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Resumo Geral

As abelhas sdo insetos sociais de fundamental importancia ao meio ambiente ja que
sdo responsaveis pela polinizacdo de mais de 70% das culturas agricolas existentes no mundo.
O Brasil é 0 pais com maior nimero de especies descritas, com representantes da maioria das
familias. Entre os representantes da familia Apidae, esta a espécie Melipona scutellaris,
conhecida popularmente como “urugu” ou “uru¢u do nordeste”, abelha de facil manejo e
muito bem adaptada ao clima do estado de Sdo Paulo. Porém, devido a intensa utilizacdo de
agrotoxicos, as abelhas nativas vém sofrendo as consequéncias, ja que, embora nao sejam o
alvo de inseticidas, sdo altamente vulneraveis a contaminacdo. Entre o0s inseticidas
desenvolvidos na década de 90, o fipronil e os neonicotindides tém sido apontados como as
principais substancias envolvidas nos colapsos, tendo sido suspensos em 2013 na Unido
Europeia por dois anos para melhor avaliacdo. Esses inseticidas muitas vezes séo utilizados
simultaneamente, e por isso as abelhas podem ser expostas a ambas as moléculas. Devido a tal
fato, o objetivo desse trabalho foi estabelecer o tempo letal médio (TLsp) dos inseticidas
fipronil e imidacloprido de forma isolada e de forma combinada sobre as abelhas forrageiras
de M. scutellaris. Para isso, obteve-se a DLsp e CLso apenas do imidacloprido, conforme as
normas da OECD, ja que para o fipronil esses valores foram estabelecidos por Lourenco et al.
(2012a, 2012b). A DLsy do imidacloprido obtida foi 2,41 ng i.a./abelha, para 24 horas e 1,29
ng i.a./abelha, para 48 horas. O valor de CLsy desta mesma substancia encontrado foi 2,01 ng
i.a./uL dieta, para 24 horas e 0,81 ng i.a./uL dieta, para 48 horas. Esses dados indicam que a
espécie M. scutellaris é mais sensivel ao inseticida imidacloprido que A. mellifera
africanizada. A partir desses valores, obtivemos a TLso baseada na contaminacéo tépica e oral
dos inseticidas fipronil e imidacloprido e também dessas substancias agindo juntas. Os
resultados apresentaram que o fipronil possui TLsy maior que o imidacloprido. Quando
agiram de forma combinada a TLso apresentou valores intermediarios entre a TLso do fipronil
e do imidacloprido, isolados. Entdo, de acordo com os valores obtidos, ndo ocorreu

sinergismo e sim uma diminuic¢éo da toxicidade apresentada pelo imidacloprido.

Palavras-chave: polinizadores, neonicotinoide, fenilpirazol, associacao.



General Abstract

Bees are social insects of fundamental importance to the environment, because they
are responsible for pollinating more than 70% of existing agricultural crops in the world.
Brazil is the country with the highest number of described species, with representatives of
most families. Among representatives of the Apidae family, is the Melipona scutellaris
specie, commonly known as "urugu” or "urugu do Nordeste”, it is easy to handling and very
well adapted to the climate of the state of Sdo Paulo. However, due to the intensive use of
pesticides, native bees are suffering the consequences, because, although they are not the
target of insecticides, are highly vulnerable to contamination. Among the insecticides
developed in the 90s, the neonicotinoids and fipronil have been identified as the main
substances involved in collapse, and were suspended in 2013 in the European Union for two
years for best evaluation. These insecticides are often used simultaneously, so bees can be
contaminated with both molecules. Due to this fact, the aim of this study was determine the
median lethal time (LTsg) of fipronil and imidacloprid insecticides separately and
synergistically on forage bees of M. scutellaris. For this, was obtained only the LDsp and LCsg
of imidacloprid, according to the rules of the OECD, because values of fipronil were
established by Lourenco et al. (2012a, 2012b). The LDs, of imidacloprid obtained was 2.41
ng a.i. / bee (24 hours) and 1.29 ng a.i./ bee (48 hours). The LCs, value found was 2.01 ng
a.i./uL diet (24 hours) and 0.81 ng a.i./uL diet (48 hours). These data indicate that M.
scutellaris specie is more sensitive to the insecticide imidacloprid that A. mellifera
africanized. From these values, was obtained the LTso based on topical and oral contamination
of fipronil and imidacloprid insecticides and also these substances acting together. The results
showed that fipronil has LTso greater than imidacloprid. When acted in combination to LTz
presented intermediate values between the LTso fipronil and imidacloprid, isolated. Then,
according to the values obtained, there was not synergy, but a decrease in the toxicity of

imidacloprid.

Key-words: pollinators, neonicotinoid, phenylpyrazol, association.
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1. Introducéo Geral
As abelhas pertencem a classe Insecta, ordem Hymenoptera, assim como as vespas e

as formigas. Esta ordem é muito importante para a conservacdo da biodiversidade, j& que
abriga o maior nimero de polinizadores (NOGUEIRA-NETO, 1997).

Acredita-se que o surgimento e a proliferacdo das abelhas estejam relacionados com o
aparecimento das angiospermas (IMPERATRIZ-FONSECA, RAMALHO e KLEINERT-
GIOVANNINI, 1993). Os polinizadores fornecem um servigo essencial ao ecossistema uma
vez que é primordial para a reproducdo sexuada das plantas e, na sua auséncia, a manutengédo
da variabilidade genética entre os vegetais pode diminuir drasticamente. Também beneficiam
a sociedade de diversas maneiras, por exemplo, através do seu papel na producédo de alimento
(EARDLEY et al., 2006) e no fornecimento, por algumas espécies, de produtos como o mel.

Nos ecossistemas mundiais, estima-se que 40% dos polinizadores existentes sejam
abelhas (INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS
NATURAIS RENOVAVEIS - IBAMA, 2012). Baseados no catdlogo Moure (MOURE,
URBAN e MELO, 2007), Freitas et al. (2009) estimaram que mais de 15.000 espécies de
abelhas estdo na regido Neotropical.

A predominancia das abelhas como polinizadores pode ser atribuida ao fato de que
sdo, obrigatoriamente, dependentes de flores, ja que tanto as larvas quanto os adultos se
alimentam de produtos de origem floral (GORDON, ATLANTICO e ORNOSA, 2014).

As abelhas podem apresentar comportamento solitario, parassocial, subsocial e
eussocial (MICHENER, 1974). Aquelas que apresentam comportamento eussocial sdo
caracterizadas com sobreposicdo de geracdes, existéncia de castas definidas e divisdo do
trabalho, onde o nivel mais complexo é encontrado nas espécies da familia Apidae (CAMPQOS
et al, 1987).

No Brasil, dentre as familias existentes de abelhas, a Apidae é a mais numerosa. Nessa
familia destaca-se a espécie Melipona scutellaris (Latreille, 1811), abelha sem ferrdo e
eussocial, conhecida popularmente como “urugu” ou “urugu do nordeste” (NOGUEIRA-
NETO, 1997; KERR et al, 2001; IMPERATRIZ-FONSECA e SANTOS, 2014). Esta espécie
é endémica do Nordeste brasileiro, sendo adaptada as condic¢Ges ecoldgicas e climéticas do
Estado de S&o Paulo (NOGUEIRA-NETO, 1997; VIANA, 2014). A M. scutellaris é
considerada bioindicador de qualidade ambiental pelo fato de que, na Mata Atlantica, é
encontrada apenas em lugares onde os niveis de perturbacdo sdo baixos (RAMALHO e
BATISTA, 2005). Porém, as populacBes dessa espécie estdo sendo reduzidas, tanto em
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ndmero quanto na dimensdo da &rea de distribuicdo original, devido a a¢des antropicas, tais
como o desmatamento, a intensificagdo de atividades agricolas e também as mudangas
climaticas (GIANNINI et al., 2010). Por isso, a M. scutellaris, e outras trés espécies de
abelhas nativas, além de outros animais, estdo na lista de espécies ameacadas de extingédo
(INSTITUTO CHICO MENDES DE CONSERVACAO DA BIODIVERSIDADE - ICMBIo,
2015).

As operarias de M. scutellaris medem entre 10 e 12 milimetros, possuem corpo
robusto e cabeca de coloracdo marrom e preta, o vértice € marrom-amarelado com muitos
pelos amarelo-ruivos e dourados (Figura 1). O clipeo € levemente convexo, o térax é preto no
dorso com densos pelos amarelo-dourados e o ventre possui uma penugem fina de cor cinza.
O abdbmen tem seu dorso preto com uma borda cinza-amarelada bem clara sobre o bordo
posterior dos cinco segmentos (NOGUEIRA-NETO, 1997; VIANA, 2014).

Figura 1 - Individuos da colmeia de M. scutellaris.

OPERARIA MACHO RAINHA VIRGEM

Fonte: WebBee, 2014.
Segundo Almeida (1974) as preferéncias florais da abelha M. scutellaris sdo por

espécies nativas: Spondias mombin (caja), Andira nitida (angilim), Bowdichia virgiloides
(sucupira), Hymenaea martiana (jatoba), Byrsonima sericea (murici), Tabebuia avellanedae
(pau d"arco roxo), Tabebuia chrysotricha (pau d"arco amarelo), Eugenia uniflora (pitanga),
Eschweilera luschnathii (embiriba), Bombax gracilipes (mumguba), Bixa orellana (urucum)
(WEBBEE, 2014).

No Brasil, as abelhas sem ferrdo séo responsaveis pela polinizacéo de 40% a 90% das
espécies arbdreas, dependendo do ecossistema considerado (KERR et al., 2001). Além disso,
0s meliponineos apresentam beneficios econdmicos, auxiliam na reconstituicdo de florestas
tropicais e conservacdo dos remanescentes, podem atuar como bioindicadoras da qualidade
ambiental e sdo fundamentais nos processos ecossistémicos em que estdo envolvidas
(IMPERATRIZ-FONSECA, CONTRERA e KLEINERT , 2004; BALLIVIAN, 2008).
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Porém, ainda existem poucos estudos sobre os efeitos dos inseticidas nas abelhas
brasileiras e por isso ha dificuldades em conservar esses insetos. Além disso, ocorre a
diminuicdo das fontes de alimento e locais de nidificacdo devido ao desmatamento, a
ocupacdo intensiva das terras e, principalmente, a utilizacdo excessiva e/ou incorreta de
agrotoxicos, que podem contribuir para a reducdo das popula¢des (EMPRESA BRASILEIRA
DE PESQUISA AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2014).

Desde 2006 verifica-se uma acentuada queda no namero de colénias manejadas de
Apis mellifera nos Estados Unidos (NATIONAL AGRICULTURAL STATISTICS SERVICE
- NASS, 2008). O nimero de colbnias domesticadas na Europa caiu de 21 milhdes, em 1970,
para cerca de 15,5 milhdes, em 2007 (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION -
FAO, 2010).

Esse declinio na populacdo de abelhas é conhecido como Desordem do Colapso de
Col6nia (do inglés Colony Collaspe Disorder - CCD). O fendmeno é caracterizado pelo
desaparecimento de grande quantidade de abelhas de uma coldnia, sendo que esses insetos
ndo sdo encontrados mortos em locais proximos as colmeias (JOHNSON, 2010). As possiveis
causas desse desaparecimento sdo: doencas associadas a parasitas, como 0 microsporidio
Nosema spp; mudangas climéticas; formas de manejo; déficit nutricional e a utilizagdo de
agrotoxicos, podendo haver combinagdes entre esses fatores (JOHNSON, 2010; CASTILHO,
2012).

No Brasil, a maior preocupacdo € em relacdo aos inseticidas. Entre 2008 e 2010 foi
verificada a perda de aproximadamente 5 mil colmeias de abelhas africanizadas na regido
central do Estado de S&o Paulo (MALASPINA et al., 2010).

Ainda ndo ha dados sobre o CCD nem sobre a mortalidade relacionada a exposi¢do
aos inseticidas em relacdo as abelhas nativas devido a pouca quantidade de meliponérios e
ndo ha sistema de monitoramento das colénias nos ambientes naturais (NOCELLLI,
informacao pessoal).

A conservacdo das abelhas e também de outros polinizadores é preocupante, uma vez
que sdo consideradas essenciais para a manutencdo da biodiversidade via polinizacdo
(SANTOS, 2010). A reducdo dréastica da diversidade de abelhas sem ferrdo tende a implicar
diretamente na extingdo de espécies vegetais nativas importantes para o ecossistema, podendo
ocasionar desequilibrio em diversos habitats (ROUBIK, 1989).

Os agrotdxicos, tais como inseticidas sintéticos, sdo caracterizados como os principais
responsaveis pela reducdo da populacdo dos insetos polinizadores, principalmente as abelhas

(POTTS et al., 2010). Isso se deve ao fato de que as abelhas, embora nao sejam o alvo desses
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agentes toxicos, fazem o forrageamento nas areas agricolas pulverizadas, e por isso, s&o muito
vulneraveis a contaminagdo (IBAMA, 2012), além de ocorrer a deriva dos agrotdxicos, ou
seja, 0 agrotoxico e desviado para fora da area do cultivo que se pretende atingir, devido a
alguns fatores como vento e método de aplicacdo, podendo contaminar o ambiente préximo a
area pulverizada (AGENCIA DE DEFESA AGROPECUARIA DO PARANA — ADAPAR,
2013).

Os inseticidas podem afetar as abelhas principalmente por trés formas: contato
(durante o forrageamento, com particulas de inseticidas que ficaram depositadas nas flores),
ingestdo (através do pélen e néctar contaminados por meio do uso de inseticidas sistémicos,
que é absorvido pelo tecido vegetal) e fumigacdo (particulas suspensas de inseticidas que
foram aplicados na area agricola) e, seus efeitos podem ser a longo prazo, como danos no
funcionamento da colbnia e diminui¢do da longevidade dos individuos, ou mesmo a morte
devido a toxicidade aguda (MALASPINA et al., 2008; IBAMA, 2012).

A medida utilizada para avaliar a toxicidade de agrotoxicos e outras substancias
quimicas € a dose letal média (DLso) e a concentragdo letal média (CLsp) (BARBOSA, 2004).
A DLs representa a quantidade (dose Unica) da substancia necessaria para matar 50% dos
animais testados nas condicdes experimentais utilizadas. A CLs, representa a concentracao da
substancia necessaria para matar 50% da populacdo experimental em um determinado espaco
de tempo (BARBOSA, 2004). E importante também considerar os valores abaixo da DLs €
CLso, chamadas doses ou concentracdes subletais, que ndo causam a morte imediata, mas
causam alteracdes na populacdo experimental. Como exemplo de efeitos subletais em abelhas
tem-se as alteragdes comportamentais, de aprendizagem e de orientacdo que podem ter efeitos
a longo prazo sobre a populacdo (LEWIS, THOMPSON e SMAGGHE, 2007). Vérios estudos
(BYRNE et al., 2013; PETTIS et al., 2013; SCHOLER e KRISCHIK, 2014) demonstram que
residuos de tais substancias quimicas podem ser encontrados no pélen e néctar em doses ou
concentracgdes subletais.

Outra forma de avaliar a toxicidade do inseticida é através do tempo letal médio
(TLso), que é o tempo necessario para ocasionar a mortalidade de 50% da populagdo
experimental apds a aplicacdo ou ingestdo de uma determinada dose.

Os inseticidas sdo administrados topica ou oralmente para representar os diferentes
tipos de exposi¢cdo que ocorrem no campo e a mortalidade é registrada a cada 24 horas ap0s a
exposicdo. A toxicidade tépica ocorre devido a absorcéo atraves do tegumento da abelha. A
toxicidade oral ocorre por meio da ingestdo de pdlen e néctar contaminados pelo inseticida,


http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&SID=3BadLrwIAUaeVqAhrr7&field=AU&value=Byrne,%20FJ&ut=10631711&pos=%7B2%7D&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage
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causando alteragfes no trato digestdrio, podendo até mesmo paralisa-lo (ARMENGAUD,
LAMBIN e GAUTHIER, 2002).

As abelhas também sdo sensiveis a exposicdo a diferentes grupos de produtos
quimicos. 1sso porque esses insetos podem visitar determinada cultura que recebeu diversas
aplicacdes seguidas umas as outras de diferentes tipos de inseticidas, os agrotoxicos podem
ter sido aplicados concomitantemente, ou ainda as abelhas podem visitar mais de uma cultura
que foi pulverizada por inseticidas de grupos distintos.

Muitos agrotoxicos sdo compostos por varios ingredientes ativos, dessa forma, é
possivel que ocorra diferenca na toxicidade dos componentes. No entanto, ha poucos estudos
que avaliam os riscos da utilizacdo dessas combinagOes de substancias (THOMPSON et al.,
2014).

Em alguns trabalhos os resultados obtidos entre misturas de ingredientes ativos
mostram que ocorreu aumento de toxicidade (IWASA et al., 2004; JOHNSON et al., 2013).
Outros apresentam poucos efeitos toxicos (MOORES et al., 2012; MIN et al., 2014;
THOMPSON et al., 2014). Dessa forma, verifica-se que nem todas as misturas de inseticidas
causam efeitos sinérgicos nas abelhas, mesmo que as substancias utilizadas isoladamente
sejam muito toxicas para esses polinizadores.

Embora em paises desenvolvidos os estudos para estabelecer os efeitos dos inseticidas
no comportamento das abelhas ocorram cada vez com mais frequéncia, no Brasil os efeitos
das doses subletais e também dos inseticidas em acdo conjunta tém sido pouco estudados,
principalmente quando se trata de abelhas nativas. Espécies de abelhas nativas devem,
portanto, ser alvo de estudos sobre o impacto de agrotéxicos, ndo s6 por causa da sua
importancia econdmica e ecoldgica, mas também por serem vulneraveis a estes compostos
(TOME et al., 2012).
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2. Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade dos inseticidas fipronil e imidacloprido para a abelha brasileira
Melipona scutellaris.

Obijetivos especificos

1- Estabelecer a dose letal média (DLsp) e a concentracdo letal média (CLsp) do
imidacloprido para as abelhas forrageiras de M. scutellaris.

2- Avaliar a taxa de mortalidade em 24 horas de abelhas forrageiras Melipona
scutellaris sob efeito de doses subletais dos inseticidas fipronil e imidacloprido de forma
isolada e associada.

3- Estabelecer o tempo letal médio (TLso) dos inseticidas fipronil e imidacloprido de

forma isolada e associada sobre as abelhas forrageiras de M. scutellaris.
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3. Capitulo 1
Inseticidas de Ultima geracgdo e seus impactos sobre as abelhas: uma revisdo

L. M. da COSTA; R. C. F. NOCELLI
Resumo

As abelhas dependem das flores para sua sobrevivéncia e esta relacdo funciona nos
dois sentidos: ao mesmo tempo em que as abelhas se beneficiam visitando as flores e
colhendo seu alimento, as flores se beneficiam da visita, através da polinizagéo, produzindo
melhores frutos. Porém, atividades antropicas vém impondo mudancas ao ambiente,
acarretando a reducdo da abundéancia e diversidade de abelhas. Uma dessas atividades é a
utilizacdo de agrotoxicos, que se intensificou a partir da Segunda Guerra Mundial, trazendo
muitos beneficios ao setor agricola. Porém estas moléculas matam ndo somente 0s
organismos-alvo, mas também insetos benéficos ao homem, como as abelhas. Varios estudos
vém demonstrando que o0s inseticidas neonicotindides e os fenilpirazdis causam efeitos
adversos nas abelhas. Devido ao uso em larga escala desses inseticidas, a preocupag¢do com o
impacto sobre as abelhas vem aumentando, pois sem elas o processo de polinizacdo pode ser
prejudicado, com impactos ambientais, econémicos e sociais extremos. Dessa forma,
compreender a acdo desses inseticidas nas abelhas e propor manejos mais compativeis com a
conservacao sao importantes.

Palavras-chave: servicos ecossistémicos, poliniza¢do, neonicotinoides, fenilpirazol.

1. Introducéo

Os agroecossistemas sdao majoritariamente dependentes da polinizagdo por abelhas.
Esses insetos sdo responsaveis pela polinizacdo de mais de 70% das culturas agricolas
existentes no mundo (FAO, 2005). As culturas que ndo sdo dependentes de polinizadores
também sdo beneficiadas quando h& polinizagdo por abelhas, j& que ocorre uma producdo com
melhor qualidade e menor quantidade de frutos defeituosos (KLEIN et al., 2007). A producéo
de frutos esta na base da cadeia alimentar, sendo de fundamental importancia para o equilibrio
dos ecossistemas (IMPERATRIZ-FONSECA e NUNES-SILVA, 2010).

Nos ultimos 50 anos vem ocorrendo um aumento na produtividade agricola devido a
intensificacdo da agricultura, o uso de fertilizantes e de agrotdxicos e a irrigacdo. Porém, essas
praticas contribuem com a diminuicdo da satde humana e ambiental e também da manutencao
da biodiversidade (IBAMA, 2012). O Brasil vem se destacando como sendo o maior
consumidor de agrotéxicos do mundo, superando inclusive os Estados Unidos. Em 2011

houve um aumento de 16,3% das vendas desses produtos no Brasil, o que corresponde a 8,5
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bilhdes de dolares, sendo a classe dos inseticidas a maior representante das vendas de
agrotoxicos (2,94 bilhdes de dolares) (FERREIRA et al., 2012).

Desde 2006 verifica-se uma acentuada queda no namero de colénias manejadas de
Apis mellifera nos Estados Unidos (NASS, 2008). O numero de colénias domesticadas de
Apis mellifera na Europa caiu de 21 milhdes em 1970, para cerca de 15,5 milhGes, em 2007
(FAO, 2010). Segundo Chauzat et al. (2006), residuos do neonicotindide imidacloprido
variando de 1,1 a 5,7 pg/Kg foram detectados no pdlen coletado em colonias de Apis mellifera
na Franca, em 2002.

As abelhas, embora ndo sendo insetos-alvo dos inseticidas, acabam sofrendo as
consequéncias das aplicacfes desse tipo de agrotdxico. Em altas concentragdes, os inseticidas
causam a morte das abelhas e em baixas concentracdes desencadeiam alteracdes
comportamentais. Por isso este trabalho teve como objetivo apresentar uma revisao
bibliogréfica sobre os impactos dos inseticidas de Gltima geracdo, como o0s neonicotindides e
fenilpirazdis, em abelhas.

1.1. Importancia das abelhas para producéo agricola

A agricultura nos paises em desenvolvimento representa mais de dois tercos da
agricultura mundial e é 50% mais dependente da polinizacdo em comparacao a agricultura dos
paises desenvolvidos (AIZEN et al., 2008). Em 1961 a éarea cultivada nos paises em
desenvolvimento era 38% maior do que nos paises desenvolvidos, mas esta diferenca passou
para 130% em 2006 (IMPERATRIZ-FONSECA e NUNES-SILVA, 2010).

Estima-se que 84% das culturas da Unido Europeia dependam, pelo menos em parte,
da polinizagédo por insetos (WILLIAMS, 1994). Klein et al. (2007) utilizaram dados de 200
paises e concluiram que, das culturas globais mais importantes, 87 dependem da polinizacdo
por animais, enquanto apenas 28 ndo dependem. Nesse mesmo estudo, foram identificadas 57
espécies, principalmente de abelhas, que ndo sdo apenas visitantes florais, mas também
polinizadores para 107 culturas globais de uso direto pelos humanos. As abelhas,
principalmente Apis mellifera, sdo os polinizadores economicamente mais importantes da
monocultura em todo o mundo (MCGREGOR, 1976; WATANABE, 1994), sendo capazes de
aumentar a producdo dos cultivos polinizados por animais em até 96% (POTTS et al., 2010).
A FAO (2005) considera que pouco mais de 100 espécies de cultivos proporcionam 90% do
fornecimento de alimentos para 146 paises. Destes 100 cultivos, 71 sdo polinizados por
abelhas (quase todas silvestres). A polinizacdo insuficiente causa escassez na producgdo de
frutas. A melancia, por exemplo, quando h& mais intervencgdes de polinizadores, adquire cor

mais escura e sabor mais intenso (FAO, 2005).
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Devido ao fato de uma proporcdo consideravel da dieta humana depender direta ou
indiretamente da polinizacdo por abelhas, é de grande importancia a questdo da perda de
polinizadores (KLEIN et al., 2007; AIZEN et al., 2008). Quando as abelhas selvagens néo
visitam 0s campos agricolas, 0 gerenciamento de colmeias é muitas vezes a Unica solugédo
para que os agricultores consigam garantir a polinizagdo das culturas (KLEIN et al., 2007).

O valor monetério da polinizacéo por animais esta diretamente relacionado as taxas de
dependéncia dos polinizadores estimadas para cada cultivo. O valor dos servicos da
polinizacdo na Ameérica do Sul é de 11,6 bilhdes de euros por ano (POTTS et al., 2010).
Gallai et al. (2009) realizaram um estudo com as 100 principais culturas listadas pela FAQO,
utililizadas diretamente na alimentacdo humana, para quantificar a perda econémica devido ao
declinio dos polinizadores. Os resultados mostraram que o valor econémico total da
polinizacdo em todo o mundo foi de 153 bilhdes de euros, o que representou 9,5% do valor da
producdo agricola mundial utilizada na alimentacdo humana, em 2005. Observaram também
que o0s vegetais e as frutas sdo as culturas mais dependentes dos polinizadores e que o valor da
producdo de uma tonelada das culturas que ndao dependem de polinizacdo por insetos é em
média de 151 euros, enquanto que aquelas dependentes de um polinizador tem um valor em
média de 761 euros.

Considerando o aumento da &rea cultivada e da dependéncia da agricultura dos
servicos de polinizacdo e o valor desse servico, € necessario tornar as paisagens agricolas
capazes de manter os polinizadores (IMPERATRIZ-FONSECA e NUNES-SILVA, 2010).

1.2. Historico do uso dos inseticidas na agricultura

As substancias quimicas tém sido utilizadas desde a Antiguidade Classica como forma
de controlar ou eliminar os problemas devido aos ataques de pragas e doencgas nas plantas
cultivadas e nos animais de criagdo (ALVES-FILHO, 2000). Produtos quimicos, como o
arsénio, e compostos organicos naturais, como a piretrina que é extraida das flores de
crisantemos (Chrysanthemum sp), eram utilizados como inseticidas pelos gregos, romanos e
chineses ha mais de 2.000 anos. Alguns povos do deserto utilizavam pé de piretro e feixes de
flores de crisantemo como repelentes de moscas e mosquitos para proteger os cereais dos
insetos (PASCHOAL, 1979; GUERRA e SAMPAIOQO, 1991). A nicotina, derivada do tabaco, e
a rotenona, extraida de raizes do timbo (Derris sp) ja eram conhecidas por suas propriedades
inseticidas ha muitos anos (ALVES-FILHO, 2000).

No final do século X1X e inicio do século XX ocorreu um grande avango no emprego
de compostos quimicos de acdo inseticida para proteger as plantas contra doengas e pragas.

Esses produtos eram constituidos por compostos inorganicos e organicos e pertenceram a
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primeira geracdo dos agrotoxicos (GUERRA e SAMPAIO, 1991). Em 1932 foi
comercializado, com o nome de Lethane 384, o primeiro inseticida desenvolvido de
compostos organicos a base de tiocianato. Esse agrotoxico ja pertence a segunda geragédo
(GUERRA e SAMPAIO, 1991), juntamente aos organoclorados e os organofosforados
(FARIA, 2009).

Foi a partir da Segunda Guerra Mundial que se iniciou mais fortemente a era dos
produtos quimicos sintéticos para o controle de pragas devido ao desenvolvimento da
industria de sintese quimica (ALVES-FILHO, 2000; FARIA, 2009).

O grande marco revolucionario nas tecnologias empregadas para o controle de pragas
aconteceu devido a utilizacdo do inseticida organico DDT (dicloro difenil tricloroetano)
sintetizado pela primeira vez por Otto Ziedler em 1873 (PASCHOAL, 1979). Nas décadas de
1950 a 1970, os inseticidas de origem natural foram substituidos por produtos que se
mostraram mais potentes e mais especificos (SANTOS et al., 2007).

J& em 1962 a americana Rachel Carson publicou o livro Silient Spring (Primavera
Silenciosa) denunciando os problemas decorrentes do uso exacerbado de substancias toxicas,
principalmente o DDT, no combate as pragas (ALVES-FILHO, 2000). Devido a alta
toxicidade desses compostos ao homem e ao ambiente, tais produtos foram banidos ou
tiveram seu uso restrito, sendo que a partir da década de 60 comegaram a surgir novos
produtos chamados de terceira geracdo, caracterizados por serem menos tOXicos aos seres
humanos (GUERRA e SAMPAIOQ, 1991; ALVES-FILHO, 2000).

1.3. Inseticidas de tltima geracao

Apesar do grande nimero de inseticidas disponiveis no mercado, houve a necessidade
de sintetizar novos compostos ja que alguns insetos desenvolveram resisténcia aos
agrotoxicos e por isso passaram a ser menos efetivos. Colaborando com este fato ainda
surgiram novos insetos-praga que precisaram ser controlados com outros produtos, além da
alta toxicidade apresentada pelos inseticidas quimicos tradicionais (BARBOSA, 2004). Por
iSS0, ha poucos anos novos compostos, 0s chamados inseticidas de Ultima geragdo, foram
introduzidos no mercado, como os feroménios, os inseticidas bioldgicos e os fisioldgicos.

Feromdnios sdo substancias quimicas pertencentes ao grupo dos semioquimicos, que
medeiam interacdes intraespecificas. O feroménio é o principal elemento utilizado para a
comunicagédo dos insetos. Possui formula quimica simples, é biodegradavel e € empregado em
pequenas quantidades (VILELA, 1992). Os principais tipos de feromoénios séo: alarme
(sinaliza perigo e ameaga), dispersdo (que mantém um espaco minimo para sobrevivéncia),

agregacdo (mantém as sociedades de insetos) e sexuais (para atracdo do Ssexo 0posto)
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(GALLO et al., 2002a). A utilizacdo de feromonios visando o controle de pragas tem se
desenvolvido seguindo, geralmente, dois caminhos principais: monitoramento populacional
de pragas para detectar o inicio da populacdo do inseto a fim de que se defina a época
adequada de controle; e o controle pela captura massal que consiste na captura dos insetos
machos utilizando-se grande numero de armadilhas adesivas para reduzir o nivel populacional
ou o controle pelo confundimento que consiste no emprego de altas doses de feromonio para
desorientar e confundir o inseto impedindo o acasalamento (GALLO et al., 2002a). Fernandes
et al. (2001) utilizaram o feromoénio de agregacdo do bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus
grandis, para atragdo dos adultos na entressafra da cultura de algoddo. Esses insetos foram
atraidos imediatamente ap6s a aplicacdo do feromonio, sendo capturados por mais 14 dias.
Michereff et al. (2000) relataram o uso de diferentes formulacdes de feroménio e de
armadilhas para captura da tragcada-crucifera, Plutella xylostella, em repolho, indicando que
tais métodos sdo promissores para 0 monitoramento desses insetos.

Outro inseticida de ultima geracdo sdo os chamados bioinseticidas ou inseticidas
bioldgicos. Esses bioinseticidas agem através de microrganismos, entomopatégenos, que
causam doencas nos insetos. Na maioria dos casos, o efeito se da devido a presenca de toxinas
especificas que tém sua acdo no interior do inseto-alvo (OLIVEIRA-FILHO, 2008). Os
principais microrganismos relacionados ao controle microbiano de insetos sdo fungos,
bactérias e virus (GAZZONI, 2012). Os fungos geralmente penetram nos insetos através do
tegumento. Na hemolinfa do inseto o fungo se multiplica e logo se forma uma massa hifal
consideravel. O inseto morre e, assim, com o esgotamento dos nutrientes, se houver condicdes
favoréveis, o fungo emerge, exteriorizando suas hifas e forma uma massa branca na superficie
do inseto morto (LAZZARINI, 2005). As principais espécies de fungo de interesse sao:
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, M. flavoviride, Nomuraea rileyi, entre outros
(GAZZONI, 2012). As bactérias entomopatogénicas potencialmente aplicadas no controle
microbiano de insetos possuem como principais caracteristicas: alta viruléncia, elevada
capacidade invasora e produgdo de toxinas, causando toxemias nos insetos-alvo.
Apresentando tais caracteristicas, na categoria de bactérias esporulantes, destacam-se 0s
géneros Bacillus e Clostridium (COSTA et al., 2009). Os virus sdo parasitas celulares
obrigatdrios que penetram nos insetos por via oral. Aqueles que causam doencgas em insetos
sdo bastante especificos, sendo, entre 0s principais grupos de entomopatdgenos, 0s mais
seguros em relacdo a possiveis efeitos sobre o homem ou outros animais ndo alvo. Os
principais grupos sdo os virus de poliedrose nuclear (VPN), poliedrose citoplasmatica (VPC)
e de grandulose (VG), conhecidos como Baculovirus (GAZZONI, 2012). O AgNPV (Virus da
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Poliedrose Nuclear da lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis) € bastante pesquisado e
aplicado no Brasil chegando a atingir 1,5 milhdes de hectares de soja (ALMEIDA e
BATISTA-FILHO, 2001).

Os inseticidas fisioldgicos, diferentemente dos bioldgicos e dos feromoénios, podem
atuar como reguladores de crescimento ou agir no sistema nervoso. Os inseticidas do grupo
dos reguladores de crescimento exercem sua acdo toxica em formas imaturas (larvas e ninfas),
principalmente durante a ecdise. Os principais representantes sao as benzoilfeniluréias
(REYNOLDS, 1987; CASIDA e QUISTAD, 1998). Os inseticidas neurotoxicos tém como
principal alvo de agdo o sistema nervoso e apresentam alta eficacia e rapidez para o controle
de pragas. As classes mais importantes de inseticidas neurotdxicos sdo os piretrdides (agem
na transmissdo axoénica), fenilpirazdis e neonicotindides (GALLO et al.,, 2002b). Os
inseticidas piretrdides surgiram na decada de 1960 e sdo bastante conhecidos pelo seu efeito
de choque (“know-down”) quase instantaneo nos insetos (GALLO et al., 2002b).

O grupo quimico fenilpirazol possui como principal representante o fipronil. Esse
inseticida foi introduzido no mercado em 1990. E eficaz contra insetos resistentes ou
tolerantes a piretrdides, organofosforados e carbamatos (WARE e WHITACRE, 2004). Os
fenilpirazéis blogueiam canais de cloro na membrana neuronal agindo sobre o receptor do
acido gama-aminobutirico (GABA), dessa forma ndo ha inibicdo normal do impulso nervoso
causando hiperexcitacdo, paralisia € morte do inseto (CONNELY, 2001; NATIONAL
PESTICIDE INFORMATION CENTER - NPIC, 2009).

Os neonicotindides foram sintetizados a partir da molécula de nicotina, sendo o
imidacloprido um dos maiores representantes dessa classe. Esse inseticida foi o primeiro
neonicotindide langcado no mercado em 1991 e tornou-se um dos inseticidas mais vendidos
em 1999 (MAIENFISCH et al., 2001; GUEDES et al., 2008). Os neonicotindides imitam o
neurotransmissor excitatério acetilcolina e competem com ele pelos seus receptores
nicotinicos existentes na membrana pos-sindptica. No entanto, ao contrario da acetilcolina,
ele ndo e degradado pela acetilcolinesterase, levando a hiperexcitagdo. Os sintomas
resultantes da intoxicacdo séo tremores, convulsfes e, eventualmente, colapso do sistema
nervoso central e morte (FARIA, 2009; NPIC, 2010).

1.4. Fipronil e imidacloprido: impactos sobre as abelhas

As abelhas podem entrar em contato com os inseticidas por trés modos: contato direto,
ingestdo e absorcdo via sistema respiratorio e, seus efeitos podem ser a longo prazo, com
danos no funcionamento da coldnia e diminui¢do da longevidade dos individuos, ou mesmo a

morte devido a toxicidade aguda (MALASPINA et al., 2008). Dentre 0s varios grupos
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quimicos de inseticidas existentes, dois vem se destacando devido aos seus efeitos sobre as
abelhas: os fenilpirazéis e 0s neonicotindides.

Segundo Chauzat et al. (2011), o fipronil é altamente toxico para as abelhas e ja foi
apontado como uma possivel causa da mortalidade aguda desses insetos, por isso tem sido
dada uma atengdo especial a esse inseticida e seus residuos, pois ainda ha pouca informacéao
disponivel sobre os niveis de fipronil e seus metabolitos para abelhas em campo. El Hassani et
al. (2005) avaliaram o efeito de doses subletais desse inseticida no comportamento da Apis
mellifera e relataram que a menor dose de fipronil (0,5 ng/abelha aplicado topicamente)
prejudicou o aprendizado olfativo dessas abelhas, porém a atividade motora ndo foi
prejudicada, sugerindo que ha uma vulnerabilidade especifica dos processos de memdria
olfativa das abelhas quando submetidas a doses subletais desse ingrediente ativo.

Jacob et al. (2013), Lourenco et al. (2012a; 2012b) e Pereira (2010), estudando a
toxicidade do fipronil nas espécies de abelhas Scaptotrigona postica (Latreille, 1807),
Melipona scutellaris (Latreille, 1811) e Apis mellifera (Linnaeus, 1758), respectivamente,
concluiram que esse inseticida é altamente toxico para as abelhas.

Estudo realizado por Blacquiere et al. (2012), que apresentaram varios dados
disponiveis na literatura, concluiram que os inseticidas neonicotindides também séo
extremamente toxicos para as abelhas, tanto em doses letais quanto em doses subletais. Tomé
et al. (2012) realizaram estudo sobre os efeitos da ingestdo de imidacloprido nos estagios de
desenvolvimento da abelha Melipona quadrifasciata anthidioides (Lepeletier, 1836) e
concluiram que o inseticida afetou negativamente o desenvolvimento dos corpos
pedunculados no cérebro e prejudicou o comportamento das operarias adultas recém-
emergidas.

Segundo Bortolli et al. (2003), doses subletais de imidacloprido causam efeitos sobre o
comportamento de forrageamento, alterando e dificultando o seu retorno a colbnia. Esses
resultados sdo semelhantes aos de outro estudo, realizado com imidacloprido, em que foram
verificadas reducdo da mobilidade e da capacidade de comunicacéo das abelhas prejudicando
suas atividades sociais e dificultando o retorno a colénia (DECOURTYE et al., 2004). Yang
et al. (2012) realizaram um estudo com larvas de abelhas expostas ao imidacloprido e
verificaram que a dose subletal de imidacloprido ndo teve nenhum efeito sobre a taxa de
ecloséo, poréem afetou a capacidade associativa das operarias de abelhas adultas, concluindo
gue uma dose baixa de imidacloprido pode afetar a sobrevivéncia de toda a colonia. Estudos
realizados por Soares et al. (2015) também relatou alta toxidade do imidacloprido em abelhas

Scaptotrigona postica.
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Os dados apresentados indicam que o fipronil e o imidacloprido sdo inseticidas
bastante toxicos para as abelhas, bem como outros compostos que pertencem aos mesmos
grupos quimicos destes. Por isso sdo necessarias algumas medidas de conservacdo destes
insetos, para que o equilibrio ecolégico nédo seja comprometido.

Para tentar minimizar os efeitos dos inseticidas em abelhas, a Europa, desde 2013,
suspendeu a comercializacdo de agrotdxicos a base de clotianidina, imidacloprido e
tiametoxam, podendo ser utilizados apenas em plantacGes que ndo atraem abelhas ou outros
polinizadores. Essa suspensdo foi baseada no relatério da Autoridade Europeia de Seguranca
Alimentar (EFSA), que concluiu que tais inseticidas causam riscos para as abelhas e, por isso,
devem ter o uso limitado (EFSA, 2013).

1.5. Perspectivas futuras do uso de inseticidas

A agricultura comercial de larga escala, tal como vem sendo praticada atualmente, em
grandes areas e onde predominam as monoculturas, ndo pode prescindir do uso de agrotoxicos
(EUROPEAN CROP PROTECTION ASSOCIATION - ECPA, 2008). Porém, devido aos
danos que esses produtos causam em organismos ndo alvos, os inseticidas devem ser
utilizados corretamente. Portanto lancar mdo das boas praticas agricolas pode diminuir o uso
excessivo de inseticidas, além de ser uma alternativa promissora para unir o efeito desejado da
aplicacdo dos agrotoxicos e a protecdo dos organismos ndo alvos. Segundo Chaim et al.
(1999), o agrotoxico precisa ser aplicado em uma area alvo particular ocupada por um inseto.
Outra alternativa eficiente para diminuir a utilizacdo de inseticidas € o uso de controle
bioldgico. Essa pratica envolve a interferéncia do homem e funciona no sentido de
incrementar as interacGes antagdnicas que ocorrem entre 0s seres vivos na natureza (GALLO
et al., 2002a). Esse tipo de controle pode ser classico, natural e aplicado. O controle bioldgico
classico envolve a importacdo dos agentes de controle de um pais para outro ou de uma regido
para outra, de modo a estabelecer um equilibrio bioldgico a uma dada praga (GALLO et al.,
2002a). O natural refere-se a populagdo de inimigos naturais que ocorrem naturalmente
(GALLO et al., 2002a). Segundo Bueno et al. (2015), do ponto de vista econdmico, um
inimigo natural efetivo é aquele que consegue regular a densidade populacional de uma praga
e manté-la em niveis abaixo do dano econémico estabelecido para um determinado cultivo.

O controle bioldgico aplicado € comercialmente empregado em grandes areas, em
varios sistemas de cultivo ao redor do mundo. E caracterizado pela introducdo e liberagdo
periodica de inimigos naturais na cultura que se deseja controlar o inseto praga apos a criagdo
massal em laboratorio. Esse tipo de controle biologico € mais facilmente aceito, pois tem acdo

rapida, sendo muito semelhante a inseticidas quimicos (GALLO et al., 2002a).
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O controle bioldgico possui importantes beneficios quando comparado ao controle
quimico: ndo ha efeitos fitotoxicos em plantas jovens; a liberagcdo de inimigos naturais leva
menos tempo do que a aplicacdo de produtos fitossanitarios; varias pragas-chave podem ser
controladas somente com inimigos naturais; ndo existe periodo de caréncia apos a liberacao
de inimigos naturais e isto permite continua colheita sem perigo para a sade do homem, além
de n&o deixar residuos toxicos nas plantas e no meio ambiente (VAN LENTEREN e BUENO,
2003). Atualmente existem empresas que comercializam 0s inimigos naturais, principalmente
nos Estados Unidos e em paises europeus (GALLO et al., 2002a).

Devido a utilizacdo de controle bioldgico possuir vérias vantagens, a demanda por
esse tipo de controle tem aumentado mundialmente (IBAMA, 2010). Um exemplo disso é o
controle bioldgico utilizado na cana-de-agucar. Entre 1980 e 2005 foi reduzida a quantidade
de inseticida contra a espécie Diatraea saccharalis (praga muito nociva as plantacGes de
cana-de-agucar, durante o estagio larval) em 951.000 litros devido a utilizacdo do controle
biolégico (BROCA DE CANA..., 2012).

Além do controle bioldgico, outra alternativa € a utilizacdo de feroménios como um
método direto de controle de pragas ou para o monitoramento de populacdes podendo
contribuir para prevenir o uso excessivo de inseticidas. Os semioquimicos (feromonios e
aleloquimicos) sdo responsaveis por cerca de 30% do mercado de biopesticidas no mundo. No
Brasil, 0 mercado dessa substancia esta em expansao, com mais de 15 produtos registrados e
outros em fase de registro (EMBRAPA, 2014). Os feromdnios tém varias vantagens quando
comparados aos agrotoxicos quimicos: sdo especificos, ndo afetam populacbes de pragas
secundarias ou inimigos naturais, tém baixa toxicidade a mamiferos, ndo apresentam residuos
toxicos e evitam desequilibrios biolégicos (SILVERSTEIN, 1981; GALLO et al., 2002a).

2. Concluséo

O uso incorreto e excessivo de inseticidas, como os fenilpirazois e os neonicotinoides,
pode provocar diversos danos as abelhas e outros polinizadores. Para tentar minimizar esses
danos é necessario conhecer alternativas como a utilizacdo de controle biolégico, de
feromonios e/ou de bioinseticidas. Esses produtos podem ser benéficos aos polinizadores ja
que sdo inseticidas especificos e por isso causam menos impactos aos insetos ndo alvos. Esses
produtos também sdo considerados eficientes e menos poluentes, porém ainda & necessario

aumentar as pesquisas nessa area, para que a utilizacdo desses produtos seja cada vez maior.
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4. Capitulo 2
Determinacdo da dose letal média (DLsp) e da concentracéo letal média (CLso) do

inseticida imidacloprido para a abelha nativa Melipona scutellaris, Latreille
(Hymenoptera: Apidae)
L. M. da COSTA; T. C. GRELLA; R. A. BARBOSA; O. MALASPINA; R. C. F. NOCELLI
Resumo

A espécie de abelha Melipona scutellaris é nativa, sem ferrdo e pertence a familia
Apidae. No Brasil, as abelhas sem ferrdo sao responsaveis pela polinizacdo de 40% a 90% das
espécies arboreas, dependendo do ecossistema considerado. Porém, sua sobrevivéncia tem
sido ameacada, uma vez que o pais vem se destacando como o maior consumidor de
agrotoxicos do mundo. Muitos dos inseticidas utilizados sdo considerados toxicos para as
abelhas, dentre eles o imidacloprido, porém os estudos existentes foram realizados com a
espécie Apis mellifera. Embora as abelhas nao sejam o alvo dessas substancias, sdo altamente
vulneraveis a contaminacgdo. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi estabelecer a dose letal
meédia (DLsg) e a concentracdo letal média (CLsg) do imidacloprido para forrageiras de M.
scutellaris. Para realizar esse experimento as abelhas foram coletadas e o teste foi procedido
de acordo com protocolo da OECD (1998a, 1998b), desenvolvido para A. mellifera. Para a
determinacdo da DLso e CLsp 0s dados foram analisados através do método Probit utilizando o
programa BioStat. A DLs topica estabelecida neste trabalho foi de 2,41 ng/abelha para 24
horas e 1,29 ng/abelha para 48 horas. A CLsp oral foi de 2,01 ng i.a./uL para 24 horas ¢ 0,81
ng i.a./uL para 48 horas. Esses dados indicam que as abelhas nativas da espécie M. scutellaris
sdo mais sensiveis a tal inseticida que A. mellifera. Dessa forma, é importante estabelecer
métodos de manejo que levem essa maior susceptibilidade em consideracdo para proteger as
espécies nativas.

Palavras-chave: abelha sem ferrdo, inseto, neonicotindide, toxicidade.

1. Introducéo

As abelhas pertencem a classe Insecta, ordem Hymenoptera, assim como as vespas e
as formigas. Estes insetos sdo 0s mais importantes para a conservacao da biodiversidade por
abrigar o maior numero de polinizadores que utilizam pélen e néctar como fonte de alimento e
energia (NOGUEIRA-NETO, 1997). Ao coletarem esses recursos nas flores transferem gréos
de pdlen dos 6rgéos reprodutivos masculinos para os femininos, garantindo a polinizagéo.

No Brasil a familia Apidae é a mais numerosa, com espécies de abelhas solitarias a
sociais. Entre os representantes dessa familia estdo as abelhas do género Melipona
(pertencente a tribo Meliponini) que possui mais de 50 espécies. Neste género destaca-se
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Melipona scutellaris, abelha sem ferrdo e eussocial, conhecida popularmente como “urugu”
ou “urugu do nordeste” (NOGUEIRA-NETO, 1997; KERR et al., 2001; IMPERATRIZ-
FONSECA E SANTOS, 2014). Esta espécie é endémica do Nordeste brasileiro, habitando
regibes de mata Umida e quente do litoral da Bahia e Chapada Diamantina e também é
adaptada as condigdes ecoldgicas e climaticas do Estado de S&o Paulo (NOGUEIRA-NETO,
1997; VIANA, 2014). Na Mata Atlantica é encontrada apenas em locais com baixos niveis de
perturbacdo, podendo, também, ser considerada um indicador de qualidade ambiental
(RAMALHO e BATISTA, 2005).

Além dos servicos de polinizagdo prestados, os meliponineos apresentam produtos e
subprodutos bastante valorizados economicamente, tais como: mel, pdlen e propolis.
Entretanto, a importancia dessas abelhas vai muito além dos beneficios econémicos, elas
ajudam na reconstituicdo de florestas tropicais e conservacdo dos remanescentes, podem atuar
como bioindicadoras da qualidade ambiental e desempenham um papel chave nos processos
ecossistémicos em que estdo envolvidas (BALLIVIAN, 2008).

Infelizmente, pouco se sabe sobre as abelhas brasileiras e por isso ha dificuldades para
estabelecer métodos de conservacdo para esse inseto. Concomitantemente, ainda ocorre a
reducdo das fontes de alimento e locais de nidificacdo, a ocupagdo intensiva das terras e
principalmente o0 uso excessivo e/ou incorreto de agrotoxicos, contribuindo para a reducédo das
populacbes (EMBRAPA, 2014). Dentre esses inseticidas estdo 0s neonicotindide.

Os neonicotindides imitam o neurotransmissor excitatorio acetilcolina e competem
com ele pelos seus receptores nicotinérgicos existentes na membrana pos-sinaptica. Ao
contrario da ligacdo natural da acetilcolina com o seu receptor, esta ligagdo é persistente, uma
vez que 0s neonicotindides sdo insensiveis a acdo da enzima acetilcolinesterase. A ativacao
dos receptores de acetilcolina € prolongada de modo anormal, causando hiperexcitabilidade
do sistema nervoso central devido a transmissdo continua e descontrolada de impulsos
nervosos. Os sintomas resultantes da intoxicagdo séo tremores, convulsdes e morte (FARIA,
2009).

As abelhas, embora ndo sejam o0 alvo desses agentes toxicos, fazem o forrageamento
nas areas agricolas pulverizadas, sendo, portanto, altamente vulneraveis a contaminacdo
(IBAMA, 2012). Dessa forma, o objetivo desse estudo foi estabelecer a dose letal média
(DLso) e a concentracdo letal média (CLsg) de tal inseticida para forrageiras de M. scutellaris.

2. Material e Métodos

2.1. Coleta das abelhas
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As abelhas operarias adultas de M. scutellaris foram coletadas no meliponario do
Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” campus
de Rio Claro. Para todos os testes foram utilizadas 30 abelhas, sendo trés repeticdes de 10
abelhas de trés diferentes coldnias. As colbnias escolhidas apresentavam condicdes
fisiologicas normais, livre de doencas e uma rainha em franca postura. Os testes foram
realizados nos laboratdrios do Centro de Estudos de Insetos Sociais do Instituto de
Biociéncias da UNESP de Rio Claro.

2.2. Determinacao da dose letal média topica

Os procedimentos para a determinacdo da DLsy topica basearam-se no protocolo da
OECD (Organization for Economic Cooperation and Development), 1998a, desenvolvido
para Apis mellifera (L.).

O inseticida imidacloprido (grau de pureza 95%) foi inicialmente diluido em acetona,
sendo realizadas sucessivas diluicbes no mesmo solvente para atingir as doses a serem
aplicadas (2; 4; 8; 16; 32 e 64 ng i.a./uL a fim de estabelecer a DLsg para 24 horas e 0,3; 0,6;
1,2;2,4; 4,8 ¢ 9,6 ngi.a./uL a fim de estabelecer a DLsg para 48 horas).

As abelhas coletadas foram transferidas para potes plasticos com volume de 250 mL
perfurados na regido da tampa para circulacdo de ar. Em cada pote havia um microtubo
plastico contendo alimento (agua e agucar cristal 1:1 v/v) para que as abelhas se alimentassem
a vontade. Nas abelhas do grupo experimental foi feita a aplicagdo topica de 1 pL da solugdo
contendo a substancia testada na parte dorsal do térax, as abelhas do grupo controle
receberam 1 pL de acetona.

2.3. Determinacéo da concentragdo letal média oral

Os procedimentos para a determinacdo da CLsy oral basearam-se no protocolo da
OECD (1998b), estabelecido para A. mellifera.

Para obter as concentracOes desejadas do inseticida imidacloprido (grau de pureza
95%) foram feitas diluicbes que partiram de uma solucdo inicial, composta por inseticida
dissolvido em 15% de acetona e 85% de agua. As concentracGes utilizadas para a
contaminagdo das abelhas foram de 0,3; 0,6; 1,2; 2,4; 4,8 ¢ 9,6 ng/uL. O alimento sem
contaminagdo, oferecido no momento da coleta atraves de um microtubo pléastico, foi
substituido por alimento contaminado. Foram feitos também dois controles, que respeitaram
um limite de morte de 10% para validagcdo do teste, um com acetona e outro apenas com 0
alimento, que seguiram a mesma rotina de observacao.

2.4. Andlise estatistica
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Os testes foram conduzidos em estufas incubadoras (B.O.D.) com temperatura de
28°C + 1,0 e com 70% = 5 de umidade relativa. As abelhas mortas foram contabilizadas para
cada concentracdo ao final de 24 e 48 horas. Os dados obtidos foram submetidos a anélise
estatistica de sobrevivéncia, através do metodo Probit (FINNEY,1952) utilizando o programa
BioStat (ANALYSTSOFT, 2008).

3. Resultados e Discussédo

Os valores de DLsy topica do inseticida imidacloprido obtidos para a espécie M.
scutellaris foram: 2,41 ng i.a./abelha e 1,29 ng i.a./abelha, para 24 e 48 horas,
respectivamente (Tabela 1 e Figura 2). A CLsy oral obtida foi: 2,01 ng i.a./uL e 0,81 ng
i.a./uL, para 24 e 48 horas, respectivamente (Tabela 1 e Figura 3).

Tabela 1 - Valores de toxicidade aguda do imidacloprido para Melipona scutellaris.

Modo de exposicao Tempo (horas) DLsy | Clso 1.C.o506 XZ G.L.
Topica 24 2,41 _ 1,63 - 3,27 0,753 4
ng i.a./ abelha 48 1,29 _ 0,813-1,903 | 2,642 4
Ingestéo 24 _ 2,01 | 1551-2,618 | 2,534 4
ng i.a./ puL dieta 48 _ 0,81 | 0,264-1,538 | 4,001 4

(DLso) dose letal média; (CLsg) concentracdo letal média; (1.C.g50) intervalo de confianca
95%: (x) qui-quadrado e (G.L.) grau de liberdade.
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Figura 2 - Curva estatistica de DLs, indicando a mortalidade de abelhas Melipona scutellaris.
A - 24 horas ap0s a exposi¢do topica ao imidacloprido; B - 48 horas ap06s a exposicao topica

ao imidacloprido.
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Figura 3 - Curva estatistica de CLs, indicando a mortalidade de abelhas Melipona
scutellaris. A - 24 horas apds a exposi¢do oral ao imidacloprido; B - 48 horas apos a

exposicéao oral ao imidacloprido.
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De acordo com a classificagdo de Johansen e Mayer (1990), o imidacloprido é tido
como altamente toxico para a M. scutellaris, ja que consideram inseticidas com uma DLsg <
2ug/abelha como altamente toxicos para esses insetos.

Para a espécie A. mellifera encontram-se varios resultados de DLsp topica do
imidacloprido, dentre eles: 17,9 ng i.a./abelha (24 h) (IWASA et al., 2004); 24 ng i.a./abelha
(24 e 48 h) (SUCHAIL, DEBRAUWER e BELZUNCES, 2003); 42 — 104 ng i.a./abelha (48
h) (SCHMUCK et al., 2003); 49 — 102 ng i.a./abelha (48 h) (NAUEN et al., 2001); 80,9 ng
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i.a./abelha (24 h) (ROSSI, 2011). Para a CLsg 0s valores encontrados séo: 81 ng i.a./ulL de
dieta (48 h) (NAUEN et al., 2001) e 40,9 ng i.a./uL de dieta (48 h) (SCHMUCK et al., 2001).
Esses valores indicam que abelhas M. scutellaris sdo mais sensiveis ao imidacloprido que A.
mellifera.

Esses resultados corroboram com o trabalho realizado por Soares et al. (2015), que
determinou a DLs topica e a CLso oral do imidacloprido para a espécie de abelha nativa
Scaptotrigona postica (L.). Os valores obtidos foram: DLsg topica de 25,20 ng i.a./abelha (24
h) e 24,46 ng i.a./abelha (48 h) e CLso oral de 42,5 ng i.a./uL de alimento (24 h) e 14,3 ng
I.a./uL de alimento (48 h), indicando que essa espécie também € mais susceptivel ao inseticida
neonicotindide que A. mellifera.

Comparando os valores de DLsp e CLso (48 horas) do imidacloprido para S. postica e
M. scutellaris, verifica-se que esta € 19 vezes mais sensivel quando comparada com aquela.
A diferenca na resposta ao inseticida das diferentes espécies de abelhas foi previamente
relatada por Desneux et al. (2007).

Verifica-se que a dose obtida para 48 horas é menor que para 24 horas, ou seja, € mais
toxica. Uma possivel explicacdo seria a de que quanto mais tempo a abelha permanece em
contato com o inseticida menor a dose necessaria para causar danos, pois a exposicao
constante impede seu organismo de se recuperar (SOARES, 2012).

O fato da abelha M. scutellaris ser mais sensivel que A. mellifera também foi
comprovado por Lourenco et al. (2012a, 2012b) que realizaram um estudo de toxicidade do
fipronil com a espécie de abelha nativa e verificaram que o inseticida é altamente toxico
apresentando DLs, (48h) topico de 0,41 ng i.a./abelha e CLs (48 h) oral de 0,011 ng i.a/ pL
de alimento. Jacob et al. (2013) também demonstraram a maior sensibilidade da abelha nativa
S. postica ao fipronil. Nesse trabalho a DLsy (24 h) topica determinada foi de 0,54 ng
I.a./abelha e a CLsp (24 h) oral foi de 0,24 ng i.a/uL de alimento.

Quando comparamos a CLsg e a DLsg encontradas neste trabalho com os valores
obtidos pelos estudos aqui apresentados, podemos inferir que a espécie M. scutellares € mais
sensivel ao inseticida fipronil que ao imidacloprido.

O trabalho realizado por Pereira (2010) confirmou que o fipronil € um dos inseticidas
mais toxicos para abelhas meliferas ja que a DLsg (24 horas) foi de 1,9 ng/abelha, menor valor
encontrado comparando com outros ingredientes ativos estudados (acetamiprido — DLs

9,3x10° ng/abelha e tiametoxam — DLso 17 ng/abelha).
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Outros estudos que compararam a tolerancia entre espécies de abelhas sem ferrdo e as
africanizadas mostraram que as primeiras, geralmente, sdo mais sensiveis aos inseticidas
(MORAES et al., 2000; SILVA et al., 2008; DEL SARTO, 2009).

A toxicidade de inseticidas neonicotindides em abelhas pode ser classificada em dois
grupos baseados na presenca do agrupamento nitro ou do agrupamento ciano. Os inseticidas
com agrupamento nitro sdo 0s mais toxicos, como o imidacloprido, pois a presenca desse
grupo funcional confere ao inseticida grande afinidade com o receptor nicotinico de
acetilcolina e, portanto, alta toxicidade (TOMIZAWA e CASIDA, 2003; PEREIRA, 2010).

As abelhas expostas ao imidacloprido, tanto tdpica como oralmente, apresentaram um
quadro de paralisia, tremores e morte, sintomas comuns de intoxicacdo por inseticidas
neonicotindides observados por Faria (2009), uma vez que o 6rgdo alvo dessa substancia é o
sistema nervoso.

Dependendo do cultivo e do método de aplicacdo, o imidacloprido pode apresentar
uma concentracdo de aplicacdo de 0,07 g/L (equivalente a 70 ng/uL), excedendo em 54 vezes
o valor encontrado que provoca a mortalidade das abelhas (DLs, para 48 horas).

Por ser um inseticida altamente toxico para as abelhas, o uso de imidacloprido deve
ser evitado durante o periodo de florescimento, e utiliza-lo apenas através do tratamento de
sementes ou aplicacdo de granulos para minimizar os efeitos em insetos polinizadores ndo
alvo (SUCHAIL et al., 2000). Mesmo assim, estudos referentes aos residuos desse ingrediente
ativo nos recursos florais precisam ser realizados, ja que ele também ¢ altamente toxico via
ingestao.

Estudo realizado por Suchail, Debrauwer e Belzunces (2003) indicou que a elevada
toxicidade do imidacloprido via oral em A. mellifera pode ser devido ao fato de que essa
molécula é rapidamente metabolizada em olefin e 5-hydroxyimidacloprid. Tais metabdlitos
sdo toxicos em exposicdo aguda, sugerindo, fortemente, que o 5-hydroxyimidacloprid e/ou a
olefina contribuem para o aumento da acdo do imidacloprido em abelhas.

Diante dos dados apresentados, é necessario reavaliar o sistema de avaliacdo e registro
dos agrotdxicos com o objetivo de tornar as recomendagdes para uso desses produtos mais
seguros para as abelhas sem ferréo.
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5. Capitulo 3
Determinacéo do tempo letal médio (TLso) dos inseticidas fipronil e imidacloprido,

isolados e de forma associada, para a abelha nativa Melipona scutellaris, Latreille
(Hymenoptera: Apidae)
L. M. da COSTA; T. C. GRELLA; R. A. BASBOSA; O. MALASPINA; R. C. F. NOCELLI
Resumo

A populacdo de abelhas estd diminuindo e os inseticidas, dentre eles o fipronil e o
imidacloprido, tém sido apontados como principais causadores. No Brasil, as abelhas sem
ferrdo também acabam sofrendo os efeitos da exposicdo a essas substancias, sendo que as
abelhas nativas, como a Melipona scutellaris, sdo mais sensiveis aos inseticidas que a Apis
mellifera. O fipronil e o imidacloprido agem no sistema nervoso do inseto, porém de
maneiras distintas, provocando hiperexcitacdo e morte. Por isso, é de extrema importancia
conhecer os efeitos fisioldgicos e comportamentais desses inseticidas em doses subletais nas
abelhas. O fipronil e o imidacloprido podem agir tanto de forma isolada quanto combinados,
uma vez que as abelhas realizam o forrageamento em areas pulverizadas com uma das
moléculas ou ambas. Além disso, a toxicidade de varias substancias depende também do
tempo de exposicdo. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo determinar o tempo letal
médio do fipronil e do imidacloprido, isoladamente e de forma associada, quando as abelhas
M. scutellaris sdo expostas a DLsy e a CLsp, bem como as suas respectivas doses e
concentracdes subletais. Para isso, os testes foram realizados de acordo com as normas da
OECD (1998a, 1998b). Os resultados obtidos indicam que o imidacloprido é capaz de matar
as abelhas contaminadas em um tempo menor que o fipronil. Observou-se também que a TLso
da combinacdo entre o fipronil e o imidacloprido, tanto em contaminacdo via tépica como via
oral, apresentou valores intermediarios entre a TLso do fipronil e do imidacloprido isolados.
Isso também ocorreu para as doses e concentragdes subletais. Por isso, pode-se inferir que ndo
ocorreu sinergismo entre essas moléculas, ja que a combinacgéo entre os dois inseticidas nao
ocasionou a mortalidade das abelhas mais rapidamente.

Palavras-chave: abelha nativa, fenilpirazol, neonicotindide, TLs

1. Introducéo

A populacdo de abelhas esta diminuindo em escala global e os agrotoxicos sé&o
apontados como principais contribuintes para as reducfes desses insetos (POTTS et al.,
2010). No Brasil, as abelhas sem ferrdo também sdo contaminadas com inseticidas e acabam

sofrendo os efeitos dessa exposicdo. Alguns trabalhos com as abelhas nativas Melipona
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scutellaris (LOURENCO et al., 2012a; LOURENCO et al., 2012b) e Scaptotrigona postica
(JACOB et al., 2013; SOARES et al., 2015) relatam que essas espécies sdo altamente
sensiveis aos inseticidas fipronil e imidacloprido em relacdo a Apis mellifera e por isso
necessitam de mais estudos.

Tanto o fipronil quanto o imidacloprido, desde que foram langados no mercado em
meados de 1990, tém sido apontados como as principais substancias envolvidas no colapso
das colénias (ALIOUANE et al., 2009; MOMMAERTS et al., 2010; BLACQUIERE et al.,
2012; GOULSON, 2013).

O fipronil pertence ao grupo quimico fenilpirazol. E utilizado nas culturas de batata,
cana-de-acucar, milho, algodao, arroz, eucalipto, soja, trigo, feijdo, cevada e é empregado no
controle de formigas e cupins (MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO - MAPA, 2003).

Esse inseticida age sobre o receptor do é&cido gama-aminobutirico (GABA),
causando hiperexcitacdo, paralisia € morte do inseto (CONNELY, 2001; NPIC, 2009).
Segundo Chauzat et al. (2011), o fipronil é altamente toxico para as abelhas Apis mellifera e
ja foi apontado como uma possivel causa da mortalidade aguda desses insetos, por isso tem
sido dada atencdo especial a esse inseticida e seus residuos, pois ainda ha pouca informacéao
disponivel sobre os niveis de fipronil e seus metabdlitos para abelhas em campo.

Outro inseticida bastante utilizado na agricultura e muito toxico para as abelhas é o
imidacloprido, pertencente ao grupo quimico dos neonicotindides, que sdo derivados
sintéticos da nicotina, um composto alcaldide encontrado nas folhas de diversas plantas além
do tabaco (NPIC, 2010). O imidacloprido é utilizado nas culturas de abacaxi, abdbora,
abobrinha, alface, algoddo, alho, almeirdo, batata, berinjela, brdcolis, cana-de-aglcar, café,
fumo, uva, amendoim, arroz, aveia, cevada, feijao, milho, soja, trigo, cebola, chicéria, citros,
couve, couve-flor, crisintemo, gérbera, girassol, jil6, melancia, meldo, pepino, pimentéo,
repolho, soja, sorgo e tomate (MAPA, 2003).

Os neonicotindides sdo agonistas da acetilcolina e ligam-se aos receptores nicotinicos
desse neurotransmissor que estdo localizados nos neurbnios poOs-sinapticos. Os
neonicotindides, ao invés de serem hidrolisados pela acetilcolinesterase, como ocorre com a
acetilcolina, ndo sdo degradados imediatamente. Dessa forma, 0s impulsos nervosos sdo
transmitidos de forma continua e levam a hiperexcitacdo do sistema nervoso do inseto
(BUCKINGHAM et al.,, 1997; GALLO et al., 2002; SUCHAIL, DEBRAUWER e
BELZUNCES, 2003).
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Apesar da toxicidade dos fenilpirazois e dos neonicotindides ser bem estudada e
documentada em diversos organismos terrestres e aquaticos, pouco se sabe sobre os efeitos
fisioldgicos e comportamentais em doses subletais desses inseticidas nas abelhas (PEREIRA,
2010).

Em alguns casos, as abelhas sdo suscetiveis a exposicdo a diferentes grupos de
produtos quimicos, j& que, em uma mesma cultura pode haver diversas aplicagdes seguidas
umas as outras de diferentes tipos de inseticidas. Podem ser aplicadas concomitantemente, ou
ainda as abelhas podem visitar mais de uma cultura nas quais houve a pulverizacdo de
inseticidas pertencentes a distintos grupos. A presenga simultdnea de mais de um produto leva
a interacOes entre substancias que podem mudar drasticamente a natureza e a importancia dos
efeitos observados (BELZUNCES, TCHAMITCHIAN e BRUNET, 2012).

Um fator importante da mistura de agrotoxicos € que podem ocorrer interacdes
complexas, tais como o sinérgico (o efeito final € maior que a soma dos efeitos individuais), o
antagonico (o efeito final € menor que a soma dos efeitos individuais) e o aditivo (o efeito
final é igual a soma dos efeitos produzidos separadamente). Ha poucos estudos sobre os
efeitos combinados dessas substancias nas abelhas, mas em alguns casos, principalmente em
relacdo aos inseticidas, tém sido relatados que a toxicidade aumenta em até 100 vezes
(THOMPSON, 1996; PAOLIELLO e SILVA, 2004).

Estudo realizado por Sanchez-Bayo e Goka (2014), com abelhas Apis mellifera e
Bombus spp., indicou que o sinergismo do fungicida inibidor de ergosterol com os inseticidas
das classes piretroides e neonicotindides resulta em riscos muito elevados. A ingestdo de
pélen e mel contaminados requer maior preocupacdo com inseticidas sistémicos,
particularmente o imidacloprido, tiametoxam, clorpirifés e as misturas de cialotrina e o
fungicida inibidor de ergosterol. Dessa forma, as combinac¢des dessas substancias necessitam
de maior atencgdo ja que podem resultar em toxicidade sinérgica para as abelhas.

O entendimento dos mecanismos de interagdo entre inseticidas é muito importante
para a restricdo do uso de misturas definidas e também para a previsao de potencial toxicidade
das substancias desenvolvidas para as abelhas (GLAVAN e BOZIC, 2013).

A toxicidade de varias substancias, inclusive dos agrotoxicos, depende também do
tempo de exposi¢do. Alguns xenobioticos, como 0s inseticidas, permanecem certo tempo no
organismo do animal, mesmo que em baixas doses, e por isso podem ocasionar acumulo da
substancia em niveis que sdo suficientes para acarretar efeitos téxicos (CHASIN e
AZEVEDO, 2003). Além disso, moléculas que tem um tempo letal médio alto podem ser

mais perigosas uma vez que, ndo matando a abelha rapidamente, permite que esta volte a
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colénia, amplificando a contaminacdo. Dessa forma é necessario determinar o tempo letal
médio do fipronil e do imidacloprido, isoladamente e de forma associada, quando as abelhas
M. scutellaris sdo expostas a DLsy € a CLsp, bem como as suas respectivas doses e
concentracgdes subletais (DLso/10, DLso/100, CLsos10 € CLsosio0).

2. Material e Métodos

2.1. Coleta das abelhas

As abelhas utilizadas consistiram de operarias adultas (forrageiras) de Melipona
scutellaris que foram coletadas no meliponario do Instituto de Biociéncias da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” campus de Rio Claro. Foram utilizadas abelhas
operarias de trés col6nias diferentes para garantir a variabilidade genética. Cada grupo
experimental foi formado por trés repeticbes, com dez abelhas de cada colénia por gaiola,
totalizando 30 abelhas por grupo experimental. As coldnias escolhidas apresentaram
condigdes fisioldgicas normais, livre de doengas e uma rainha em franca postura. Os testes
foram realizados nos laboratérios do Centro de Estudos de Insetos Sociais do Instituto de
Biociéncias da UNESP de Rio Claro.

2.2. Determinacdo do tempo letal médio

Os procedimentos para a determinacdo da TLsp seguiram o protocolo da OECD
(19983, 1998b).

2.2.1 Determinacgéo da TLsg baseado na DLsy

Para preparar as doses a serem aplicadas nas abelhas, foram feitas diversas dilui¢cdes
dos inseticidas em acetona, separadamente. Foram preparadas duas cascatas de diluicdo, uma
para o fipronil e outra para o imidacloprido, sendo que estas iniciaram nas respectivas DLsg
estabelecidas, 0,41 ng i.a./uL (DLs do fipronil para Melipona scutellaris estabelecida por
Lourenco et al., 2012a) e 1,29 ng i.a./uL (DLs do imidacloprido para Melipona scutellaris
estabelecida no capitulo anterior?), e as concentracdes foram diminuidas em 10 e 100 vezes
para obter as sub-doses de ambos inseticidas.

2.2.1.1 Determinacdo da TLso baseada na DLsg dos inseticidas fipronil e imidacloprido
utilizados isoladamente

Para determinar a TLsy baseada na dose letal média e nas sub-doses, as abelhas
receberam aplicacdo tépica de 1uL de solugdo para cada um dos ingredientes ativos avaliados.
As doses do fipronil aplicadas nas abelhas foram: 0,0041 ng i.a./uL (DLsgn0o0); 0,041 ng
i.a./uL (DLsg/10) € 0,41 ng i.a./uL (DLsp). Para o imidacloprido, as doses aplicadas foram:

' DLso do imidacloprido para Melipona scutellaris estabelecida neste trabalho, no Capitulo 2.
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0,0129 ng i.a./uL (DLsg00); 0,129 ng i.a./ul (DLsoao) € 1,29 ng i.a./ul (DLsg). O grupo
controle ndo recebeu aplicacdo e o grupo controle solvente recebeu apenas acetona.

2.2.1.2 Determinacdo da TLso baseada na DLsg dos inseticidas fipronil e imidacloprido
utilizados de forma associada

Para estabelecer a TLso da mistura entre fipronil+imidacloprido baseado na dose letal
média desses inseticidas, foi aplicado no dorso das abelhas 1 uL de cada uma das substancias
testadas (Tabela 2). No grupo controle solvente foi aplicado somente acetona.

Ap0s as aplicacdes, as abelhas foram acondicionadas em potes plasticos de 250 mL no
qual havia um microtubo (tipo eppendorf) contendo alimento (agua e acgucar cristal 1:1 v/v)
sem contaminag&o.

Tabela 2: Doses de fipronil e imidacloprido aplicadas nas abelhas.

Fipronil Imidacloprido
(ng i.a./pL) * (ng i.a./pL)
DLso100 0,0041 + 0,0129
DLsono 0,041 + 0,129
DLsg 0,41 + 1,29

Fonte: Prépria do autor.

2.2.2 Determinacéo da TLsg baseado na CLsg

Para preparar as concentracGes a serem oferecidas as abelhas, foram feitas diversas
diluicbes dos inseticidas em alimento (agua e acucar cristal 1:1 v/v), separadamente. Foram
preparadas duas cascatas de dilui¢cdo, uma para o fipronil e outra para o imidacloprido, sendo
que estas iniciaram nas respectivas CLsy estabelecidas, 0,011 ng i.a./uL de dieta (CLsg
estabelecida por Lourenco et al., 2012b) e 0,81 ng i.a./uL de dieta (CLso do imidacloprido
para Melipona scutellaris estabelecida no capitulo anterior?), e as concentracdes foram
diminuidas em 10 e 100 vezes para obter as sub-concentracdes de ambos inseticidas.

2.2.2.1 Determinagdo da TLso baseada na CLs, dos inseticidas fipronil e imidacloprido
utilizados isoladamente

Para determinar a TLsy baseada na concentracdo letal media e nas sub-concentracoes,
as abelhas receberam alimento contaminado com os ingredientes ativos nas concentragdes
estabelecidas. As concentracGes de alimento contaminado com fipronil que as abelhas
receberam foram: 0,00011 ng i.a./uL de dieta (CLsg/100); 0,0011 ng i.a./uL de dieta (CLsg10) €

0,011 ng ia/uL de dieta (CLsp). As concentracbes de alimento contaminado com

? CLso do imidacloprido para Melipona scutellaris estabelecida neste trabalho, no Capitulo 2.
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imidacloprido que as abelhas receberam foram: 0,0081 ng i.a./ uL de dieta (CLsg/100); 0,081
ng i.a./ uL de dieta (CLsgio) e 0,81 ng i.a./ puL de dieta (CLsp). No grupo controle foi
oferecido somente alimento sem contaminacao.

2.2.2.2 Determinacdo da TLso baseada na CLsg dos inseticidas fipronil e imidacloprido
utilizados de forma associada

Para estabelecer a TLsy da mistura entre fipronil+imidacloprido baseado na
concentracdo letal média desses inseticidas, as abelhas receberam alimento contaminado pelas
duas substancias juntas (Tabela 3). No grupo controle foi oferecido somente alimento sem
contaminagéo.

As abelhas ficaram acondicionadas em potes plasticos com volume de 250 mL
perfurados na regido da tampa para que ocorra circulacdo de ar.

Tabela 3: ConcentracGes de fipronil (volume de 500 uL) e imidacloprido (volume de

500 uL) que foram adicionadas ao alimento.

Fipronil (ng i.a./pL de dieta) + Imidacloprido (ngi.a./pL de dieta)

500 pL 500 pL

CLso/100 0,00011 + 0,0081
CLsoino 0,0011 + 0,081
CLsg 0,011 + 0,81

Fonte: Propria do autor.

2.3. Andlise estatistica

Os testes foram conduzidos em estufa incubadora (B.O.D.) com temperatura de 28°C
1+ 1,0 e com 70% £ 5 de umidade relativa. As abelhas mortas foram contabilizadas a cada 24
horas até todos os individuos morrerem, inclusive os do grupo controle. Os dados foram
submetidos a analise estatistica de sobrevivéncia (Log-Rank) utilizando o programa
SigmaPlot (SYSTAT, 2008).

3. Resultados e Discussao

Os valores obtidos de TLsp baseados na DLs, topica, e nas sub-doses, do fipronil
foram: 94,4 horas (DLso), 148 horas (DLsoo) € 143,2 horas (DLsoi100) (Tabela 4 e Figura 4).
Para o imidacloprido, os valores encontrados foram: 41,6 horas (DLsp), 104 horas (DLsg/10) €
83,2 horas (DLso/100) (Tabela 4 e Figura 5).
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Tabela 4: Valores obtidos de TLsg, para a M. scutellaris, baseados na DLs, topica e
nas sub-doses dos inseticidas fipronil e imidacloprido.

.- TLso TLsoo TLso/100
Inseticidas (horas) 1.C.9505 (horas) 1.C.9500 (horas) 1.C.o505
; . 82,3- 121,9- 113,3-
Fipronil 94,4 106.5 148,0 174.0 143,2 173 1
Imidacloprido | 41,6 11,9-71,3 104 73,0-134,9 83,2 60,9-105,5

(DLso) dose letal média; (1.C.g5%) intervalo de confianca 95%.

Figura 4: Andlise de sobrevivéncia das abelhas M. scutellaris contaminadas pela DLsg
topica do fipronil.
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Figura 5: Andlise de sobrevivéncia das abelhas M. scutellaris contaminadas pela DLsg
topica do imidacloprido.

Os valores obtidos de TLso baseada na CLsg oral, e nas sub-concentragdes, do fipronil
foram: 78,4 horas (TLso), 104,8 horas (TLso10) € 107,2 horas (TLson00) (Tabela 5 e Figura 6).

Para o imidacloprido, os valores encontrados foram: 42,4 horas (CLsp), 62,4 horas (CLsg/10) €
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204,8 horas (CLso100) (Tabela 5 e Figura 7).

Tabela 5: Valores obtidos de TLso, para a M. scutellaris, baseados na CLsg oral e nas

sub-concentracgdes dos inseticidas fipronil e imidacloprido.

Inseticidas (fi)lF;OS) 1.C.9505 (cr:ll(;?%/.g 1.C.9500 %h%)sl?gg)o 1.C.o505
Fipronil 78,4 70,6-86,2 | 104,8 | 96,8-112,8 | 107,2 | 98,2-116,1
Imidacloprido | 42,4 35,4-49,4 62,4 51,9-72,9 204,8 | 147,9-261,7
(CLso) concentracdo letal média; (1.C.g50) intervalo de confianga 95%.
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Figura 6: Andlise de sobrevivéncia das abelhas M. scutellaris contaminadas pela CLsg

oral do fipronil.
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Figura 7: Andlise de sobrevivéncia das abelhas M. scutellaris contaminadas pela CLsg
oral do imidacloprido.
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Esses dados mostram que o inseticida imidacloprido, mesmo apresentando DLsy e
CLso maior que a do fipronil, ou seja, € menos toxico para as abelhas M. scutellaris, possui
TLso menor (exceto para a TLsg00 baseado na CLsp). Isso indica que o imidacloprido é capaz
de matar as abelhas contaminadas em um tempo menor que o fipronil.

A mortalidade, ap6s 24 horas de inicio do teste da TLso, foi de 86% das abelhas
contaminadas topicamente pela DLsy do imidacloprido, enquanto que, para a contaminacéo
topica pela DLsp do fipronil, foi de 13%. O mesmo acontece para a contaminacao via oral pela
concentracdo letal. A mortalidade das abelhas contaminadas pelo imidacloprido, apés 24
horas, foi de 46% e pelo fipronil, foi de 6%.

Suchail, Debrauwer e Belzunces (2003) realizaram um estudo com Apis mellifera
sendo tratadas via oral com imidacloprido em dose unica de 20 e 50 pg/kg de abelha. Os
autores identificaram que a meia-vida desse inseticida no organismo das abelhas foi de 5
horas, sendo o composto metabolizado rapidamente em 5-hidroxiimidacloprido e olefina.
Esses autores verificaram que 5-hidroxiimidacloprido e olefina apresentam toxicidade aguda
proxima ao imidacloprido, sendo a olefina mais toxica que 5-hidroxiimidacloprido. Para eles,
a mortalidade de A. mellifera foi devido ao aumento desses metabolitos em comparagdo com
imidacloprido original que diminuiu com o tempo, e foi relacionada com 0s sintomas iniciais

de neurotoxicidade. Esse trabalho corrobora com o estudo realizado por Suchail, Guez e
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Belzunces (2001) que estabelece a DLsy; dos metabdlitos do imidacloprido (5-
hidroxiimidacloprido, 4,5-dihidroxiimidacloprido, desnitro imidacloprido, 4acido 6-
cloronicotinico, olefina e derivado de ureia). Apenas o 5-hidroxiimidacloprido e a olefina
apresentaram DLsp proxima ao do imidacloprido para A. mellifera, que foram de 258
ng/abelha (48 horas), 28 ng/abelha (48 horas) e 60 ng/abelha (48 horas), respectivamente.

Nauen et al. (1998, 1999), demonstraram que a olefina é 16 vezes mais ativa que o
imidacloprido, quando administrada via oral, para as espécies Myzus persicae (pulgdo do
péssego) e Aphis gossypii (pulgdo do algodoeiro), aléem de ser mais ativa também para a
mosca branca de algod&o (Bemisia tabaci).

Dessa forma, a elevada toxicidade de 5-hidroxiimidacloprido e, principalmente, da
olefina podem contribuir com a rapida mortalidade de M. scutellaris, em relacdo ao fipronil.

Diferentemente do que ocorre com as abelhas contaminadas pelo imidacloprido,
aquelas que receberam fipronil, demoraram mais tempo para apresentar sintomas de
intoxicacdo e morte. Esse fator pode ser ocasionado devido a penetragdo mais lenta do fipronil
no tegumento do inseto e da acdo tardia de seus metabdlitos (DURHAM, SIEGFRIED e
SCHARF, 2002). Pelo fato do fipronil ser mais lento para matar as abelhas, uma vez
contaminadas durante o forrageamento, esses insetos retornam a col6nia transportando o
inseticida e amplificando a contaminacdo. Por outro lado, a rapida mortalidade ocasionada
pelo imidacloprido faz com que as abelhas muitas vezes ndo consigam retornar a col6nia e
dessa forma, evitam contaminar outras abelhas com o inseticida. Porém, ocorre a diminuicédo
do nimero de abelhas forrageiras, o que também pode comprometer o funcionamento da
colonia.

Estudo realizado por Aliouane et al. (2009) com A. mellifera contaminada via topica e
oral com fipronil, verificou que na dose de 0,1 ng/abelha os individuos morreram ap6s 7 dias
do inicio do tratamento. Comparando com esse estudo, M. scutellaris teve 100% de
mortalidade no 12° dia, contaminadas topicamente, e no 6° dia, contaminadas via oral com o
fipronil.

Segundo Zhao et al. (2005), tanto o fipronil quanto seu metabolito sulfona, facilmente
formado, blogueiam os canais de cloro-glutamato (GIuCls) no sistema nervoso central dos
insetos, causando hiperexcitacdo e morte. Fang et al. (2008), estudando a susceptibilidade ao
fipronil de duas espécies de larvas (Chilo suppressalis e Sesamia inferens) que atacam o
arroz, observaram que a toxicidade da sulfona e do sulfeto foram maiores do que a do fipronil.
Dessa forma, os metabdlitos do fipronil também apresentam toxicidade para os insetos, assim

como os metabolitos do imidacloprido.
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O fipronil e o imidacloprido também podem agir de forma combinada nas abelhas
devido a exposic¢do do inseto a ambos inseticidas. Dessa maneira, 0s valores obtidos de TLsg
baseado na DLs tOpica, e nas sub-doses, para a combinacgéo entre o fipronil e o imidacloprido,
foram: 60,8 horas (DLsp), 116,8 horas (DLso0) € 156,8 horas (DLsg100) (Tabela 6 e Figura 8).

Tabela 6: Valores obtidos de TLso, para a M. scutellaris, baseados na DLsg topica e
nas sub-doses dos inseticidas fipronil e imidacloprido de forma combinada.

. DLso DLso/10 DLsor100
Inseticidas (horas) 1.C.950 (horas) 1.C.9504 (horas) 1.C.950
Fipronil
+ 60,8 41,6-80,0 116,8 83,5-150,0 156,8 | 115,4-198,2
Imidacloprido

(DLsp) dose letal média; (1.C.gs0) intervalo de confianca 95%.
Tabela 7: Comparagdo entre os valores obtidos de TLsp, para a M. scutellaris,
baseados na DLs topica dos inseticidas fipronil e imidacloprido isolados e associados.

. DLso DLsoo DL so/100
Inseticidas (horas) 1.C.o506 (horas) 1.C.9506 (horas) 1.C.o505
: . 82,3- 121,9- 113,3-
Fipronil 94,4 1065 148,0 174.0 143,2 1731
Imidacloprido | 41,6 11,9-71,3 104 73,0-134,9 83,2 60,9-105,5
Fipronil 115 4-
+ 60,8 41,6-80,0 116,8 83,5-150,0 156,8 '
. . 198,2
Imidacloprido

(DLso) dose letal média; (1.C.g59) intervalo de confianga 95%.
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Figura 8: Andlise de sobrevivéncia das abelhas M. scutellaris contaminadas pela DLsg
topica do fipronil e do imidacloprido simultaneamente.
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Para a combinacdo entre o fipronil e o imidacloprido, os valores de TLsy baseado na
CLso oral, e nas sub-concentragdes, foram: 60,8 horas (CLsg), 124,8 horas (CLsoa0) € 168,8
horas (CLso100) (Tabela 8 e Figura 9).

Tabela 8: Valores obtidos de TLso, para a M. scutellaris, baseados na CLs oral e nas

sub-concentracgdes dos inseticidas fipronil e imidacloprido de forma combinada.

.~ Clso CLsoo CLsor100
Inseticidas (horas) 1.C.9505 (horas) 1.C.9500 (horas) 1.C.o505
Fipronil
+ 60,8 51,0-70,6 124,8 | 100,4-149,2 | 168,8 | 152,0-185,6
Imidacloprido

(CLsp) concentracdo letal média; (1.C.gs%) intervalo de confianca 95%.
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Tabela 9: Comparagdo entre os valores obtidos de TLsp, para a M. scutellaris,

baseados na CLsg topica dos inseticidas fipronil e imidacloprido isolados e associados.

Inseticidas (}SEJI;;OS) 1.C.o50 (C;IIE?ZS 1.C.950 %h%)slf)g:)o 1.C.9500
Fipronil 78,4 70,6-86,2 [ 104,8 96,8-112,8 107,2 | 98,2-116,1
Imidacloprido | 42,4 35,4-49,4 62,4 51,9-72,9 204,8 | 147,9-261,7
Fipronil
+ 60,8 51,0-70,6 | 124,8 | 100,4-149,2 | 168,8 | 152,0-185,6
Imidacloprido

(CLsp) concentracdo letal média; (1.C.gs%) intervalo de confianca 95%.

Figura 9: Andlise de sobrevivéncia das abelhas M. scutellaris contaminadas pela CLs

oral do fipronil e do imidacloprido simultaneamente.

0%
—A— Controle
4 —&— TL50/100
- TL50/10
¢ TL50
0,8 —
0,6 —
©
2
>
3 + ]
0,4 — o 4
]
T [ B
0,2 — ]
L3 4
(|
1 o B
00 +—F—+—+—+—T+—+—+T+—+ B+ A
0 100 200 300 400 50(
Time (hours)




54

Tabela 10: Comparacbes maltiplas pareadas entre os tratamentos (método de Holm-

Sidak) para a TLsy baseada na contaminacdo tdpica dos inseticidas fipronil e imidacloprido

associados
Controle Controle acetona DLso/100 DLso/10 DLsg
Controle * * *
Controle acetona * *
DLso/100 * * *
DLso10 * * * *
D L50 * * * *

*hé diferenca significativa estatistica entre as curvas de sobrevivéncia (P<0,001).

Tabela 11: Comparac6es mdaltiplas pareadas entre os tratamentos (método de Holm-

Sidak) para a TLsy baseada na contaminacdo oral dos inseticidas fipronil e imidacloprido

associados
Controle CLso/100 CLsoo CLso
Controle * *
CLsor100 *
CLsono * *
CLso * * *

*hé diferenca significativa estatistica entre as curvas de sobrevivéncia (P = <0,001).

Esses dados mostram que, para a TLsp dos inseticidas combinados, baseada na
contaminacdo via topica (Tabela 10), houve diferenca significativa (P<0,001) entre todos 0s
tratamentos. Em relacdo a TLso, dos inseticidas combinados, baseada na contaminacdo via
oral (Tabela 11), ndo houve diferenca significativa (P>0,001) entre o controle e a dose sub-
letal mais baixa (TLso100) € entre as duas sub-letais (TLson1o € TLsonoo). Dessa maneira, tanto
na contaminacg&o tépica quanto na oral, houve diferenca entre as doses/concentracdes letais e
0 controle.

Por isso, pode-se inferir que ndo ocorreu sinergismo entre essas moléculas, ja que a
combinagdo entre os dois inseticidas ndo ocasionou a mortalidade das abelhas mais
rapidamente. A acdo conjunta do fipronil e do imidacloprido acelerou a mortalidade das
abelhas em relacdo aquelas que foram submetidas apenas ao fipronil, e retardou a mortalidade

daquelas que foram contaminadas pelo imidacloprido isolado.
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Figura 10: Anélise de sobrevivéncia das abelhas M. scutellaris comparando a TLs,

baseada na contaminacdo via topica, do fipronil, imidacloprido e fipronil+imidacloprido.
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Figura 11: Anélise de sobrevivéncia das abelhas M. scutellaris comparando a TLsy,

baseada na contaminagéo via oral, do fipronil, imidacloprido e fipronil+imidacloprido.

0,6 —

Survival

0,4 —

0,2 —

0,0

—e— TLgq Fipronil
—m— TLgq Imidacloprido
A— Tlgg Fip+imida

20

I I
40 60 80

Time (hours)

100 120 140

Através das Figuras 10 e 11, observa-se que a TLso da combinacao entre o fipronil e o

imidacloprido, tanto em contaminacao via topica ou via oral, apresenta valores intermediarios

entre a TLsp do fipronil e do imidacloprido. Isso também ocorre para as doses e concentraces

subletais.

Tabela 12: Comparagdes multiplas pareadas entre os tratamentos (método de Holm-

Sidak) para a TLsy baseada na contaminacdo topica dos inseticidas fipronil e imidacloprido

isolados e associados

DLso fipronil

DL50 DL5o DI—50
fipronil imidacloprido fipronil+imidacloprido
*

DLso imidacloprido

DLso

fipronil+imidacloprido

*ha diferenca significativa estatistica entre as curvas de sobrevivéncia (P = <0,001).
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Tabela 13: Comparacfes multiplas pareadas entre os tratamentos (método de Holm-
Sidak) para a TLsy baseada na contaminagéo oral dos inseticidas fipronil e imidacloprido

isolados e associados

Clsg CLso Clso
fipronil imidacloprido fipronil+imidacloprido
CLso fipronil * *
CLso imidacloprido * *
CLso
* *
fipronil+imidacloprido

*hé diferenca significativa estatistica entre as curvas de sobrevivéncia (P = <0,001).

As Tabelas 12 e 13 apresentam que ha diferenca significativa (P=<0,001) entre os trés
tratamentos baseados na contaminacéo oral (fipronil — 78,4 horas, imidacloprido — 42,4 horas
e fipronil+imidacloprido — 60,8 horas). Em relagdo a contaminacgdo topica, houve diferenca
significativa apenas entre a TLsy dos inseticidas individuais (fipronil — 94,4 horas e
imidacloprido — 41,6 horas), ou seja, entre a combinacdo dos compostos
(fipronil+imidacloprido — 60,8 horas) e o fipronil/imidacloprido isolados n&o apresentou
diferenga.

Esses resultados diferiram daqueles encontrados na literatura, porém com outros
compostos. Nasirian (2008), estudando o fipronil e o imidacloprido em isca gel contra uma
espécie de barata, Blattella germanica, observou que esses inseticidas foram altamente
efetivos no controle desse inseto, uma vez que a pulverizacdo por inseticidas piretréides ndo
foi eficaz. Nesse trabalho, a toxicidade dos inseticidas combinados foi alta, embora néo tenha
realizado testes com o0s compostos isolados. Johnson et al. (2013), estudando diversas
associacOes entre acaricidas, fungicidas e compostos antimicrobianos em Apis mellifera,
verificaram que ocorreu aumento de 5 vezes da toxicidade do tau-fluvalinato (piretroide) pelo
amitraz, através da comparacao entre a DLs, topica das substancias isoladas e das substancias
associadas. InteracBes entre formamidinas e piretroides sdo conhecidas em outros insetos e
pode ser devido a sinergia no local alvo através de ligacdo cooperativa, ou por meio da
inibicdo de desintoxicacdo do piretréide (LIU e PLAPP, 1992; USMANI, ABD-ELGHAFAR
e KNOWLES, 1995).

Johnson et al. (2013) propuseram que as interagdes sinérgicas ocorrem quando 0s
compostos possuem diferentes modos de acdo, mas algumas experiéncias em insetos sugerem
que o sinergismo é também possivel para as substancias que possuem o0 mesmo modo de acéo,

tais como sinapse colinérgica. Segundo Thompson (1996), o efeito sinérgico poderia ser
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explicado pelo aumento da resposta no local quando as substancias envolvidas tém alvos
semelhantes. De acordo com esse autor, pode-se inferir que a combinagéo entre fipronil e
imidacloprido nao apresentou efeito sinérgico por possuirem modo de acdo diferentes.

Moores et al. (2012), também estudaram o piretroide tau-fluvalinato, porém agindo
junto com o butdxido de piperonilo (PBO), com o objetivo de verificar se essa mistura seria
eficiente para controlar o besouro (Meligethes aeneus) e, concomitantemente, ndo causar
efeitos adversos nas abelhas. Os autores concluiram que, em baixa concentracdo (100 ppm, ou
seja, 1 ng/uL), o piretroide é capaz de controlar com eficiéncia o besouro e ndo prejudicar as
abelhas, mesmo que utilizado junto com o PBO.

Em outros estudos, o fipronil e o imidacloprido ndo apresentaram toxicidade em
combinagbes com outras substancias. Min et al. (2014), realizaram estudo com nove
inseticidas, dentre eles o imidacloprido e o fipronil, para selecionar compostos adequados que
controlem a Nilaparvata lugens (praga do arroz). Os autores fizeram também a correlacéo
entre os inseticidas. Os resultados obtidos por eles foram: baixa correlagdo entre o0s
neonicotindides, sugerindo a existéncia de mecanismos de resisténcia diferentes; nenhuma
correlacdo entre o fipronil e os outros inseticidas, por isso, segundo os autores, o fipronil pode
ser considerado inseticida ideal para controlar esse inseto.

Estudo realizado por Iwasa et al. (2004), utilizando A. mellifera, demonstrou que,
qguando as abelhas foram contaminadas topicamente pelo imidacloprido e por outros 3
inseticidas (PBO, triflumizol e propiconazol), ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos, ou seja, ndo ocorreu efeito sinérgico entre o imidacloprido e as outras
substancias.

Segundo Johnson et al. (2013), efeitos interativos entre compostos sdo observados
quando a toxicidade de uma combinacdo de agrotoxicos € mais ou menos toxico do que o
esperado com base na toxicidade do componente mais toxico. Sendo assim, esperava-se que 0
fipronil (inseticida mais toxico para a M. scutellaris que o imidacloprido) aumentasse a
toxicidade da outra substancia. Porém, o fipronil retardou os efeitos do imidacloprido,
provocando a morte das abelhas em um tempo maior do que se estivessem contaminadas
apenas com o neonicotinoide.

4. Conclusdo

Diante desses resultados, a combinacdo dos inseticidas fipronil e imidacloprido ndo
apresentou efeito sinérgico para as abelhas M. scutellaris, porém adiantou o tempo de
mortalidade em relagdo ao fipronil e retardou em relacdo ao imidacloprido quando comparado

com os resultados da TLsg dos inseticidas isolados.



59

Se esses resultados também forem empregados para outros insetos, ndo seria viavel a
utilizacdo do fipronil e do imidacloprido de forma combinada para controlar determinada
praga, uma vez que nao possuem acdo sinergica e, portanto, seria um investimento maior
utilizar dois inseticidas ao invés de apenas um.

Em relacdo as abelhas, o fato de ndo ocorrer sinergismo entre o fipronil e o
imidacloprido é algo positivo levando em consideragdo que, se esses insetos quando saem das
colbnias para o forrageamento sdo contaminadas com os inseticidas, elas morrem antes de
retornar a coldnia e com isso deixam de expandir a contaminacdo para os outros individuos.
Porém isso também pode ser algo negativo, ja que as coldnias vdo perder vérias abelhas e
dessa forma podera ocorrer prejuizo nas atividades de manutencéo da col6nia e também na
polinizacdo, devido a baixa frequéncia desses polinizadores que visitam as flores.

Esses resultados sdo relevantes uma vez que na regido do estado de Sdo Paulo a
utilizacdo de fipronil e imidacloprido € expressiva principalmente na cultura de cana-de-
acucar e por ser um local onde a espécie M. scutellaris é bem adaptada. Dessa forma, a
utilizacdo dos inseticidas estudados pode influenciar a sobrevivéncia dessa espécie, ja que sdo
substancias toxicas tanto agindo de forma isoladas quanto de forma combinada.

5. Agradecimentos

Esse trabalho teve apoio da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo Paulo
(FAPESP) (Processo n° 2013/20666-3) e suporte financeiro (Processo n® 2012/50197-2).

Referéncias Bibliogréaficas

ALIOUANE, Y. et al. Subchronic exposure of honeybees to sublethal doses of pesticides:
effects on behavior. Environmental Toxicology and Chemistry, v. 28, n. 1, p. 113-122,
2009.

BELZUNCES, L. P.; TCHAMITCHIAN, S.; BRUNET, J. L. Neural effects of insecticides in
the honey bee. Apidologie, Franca, n. 43, p. 348-370, 2012.

BLACQUIERE, T. et al. Neonicotinoids in bees: a review on concentrations, side-effects and
risk assessment. Ecotoxicology, v. 21, n. 4, p. 973-992, 2012.

BUCKINGHAM, S. D. et al. Imidacloprid actions on insect neuronal acetylcholine receptors.
The Journal of Experimental Biology, Cambridge, v. 200, n. 21, p. 2685-2692, 1997.

CHASIN, A. A. M.; AZEVEDQO, F. A. Intoxicagdo e avaliacdo da toxicidade. In:
(Coord.). As bases toxicoldgicas da ecotoxicologia. S&o Carlos: Rima, 2003. p. 127-163.

CHAUZAT, M. P. et al. An assessment of honeybee colony matrices, Apis mellifera
(Hymenoptera: Apidae) to monitor pesticide presence in continental France. Environmental
Toxicology and Chemistry, New York, v. 30, n. 1, p. 103-111, 2011.



60

CONNELY, P. Environmental fate of fipronil. Environmental Monitoring Branch,
Department of Pesticide Regulation, California Environmental Proteccion Agency, 17p., dez.,
2001. Disponivel em: <http://www.cdpr.ca.gov/docs/emon/pubs/enfate_archive/fipronil.pdf>.
Acesso em: 23 jun. 2014.

DURHAM, E. W.; SIEGFRIED, B. D.; SCHARF, M. E. In vivo and in vitro metabolism of
fipronil by larvae of the European corn borer Ostrinia nubilalis. Pest Management Science,
v.58, p.799-804, 2002.

FANG, Q. et al. Differential Fipronil Susceptibility and Metabolism in Two Rice Stem Borers
from China. Journal of Economic Entomology, v.101, n.4, p.1415-1420, 2008.

GALLO, D. et al. Entomologia agricola. Piracicaba: FEALQ, 2002. 920p.

GLAVAN, G.; BOZIC, J. The synergy of xenobiotics in honey bee Apis mellifera:
mechanisms and effects. Acta Biologica Slovenica, Liubliana, v.56, n.1, p.11-25, 2013.

GOULSON, D. Review: An overview of the environmental risks posed by neonicotinoid
insecticides. Journal of Applied Ecology, v. 50, n. 4, p. 977-987, 2013.

IWASA, T. et al. Mechanism for the differential toxicity of neonicotinoid insecticides in the
honey bee, Apis mellifera. Crop Protection, Oxford, v. 23, n. 5, p. 371-378, 2004.

JACOB, C. R. O. et al. Acute Toxicity of Fipronil to the Stingless Bee Scaptotrigona postica
Latreille. Bull Environ Contam Toxicol, v. 90, p. 69-72, 2013.

JOHNSON, R. M. et al. Acaricide, Fungicide and Drug Interactions in Honey Bees (Apis
mellifera). Plosone, v.8, n.1, p.1-10, 2013.

LIU, M. Y.; PLAPP, F. W. Jr. Mechanism of formamidine synergism of pyrethroids. Pestic
Biochem Physiol, v.43, p.134-140, 1992.

LOURENCO, C. T. et al. Determination of fipronil LDs, for the brazilian bee Melipona
scutellaris. In: INTERNATIONAL SYMPOSIUM OF THE ICP-BR BEE PROTECTION
GROUP, 11., 2011, Wageningen. Abstracts... Wageningen: Julius-Kuhn-Archiv, 2012a, p.
174-178.

LOURENCO, C. T. et al. Oral Toxicity of Fipronil Insecticide Against the Stingless Bee
Melipona scutellaris (Latreille, 1811). Bull Environ Contam Toxicol, n. 89, p. 921-924,
2012b.

MIN, S. et al. Insecticide resistance monitoring and correlation analysis to select appropriate
insecticides against Nilaparvata lugens (Stal), a migratory pest in Korea. Journal of Asia-
Pacific Entomology, v.17, p.711-716, 2014.

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO. Agrofit: Sistema
de Agrotoxicos Fitossanitarios. 2003. Disponivel em:
<http://extranet.agricultura.gov.br/agrofit_cons/principal_agrofit_cons>. Acesso em: 23 jun.
2014.



61

MOMMAERTS, V. et al. Risk assessment for side-effects of neonicotinoids against
bumblebees with and without impairing foraging behavior. Ecotoxicology, v. 19, n. 1, p. 207-
215, 2010.
MOORES, G. D. et al. The effect of a piperonyl butoxide/taufluvalinatemixture on pollen
beetle (Meligethes aeneus) and honey bees (Apis mellifera). Pest Manag Sci, v.68, p.795-
800, 2012.

NASIRIAN, H. Rapid Elimination of German Cockroach, Blatella germanica, by Fipronil
and Imidacloprid Gel Baits. Iranian J Arthropod-Borne Dis, v.2, n.1, p.37-43, 2008.

NATIONAL PESTICIDE INFORMATION CENTER - NPIC. Fipronil: Technical fact sheet.
11p., jan. 2009. Disponivel em: <http://npic.orst.edu/factsheets/fiptech.pdf>. Acesso em 25
jun. 2014.

NATIONAL PESTICIDE INFORMATION CENTER - NPIC. Imidacloprido: Technical fact
sheet. 14p., abr. 2010. Disponivel em: <http://npic.orst.edu/factsheets/imidacloprid.pdf >.
Acesso em 25 jun. 2014.

NAUEN, R. et al. Efficacy of Plant Metabolites of Imidacloprid against Myzus persicae and
Aphis gossypii (Homoptera: Aphididae). Pesticide Science, v.52, p.53-57, 1998.

NAUEN, R. et al. Whitefly-active metabolites of imidacloprid: biological efficacy and
translocation in cotton plants. Pesticide Science, v.55, p.265-271, 1999.

OECD GUIDELINES FOR THE TESTING OF CHEMICALS, SECTION 2, EFFECTS
ON BIOTIC SYSTEMS. Honeybees, Acute Contact Toxicity Test, n.214, set. 1998a. 7p.

OECD GUIDELINES FOR THE TESTING OF CHEMICALS, SECTION 2, EFFECTS
ON BIOTIC SYSTEMS. Honeybees, Acute Oral Toxicity Test, n.213, set. 1998b. 8p.

PAOLIELLO, M. M. B.; SILVA, E. S. Toxicodindmica. In: AZEVEDO, F. A.; CHASIN, A.
A. M. (Coord.). As bases toxicoldgicas da ecotoxicologia. Sdo Carlos: Rima, 2004, p.93-
114.

PEREIRA, A. M. Efeitos de inseticidas na sobrevivéncia e no comportamento de abelhas.
2010. 125f. Tese (Doutorado em Ciéncias Bioldgicas) — Instituto de Biociéncias,
Universidade Estadual Paulista, Rio Claro, 2010.

POTTS, S. G. et al. Global pollinator declines: trends, impacts and drivers. Trends in ecology
& evolution, v. 25, n. 6, p. 345-353, 2010.

SANCHEZ-BAYO, F.; GOKA, K. Pesticide Residues and Bees—A Risk Assessment. PloS
ONE, v. 9, n. 4, 2014.

SOARES, H. M. et al. Toxicity of Imidacloprid to the Stingless Bee Scaptotrigona postica
Latreille, 1807 (Hymenoptera: Apidae). Bull Environ Contam Toxicol, 2015.

SUCHAIL, S.; GUEZ, D.; BELZUNCES, L. P. Characteristics of imidacloprid toxicity in two
Apis mellifera subspecies. Environmental Toxicology and Chemistry, Pensacola, v. 19, n.
7, p. 1901-1905, 2000.



62

SUCHAIL, S; DEBRAUWER, L; BELZUNCES, L. P. Metabolism of imidacloprid in Apis
mellifera. Pest Management Science, West Sussex, v.60, n.3, p. 291-296, mar. 2003.

SYSTAT SigmaPlot: programa de analise estatistica. Versdo 11.0.1. [S.l.]: Systat Software,
2008.

THOMPSON, H. M. Interactions between pesticides; a review of reported effects and their
implications for wildlife risk assessment. Ecotoxicology, v.5, p.59-81, 1996.

USMANI, A. K.; ABD-ELGHAFAR, S. F.; KNOWLES, C. O. Amitraz effect on the
pharmacokinetics of permethrin in Helicoverpa zea (Lepidoptera: Noctuidae). J Econ
Entomol, v.88, p.1580-1585, 1995.

ZHAO, X. et al. Sulfone Metabolite of Fipronil Blocks y-Aminobutyric Acid- and Glutamate-
Activated Chloride Channels in Mammalian and Insect Neurons. The Journal of
Pharmacology and Experimental Therapeutics, v.314, n.1, p. 363-373, 2005.



63

7. Discusséao Geral
Os resultados obtidos neste trabalho mostram, através da determinacdo da DLsy e da

CLso, que o inseticida imidacloprido € altamente toxico para a abelha Melipona scutellaris.
Essa espécie € mais sensivel ao neonicotindide do que a Apis mellifera. Esse resultado
corrobora com outros estudos que demonstram a maior sensibilidade das abelhas nativas em
relacdo a A. mellifera africanizada quando expostas ao imidacloprido e também ao fipronil
(LOURENCGCO et al., 2012a; LOURENCO et al., 2012b; JACOB et al., 2013; SOARES et al.,
2015) (Tabela 14).

Tabela 14: Comparacdo entre os valores de DLsy topico do fipronil e do

imidacloprido para espécies de abelhas nativas e Apis mellifera

DLso da espécie DLsg A.
Espécies Inseticida nativa mellifera Referéncia
(ng/abelha) (ng/abelha)
) ) LOURENCO etal.,
fipronil 0,41 (48 h) 4-12
2012a
Mellipona
scutellaris o . 2,41 (24 h) 49-102 .
imidacloprido Dados proprios
1,29 (48 h) 49-102
fipronil 0,54 (24 h) 4-12 JACOB et al., 2013
Scraptotrigona
ostica 25,21 (24 h) 49-102
P imidacloprido SOARES et al., 2015
24,46 (48 h) 49-102

Vaérios fatores interferem na toxicidade de inseticidas para os insetos, tais como, idade
e fisiologia dos individuos, nutricdo, doencas infecciosas, condigdes ambientais, entre outros
(DECOURTYE et al., 2004; VIDAU et al., 2001).

Comparando os resultados obtidos para 24 horas com os obtidos para 48 horas,
verifica-se que para 48 horas a toxicidade do imidacloprido é maior que para 24 horas.
Segundo Soares (2012), quanto mais tempo a abelha permanece em contato com o inseticida
menor a dose necessaria para causar danos, uma vez que, a exposicdo constante impede seu

organismo de se recuperar.
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Além disso, observa-se que a M. scutellaris é mais sensivel ao fipronil do que ao
imidacloprido (LOURENCO et al., 2012a; LOURENCO et al., 2012b). PEREIRA (2010),
estudando a toxicidade do fipronil para a A. mellifera, verificou que esse inseticida possui
valor de DLsy muito baixo, menor que o acetamiprido e o tiametoxam, ou seja, o fipronil €
muito toxico para as abelhas.

Essas substancias, que em altas doses matam as abelhas, sdo muito toxicas também em
baixas concentracGes, causando efeitos subletais, tais como: reducdo da movimentacao e da
mobilidade, diminui¢do da capacidade de comunicacdo e de aprendizagem, dificuldades de
retorno a coldnia, alteracGes no comportamento de forrageamento e na polinizacao, sendo que
todos esses fatores podem prejudicar a manutencdo da colénia (BORTOLLI et al., 2003;
DECOURTYE et al., 2005).

Souza (2009) estudou os efeitos do inseticida fipronil no comportamento de
locomocéo, aprendizado olfatério e memoria de abelhas A. mellifera tratadas topicamente
com as doses 0,1; 0,5 e 1,0 ng/abelha. Ele observou que o grupo tratado com a maior dose de
fipronil (1,0 ng/abelha) apresentou deficiéncia na locomocdo das abelhas, aprendizado e
memorizacdo, sendo que para as menores doses (0,1 e 0,5 ng/abelha) as abelhas também
mostraram alteracGes comportamentais, porém de forma menos acentuada.

El Hassani et al. (2005), que também estudou os efeitos do fipronil em A. mellifera,
teve como resultado efeitos nédo lineares sobre o comportamento quando as abelhas foram
submetidas a concentragdes crescentes de fipronil. Para esses autores, o resultado obtido pode
ser devido ao fato de que o fipronil afeta diferentes receptores com afinidades distintas para
cada um deles. Sendo assim, a menor concentracdo de fipronil (0,1 ng/abelha) pode bloquear
0 primeiro receptor provocando efeitos comportamentais e, em seguida, a concentragcdo mais
alta (1,0 ng/abelha) poderia bloguear outro receptor que antagoniza os efeitos do primeiro.
Outra possivel explicacdo seria que este efeito ndo linear também poderia ser devido aos
diferentes metabolitos do fipronil.

Em relacdo ao imidacloprido, Decourtye et al. (2004) relataram que esse inseticida
reduziu a percepcdo olfativa e a atividade de voo em abelhas operérias de A. mellifera
expostas a doses subletais.

Todas essas alteragcbes influenciam no comportamento de forrageamento e,
consequentemente, na polinizacédo, alterando dessa maneira a manutencao das col6nias, seja
de A. mellifera ou de abelhas nativas.

No presente estudo, também foi realizado testes de TLsy com os inseticidas fipronil e

imidacloprido, utilizados de forma isolada e associados. O tempo letal médio obtido para o
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fipronil foi maior que o valor encontrado para o imidacloprido, quando a TLs foi baseada na
contaminacgdo tdépica e oral. Isso significa que o inseticida neonicotindide foi capaz de matar
mais rapidamante as abelhas, mesmo sendo menos toxico que o fipronil.

Uma possivel explicacdo para isso seria que o imidacloprido, no organismo da abelha,
possui a meia-vida de 5 horas, sendo o composto metabolizado rapidamente em 5-
hidroxiimidacloprido e olefina (SUCHAIL, DEBRAUWER e BELZUNCES, 2003). De
acordo com alguns autores (NAUEN et al., 1998; NAUEN et al., 1999; SUCHAIL, GUEZ e
BELZUNCES, 2000), esses metabolitos podem ser mais tdxicos para 0s insetos do que o
proprio imidacloprido. Sendo assim, a répida metabolizacdo acelerou a mortalidade da M.
scutellaris devido a elevada toxicidade dos metabolitos do imidacloprido.

Em relacdo ao fato das abelhas contaminadas com o fipronil demorarem mais tempo
para apresentar sintomas de intoxicacdo e morte, pode estar ligada a penetracdo mais lenta do
fipronil no tegumento do inseto e da acdo tardia de seus metabolitos (DURHAM,
SIEGFRIED e SCHARF, 2002).

Sendo assim, as abelhas expostas ao fipronil durante o forrageamento retornam para a
colénia transportando o inseticida e amplificando a contaminacdo. Por outro lado, a rapida
mortalidade ocasionada pelo imidacloprido faz com que as abelhas muitas vezes néo
consigam retornar a colbnia e dessa forma, evitam contaminar outras abelhas com o
inseticida.

Quando os inseticidas fipronil e imidacloprido foram utilizados de forma associada era
esperado que a TLsp apresentasse um baixo valor, ja que os dois inseticidas sdo muito toxicos
para a M. scutellaris, dessa forma, o fipronil poderia potencializar o efeito do imidacloprido.
A TLso da combinacédo entre o fipronil e o imidacloprido, tanto em contaminacéo via tépica
guanto via oral, apresentou valores intermediarios entre a TLso do fipronil e do imidacloprido,
isolados. Entéo, de acordo com os valores obtidos, ndo ocorreu sinergismo e sim diminuicéo
da toxicidade apresentada pelo imidacloprido.

Observou-se também, nesse trabalho, que quanto menor o valor de DLsy ou CLsp, 0u
seja, maior toxicidade do inseticida, menor o tempo necessario para ocasionar a mortalidade
das abelhas. A TLsy baseada na DLsy e na ClLsy, de ambos os inseticidas (isolados e
associados), foi nitidamente menor (analisando as Figuras 4 a 9) que a TLsp baseada nas sub-
doses (DLsg/10 € DLso/100) € sub-concentragdes (CLsgio € CLsosioo).

Os inseticidas sdo metabolizados por vérias reagfes enzimaticas diferentes que pode
ser inibida ou induzida por outros compostos. A contaminacgdo por dois ou mais compostos

pode acarretar em alteracbes nas taxas de ativacdo e detoxificacdo dessas substancias,
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resultando em aumentos ou diminuicdes da toxicidade em funcdo do equilibrio das vias
afetadas. Em muitos casos, a inducdo de enzimas tem sido observada por ser precedida pela
inibicdo e por isso os efeitos podem ser dependentes do tempo (THOMPSON, 1996).

Dessa forma, a aceleracdo da morte das abelhas provocada pelo fipronil agindo junto
com o imidacloprido, pode ser devido a inibicdo seguida de inducdo de enzimas que
possivelmente aumenta a toxicidade do fipronil e diminue a do imidacloprido. Assim, se as
abelhas néo retornarem a colonia ap6s o forrageamento, havera menos individuos para manter
0s cuidados com a coldnia e também para realizar a polinizacdo, comprometendo, portanto, a

producdo agricola e a manutencao da biodiversidade.
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8. Conclustes Gerais
A partir dos resultados obtidos conclui-se que:

1. A DLs topica do imidacloprido para a abelha nativa M. scutellaris € de 2,41 ng
i.a./abelha (24 horas) e 1,29 ng i.a./abelha (48 horas).

2. A ClLsp oral, 2,01 ng i.a./uL de dieta (24 horas) e 0,81 ng i.a./uL de dieta (48
horas).

3. Melipona scutellaris é mais sensivel que Apis mellifera africanizada
independente da via de exposicao.

4, A TLso baseado na DLs tdpica, e nas sub-doses, do fipronil foram: 94,4 horas
(DLso), 148 horas (DLsg/10) € 143,2 horas (DLsg100). Para o imidacloprido, foram: 41,6 horas
(DLsp), 104 horas (DLsg/10) € 83,2 horas (DLso/100).

5. A TLso baseado na CLs oral, e nas sub-concentraces, do fipronil foram: 78,4
horas (CLsp), 104,8 horas (CLso/10) € 107,2 horas (CLsg00). Para o imidacloprido, foram: 42,4
horas (CLso), 62,4 horas (CLso/10) € 204,8 horas (CLso/10).

6. Para os inseticidas combinados, em exposicao via tdpica, as TLso foram: 60,8
horas (DLsp), 116,8 horas (DLsg10) € 156,8 horas (DLso100).

7. Para os inseticidas combinados, em exposi¢do via oral, as TLsy foram: 60,8
horas (CLso), 124,8 horas (CLsg10) € 168,8 horas (CLsg/100)-

8. Dessa forma, a combinacdo entre os inseticidas fipronil e imidacloprido nao

apresentou efeitos sinérgicos para as abelhas M. scutellaris.
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