também pela
ingestdo de alimento contaminado (TANING et al., 2019; VARIKOU et al., 2019).

E importante ressaltar ainda, que a exposicdo aos pesticidas além de poder ocasionar a
morte das abelhas, pode provocar efeitos subletais, como diminui¢do na capacidade de
forrageamento, efeito na longevidade do inseto, reducido no aprendizado, perda de memoria e
distirbios comportamentais, afetando suas atividades motoras (WU-SMART; SPIVAK, 2016).
A toxicidade de muitos inseticidas ja foi avaliada sobre a abelha A. mellifera, e produtos como

o Tiametoxam (ROSSI et al., 2013; COSTA et al., 2014), Fipronil (OLIVER et. al., 2015),
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Imidacloprido (TOME el al., 2017), Deltametrina (ZHANG et al., 2019), Abamectina (WANG
et al., 2020), Acetamiprido (SHI et al,. 2020) e Clorpirifés (EL- MASARAWY et al., 2021) sao
classificados como nocivos a esta abelha. Em relacdo aos efeitos letais e subletais dos
inseticidas Tiacloprido e Flupiradifurona, ainda sdo poucos os trabalhos desenvolvidos,
especialmente nas doses registradas para uso no Brasil e em diferentes formas de exposi¢ao aos
produtos.

Contudo, Fischer et al. (2014) demonstraram que, em campo, as abelhas A. mellifera
expostas oralmente a dose de 1,25 pg abelha’! do Tiacloprido, nio apresentaram
comprometimento significativo no desempenho do voo de forrageamento. Porém, Tison et al.
(2016) relataram nao apenas uma mudanca na atividade de forrageamento e no desempenho de
navegacdo, mas também uma reducdo no sucesso de retorno para coldonia e na comunicagao
social apds exposicdo oral cronica a 4,5 ng pL! de Tiacloprido. J4 em relagio ao
Flupiradifurona, Hesselbach; Scheiner, (2018) mostraram que a exposi¢do aguda a dose 1,2 ug
ia / abelha do inseticida prejudica a capacidade de cogni¢dao do inseto. Tong et al., (2019)
identificaram que no momento de forrageamento, apds exposi¢cao ao inseticida Flupiradifurona,
as abelhas A. mellifera apresentaram distirbios motores que comprometem as atividades
normais das abelhas.

Mesmo com as contribuicdes citadas acima, sdo necessdrias novas pesquisas para
esclarecer os efeitos letais e subletais de doses comerciais dos inseticidas Flupiradifurona e
Tiacloprido, em diferentes modos de exposicdo, sobre A. mellifera. Diante do exposto, o
objetivo do presente trabalho consistiu em avaliar os efeitos de diferentes doses comerciais dos
inseticidas Flupiradifurona e Tiacloprido na sobrevivéncia e atividade de voo de operarias da

abelha A. mellifera.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Importancia da abelha Apis mellifera sob perspectiva ecoldgica,

econdmica e agricola

Dentre os principais agentes polinizadores existentes temos as abelhas, destacando-se a
espécie A. melifera, apontada como o polinizador de maior importancia agricola no mundo
(ASCHER; PICKERING, 2017) em que trés de cada quatro das culturas que produzem frutos
ou sementes para consumo humano no mundo dependem das abelhas (FAO, 2021). Para utilizar
abelhas na agricultura, precisamos de espécies com ampla distribuicdo geografica em que
manejo e multiplicagdo de ninhos seja conhecida. Nesse cendrio, a A. mellifera é bastante
utilizada por ser uma espécie generalista, com muitas operdrias por ninho que comunicam umas
as outras as fontes de alimento disponiveis (GALLAI et al., 2009).

O nivel de contribuicao das abelhas para a agricultura vem sendo amplamente discutido
e estudado, sendo evidenciada a importancia desses insetos e os destacando como sendo os
polinizadores primarios para a maioria das culturas que necessitam de poliniza¢do entoméfila
(CONTIERO; ACHTERBERG, 2017). Em 2007, o valor global do mel exportado, que é o
principal produto explorado pela apicultura, foi de 1,25 bilhdo de ddlares (VAN
ENGELSDORP; MEIXNER, 2010), valor bastante inferior quando comparados ao dos servicos
ecossistémicos da polinizag¢ao oriundos das abelhas, que foi de 212 bilhdes de délares (POTTS
et al., 2010). Em relacdo ao Brasil, de 141 culturas exploradas comercialmente, 85 dependem
dos polinizadores, e os servicos de polinizagdo gera um mercado de aproximadamente US$45
bilhdes anuais (GIANNINI et al., 2015).

Areas com a adicdo de colonias de A. mellifera produziram 18,09% a mais quando
comparadas as dareas que foram privadas da visita de polinizadores, assim como as abelhas
nativas da regido aumentaram a producdo em 6,34% (MILFONT et al., 2013). Paudel et al.
(2015) identificaram que na auséncia da A. mellifera em pomares de maca, cerca de 90% das
flores abortaram, resultando num rendimento produtivo minimo, identificando uma
dependéncia elevada da presenca da A. mellifera em éareas de producdo de magd. O mesmo
acontece em dareas de diferentes culturas comerciais, como por exemplo, em meloeiro
(VARASSIN; AMARAL-NETO, 2014), café (MELO; SOUSA, 2011), tomate (GIANNINI et
al., 2015), laranja (TOLEDO et al., 2013), cajueiro (FREITAS; BONFIM, 2017).
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2.2 Controle quimico de insetos na agricultura

O produtor rural brasileiro pratica agricultura em um cenério adverso, o clima tropical
¢é favoravel para o desenvolvimento de pragas que prejudicam a lavoura, como insetos, dcaros,
fungos e plantas invasoras. Diante desse contexto, o uso dos pesticidas tornou-se uma
necessidade para garantir uma producdo de qualidade em todo o pais. Porém, com a reducdo da
rotacdo de culturas e o avanco da monocultura, houve um aumento da incidéncia de pragas e
doencas nas lavouras, sendo necessario o desenvolvimento de novas técnicas, formulagcdes e
formas de manejo para a protecdo das culturas. Apesar da eficicia, o uso demasiado de
inseticidas pode provocar o aumento das pragas ao invés de combaté-las, devido a selecdo de
populacdes resistentes, ocasiona a dependéncia das lavouras aos defensivos agricolas,
agredindo ainda mais a fauna e dizimando os polinizadores (CHAGAS, 2021).

Na agricultura brasileira ¢ mundial o método mais utilizado no controle de pragas € a
aplicacdo de produtos quimicos (com atividade inseticida, fungicida, bactericida, herbicida,
entre outros) no intuito de reduzir a populagdo-alvo e proteger a producao (MOSTAFALOU;
ABDOLLAHI, 2013). Os defensivos agricolas sdo produtos quimicos, fisicos ou biolégicos que
sdo utilizados nas dreas de produgdo agricola, com a finalidade de combater pragas e doengas
das culturas nas dreas produtivas (CARNEIRO et al., 2015). Estima- se que no ano de 2017 no
Brasil, 33% dos estabelecimentos, representado por mais de 1.680.000 estabelecimentos
utilizaram algum tipo de defensivo agricola (IBGE, 2017).

Nem todos os defensivos se destinam unicamente a uma classe de uso, podendo ter uma
acdo conjunta sobre tipos diversos de pragas e apresentando niveis de eficiéncia diferentes
conforme as culturas em que s3o utilizados. Apesar das diversas classes existentes, juntos:
inseticidas, fungicidas e herbicidas, representaram 94,8% do consumo mundial de defensivos
agricolas entre o periodo de 1960 a 2003 (VELASCO; CAPANEMA, 2006).

Em 2012, os inseticidas correspondiam a 12% das vendas de agrotoxicos no mercado
nacional, sendo os principais Bentazona, Bispiribaque-sédico, Clomazona, Cialofope-butilico,
Etoxisulfurom, Imazapique, Pirazossulfurom-etilico, Propanil e Tiobencarbe, Benfuracarbe,
Beta-ciflutrina, Fipronil, Imidacloprido, Tiametoxam (CASSAL et al., 2014). O Imidacloprido
¢ atualmente um dos compostos mais utilizado mundialmente (KRUPKE et al., 2012). Outros
compostos pertencentes a esta classe sdo o Acetamiprido, Tiametoxam, Nitempiram,

Clotianidina, Dinotefurano e o Tiacloprido (DURO, 2013).
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Assim, a pressdo do mercado mundial por produtos certificados, principalmente nos
paises desenvolvidos, exige a regulamentacio do processo produtivo desde a origem da matéria
prima. Hoje, a maioria dos defensivos atua em dreas como o sistema enddcrino do organismo
vivo, impedindo o metabolismo celular, por exemplo, com intuito de reduzir efeitos negativos

aos seres humanos e também ao ambiente (ALMUSSA; SCHMIDT, 2018).

2.3 Toxicidade de inseticidas sobre Apis mellifera

Por muito tempo acreditava-se que o controle quimico trazia apenas beneficios. Apenas
a partir da década de 1960 foi que surgiram os primeiros trabalhos relatando a real
periculosidade desses produtos, ganhando repercussido internacional (CARSON, 1962;
PANIZZI, 1978). Entretanto, os efeitos dos pesticidas sobre os polinizadores s6 ganharam
atencdo nos ultimos anos devido a crise que o setor apicola vem passando decorrente da perda
de colonias na América do Norte e Europa (NATIONAL AGRICULTURAL STATISTICS
SERVICE, 2008; POTTS et al., 2010). As evidéncias ao crescente declinio de populagdes de
abelhas apontam combinac¢des multiplas de fatores bidticos e abidticos, dentre eles destacam-
se os pesticidas aplicados no manejo de pragas agricolas, especialmente os inseticidas (SIMON-
DELSO et al., 2014; GOULSON et al., 2015; NICHOLLS et al., 2017).

Insetos polinizadores, em especial as abelhas, sdo os que mais sofrem alteragdes
comportamentais e ou fisioldgicas, devido a sua vulnerabilidade a intoxicagdes por inseticidas
que podem ter uma influéncia sobre a aprendizagem do inseto, sua capacidade de orientacdo,
forrageamento e na sua prole. Esse cendrio reforca a necessidade de uma atenc¢do especial para
este grupo de polinizadores, pois nas dltimas décadas, vem sendo registrado o desaparecimento
de colonias de abelhas em um fendmeno chamado de “Colony Collapse Disorder” (Disturbio
do Colapso das Colonias ou CCD), em que apicultores de diversos paises relatam inimeras
perdas de colonias (GOULSON et al., 2015).

No Brasil, existem poucas informacdes sobre este fendmeno, tornando-se cada vez mais
necessdrias pesquisas visando a identificagdo da causa desse desaparecimento (PIRES et al.,
2016). No entanto, sabe-se que o uso indiscriminado de defensivos agricolas no pais, € um fator
que estd associado ao aumento da intoxicacao das abelhas, com o consequente desaparecimento
desses polinizadores (VANDAME; PALACIO, 2010).

A intoxicagdo por inseticidas pode ser determinada através do efeito letal que o produto
causa ao entrar em contato com o individuo e também através de efeitos mais sutis,
relacionados, por exemplo, com a fisiologia ou comportamento das abelhas (como paralisia,

desorientacdo ou mudangas comportamentais) que sdo bem menos detectdveis, mas podem
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afetar toda populacio (HAYNES, 1988; PHAM-DELEGUE et al., 2002; DECOURTYE et al.,
2004; GUEZ et al., 2005; VAN ENGELSDORP; MEIXNER, 2010). Alguns estudos tém
relacionado a contaminac@o por inseticidas com a diminui¢do na capacidade em reconhecer
uma fonte de alimento e em se deslocar (AIZEN et al., 2009; SILVA, 2014).

No inicio do ano de 2000, diversos estudos comegaram a ser realizados com a finalidade
de avaliar a toxicidade de inseticidas utilizados em meios de cultivo nos paises de clima
temperado, resultando em um cendrio maior de difusdo de conhecimento dessas dreas
especificas (MORAES et al., 2000). A maioria dos estudos de toxicidade tem utilizado a espécie
A. mellifera como modelo principal em diversos bioensaios, devido a importancia do seu
servico de polinizagdo, globalmente reconhecido (BRITTAIN; POTTS, 2011; LOURENCO et
al., 2012).

Diversos inseticidas ja foram relatados como nocivos as operdrias de A. mellifera.
Freitas; Pinheiro (2010) identificaram que a exposi¢do ao inseticida Acetamiprido afeta
negativamente as abelhas em sua capacidade de comunicacdo, devido seu modo de agdo
neurotoxico. Smagghe et al. (2013) testando a toxicidade do inseticida Clorantraniliprole em
Bombus terrestris e A. mellifera, identificaram uma baixa mortalidade, quando fornecido via
dieta contaminada em ambas espécies.

Diferentes estudos comprovam o efeito letal da exposicao de A. mellifera ao inseticida
Tiametoxam. Costa et al. (2014), avaliando a toxicidade de inseticidas utilizados na cultura do
melao (Cucumis melo L), identificaram que o inseticida Tiametoxam foi extremamente téxico
para A. mellifera em todos os modos de exposicao testados (pulverizacdo direta, fornecimento
de dieta contaminada e contato com superficie contaminada).

Catae et al. (2014) identificaram que uma dose subletal (0,0428 ng/mL por abelha) de
Tiametoxam afetam fung¢des como absorcio e excrecdo, exercidas pelos tubulos de malpighi
que sdo danificados apds exposi¢do ao produto. J4 Oliveira et al. (2014) observaram que as
abelhas tratadas com concentragdes subletais de Tiametoxam (1/10 e 1/100 da CL50 4,28 ng ia
/ uL), apresentaram células digestivas com vacuolizacdo citoplasmdtica, aumento de secre¢ao
apdcrina e aumento da eliminacdo dessas células, apds 1 dia de intoxicagdo. Por fim, Tavares
et al. (2015) avaliaram os efeitos do inseticida Tiametoxam no cérebro de larvas de A. mellifera
em doses letais e subletais (0,5; 5; 15; 50; 150 e 500 ng 1.a./uL), concluindo em seus estudos
que, apds a exposicao a doses subletais, ocorreram mortes celulares atemporais no cérebro.

Gomes et al. (2020) avaliando a toxicidade dos inseticidas Azadiractina, Piriproxifeno,
Clorantraniliprole e Imidacloprido, ambos aplicados em cultivo de meldo cantaloupe, com

doses de 0,0x, 0,1x e 1.0x das concentracdes recomendadas pelos fabricantes, identificaram
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que o inseticida Imidacloprido foi extremamente toxico para A. mellifera, causando 90% de
mortalidade via pulverizacdo direta, ingestdo de dieta contaminada e contato com superficie
contaminada, além de afetar significativamente a capacidade de voo dos insetos, Azadiractina
ocasionou mortalidade via ingestdo de dieta contaminada, afetando também a capacidade de
voo dos insetos e o Piriproxifeno que ocasionou mortalidade via contato com superficie
contaminada, todos diferindo do inseticida Clorantraniliprole, que apenas afetou a capacidade
de voo dos insetos.

Dworzanska et al. (2020), estudando a influéncia dos inseticidas Deltametrina e
Acetamiprido sobre operarias de A. mellifera no periodo 2012 a 2018, observaram que o
Acetamiprido foi pouco téxico para os insetos em todas as avalia¢des, diferente da exposicao
ao inseticida Deltametrina, que ocasionou elevada taxa de toxicidade para os insetos. Bommuraj
et al. (2020), buscando determinar a toxicidade de inseticidas ao decorrer do tempo de
exposicdo sobre A. mellifera, identificaram que o Tiacloprido foi pouco téxico quando
comparado aos inseticidas Imidacloprido, Acetamiprido e Coumafos.

Shi, et al. (2020), identificando os efeitos da exposicao do inseticida Acetamiprido sobre
operarias adultas de A. mellifera com 1 dia e 7 dias de idade e larvas de 2 dias a 14 dias
alimentadas continuamente com solu¢des de Acetamiprido (0, 5 e 25 mg / L), observaram que
o Acetamiprido acima de 5 mg / L atrapalhou o desenvolvimento, envolvendo o peso ao nascer
e taxa de emergéncia de abelhas recém-emergidas, e reduziu a propor¢do de células
encapsuladas de larvas em 25 mg / L, e a expectativa de vida das abelhas tratadas com
Acetamiprido a 25 mg / L foi significativamente reduzida.

Miotelo et al. (2021) quantificando a sensibilidade de A. mellifera e Melipona
Scutellaris (Hymenoptera: Apidae) ao inseticida Tiametoxam via ingestdo de dieta
contaminada, obtiveram resultados que demonstraram que a M. scutellaris é mais sensivel ao
inseticida do que A. mellifera, com menor CLso de 0,0543 ng de ingrediente ativo (ia) / uL para
a abelha M. scutellaris, em comparagdo a 0,227 ng ia / L. para A. mellifera.

Serra et al. (2021) observaram que a exposicdo de A. mellifera ao inseticida
Espiromesifeno via ingestdo de dieta contaminada com a dose recomendada pelo fabricante
ocasionou alteracOes histolégicas e citoldgicas no intestino médio dos insetos, incluindo
desorganizacdo da arquitetura epitelial, liberacdo de fragmentos celulares para a luz, acimulo
de mitocondrias no citoplasma apical, alteracdo do labirinto basal, alteracdes no reticulo
endoplasmadtico rugoso e degeneragdo celular.

Mesmo diante das diversas informag¢des encontradas na literatura sobre a toxicidade dos

inseticidas sobre A. mellifera, constantemente novos inseticidas estdo sendo registrados,



20

tornando-se essencial o aprofundamento na busca dos efeitos que estes podem causar nas

abelhas.

2.4 Toxicidade de Tiacloprido e Flupiradifurona sobre Apis mellifera

O inseticida Flupiradifurona, pertencente ao grupo quimico dos Butenolidas, pode ser
utilizado via pulverizacdo direta na planta ou no tratamento precoce das sementes, devido a sua
capacidade de movimentacao translaminar, proporcionando protecdo sistémica a planta, sendo
eficaz contra insetos pragas de diversas culturas, como por exemplo, algoddo, repolho e
meloeiro (RAUPACH et al., 2012). Por se tratar de um inseticida que se transloca pela planta,
seus efeitos tornam-se mais acentuados quando ingerido pelo inseto praga, o que pode estar
diretamente ligado com a sua seletividade aos inimigos naturais (SILVA et al., 2017).

O Flupiradifurona atua diretamente no sistema nervoso central do inseto, sendo
modulador competitivo de receptores nicotinicos da acetilcolina, ocasionando um constante
estimulo nas células nervosas do inseto, o levando a hiperexcitacdo e consequentemente a morte
(JESCHKE et al., 2012). Existem poucos estudos sobre os efeitos do Flupiradifurona sobre A.
mellifera, Hesselbach; Scheiner, (2018) mostraram que a exposi¢cdo a uma dose elevada (1.2
mg / abelha™) prejudicou a capacidade cognitiva das abelhas. Tong et al., (2019), encontraram
resultados que demonstram que em todas as doses testadas (37.5, 75, 150, 300, 600, 1200 ppm)
o Flupiradifurona prejudicou o comportamento de A. mellifera. Tan et al. (2017) avaliando a
toxicidade e efeitos da exposicdo de abelhas Apis cerana Fabricius, identificaram que em todas
as doses avaliadas, as abelhas reduziram sua capacidade olfativa. Al Naggar; Baer. (2019),
testando os efeitos de uma tnica exposicao do inseticida Flupiradifurona sobre A. mellifera em
sua fase larval e adulta com doses subletais (0,025 pg para larvas e 0,645 pg para adultos),
constataram que as abelhas expostas foram afetadas significativamente em relacdo a
sobrevivéncia, como também houve alteracdo na expressao de varios genes imunoldgicos e de
desintoxicagdo.

O Tiacloprido € um neonicotinoide, grupo quimico bastante utilizado em dreas agricolas
para o manejo de insetos — praga. Os neonicotinoides comercializados e mais utilizados sao:
Acetamiprido, Clotianidina, Dinotefuran, Imidacloprido, Nitenpiram, Tiacloprido e
Tiametoxam (JESCHKE et al., 2011). Para muitos neonicotindides ja existem pesquisas que
relatam alta toxicidade sobre abelhas A. mellifera, como por exemplo Tiametoxam (TAVARES
et al., 2015), Acetamiprido (STANLEY, et al., 2015), Clotianidina (TISON et al., 2019) e
Imidacloprido (MANZIN, et al., 2020).
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Contudo, para o Tiacloprido ainda sdo poucas as informagdes disponiveis. Brandt et al.
(2016) estudando os efeitos subletais da exposi¢do dos inseticidas Imidacloprido, Clotianidina
e Tiacloprido sobre A. mellifera, identificaram que eles reduzem a imunocompeténcia das
abelhas por ocasionarem, até mesmo em concentragdes realisticas encontradas em campo, a
diminui¢cdo do nimero de hemdcitos e a atividade antimicrobiana, possivelmente levando a um
comprometimento da capacidade de resistir a doengas. Forfert; Moritz. (2017), estudando os
efeitos da exposicdo do Tiacloprido sobre A. mellifera, identificaram que a capacidade de
comunicacdo das abelhas foi afetada, reduzindo a interacdo entre elas, porém, ainda
constataram que houve interacao apds exposicao.

Shi et al. (2018), tracaram o perfil das mudangas metabdlicas que ocorreram no cérebro
de A. mellifera ap6s exposi¢ao de 2 mg / L de Tiacloprido durante 3 dias, com dose estimada
por abelha de 0,12 pg. Os resultados mostraram que havia 115 metabdlitos significativamente
afetados em abelhas tratadas com Tiacloprido em comparacdo com o controle, sendo observado
uma reducdo da serotonina, sugerindo que o Tiacloprido afeta a atividade cerebral implicada na
aprendizagem e no desenvolvimento do comportamento.

Bommuraj et al. (2020), estudando o efeito de diferentes tempos de exposi¢do
(exposicoes didrias com o periodo maximo de 10 dias) dos pesticidas Tiacloprido,
Imidacloprido, Acetamiprido, Coumafés, Dimetilfenil, Metilformamidina, o inseticida
Tiacloprido foi significativamente menos téxico para A. mellifera em comparacdo aos
inseticidas Imidacloprido e o Acetamiprido, concluindo que os efeitos da exposicao sobre as
abelhas ndo dependem apenas da formulacdo, como também do tempo de exposicdo. J4 Fent et
al. (2020) identificaram que a exposicdo via ingestdo de dieta contaminada (25 e 250 ng /
abelha) por 72 horas do inseticida Tiacloprido sobre A. mellifera causaram alteragdes dos genes
proeminentemente associados as mitocOndrias, particularmente a fosforilacdo oxidativa,

comprometendo o crescimento e a capacidade de forrageamento dos insetos.

3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no laboratério de Entomologia da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG), do Centro de Ciéncias e Tecnologia Agroalimentar (CCTA),
Campus Pombal-PB, Brasil. As operdrias adultas da abelha africanizada A. mellifera foram

oriundas de trés colmeias instaladas em caixas de madeira do tipo Langstroth, pertencentes ao

apiario do CCTA/UFCG.
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Os inseticidas avaliados foram o Flupiradifurona (Sivanto Prime® 200 SL), pertencente
ao grupo quimico das Butenolidas e recomendado pelo fabricante para vérias culturas de
importancia agricola no Brasil, como por exemplo, o café¢ (Coffea ardbica L.), meloeiro
(Cucumis melo L.) e laranja [Citrus sinensis (L.)], e o Tiacloprido (Calypso®), pertencente ao
grupo quimico dos Neonicotindides, sendo este recomendado para culturas como meloeiro,
tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) e a soja (Glycine max L.), todas culturas que
dependem da polinizagdo realizada por A. mellifera.

Foram avaliadas trés doses comerciais de cada inseticidas, seguindo as recomendacdes
dos fabricantes. Além disso, como testemunha positiva foi utilizado o inseticida Tiametoxam
(Actara® 250 WG), pertencente ao grupo quimico dos Neonicotinéides, na sua dosagem
maxima recomendada pelo fabricante para cultura do meloeiro (Tabela 1).

Tabela 1. Inseticidas e respectivas doses avaliadas com relacdo ao efeito letal sobre abelhas
africanizadas Apis mellifera, expostas a pulverizacao direta, ingestdo de dieta contaminada e

contato com superficie contaminada, Pombal — PB, 2021.

DOSE
INGREDIENTE GRUPO -
, MODO DE ACAO AVALIADA PRAGA ALVO
ATIVO QUIMICO
(gia. LM
Moduladores
competitivos de Bemisia tabaci
Tiametoxam Neonicotinéide receptores 0,3 biétipo B
nicotinicos da Aphis gossypii
acetilcolina
Moduladores
titivos d 0,1 .. .
COmPpettivos de Bemisia tabaci
Flupiradifurona Butenolida receptores 0,15 b
i0tipo B
nicotinicos da 0,2 P
acetilcolina
Moduladores Bemisia tabaci
competitivos de 0.072 biétipo B
Tiacloprido Neonicotindide receptores 0,12 Thrip s pa Imi
nicotinicos da 0,168 Thrips tabaci
acetilcolina Myzus persicae

O efeito letal dos inseticidas Flupiradifurona e Tiacloprido sobre A. mellifera foi

avaliado por meio de trés bioensaios distintos, correspondentes a trés formas de exposi¢ao das
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abelhas aos produtos, sendo estas: pulverizacdo direta sobre as abelhas, fornecimento de dieta
contaminada pelos inseticidas (oral) e contato das abelhas com os residuos dos inseticidas em
superficie recém pulverizada, seguindo a metodologia utilizada por Costa et al. (2014).

Para os trés bioensaios foram utilizados recipientes plasticos como arena (15 cm de
didmetro X 15 cm de altura) para o confinamento das abelhas. As arenas apresentavam a
extremidade superior parcialmente coberta com tela antiafideo e as laterais com aberturas de
aproximadamente 0,1 cm para possibilitar a adequada circulacdo de ar no ambiente. Em cada
arena foi adicionado em seu interior pasta Candi (dieta artificial de aguicar refinado + mel) em
recipientes pldsticos de 28 mm de didmetro e um chumago de algoddo embebido em dgua
destilada, o qual foi renovado a cada hora de avaliacdo. Para facilitar o0 manuseio durante a
preparacdo dos bioensaios, as abelhas foram previamente anestesiadas por meio do uso do frio
(£ 4°C durante 90 segundos).

Os trés bioensaios foram realizados em delineamento inteiramente casualizado,
composto por 8 tratamentos [I — Testemunha absoluta (dgua destilada); 2 — Testemunha
positiva (Tiametoxam 0,3 g i.a. L'!); 3 — Flupiradifurona dose 1 (0,1 g ia. L'); 4 —
Flupiradifurona dose 2 (0,15 g i.a. L); 5 — Flupiradifurona dose 3 (0,2 g i.a. L); 6 —
Tiacloprido dose 1 (0,072 g i.a. L'); 7 — Tiacloprido dose 2 (0,12 g i.a. L!); 8 — Tiacloprido
dose 3 (0,168 gi.a. L'))], em 10 repeti¢des por tratamento, sendo distribuidas 10 abelhas adultas
de A. mellifera em cada unidade experimental (arena). Os trés bioensaios foram repetidos para
aumentar a confiabilidade das informacgdes. Todos os bioensaios foram realizados em sala
climatizada a 25 + 2 °C, 60 + 10% UR e fotofase de 12 h.

Ap6s a aplicagdo dos tratamentos, foram avaliados a mortalidade e comportamento das
abelhas a 1, 2, 3,4,5,6,9, 12, 15, 18, 21, 24, 30, 36, 42, 48 horas apds o inicio da exposi¢ao
aos inseticidas, sendo o comportamento (prostragdo, tremores e paralisia) monitorado e
registrado a partir dos primeiros 60 minutos apds a aplicacdo dos inseticidas até o final do
periodo da avaliacdo. As abelhas que ndo respondiam a estimulos mecéanicos (toques no corpo)
a cada periodo de avaliacdo foram registradas como mortas.

Além do efeito letal, também foi avaliada a capacidade de voo das abelhas que
sobreviveram apds as 48 horas de exposicdo em cada bioensaio, seguindo a metodologia

proposta por Gomes et al. (2020).

3.1 BIOENSAIO 1: PULVERIZACAO DIRETA DOS INSETICIDAS
SOBRE Apis mellifera
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Ap6s a distribui¢do das abelhas nas arenas, foi realizada a pulverizacio direta de acordo
com o tratamento proposto sobre as mesmas, com o auxilio de um pulverizador manual,
simulando uma situagdo de campo. Em seguida foram avaliados os efeitos dos inseticidas sobre

as abelhas pelo periodo de 48 horas.

3.2 BIOENSAIO 2: FORNECIMENTO DE DIETA CONTAMINADA
COM OS INSETICIDAS SOBRE Apis mellifera

As abelhas utilizadas neste bioensaio ficaram previamente sem alimenta¢do por 2 horas.
Inicialmente foi preparada a dieta artificial (pasta Candi) e em seguida os inseticidas foram
pulverizados sobre a dieta utilizando um pulverizador manual, simulando uma situacdo de
campo. Com as abelhas distribuidas nas arenas, o alimento contaminado pelos inseticidas foi
inserido no interior das mesmas, juntamente com o algodao embebido em dgua destilada. Feito
isso, as abelhas ficaram sob observagao constante até que se obteve a confirmacao da ingestao
do alimento, sendo posteriormente avaliados os efeitos dos inseticidas durante o periodo de 48

horas.

3.3 BIOENSAIO 3: CONTATO DA Apis mellifera COM SUPERFICIE
CONTAMINADA PELOS INSETICIDAS

Inicialmente as arenas foram pulverizadas com cada inseticida e respectiva dose,
utilizando um pulverizador manual para auxiliar o procedimento, de modo que as goticulas
cobrissem uniformemente toda a superficie interna das arenas. Posteriormente, as arenas
permaneceram durante 15 minutos sobre a bancada experimental do laboratério para a devida
secagem dos tratamentos. Apds a secagem, foram colocados no interior das arenas um chumaco
de algodao embebido em dgua destilada e a pasta Candi. ApOs isso, as abelhas foram inseridas

nas arenas.
3.4 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE VOO DE Apis mellifera

A avaliacdo da capacidade de voo das abelhas que sobreviveram em cada bioensaio foi
realizada com auxilio de uma torre de voo, seguindo a metodologia utilizada por Gomes et al.
(2020). A torre de voo foi construida com estrutura de madeira (35 x 35 x 115 cm), aberta em
seu interior, e com uma lampada florescente no topo. Todas as laterais da torre foram cobertas
por um plastico transparente, para permitir a visualizacdo perfeita do voo das abelhas. As
avaliagdes ocorreram em uma sala escura, com temperatura média de 25 + 2 °C e umidade

relativa do ar de 60 + 10%, onde a tnica fonte de luz era a lampada instalada no topo da torre,
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com o objetivo de atrair as abelhas por meio do fototropismo positivo, ou seja, estimulando o
voo em direcdo a luz.

Devido ao numero de abelhas utilizadas nos bioensaios, foi estabelecido o limite
maximo de 100 abelhas (50% do total utilizado na avaliacdo do efeito letal) para avaliacao da
capacidade de voo por tratamento. Para os tratamentos em que ndo foi possivel utilizar 100
abelhas, foram utilizadas todas as sobreviventes. Cada abelha sobrevivente foi colocada
individualmente na base da torre (altura O cm), sendo permitido um periodo de 60 segundos
para a conclusdo do voo, e a partir dai foi observada a altura final que cada abelha atingiu. A
torre de voo apresentou cinco niveis de altura: O (base da torre), 1 (de 1 cm a 30 cm de altura),
2 (de 31 cm a 60 cm de altura), 3 (de 61 cm e 90 cm de altura) e 4 (de 91 cm até 115 cm, local

onde estava a lampada).

3.5 ANALISE DOS DADOS

As médias de mortalidade foram corrigidas pela férmula de Abbott (1925), sendo em
seguida aplicado o teste ndao paramétrico de Kruskal-Wallis (1952) ao nivel de 5% de

significancia seguido do teste de Wilcoxon.

e Foérmula de Abbott (1925):
T-Tr

E % = BE— x 100
T

Os dados de sobrevivéncia das abelhas foram analisados usando o pacote “survival”
(THERNEAU; LUMLEY, 2010) para o software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010)
e submetidos a uma andlise de distribuicdo Weibull. Os tratamentos com efeitos similares
(toxicidade e velocidade de mortalidade) foram agrupados por meio de contrastes. O tempo
letal mediano (TLso) também foi calculado para cada grupo. Ja para a capacidade de voo foi
realizada andlise descritiva, sendo construidos gréficos para apresentacdo dos dados

observados.
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4. RESULTADOS
4.1 Mortalidade da abelha Apis mellifera apos exposicao direta aos inseticidas

Flupiradifurona e Tiacloprido

O inseticida Flupiradifurona via pulverizacdo direta sobre A. mellifera, ocasionou a
morte de 100% das abelhas nas trés doses comerciais avaliadas, sendo estatisticamente igual a
testemunha positiva, o inseticida Tiametoxam. Na primeira hora de observagdo, 50% (dose 0,1
g.iaL') a70% (dose 0,2 g.i.a.L!) das abelhas apresentaram tremores, prostra¢do e paralisia
antes da morte. O inseticida Tiacloprido ocasionou mortalidade moderada das abelhas nas doses
minima, intermedidria e maxima utilizadas, respectivamente, porém, apds a pulverizacdo, cerca
de 40% das abelhas apresentaram paralisia, porém, posteriormente recuperaram os movimentos

(Tabela 2).

Tabela 2. Mortalidade (%) de abelhas africanizadas Apis mellifera expostas a pulverizacao
direta, ingestdo de dieta contaminada e contato com superficie contaminada, Pombal — PB,

2021.

Dose Exposicao Exposicao Exposicio
(giaL™ Direta Oral Residual
Tratamentos
Mortalidade (%) Mortalidade (%) Mortalidade (%)
Testemunha
Absoluta - 0,00c 0,00e 0,00e
(agua destilada)
Testemunha
Positiva 0,3 100,00a 97,50+1,2a 100,00a
(Tiametoxam)
Flupiradifurona 0,1 100,00a 15,6143,7cd 73,18+2,8¢c
Flupiradifurona 0,15 100,00a 15,9743,7¢cd 80,7943,8bc
Flupiradifurona 0,2 100,00a 16,4443,5¢cd 80,80+5,0b
Tiacloprido 0,072 35,30+6,8b 8,06+2,7d 53,69+4,4d
Tiacloprido 0,12 45,0745,7b 25,43+6,0bc 55,87+4,1d

Tiacloprido 0,168 46,33+6,9b 33,9246,1b 57,1245,1d
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*Mortalidade corrigida pela equacdo de Abbott (1925) e médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si

pelo teste ndo paramétrico de Kruskal — Wallis ao nivel de 5% de significancia.

Em relacdo a andlise de sobrevivéncia, houve uma diferenca notdvel nos valores do
Tempo Letal Mediano (TLso) para os inseticidas avaliados. Dentre os inseticidas, os maiores
valores do TLso foram observados para as doses do Tiacloprido (Grupos 5 e 6), sendo a dose
0,072 g.i.a.L! (grupo 5) a que apresentou o maior TLso (70,28 h) apés a testemunha absoluta
Para o inseticida Flupiradifurona, independente da dose utilizada, observou-se reducdo rapida
na sobrevivéncia das abelhas, com TLso inferior a 4 horas (Grupos 3 e 4). A dose 0,2 g.i.a.L’!
de Flupiradifurona foi a que apresentou a velocidade de mortalidade (TLso = 2,15 h) mais

préxima da testemunha positiva (TLso= 1 h) (Figura 1).
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Figura 1. Sobrevivéncia (%) de Apis mellifera ap6s pulverizacdo direta com diferentes
inseticidas, Pombal — PB, 2021.

Fonte: COELHO, D. A., 2021.
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4.2 Mortalidade da abelha Apis mellifera apés exposicao oral aos inseticidas
Flupiradifurona e Tiacloprido

Para a exposi¢do oral, o inseticida Flupiradifurona ocasionou baixa mortalidade das
abelhas em suas doses 0,1 g.i.a.L', 0,15 gialL' e 0,2 g.iaL"! respectivamente, diferindo
estatisticamente da testemunha positiva (Tiametoxam), que ocasionou a morte de 97,50% das
abelhas. O inseticida Tiacloprido também diferiu estatisticamente do inseticida Tiametoxam,
ocasionando 8,06%, 25,43% e 33,92% de mortalidade sobre A. mellifera em suas doses 0,072
giall 0,12 giaL'e0,168 g.ia.L"! respectivamente (Tabela 2).

No bioensaio referente a ingestdo de dieta contaminada com os inseticidas sobre A.
mellifera, o inseticida Flupiradifurona dose 0,1 g.i.a.L', 0,15 giaL'e 0,2 g.i.a.L'; e a dose
0,072 g.i.a.L"! do inseticida Tiacloprido foram menos téxico por ingestdo, apresentando a maior
TLso (304,56 h) entre os inseticidas e doses avaliadas, com todos ocasionando mortalidade
inferior a 20%. O grupo 4 (Tiacloprido dose 0,12 g.i.a.L ' e 0,168 g.i.a.L™!) obteve TLso (143,05
h), com taxas de mortalidade 25,43% e 33,92% (Figura 2). O inseticida Flupiradifurona
apresentou baixa toxicidade quando fornecido via ingestao de dieta contaminada.
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Figura 2. Sobrevivéncia (%) de Apis mellifera ap6s fornecimento de dieta contaminada com
diferentes inseticidas, Pombal — PB, 2021.
Fonte: COELHO, D. A., 2021.
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4.3 Mortalidade da abelha Apis mellifera apés exposicao aos residuos dos

inseticidas Flupiradifurona e Tiacloprido

No bioensaio referente ao contato da A. mellifera com superficie contaminada com os
inseticidas, Flupiradifurona ocasionou elevados indices de mortalidade, nas suas doses 0,1
g.i.a.L“, 0,15 g.i.a.L‘1 e 0,2 g.i.a.L‘1 respectivamente, porém, sendo inferior aos resultados
obtidos pela testemunha positiva (Tiametoxam), que ocasionou 100% de mortalidade das
abelhas. O inseticida Tiacloprido ocasionou mortalidade moderada nas suas doses 0,072 g.i.a.L
1,0,12 gial 0,168 g.i.a.L!respectivamente, sobre A. mellifera, diferindo estatisticamente
dos resultados obtidos pela testemunha positiva (Tabela 2). O inseticida Flupiradifurona foi
altamente téxico nas primeiras horas de exposicdo. Logo apds o contato com a superficie
contaminada, cerca de 40% das abelhas apresentaram paralisia e prostra¢do, o restante exibia
movimentos lentos, acontecendo a mortalidade ao longo do periodo de avaliagdo. As abelhas
expostas ao inseticida Tiacloprido apresentaram paralisia nas primeiras horas e posteriormente
recuperagao da capacidade motora.

Observou-se que a velocidade de mortalidade proporcionada pelos inseticidas
Tiacloprido e Flupiradifurona foi inferior a verificada na testemunha positiva. O grupo 4,
constituido das trés doses do inseticida Tiacloprido (0,072 g.i.a.L‘l, 0,12g.ial'e0,168 gial"
1) apresentou o maior TLso (42,19 h) dentre os inseticidas avaliados. O grupo 3 (Flupiradifurona

dose 0,1 g.i.a.L'l, 0,15 g.i.a.L'l e 0,2 g.i.a.L'l), apresentou TLso de 18,78h (Figura 3).
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Figura 3. Sobrevivéncia (%) de Apis mellifera ap6s exposi¢ao aos residuos de diferentes
inseticidas, Pombal — PB, 2021.
Fonte: COELHO, D. A., 2021.

4.4. Efeito de Flupiradifurona e Tiacloprido na capacidade de voo da abelha

Apis mellifera

Para o modo de exposicdo direta aos inseticidas, apenas abelhas da testemunha absoluta
e expostas as trés doses do Tiacloprido foram avaliadas, haja vista que, nos demais tratamento
nao houve sobreviventes. O inseticida Tiacloprido, independente da dose, afetou a capacidade
de voo de A. mellifera, pois o comportamento observado diferiu das abelhas expostas somente
a dgua destilada. Foi observado que 67%, 69,8% e 83,1% das abelhas expostas as doses 0,072
giall 0,12 ¢gialL'e0,168 g.i.a. L' do Tiacloprido, respectivamente, permaneceram na base
do tunel de voo somente caminhando. A altura maxima atingida foi de 60 cm e observada

apenas na dose 0,072 g.i.a.L"! (Figura 4).
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Figura 4. Capacidade de voo (cm) de Apis mellifera ap6s exposi¢ao por pulverizagao direta aos
inseticidas, 2021.

*Foram utilizadas: 100 abelhas para testemunha absoluta; 100 abelhas para dose 1 do
Tiacloprido (0,072 g.i.a.L'); 86 abelhas para dose 2 do Tiacloprido (0,12 g.i.a.L!"); 83 abelhas
para dose 3 do Tiacloprido (0,168 g.i.a.L™).

Fonte: COELHO, D. A., 2021.

A capacidade de voo das abelhas expostas aos inseticidas Flupiradifurona e Tiacloprido,
apos ingestao de dieta contaminada, também foi afetada, pois nenhuma abelha conseguiu atingir
o topo do tinel de voo (115 cm). Das abelhas expostas as doses 0,1 g.i.a.L™, 0,15 gia.L'e0,2
g.i.a.L"! do Flupiradifurona, 52%, 50% e 52%, respectivamente, permaneceram na base do tdnel
de voo, com altura maxima atingida de 60 cm apenas na menor dose. Das abelhas expostas as

doses 0,072 g.i.a.L!, 0,12 g.i.a.L! e 0,168 g.i.a.L"' do inseticida Tiacloprido, 47,1%, 48,3% e
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63,2% permaneceram na base do tinel de voo caminhando. A altura mdxima atingida foi de 30

cm em todas as doses testadas (Figura 5).
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Figura 5. Capacidade de voo (cm) de Apis mellifera ap6s exposicao por dieta contaminada com

os inseticidas.

*Foram utilizadas: 100 abelhas para testemunha absoluta; 68 abelhas para dose 1 do Tiacloprido

(0,072 g.i.a.L"); 60 abelhas para dose 2 do Tiacloprido (0,12 g.i.a.L™'); 57 abelhas para dose 3

do Tiacloprido (0,168 g.i.a.L"); Paras as trés doses do Flupiradifurona foram utilizadas 100

abelhas.
Fonte: COELHO, D. A., 2021.
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Em relacdo as abelhas expostas aos residuos dos inseticidas, também foi observado
impacto negativo na capacidade de voo. As abelhas que sobreviveram apds exposi¢do aos
residuos de Flupiradifurona, em todas as doses avaliadas, permaneceram na base do tunel de
voo apenas caminhando. Para o inseticida Tiacloprido, apesar da maioria das abelhas apenas
caminhar na base do tunel, foi observada, especialmente nas abelhas expostas a menor dose do

inseticida (0,072 g.i.a.L"), o voo até a altura de 30 cm (Figura 6).
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Figura 6. Capacidade de voo (%) de Apis mellifera ap6s exposi¢ao aos residuos dos inseticidas,
Pombal-PB, 2021.

*Foram utilizadas: 100 abelhas para testemunha absoluta; 70 abelhas para dose 1 do Tiacloprido
(0,072 g.i.a.L'"); 67 abelhas para dose 2 do Tiacloprido (0,12 g.i.a.L'); 65 abelhas para dose 3
do Tiacloprido (0,168 g.i.a.L"); 6 abelhas para dose 1 do Flupiradifurona (0,1 g.i.a.L'); 4
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abelhas para dose 2 do Flupiradifurona (0,15 g.i.a.L™!); 4 abelhas para dose 3 do Flupiradifurona
(0,2 gialL™l).
Fonte: COELHO, D. A., 2021.

5. DISCUSSAO

5.1 Mortalidade da abelha Apis mellifera apos exposicao direta aos inseticidas

Flupiradifurona e Tiacloprido

As abelhas expostas diretamente as goticulas de pulverizacdo dos inseticidas
Flupiradifurona e Tiacloprido, tiveram a sobrevivéncia afetada, sendo notério o aumento da
mortalidade das abelhas em funcdo do aumento na concentracdo do ingrediente ativo. O
inseticida Flupiradifurona ocasionou rapidamente a morte de 100% das abelhas independente
da dose, sendo tdo letal quanto o Tiametoxam (testemunha positiva), produto comprovadamente
nocivo para A. mellifera (COSTA et al., 2014; PIZZAIA et al., 2021). Além disso, apds a
exposi¢do ao Flupiradifurona, as operdrias adultas de A. mellifera apresentaram disturbios
motores (tremores, prostracdo e paralisia) semelhantes aos observados para o Tiametoxam.

A alta mortalidade das abelhas expostas diretamente ao Flupiradifurona pode ser
explicada devido seu efeito agonista com a interacdo nos receptores de acetilcolina. O efeito
dessa molécula nos receptores induz uma corrente idnica que ocasiona uma excitacao da célula
nervosa, e como o Flupiradifurona nao pode ser inativado pela acetilcolinesterase, acaba
resultando em uma desordem no sistema nervoso do inseto, ocasionando tremores e paralisias
seguidos de morte (JESCHKE, et al. 2015), efeitos observados durante todo o periodo de
avaliagdo.

Com relacdo ao inseticida Tiacloprido € importante destacar que foi o menos nocivo a
A. mellifera, pois apresentou percentual e velocidade de mortalidade inferiores a testemunha
positiva (Tiametoxam). Apesar de ndo haver informacdes sobre os efeitos que o contato direto
com o Tiacloprido pode provocar sobre abelhas, a baixa mortalidade provocada pelo inseticida
em relagdo a testemunha positiva, ambos neonicotindides, pode estar relacionada com o tempo
de metabolizacdo dos ingredientes ativos, pois o Tiacloprido é metabolizado mais rapidamente
que o Tiametoxam (ALPTEKIN et al.,, 2016). Segundo Manjon et al. (2018), enzimas de
desintoxicagao (P450) podem decompor mais eficientemente e transformar esses inseticidas em
compostos menos toxicos, e os niveis de suscetibilidade de A. mellifera aos neonicotindides dos
grupos ciano e nitro estdo relacionados ndo apenas a afinidade dessas moléculas com os

receptores nicotinicos de acetilcolina, mas também a alta capacidade das enzimas P450 para
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metabolizar o Tiacloprido em compostos menos téxicos, enquanto que para o Tiametoxam, esse

processo de metabolizacio ocorre de forma ineficiente.

5.2 Mortalidade da abelha Apis mellifera apés exposicao oral aos inseticidas

Flupiradifurona e Tiacloprido

No bioensaio referente ao modo de exposicao do fornecimento de dieta contaminada
com os inseticidas, ficou constatada uma baixa toxicidade nas doses do Flupiradifurona quando
comparados ao Tiacloprido. Porém, ressalta-se que o Flupiradifurona provocou um efeito
repelente sobre as abelhas, sendo observado que as mesmas nao buscavam o alimento da mesma
maneira que as abelhas expostas ao alimento contaminado pelo Tiacloprido, sendo estd a
possivel causa da baixa mortalidade. Nossos dados corroboram descobertas anteriores de que o
Flupiradifurona demonstra efeito de repeléncia sobre A. mellifera Wu et al. (2020).

Segundo Nauen et al. (2015), o Flupiradifurona € téxico para as abelhas via exposi¢ao
oral (DLso 1,2 ng ia / abelha), demonstrando baixa toxicidade para as abelhas adultas via
exposicao de contato (DLso0,1 ng ia/ abelha), sugerindo que a ingestao de residuos € a principal
via de contaminac¢do, porém, o inseticida demonstrou um forte efeito de repeléncia. Tong et al.
(2019), testando o efeito da exposicdo de operdrias adultas de A. mellifera ao inseticida
Flupiradifurona via dieta contaminada (4 ppm, dose didria = 241 + 4 ng / abelha) combinado
ao estresse nutricional (alimento com baixa concentracao de agtcar), identificaram uma redugao
na sobrevivéncia, na busca pelo alimento, na termorregulacdo e na capacidade de voo das
abelhas.

Hesselbach; Scheiner, (2018) constataram que o efeito do Flupiradifurona na
responsividade gustativa de operdrias de A. mellifera tratadas na concentracao de 8,3*10-4 mol
/ 1 é demonstrado por uma reducdo significativa na resposta de extensdo da probodscide,
apresentando uma busca significativamente menor do que as abelhas do tratamento controle,
além disso, foi observada uma procura menor pela alimentacdo dos individuos expostos ao
Flupiradifurona, induzindo que o mesmo exerce o forte efeito repelente sobre A. mellifera. Al
Naggar; Baer. (2019), identificaram que a exposi¢do na fase larval de A. mellifera via dieta
contaminada com o inseticida Flupiradifurona na dose 0,025 pg, ocasionou uma reducdo na
sobrevivéncia (7% + 2%), resultados também encontrados quando operarias adultas foram
expostas a dose 0,645 ng. Os referidos autores também identificaram uma potencializacdo no
efeito do inseticida quando as abelhas em sua fase larval e operdrias adultas estavam

contaminadas pelo fungo Nosema ceranae. Tosi et al. (2021), estudando os impactos letais e



36

subletais do Flupiradifurona sobre A. mellifera quando fornecidos via dieta contaminada (444,
1333, 4000, 12000 e 36000 pg / kg de solug@o de sacarose) observaram reducdo significativa
da sobrevivéncia das abelhas, distirbios motores nos insetos como déficit na coordenagdo
motora e hiperatividade, além de reducdo na busca por alimento e reducdo no sucesso do voo
das abelhas.

O inseticida Tiacloprido foi mais nocivo sobre operarias adultas de A. mellifera quando
fornecidos via dieta contaminada, apresentando percentual de sobrevivéncia menor e percentual
de mortalidade superiores ao inseticida Flupiradifurona. Bommuraj et al. (2020), testando a
média de consumo didrio de individuos da espécie A. mellifera sobre efeito de dieta
contaminada com diferentes inseticidas, constataram que ndo houve diferenca significativa na
busca pela dieta contaminada com o inseticida Tiacloprido, em relacdo ao grupo controle,
comprovando que o Tiacloprido ndo desempenha efeito de repeléncia nos individuos, e esta
informacdo obtida pelos autores corroboram os resultados de mortalidade superiores aos do
inseticida Flupiradifurona neste modo de exposicao.

Jacob et al. (2019), identificaram que a abelha A. mellifera quando tratada oralmente
com os inseticidas Acetamiprido, Imidacloprido e Tiacloprido, demonstravam impactos na
sobrevivéncia e na capacidade de locomog¢do, com toxicidade mediana para o inseticida
Tiacloprido, ocasionando uma reducdo na velocidade de movimentagdo, elevados periodos de
repouso, além de tremores.

Brandt et al. (2017) identificando os impactos da exposicao de rainhas e operdrias de
abelhas A. mellifera aos inseticidas Tiacloprido e Clotianidina via ingestdo de dieta
contaminada (100 ou 200 ug / L para Tiacloprido e 10, 50 ou 200 ug / L para Clotianidina),
observaram que o Tiacloprido ndo foi letal sobre as rainhas e operdrias, mas ocasionou uma
reducdo nos hemdcitos totais € na melanizacdo, como também na atividade antimicrobiana.
Esses resultados diferem dos resultados encontrados nesta pesquisa, possivelmente pela
diferenca no preparo da solu¢cdo contaminada como também pela diferenca na dose utilizada,

sendo utilizadas doses inferiores as doses em estudo.

5.3 Mortalidade da abelha Apis mellifera apés exposicao aos residuos dos

inseticidas Flupiradifurona e Tiacloprido
O contato com a superficie contaminada por Flupiradifurona foi toxico para operarias
adultas de A. mellifera. Apés as primeiras horas de contato com a superficie contaminada, cerca

de 50% das abelhas expostas apresentaram distiirbios motores, como paralisia e prostracao,
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seguido de morte. Os resultados obtidos neste bioensaio foram semelhantes aos relatados por
Guo et al. (2021), que buscaram identificar os efeitos da concentracao realista de campo (4,0
ppm) do Flupiradifurona sobre A. mellifera. Os referidos autores encontraram uma diminui¢ao
significativa na taxa de sobrevivéncia das abelhas expostas ao Flupiradifurona via superficie
contaminada, quando comparados aos tratamentos controle.

O inseticida Tiacloprido ocasionou toxicidade moderada sobre as abelhas, com
percentual de mortalidade acima dos resultados obtidos nos outros modos de exposi¢do
(pulverizagdo direta e dieta contaminada). Além do efeito letal, foi identificado um déficit na
atividade locomotora dos insetos, porém, mesmo causando hiperexcitabilidade, esses efeitos
foram observados em menor propor¢do, quando comparados ao tratamento testemunha
positiva, o que pode estar relacionado com o tempo de metabolizacdo dos principios ativos,
onde o Tiacloprido é metabolizado mais rapidamente que o Tiametoxam (ALPTEKIN et al.,
2016). Sao escassos os dados referentes a mortalidade e comportamento de A. mellifera sobre
efeito residual dos inseticidas Flupiradifurona e Tiacloprido, porém, diversos autores alertam
para os impactos que este modo de exposicdo pode ocasionar nas abelhas, enfatizando a
necessidade de pesquisas com o tema (XAVIER et al., 2015; RATNAKAR et al., 2017;
POZEBON; ARNEMANN, 2021).

5.4. Efeito de Flupiradifurona e Tiacloprido na capacidade de voo da abelha
Apis mellifera

Os inseticidas Flupiradifurona e Tiacloprido, independente da dose avaliada e modo de
exposicao, afetaram a capacidade de voo da abelha A. mellifera, ou seja, proporcionaram perda
na capacidade motora do inseto. Mesmo com vdrios pesquisadores alertando sobre a
importancia de avaliar os efeitos da exposicao a inseticidas sobre a capacidade de voo das
abelhas (FERNANDEZ, et al., 2012; HENRY et al.,, 2012; OLIVEIRA, et al.,, 2014;
CHARRETON et al., 2015; GOMES et al., 2020), ainda s3o escassos resultados com
Flupiradifurona e Tiacloprido.

O inseticida Flupiradifurona, foi o inseticida mais nocivo a capacidade de voo de A.
mellifera no presente estudo, sendo observado o maior impacto no modo de exposicao residual,
pois 100% das abelhas ndo conseguiram realizar o voo, permanecendo andando na base do
tinel. Wu et al. (2020), testando se o consumo de néctar (solugdo de sacarose) com
concentracdo de 4 ppm de Flupiradifurona poderia alterar o comportamento de forrageamento

e a danca de recrutamento em A. mellifera, observaram que as abelhas foram repelidas pelo
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Flupiradifurona, visitando o alimentador com menor frequéncia e gastando menos tempo
embebendo a solucdo de sacarose, também foi observado que o Flupiradifurona alterou
significativamente a expressdao de 116 genes que podem ser relevantes para os déficits de
aprendizagem olfatdria, além de ter sido constatado uma redu¢do das habilidades motoras dos
insetos, prejudicando a sua capacidade de voo.

O Tiacloprido, apesar de menos nocivo as abelhas, também provocou comprometimento
da capacidade de voo, pois nenhuma abelha, independente da dose e modo de exposicao,
conseguiu atingir o topo do tinel de voo, o que pode ocasionar um déficit em suas atividades
de forrageamento. Fischer et al. (2014), demonstraram que em situagdo de campo, as abelhas
A. mellifera expostas oralmente ao Tiacloprido ndo apresentaram perdas significativas no
desempenho do voo de forrageamento, completando suas atividades, entretanto, apresentaram
uma reduc¢do na velocidade de voo e na taxa de retorno com sucesso para as colonias.

Jacob et al. (2019), avaliaram os impactos de trés inseticidas neonicotindides
(Acetamiprido, Imidacloprido e Tiacloprido) na sobrevivéncia e na capacidade de locomocao
das abelhas africanizadas A. mellifera e da abelha sem ferrdao Scaptotrigona postica, sendo
observado uma suscetibilidade maior de A. mellifera a todos os neonicotindides testados, com
toxicidade mediana para o Tiacloprido, ocasionando uma reducdo na velocidade de
movimentacdo, elevados periodos de repouso, além de tremores.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo essenciais para compreensao de como os
inseticidas Flupiradifurona e Tiacloprido podem interferir na capacidade de voo das abelhas,
atividade extremamente importante para sobrevivéncia dos insetos e para polinizacdo. A
capacidade de forrageio das abelhas estd diretamente ligada a manutengdo, organizacdo e
sobrevivéncia de toda a colonia, pois € com o forrageio que acontece o processo de polinizagio,
como também o transporte de recursos alimentares para a colmeia, além de ser durante o
forrageio que as abelhas necessitam da integridade de suas capacidades cognitivas relacionadas
a memoria, que lhes permite orientacdo através de informacOes ambientais adquiridas
anteriormente para localizacdo e reconhecimento de recursos como alimento e posteriormente
retorno para colonia (BALBUENA et al., 2015).

Esses sdo os primeiros resultados sobre a toxicidade e impacto dos inseticidas
Tiacloprido e Flupiradifurona, nas doses registradas para uso no Brasil e em diferentes modos
de exposi¢cdo, sobre a abelha A. mellifera, um dos mais importantes polinizadores em dreas
agricolas do mundo. Os resultados obtidos irdo nortear agdes voltadas a conservacdo e
preservacdo das abelhas e subsidiar novas pesquisas visando o manejo sustentdvel de A.

mellifera nas lavouras.
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6. CONCLUSOES

Independente da dose utilizada, o inseticida Flupiradifurona foi altamente téxico para
operdrias adultas da abelha A. mellifera via pulverizacdo direta e contato com superficie
contaminada com residuos dos produtos, sendo pouco téxico via ingestdo de dieta
contaminada com o inseticida.

O inseticida Tiacloprido foi pouco téxico para operarias adultas de A. mellifera quando
fornecido via dieta contaminada, causando indices médios de mortalidade nos modos
de exposicdo pulverizacdo direta e contato com superficie contaminada com residuos
do inseticida.

A capacidade de voo da abelha A. mellifera foi afetada pelos inseticidas avaliados,
especialmente apds exposicdo ao Flupiradifurona, independente da dose e modo de

exposicao.
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