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RESUMO

Estudos tém demonstrado que a diminuicdo da populacdo de abelhas esta
associada a multiplos fatores, sendo a exposi¢ao aos agrotoxicos o principal fator no
Brasil. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os possiveis efeitos de
concentragdes residuais do herbicida glifosato e do inseticida imidacloprido, de forma
isolada e combinada, sobre o desenvolvimento, o sistema imune e o sistema
digestorio das abelhas sem ferrdo Scaptotrigona postica. Diante dessa realidade,
bioensaios in vivo foram conduzidos a fim de desenvolver um método para avaliar a
toxicidade dos agrotéxicos em abelhas sem ferrdo. Primeiramente, introduzimos,
dentro da colbnia, diferentes materiais (cera + parafiim e cerume) para vedar as
células de cria desoperculadas e observamos a aceitacdo desses materiais pelas
abelhas. No segundo e terceiro bioensaio, testamos a aplicagao do alimento larval
com diferentes tipos de agulhas nas células de cria (sem desopercular) tanto na
colénia quanto no disco de cria colocado na incubadora. Devido ao comportamento
higiénico altamente eficiente e a alta proliferacdo dos fungos no discos de cria na
incubadora, obtivemos indice de emergéncia igual a zero, ndo sendo possivel
estabelecer um método adequado para realizacao dos testes de toxicidade in vivo. O
desenvolvimento desse método demanda estudos mais profundos sobre o
microecossistema existente na coldnia e a biologia da S. postica. Na segunda parte
do trabalho, realizamos os bioensaios in vitro. As larvas de S. postica foram
alimentadas com o alimento larval contendo os agrotdxicos nas seguintes
concentragdes: D1 — controle (alimento larval sem adi¢do dos ingredientes ativos),
D2 - 0,2 ng/uL de glifosato, D3 — 0,2 ng/uL de imidacloprido e D4 — 0,2 ng/puL de
glifosato + 0,2 ng/uL de imidacloprido e seu desenvolvimento foi observado até sua
emergéncia. Foram avaliados parametros biolégicos, como taxa de mortalidade,
pupacao, defecagcdo e emergéncia das abelhas. Também avaliamos parametros
morfométricos da largura da cabeca e distancia intertegular, numero de células do
sistema imune e a histoarquitetura do intestino médio das abelhas. Os dados obtidos
foram submetidos a andlises estatisticas utilizando-se o software RStudio. Os
resultados demonstraram que o imidacloprido afetou significativamente as taxas de
sobrevivéncia das larvas, enquanto os demais grupos nao apresentaram alteragdo. A

morfometria da disténcia intertegular e largura da cabega foram afetadas pelo



glifosato, a mistura apresentou alteragdo apenas na medida da cabega e o
imidacloprido nao apresentou para nenhum dos dois parametros. Nao houve alteracao
do numero dos hemacitos para as larvas exposta aos grupos experimentais. Ja para
as abelhas recém-emergidas, a exposicdo ao imidacloprido e mistura afetou
significativamente a densidade de hemdcitos. Os resultados das alteragdes
morfolégicas do intestino médio demonstraram danos ao 6rgdao nos grupos
experimentais (D2, D3 e D4). Foram observados perda do material citoplasmatico,
perda da borda em escova e eliminacdo de células para o lumen. Dessa forma,
concluimos que o glifosato pode afetar o tamanho dos individuos e o funcionamento
do intestino. Ja o imidacloprido pode comprometer a sobrevivéncia das abelhas, o
sistema imunoldgico das abelhas e o sistema digestério. E por ultimo a mistura dos
agrotoxicos, ndo causou a soma dos efeitos dos ingredientes ativos, mas apresentou
efeitos subletais sobre o tamanho do individuo, no sistema imunoldgico e no sistema
digestoério. Os dados obtidos indicam a necessidade de atengdo ao processo de
avaliacdo de risco de agrotdoxicos para abelhas, incluido as nativas. E também

contribui com o conhecimento acerca das nossas espécies de abelhas sem ferrao.

Palavras-chaves: toxicidade crbénica, desenvolvimento Ilarval, hemolinfa,

morfofisiologia, herbicida, inseticida



ABSTRACT

Studies have shown that the decrease in the bee population is associated with multiple
factors, with exposure to pesticides being the main factor in Brazil. Thus, the objective
of this work was to evaluate the possible effects of residual concentrations of the
herbicide glyphosate and the insecticide imidacloprid found, in an isolated and
combined form, on the development, the immune system and the digestive system of
stingless bees Scaptotrigona postica. For this, in vivo bioassays were conducted to
develop a method to evaluate the toxicity of pesticides in stingless bees. First, we
introduced, inside the colony, different materials (wax + parafilm and cerumen) to seal
the uncapped brood cells and observed the acceptance of these materials by the bees.
In the second and third bioassays, we tested the application of larval food with different
types of needles in the brood cells (without uncapping) both in the colony and in the
brood disc placed in the incubator. Due to the highly efficient hygienic behavior and
the high proliferation of fungi in the brood discs in the incubator, we obtained an
emergence index equal to zero, and it was not possible to establish an adequate
method for carrying out the in vivo toxicity tests. The development of this method
requires deeper studies on the existing micro-ecosystem in the colony and the biology
of S. postica. In the second part of the work, we performed in vitro bioassays. S. postica
larvae were fed with larval food containing pesticides at the following concentrations:
D1 — control (larval food without the addition of active ingredients), D2 — 0.2 ng/uL of
glyphosate, D3 — 0.2 ng/uL of imidacloprid and D4 — 0.2 ng/uL of glyphosate + 0.2
ng/pL of imidacloprid and its development was observed until emergence. Biological
parameters were evaluated, such as mortality rate, pupation, defecation, and bee
emergence. We also evaluated morphometric parameters of head width and
intertegular span distance, the number of cells of the immune system, and the
histoarchitecture of the midgut. The data obtained were submitted for statistical
analysis using the RStudio software. The results showed that imidacloprid significantly
affected the survival rates of the larvae, while the other groups did not change. The
morphometry of the intertegular span distance and width of the head was affected by
glyphosate, the mixture only showed changes in the measurement of the head and
imidacloprid did not show any of the two parameters. There was no change in the

number of hemocytes for the larvae exposed to the experimental groups. As for newly



emerged bees, exposure to imidacloprid and mixture significantly affected hemocyte
density. The results of the morphological alterations of the midgut showed damage to
the organ in the experimental groups (D2, D3, and D4). Loss of cytoplasmic material,
loss of brush border, and elimination of cells into the lumen were observed. Thus, we
conclude that glyphosate can affect the size of individuals and the functioning of the
intestine. Imidacloprid can compromise the survival of bees, the immune system of
bees, and the digestive system. And finally, the mixture of pesticides did not cause the
sum of the effects of the active ingredients but had sublethal effects on the individual's
size, the immune system, and the digestive system. The data obtained indicate the
need for attention to the risk assessment process of pesticides for bees, including

native ones. It also contributes to knowledge about our species of stingless bees.

Keywords: chronic toxicity, larval development, hemolymph, morphophysiology,

herbicide, insecticide



1. INTRODUGAO GERAL

As abelhas ao longo dos anos estabeleceram relagdes estreitas com as
plantas, onde ambas se beneficiam, as abelhas adquirem os recursos florais e as
plantas o servico de polinizagao, devido a adaptacdes seletivas durante a evolugao,
observadas na morfologia e comportamento das abelhas e nos diferentes tipos de
flores (PINHEIRO et al., 2016). Assim, as abelhas formam o maior grupo de
polinizadores bidticos e contemplam cerca de 48% do total de espécies identificadas
como visitantes florais de cultivos agricolas (BPBES/REBIPP, 2019).

Por meio da atividade de forrageamento, as abelhas coletam néctar, pdlen,
agua e outros recursos como 6leos essenciais para manutengao da colénia. Elas
visitam um grande numero de flores para suprir as necessidades coletivas (CORBET
et al., 1991). Deste modo, o desenvolvimento de quase todo o ecossistema terrestre
esta ligado a polinizagao das abelhas, devido ao seu papel na reprodugao de inUmeras
espécies de vegetais (KEVAN, 1999). Além disso, as abelhas também s&o
extremamente importantes para agricultura, permitindo ou aumentando a produgéo de
sementes e frutos em muitas culturas e melhorando a qualidade e peso dos frutos
(MARZINZIG et al., 2018), como é o caso do tomate (DEL SARTO et al., 2005), pepino
(DOS SANTOS et al., 2008) e morango (MALAGODI-BRAGA, 2018).

Do grupo das abelhas sociais, as abelhas sem ferrdo (Hymenoptera: Apidae:
Meliponini) compde o mais diverso e numeroso grupo (MICHENER 2007) e sédo
encontradas em regides tropicais e subtropicais do planeta, sendo predominantes no
territério Latino Americano (NOGUEIRA-NETO, 1997). Possuem mais de 500
espécies descritas (MICHENER 2013), sendo o Brasil, o pais, com maior riqueza de
espécies (244 espécies) cerca de 87 especies sdo endémicas (NOGUEIRA-NETO,
1997; PEDRO et al., 2014; SILVA et al., 2014).

Dentre as espécies de abelhas sem ferrdo, o género Scaptotrigona é composto
por cerca de 22 espécies descritas (FERNANDEZ, 2008) e a espécie Scaptotrigona
postica (Latreille, 1807) localiza-se em todo o territorio nacional (PEDRO et al., 2014),
pertencente a tribo Meliponini, conhecida popularmente como abelha Mandaguari,
devido a entrada de sua coldnia ser construida em formato tubular (LEAO et al. 2016).
Comumente é mantida pelos meliponicultores devido a sua facilidade de manejo,
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coldnias populosas (com mais de 15.000 abelhas adultas), 6tima em produgéo de mel
e com potencial uso na polinizagdo de culturas, como café e acai (JAFFE et al. 2015;
LEAO et al. 2016). Nidificam em cavidades pré-existentes, como os ocos das arvores
e constroem suas células de cria justapostas umas as outras, formando discos
compactos, helicoidais e horizontais (MICHENER, 2007; NOGUEIRA-NETO, 1997).

Figura 1 — Colénia de Scaptotrigona postica vista por dentro. E possivel observar as
estruturas: os potes de méis, o involucro, disco de cria, célula de cria vazia e células

de cria operculadas contendo as larvas e o alimento larval (Autoria prépria).

Disco de cria

Célula de cria vazia

Células de cria operculadas
contendo a larva e o
alimento

Invélucro

Pote de pdlen

Pote de mel

S. postica realiza um papel importante na polinizagdo de plantas nativas no
Brasil, como por exemplo, Euterpe oleracea (Arecaceae), conhecida popularmente
como acgai. Visitam as flores dos dois sexos do acaizeiro permitindo assim a
polinizagéo cruzada (MUTO et al., 2020). Quando suas colénias sdo manejadas em
plantagdes, chegam a aumentar a produgédo do agai em até 2,5 vezes (BEZERRA et
al., 2020; MUTO et al., 2020). Ela também é utilizada como espécie modelo para teste
de toxicidade larval com abelhas nativas (ROSA-FONTANA et al.,, 2020). Tem
comportamento e ciclo de vida diferentes da abelha exdtica Apis mellifera, que é a
abelha utilizada na avaliagao de risco ambiental de agrotoxico pelo Instituto Brasileiro
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do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e sobre as quais

encontram-se a maioria dos estudos.

Nas ultimas décadas, a mudanga no uso da terra e intensificagdo do manejo do
solo, principalmente na agricultura, levaram a declinios alarmantes das abelhas e nos
servigos ecossistémicos (ABATI et al., 2021; ALTHAUS et al., 2020; CAMPBELL et
al., 2022; DROSSART e GERARD et al., 2020; ODANAKA e REHAN, 2019;
SGOLASTRA et al., 2020; VEGA-HIDALGO et al., 2020; ZATTARA e AIZEN, 2021).
Essa diminuicdo tem sido relacionada a diversos fatores estressores, mas
principalmente a exposigao aos agrotdxicos (BIESMEIJER e SLAA, 2006; GOULSON
et al., 2015; HAVARD et al. 2020; PIRES et al., 2016). Dessa maneira, tornam-se
necessarios estudos para avaliar os impactos letais e subletais dos agrotdxicos para
as abelhas através de estudos agudos e crénicos (ALVARENGA et al., 2020; ELLIS
et al., 2010; WILLIANS, 1995).

Durante o forrageamento as abelhas ficam expostas a diferentes classes de
agrotoxicos, pois muitos agricultores misturam os agrotoxicos para ter maior eficacia
do produto e diminuir no numero de aplicagcbes (PETTER et al., 2012). Por
conseguinte, as abelhas coletam o pélen e o néctar com varios tipos de residuos de
agrotoxicos e levam para dentro das colbnias (CHAM et al., 2020) onde s&o
encontrados nos alimentos da rainha e das larvas (PRADO et al., 2020). Sendo
comum encontrar a presenca de dois ou mais ingredientes ativos em pdélen, mel e nas
proprias abelhas (KASIOTIS et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2016).

Os agrotdxicos sao utilizados na agricultura brasileira principalmente para
controle de pragas, doengas e plantas indesejaveis na cultura, abrangendo muitas
moléculas, com diferentes modos de acéo e toxicidade (SILVA e FAY, 2004). Podem
ser divididos em trés principais classes: inseticidas, herbicidas e fungicidas (SILVA.

FAY, 2004), sendo os herbicidas e inseticidas mais relevantes para esse trabalho.

Os herbicidas sao utilizados no manejo de plantas indesejaveis, agem
bloqueando a biossintese de aminoacidos, carotenoides ou lipideos, afetando a
divisao celular das plantas ou bloqueando o fluxo de elétrons fotossintéticos (TAIZ et
al., 2017). Ja os inseticidas tém o objetivo de repelir e controlar os insetos, agem como
moduladores competitivos dos receptores nicotinicos da acetilcolina, moduladores

alostéricos dos receptores nicotinicos da acetilcolina, moduladores de canais de
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sédio, bloqueadores de canais de cloro mediados pelo acido gama-aminobutirico e

inibidores da acetilcolinesterase, entre outros (SILVA e FAY, 2004).

Entre os herbicidas, o glifosato é o ingrediente ativo mais vendido no mundo e
o primeiro no ranking da comercializagdo no Brasil (IBAMA, 2020). O glifosato (N-
(phosphonomethyl)glycine) possui uma rapida translocagao das folhas tratadas para
as raizes, rizomas e meristemas apicais, que resulta na morte das plantas (YAMADA
e CASTRO, 2007). Sua utilizacdo esta regulamentada para as culturas ondem é
possivel observar a visitagao de abelhas como café, cana-de-agucar, citros e eucalipto
(AGROFIT, 2022; BPBES/REBIPP, 2019).

Embora o glifosato seja considerado pouco téxico para as abelhas (PPDB,
2022), muitos estudos destacam que a exposicdo pode acarretar efeitos subletais,
como diminuicdo do peso larval, da taxa de sobrevivéncia de larvas e abelhas
imaturas, perturbacdo da microbiota intestinal benéfica afetando potencialmente a
saude das abelhas e sua eficacia como polinizadores (BATTISTI et al., 2021;
BERNARDES et al., 2022; DAI et al., 2018; MOTTA et al., 2020; VAZQUEZ et al.
2018;).

Ja o inseticida imidacloprido, esta entre os dez ingredientes ativos mais
comercializados no Brasil (IBAMA, 2020). O imidacloprido (1-(6-chloro-3-
pyridylmethyl)-N-nitroimidazolidin-2-ylideneamine) é sistémico na planta e no inseto é
agonista da acetilcolina e age no sistema nervoso do inseto por meio do bloqueio dos
receptores pos-sinapticos da acetilcolina (TOMIZAWA e CASIDA, 2005). Pode ser
empregado no controle de varios insetos, no tratamento de sementes, aplicacao foliar,
no solo, no tronco (AGROFIT, 2022) e até para controle de pulgas em animais
domésticos (TOMIZAWA e CASIDA, 2005). Sua utilizagdo também esta
regulamentada para as culturas onde € comum a visitagdo de abelhas como café,
cana-de-agucar, citros, eucalipto e maracuja (AGROFIT, 2022; BPBES/REBIPP,
2019).

O imidacloprido é classificado como altamente toxico para abelhas (PPDB,
2022) e além de seu efeito toxico, também apresenta efeito subletais em doses
residuais, tais como diminuicdo da capacidade de aprendizado olfativo, desorientacéo
de voo, disturbios na locomogéo e comprometimento do forrageamento (AL NAGGAR
etal., 2022; Ll et al., 2019; SANTOS et al., 2018; TOME et al., 2012).
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Os neonicotinoides podem ainda afetar a imunidade humoral das abelhas
(ANNOSCIA et al., 2020). Efeitos sinérgicos sao esperados pela combinagdo dos
agrotoxicos causando a imunossupressdo, evidenciada pela diminuicdo da
quantidade de hemdcitos circulantes na hemolinfa (AMARAL et al., 2010; RAVAIANO
et al., 2018). Os hemdcitos desempenham uma grande variedade de fungdes, entre
elas, a defesa contra patégenos e parasitas que conferem imunidade celular para as
abelhas (CRUZ-LADIM, 2009). A diminuicdo da imunocompeténcia pode tornar as
abelhas mais susceptiveis a outros patégenos e a exposicdo aos agrotdxicos
(MACIAS-MACIAS et al., 2020; VIANA et al., 2021).

Além dos efeitos no sistema imunoldgico, é esperado que o intestino seja a rota
mais provavel de entrada no organismo, uma vez que as abelhas se alimentam de
recursos florais, como podlen e néctar, que podem ser absorvidos no intestino junto
com as moléculas de agrotoxicos (CRUZ-LADIM, 2009; BERRIDGE et al., 1969;
OLIVEIRA et al., 2019; MIOTELO et al., 2020) e € o lugar onde pode aparecer a maior
parte dos danos causados pelos agrotoxicos (BATISTA et al., 2020; BRITO et al.,
2020; DOMINGUES et al., 2020). Por esse motivo, esse 6rgdo € amplamente
estudado em ensaio ecotoxicolégicos com abelhas via oral (BATISTA et al., 2020;
BRITO et al., 2020; DOMINGUES et al., 2020).

Dessa forma, é importante compreender se a exposi¢ao aos ingredientes ativos
de classes diferentes pode afetar de forma isolada e combinada a morfofisiologia das
abelhas sem ferrdo e interferir no seu metabolismo suprimindo o seu sistema
imunoldgico e digestério, deixando-as mais suscetiveis a doengas e a outros

agrotoxicos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O presente estudo teve como obijetivo principal: Avaliar os possiveis efeitos de
concentracdes residuais de campo encontradas no pdlen e néctar das plantas do
herbicida glifosato e do inseticida imidacloprido, de forma isolada e combinada, sobre
o desenvolvimento, o sistema imune e o sistema digestoério das abelhas sem ferréo S.

postica.

2.2. Objetivos Especificos

o Desenvolver um método in vivo para validar os dados de laboratdrio existentes

obtidos in vitro.

« Compreender os possiveis impactos dos agrotdxicos glifosato e imidacloprido
de forma isolada e combinada sobre as abelhas sem ferrdo S. postica expostas
na fase larval por meio da analise dos seguintes parametros:

v Taxas de mortalidade, pupacdo, defecacdo, desenvolvimento e
emergéncia;

v Morfometria da largura da cabega e distancia intertegular em abelhas
recém-emergidas;

v Numero de células do sistema imune das abelhas nas fases larval e recém-
emergida;

v Histoarquitetura do intestino médio das abelhas recém-emergidas.

3. ESTRUTURAGCAO DOS CAPITULOS

A dissertacdo esta apresentada em dois capitulos. O primeiro capitulo
apresenta os resultados da tentativa de desenvolvimento de um método in vivo para
avaliagao da toxicidade de agrotéxicos para S. postica. O segundo capitulo apresenta
os resultados obtidos dos bioensaios in vitro de toxicidade com as larvas de abelhas

expostas ao glifosato e imidacloprido de forma isolada e combinada, onde foram
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avaliados parametros bioldgicos, como taxa de mortalidade, pupacéo, defecagao e
emergéncia. Também foram avaliados parametros morfométricos da largura da
cabeca e distancia intertegular em abelhas recém-emergidas, numero de células do
sistema imune das abelhas nas fases larval e recém-emergida e a histoarquitetura do

intestino médio de abelhas recém-emergidas.
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5. CAPITULO 1 - Desenvolvimento de um método para bioensaios
toxicolégicos in vivo para larvas de abelhas sem ferrao Scaptotrigona

postica

5.1. INTRODUGAO

A avaliagdo de risco de agrotoxicos no Brasil para insetos polinizadores é
realizada com a abelha A. mellifera, seguindo protocolos internacionais da
Organizacgéao para Cooperagao e Desenvolvimento Econémico (OCDE) ou da Agéncia
de Protecdo Ambiental (EPA). E composta por testes de toxicidade oral e de contato
em abelhas adultas (protocolos OECD 213 e 214) que visam determinar a dose letal
média que mata 50% da populagéo de abelhas (DLso); por testes de toxicidade cronica
em abelhas adultas e larvas (protocolos OECD 237 e 245) que séo utilizados quando
apresentar uma DLso < 11 ug de ingrediente ativo por abelha e por ultimo teste de
campo e semi-campo que detectam o impacto nas larvas, no desenvolvimento, na
habilidade de forrageamento, entre outros (CHAM et al., 2020). No entanto, esta
espécie de abelha ndo é nativa do Brasil, sendo diferente das abelhas sem ferrao
nativas pela sua biologia e pela sua sensibilidade aos agrotdxicos (BRIGANTE et al.,
2021; CHAM et al., 2019; DEL SARTO et al., 2014; DORNELES et al., 2017; DORIGO
et al., 2019; LOURENCO et al., 2012).

Assim, a maior parte das abelhas sem ferrao, diferente da A. mellifera, nidificam
em cavidades pré-existentes em troncos ou galhos de &arvores com entradas
caracteristicas para cada espécie (MICHENER, 2013; NOGUEIRA-NETO, 1997). Os
ninhos sao construidos de cerume, uma mistura de cera produzida pelas abelhas com
resina e outras substancias vegetais pegajosas (MASSARO et al. 2011). A adigao de
resina proporciona vantagens, tais como firmeza no material para constru¢éo do ninho
e propriedades antimicrobianas, reduzindo o crescimento dos microrganismos
(MASSARO et al., 2011; TORRES et al., 2018).

As células de cria sao feitas com cerume e construidas para o desenvolvimento
de abelhas de forma individual. Existem trés tipos de arranjo celulares: discos
horizontais, discos verticais e discos com células agrupadas, mas a maioria das

espécies de abelhas sem ferrdo constroem os discos horizontais (WILLE 1983). Cada
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disco consiste em uma Unica camada de células que se abrem para cima. Pilares finos
de cerume sélido mantém os discos horizontais no lugar (MICHENER, 2013). A
alimentacgao é fornecida em um processo conhecido por provisionamento em massa,
ou seja, antes que a rainha deposite um ovo, varias operarias regurgitam o alimento
na célula de cria até cerca de 2/3 do seu volume total. Depois da oviposicao, a célula
é fechada rapidamente e permanece selada até que a abelha esteja pronta para
emergir. Apds a emergéncia, as abelhas adultas retiram todas as células de cria e as
descartam (NOGUEIRA-NETO, 1997). Esse processo difere consideravelmente da
criacdo das A. mellifera onde a rainha poe os ovos em células vazias reutilizaveis e o
alimento é disponibilizado progressivamente por varios dias antes que as células
sejam seladas (GRUTER et al., 2020).

As abelhas sem ferrdo estabeleceram relagdes fundamentais com os
microrganismos, principalmente com os fungos, ainda pouco compreendido
(MENEZES et al., 2015). Os fungos encontrados no alimento larval podem estar
auxiliando na conservagao do alimento, uma vez que as larvas permanecem com o
alimento por um periodo maior que as A. mellifera (VIT et al., 2013). Outra simbiose
observada é com o fungo Zygosaccharomyces, onde as larvas de abelhas do género
Scaptotrigona desenvolveram uma dependéncia para a sua sobrevivéncia. O fungo
cresce dentro das células de cria e as larvas se alimentam deles para poder realizar
a metamorfose, o fungo parece fornecer precursores esteroidais essenciais para a
pupacao (MENEZES et al., 2015; PALUDO et al.,2018).

E notdrio as diferencas entre as espécies de abelhas, nativas e A. mellifera, por
isso, o presente trabalho visou desenvolver um método para avaliar os efeitos toxicos
de agrotoxicos para abelhas nativas sem ferr&o, in vivo, com o propésito de contribuir

com métodos mais adequados para a conservacgao de polinizadores nativos.
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5.2. OBJETIVO

o Desenvolver um método in vivo para validar os dados de laboratorio existentes

obtidos in vitro.

5.3. MATERIAL E METODOS

5.3.1. Meliponario e coleta das abelhas

Os bioensaios foram realizados com colbnias da espécie S. postica em
condicdes ideais de saude, livres de doencgas ou parasitas, que foram monitoradas
previamente semanalmente e nenhum tratamento foi aplicado antes da utilizagdo nos
bioensaios. Os meliponarios utilizados estdo localizados no Centro de Estudos de
Insetos Sociais da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP),
campus de Rio Claro (22°23' 48.851" S; 47° 32'38.234" W) e do Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar), campus Araras
(22°21°25” S, 47°23’03” W), Figura 2. A realizagao dos bioensaios ocorreu no periodo

da manha com temperatura superior a 25°C.

A proposta deste método € inédita e até o presente momento ndo encontramos
trabalhos com toxicidade crénica oral onde a exposicao aos agrotdxicos ocorresse
dentro da propria colénia de abelhas sem ferrdo. Por isso, realizamos varios
bioensaios para tentar encontrar um método adequado e posteriormente introduzir os
agrotoxicos no alimento larval. Os bioensaios foram baseados na biologia da abelha
S. postica, onde € possivel observar na Figura 1, que as células de cria permanecem

seladas durante o desenvolvimento da larva até sua emergéncia.

Foram realizados trés bioensaios, no primeiro bioensaio: dentro da col6nia, as
células de cria foram desoperculadas e selada com diferentes materiais (item 5.3.2);
no segundo bioensaio: dentro da coldnia, sem desopercular as células de cria, foi
aplicado o alimento larval com diferentes tamanhos de agulhas (item 5.3.3), in vivo;
terceiro bioensaio, sem desopercular as células de cria, foi aplicado o alimento larval
com diferentes tamanhos de agulhas, in vitro (com temperatura controlada - item
5.3.4).
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No primeiro bioensaio foi utilizado quatro colénias (uma para coleta do cerume
e trés para introdugao dos materiais), no segundo bioensaio foi utilizado duas colbénias
(uma para coleta do alimento larval e outra para realizar o bioensaio) e no terceiro
bioensaio foi utilizado trés colénias (duas para os bioensaios e uma para coleta do
alimento). Todos os bioensaios foram avaliados apdés 7 dias e 14 dias (quando
possivel), esse periodo foi estipulado para evitar mais perturbagéo para colénia apés

a realizagao dos bioensaios.

Figura 2 — Meliponarios utilizados para realizagdo dos bioensaios. (a) Centro de
Estudos de Insetos Sociais (CEIS) da Universidade Estadual Paulista "Julio de
Mesquita Filho” (UNESP), campus Rio Claro (b) Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), campus em Rio Claro (Autoria

prépria).
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5.3.2. Bioensaio 1 (Desoperculagao e desenvolvimento das larvas)

No primeiro bioensaio, abrimos a caixa das coldénias com cuidado para evitar
qualquer dano na sua estrutura, identificamos as células de cria com larvas de primeiro
e segundo instar (identificagdo possivel através coloragao mais clara das células de
cria — bege claro), desoperculamos as células de cria e utilizamos os materiais citados
abaixo (M1, M2 e M3) para cobrir o disco e fechar as células desoperculadas e permitir
o desenvolvimento da larva. Apos procedimento, a caixa foi fechada com os materiais
dentro e permaneceu por 15 dias. Cada tipo de material foi colocado em uma colénia
diferente. As avaliacbes foram realizadas apos 7.

e M1 — placa de cera (produzida pela espécie A. mellifera) foi aquecida com o
auxilio de secador de cabelo, para torna-la mais flexivel e fixa-la no parafilm
(Laboratory Film, roll size 4 in. X 125 ft.). Essa placa foi cortada e moldada no
formato do disco de cria (Figura 3(a)). Escolhemos esse material por ser facil
de manusear e disponivel no mercado.

e M2 — o cerume (produzido pela espécie S. postica) foi retirado da colbnia,
aquecido em banho-maria até ficar liquido. Para delinear a placa no formato do
disco de cria, verteu-se o cerume liquido em uma placa de Petri de vidro e
cortou-se até se encaixar nos discos de cria (Figura 3(b)). Escolhnemos esse
material por ser da prépria espécie e acreditavamos que fossem de melhor
aceitacao pelas abelhas.

e M3 — nao foi introduzido nenhum material (controle), apenas abrimos a colénia,

identificamos as células de cria de primeiro e segundo instar e fechamos.
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Figura 3 — Fotos do 1° bioensaio in vivo com Scaptotrigona postica. Foi realizado
dentro da caixa da colénia com diferentes materiais para o fechamento das células de
cria. (a) placa de cera + parafilm (M1); (b) placa de cerume (M2; (c) disco de cria com
as larvas de 1° instar e alimento, a seta indica as células de cria desoperculadas (d)

disco de cria com a placa de cera (M1); (e) disco de cria com a placa de cerume

(M2).(Autoria prépria).

5.3.3. Bioensaio 2 (Introdugao do alimento larval in vivo)

No segundo bioensaio, abrimos uma coldnia, identificamos o disco com as
células de cria com larvas de primeiro e segundo instar, sem tirar do lugar o disco de
cria, dividimos o disco em cinco quadrantes (com mais de 60 células cada) que foram
marcados com canetas nao toxicas para as abelhas. Com as células operculadas,
aplicamos na lateral das células (para nao atingir a larva) o alimento larval da prépria
S. postica (coletado de outra colénia) com diferentes tipos de agulhas, conforme

especificacao abaixo (S1, S2, S3, S4 e S5). Apds o procedimento, a caixa da colénia
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foi fechada e avaliada depois de 7 (Figura 4). Quadrante S1 - agulha de insulina (8 x
0,3 mm).
e Quadrante S2 - agulha cinza (30 x 7 mm).
¢ Quadrante S3 - microseringa de Hamilton (Hamilton 80900 1705N Syringe) com
agulha fixa (1705N, volume 50 pL, needle size 22s ga (bevel tip), needle L 51
mm (2 in.)).
e Quadrante S4 — agulha de insulina (8 x 0,3 mm), sem injetar o alimento larval
(controle).

e Quadrante S5 - nao foi feito nenhum procedimento (branco).

Figura 4 — Fotos do 2° bioensaio in vivo com Scaptotrigona postica. Foi realizado
dentro da caixa da coldnia e as células de cria foram furadas com agulha de diferentes
tamanhos para inserir o alimento larval; (a) disco de cria marcado para diferenciar os
tipos de agulhas e controles, (b) demonstragao da aplicagao do alimento larval na
célula de cria com a agulha tamanho (30 x 7 mm); (c) discos de cria onde € possivel

observar que apds as aplicagbes ficam pequenas aberturas nas células de cria

(Autoria propria).

O alimento larval foi escolhido para aplicagdo nas células de cria porque nosso
objetivo era, posteriormente, aplicar o agrotoxico diretamente no alimento larval.Uma
vez que o alimento larval diluido em agua forma uma pasta mudando assim as

propriedades do mesmo (teste realizado por Dorigo, nao publicado).
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5.3.4. Bioensaio 3 (Introdugao do alimento larval in vitro)

No terceiro bioensaio, foi realizado o mesmo procedimento com as agulhas do
segundo bioensaio (item 5.3.3), mas agora dentro do laboratorio. Abrimos trés caixas
de colbnias (duas para os bioensaios e uma para coleta do alimento), identificamos
os discos com as células de cria com larvas de primeiro e segundo instar, coletamos
os discos de cria, pela técnica desenvolvida por Dorigo et al. (2019) e levamos os
discos acondicionados em caixas de plastico tamanho 10,3 cm x 21,8 cm x 33 cm

(para evitar choque térmico e ressecamento) para o laboratério.

No laboratdrio, a sala foi previamente preparada para manter a umidade
relativa do ar acima de 75% e a temperatura acima de 25°C, para isso, utilizamos
umidificador de ar (Mondial, Modelo UA-05) e aquecedor (Mondial, Modelo A-08).
Selecionamos dois discos de cria e colocamos cada um em placas de Petri de vidro
com tampa (1,25 x 20 cm), dividimos esses discos em quadrantes que foram

marcados com canetas nao téxicas para as abelhas.

Na placa 1, o disco de cria foi divido em trés quadrantes (com mais de 80
células cada). Com as células operculadas, aplicamos na lateral da célula de cria o
alimento larval da propria S. postica (coletado de outra coldénia) com diferentes tipos
de agulhas, conforme especificagdo abaixo (Q1, Q2, Q3). Apds o procedimento, a
placa de Petri com o disco de cria fechada foi colocada em incubadora BOD (demanda
bioquimica de oxigénio) com temperatura de 30°C e umidade relativa do ar de 95%.
A avaliagao ocorreu apos 7 e 14 dias (Figura 5(a)).

e Quadrante Q1 - microseringa de Hamilton (Hamilton 80900 1705N
Syringe) com agulha fixa (1705N, volume 50 pL, needle size 22s ga
(bevel tip), needle L 51 mm (2 in.)).

e Quadrante Q2 - agulha de insulina (8 x 0,3 mm).

e Quadrante Q3 - agulha cinza (30 x 7 mm).

Na placa 2, o disco de cria foi divido em dois quadrantes (com mais de 80
células cada) e foi realizado o mesmo procedimento da placa 1, conforme descrito
abaixo, e foi avaliado apds 7 e 14 dias (Figura 5(b)).

e Quadrante Q4 - agulha de insulina (8 x 0,3 mm) sem injetar o alimento

larval (controle).
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e Quadrante Q5 - ndo houve qualquer manipulagéo (branco).
Figura 5 — Fotos do 3° bioensaio in vivo com Scaptotrigona postica. Foi realizado
retirando discos de cria da colénia e as células perfuradas com agulhas de diferentes
tamanhos para inserir 0 alimento larval e aclimatados em incubadoras; (a) disco de
cria dividido em quadrantes que foram marcados com canetas nido toxica para as
abelhas diferenciando os tipos de agulhas utilizados; (b) disco de cria dos controles.

(Autoria propria).

5.4. RESULTADOS

5.4.1. Bioensaio 1 (Desoperculagao e desenvolvimento das larvas)

No primeiro bioensaio, em que testamos diferentes materiais (M1 — placa de
cera + parafilm e M2 — placa de cerume) para selar as células de cria, observamos
apo6s 7 dias que grande parte do material M1 havia sido retirado da colbnia pelas
abelhas (Figura 6) e toda area onde estava as células de cria desoperculadas
(alimento e larva) foram completamente removidas. O material M2, a placa de cerume
quase nao foi removida pelas abelhas, mas todas as células que estavam
desoperculadas foram retiradas junto com o alimento larval e as larvas (Figura 7). Os
materiais M1 e M2 foram completamente removidos pelas abelhas apés 14 dias. No

controle nao foi observado qualquer alteragcao nos discos de cria e apds 7 e 14 dias.
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Figura 6 — Fotos do resultado do primeiro bioensaio in vivo (parte 1). As células de
cria de Scaptotrigona postica foram vedadas com o material M1 (placa de cera +
parafilm) e avaliadas depois de sete dias; (a) parte inferior da colénia onde estava o
material M1; (b) parte de cima da colénia e partes do material que as abelhas ainda
nao tinham removido, indicado na seta; (c) detalhe da colénia onde as abelhas
retiraram as células de cria desoperculadas; nota-se que elas retiraram as células

desoperculadas deixando apenas as células que nao foram mexidas (Autoria prépria).

<y .'_‘ - o - -_— e -
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Figura 7 — Fotos do resultado do primeiro bioensaio in vivo (parte 2). As células de
cria desoperculadas de Scaptotrigona postica foram vedadas o com o material M2
(placa de cerume) e do controle depois de sete dias; (a) controle; (b) e (c) colonia apds
a abertura, onde é possivel observar a placa de cerume, (d) a seta mostra alteragéo

na placa de cerume; (e) remocéao das células de cria desoperculadas (Autoria prépria).

5.4.2. Bioensaio 2 (Introdugao do alimento larval in vivo)

No segundo bioensaio, com as agulhas de diferentes tamanhos (S1 e S2) e a
microseringa de Hamilton (S3), foi observado na avaliagdo do sétimo dia que as
abelhas retiraram todas as células de cria do disco, inclusive as larvas e o alimento.
O mesmo comportamento foi observado no quadrante onde as células de cria foram
apenas furadas e no quadrante onde ndao houve nenhum tipo de manipulagéo, como
demonstrado na Figura 8. Encerramos as observacbes apds o sétimo dia pois néo

havia mais as células as quais manipulamos.
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Figura 8 — Fotos do resultado do segundo bioensaio in vivo. Os discos de cria de
Scaptotrigona postica foram perfurados com diferentes tamanhos de agulhas e os
discos permaneceram na colOnia por sete dias; (a) discos de cria no primeiro dia (0
disco foi marcado para facilitar a visualizagéo); (b) discos de cria no sétimo dia, nota-

se um espago vazio onde estavam as células perfuradas, pois as abelhas adultas

retiraram as células, o alimento e as lavas (Autoria prépria).

5.4.3. Bioensaio 3 (Introdugao do alimento larval in vitro)

No terceiro experimento, onde os discos de cria foram aclimatados em
incubadora, apods 7 dias foi observado a formagao de algumas colénias de fungos nos
discos de cria das placas 1 e 2, e a maior parte das larvas estavam vivas, porém
algumas larvas sairam das suas células. Depois de 15 dias, foi observado a
mortalidade = 70% das larvas da placa 1 e a proliferagdo de fungos, podendo ser
observado em todo o disco de cria, o que pode ter impossibilitando a sobrevivéncia e
desenvolvimento das larvas. Essa mortalidade das larvas e proliferagdo dos fungos

também foi observada no controle (placa 2), como apresentado na Figura 9.

36



Figura 9 — Fotos do resultado do terceiro bioensaio in vivo. Os discos de cria de
Scaptotrigona postica foram retirados da col6nia, perfurados com diferentes tamanhos
de agulhas e aclimatados em incubadora; (a) foto do disco de cria apds sete dias, nas
setas é possivel observar o crescimento do fungo e também algumas larvas que
sairam das células de cria; (b) e (c) discos de cria apdés 14 dias, observa-se a
proliferagdo dos fungos por todo o disco; (d) observa-se larvas vivas (claras) e outras

mortas (mais escuras; Autoria prépria).
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Na Figura 10(a) é possivel observar nas bordas das células de cria a presenga
natural e controlada do fungo no disco que foi retirado da colénia de S. postica e na
Figura 10(b) a proliferagéo do fungo no disco de cria aclimatado em incubadora, apés
7 dias. Observamos que o fungo encontrado no final do bioensaio possuia
caracteristica morfolégicas (fenotipicas) semelhantes ao do fungo encontrado
naturalmente nas coldnias das abelhas, tais como coldonia filamentosa, de textura

algodonosa (micélio aéreo alto e denso), de coloragao branca, com bordas irregulares.

Nenhuma colbnia foi perdida apds a realizagao de todos os bioensaios (1, 2 e
3), houve uma perturbagao (estresse) durante o periodo de teste e apds dois meses

elas se restabeleceram.

Figura 10 — Fotos da morfologia do fungo da Scaptotrigona postica. (a) fungo na borda
da célula de cria no disco retirado da colénia; (b) fungo proliferado no disco de cria

aclimatado na incubadora (Autoria propria).

5.5. DISCUSSAO

O maior desafio para a realizacdo dos bioensaios foi encontrar um método
(material ou modo de aplicagdo) no qual as abelhas aceitassem, pois durante todo o
desenvolvimento das abelhas, do ovo até sua emergéncia, as células de cria
permanecem operculadas. Assim, na fase inicial do trabalho, testamos dentro da

coloénia materiais e formas diferentes de aplicagdo com agulhas para posteriormente
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introduzir os agrotoxicos (glifosato e imidacloprido) no alimento larval, sendo que a

segunda parte nao foi possivel pela inviabilidade dos resultados.

O comportamento das abelhas S. postica observado em nossos bioensaios 1 e
2 de remover todas as células de cria, o alimento larval e as larvas apés as células
serem desoperculadas ou perfuradas, esta ligado ao comportamento higiénico das
abelhas sem ferrdo (TOUFAILIA et al., 2016). As abelhas operarias detectam,
desoperculam e removem as crias mortas ou doentes da col6énia (LE GROS et al.,
2022). Esse comportamento confere protecdo em nivel de colbnia contra as doengas,
como 0s acaros, varroa, virus deformador da asa (TEIXEIRA et al., 2020; WILSON-
RICH et al., 2009). Quanto mais higiénica for a colénia mais rapida sera a deteccao
de larvas e pupas mortas (NOGUEIRA-NETO, 1997; TOUFAILIA et al., 2016).

Estudos realizados para analisar o tempo de remocgao das larvas mortas em
abelhas sem ferrdo mostraram que as colénias de Melipona beecheii, Scaptotrigona
pectoralis, Plebeia remota, Melipona scutellaris e Scaptotrigona depilis levaram cerca
de 252 horas para remover 98%, 132 horas para 99%, 48 horas para 98,4%, 48 horas
para 99% e 48 horas para 80%, respectivamente (MEDINA et al., 2009; NUNES-
SILVA et al., 2009; TOUFAILIA et al., 2016). Ja as abelhas Tetragonula carbonaria e
Tetragonula hockingsi removeram todas as larvas mortas em apenas 9,1 + 1,9 horas
e 8,2 + 0,9 horas, respectivamente (LE GROS et al., 2022).

Nossos bioensaios 1 e 2 foram realizados com larvas de primeiro e segundo
instar, fato este que pode ter colaborado para a remog¢ao das mesmas pelas abelhas
adultas, uma vez que as larvas sdo mais sensiveis e qualquer alteragao na estrutura
da célula de cria pode levar as abelhas a detectar aquela larva como um risco a
colénia. Na fase de pré-pupa ou pupa esta pequena abertura na célula pode ser
aceitavel, como relatado por Nogueira-Neto (1997) que para observar a saude da
coldnia, fez inspeg¢des rompendo as células de cria ligeiramente para observar a pré-
pupa ou a pupa e entdo as abelhas adultas fecharam o pequeno espaco que
porventura foi deixado aberto em cima das células de cria. Porém, a realizacdo da
exposicao aos agrotoxicos na fase de pupa nao atende a necessidade, uma vez que
a larva de S. postica se alimenta em média até o quinto instar, apds esse periodo nao
ha consumo do alimento (ROSA-FONTANA et al., 2020), assim, ndo seria possivel

avaliar o efeito do agrotoxico apds a alimentagao.
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Também foi observado nos nossos bioensaios 1 e 2, a remocao de toda a célula
de cria. Este fato acontece porque as abelhas sem ferrdo nunca utilizam a mesma
célula de cria, elas as destroem apos o0 uso e constroem novas, em contraste com a
A. mellifera, que as reutilizam (TOUFAILIA et al., 2016). Habito esse desenvolvido
pelas abelhas sem ferrdo que pode contribuir com maior tolerancia as doencas que A.
mellifera. Outro ponto de diferenca entre as abelhas € que as larvas das abelhas sem
ferrdo se desenvolvem sem contato com o adulto, ja as larvas de A. mellifera sao
constantemente alimentadas pelos adultos até cerca de nove dias, pouco antes da
larva iniciar a pupacao, nesse momento a célula é fechada (MEDINA et al., 2009).
Assim, o alto numero de visitas para a alimentagdo em A. mellifera provavelmente
aumentara a transmissao de patdgenos entre células de cria e individuos dentro de

uma coldnia, tornando-a mais suscetivel a doengas (MEDINA et al., 2009).

Quando retiramos o disco de cria da colbénia e transferimos para uma placa de
Petri, cujo ambiente é diferente do natural com temperatura constante, pode ter
ocorrido um desequilibrio favorecendo a proliferacdo de fungos, como observado no
bioensaio 3, podendo ser a causa da morte das larvas. Apesar de nao temos
identificado o fungo presente no bioensaio, nota-se caracteristica semelhante ao
fungo Zygosaccharomyces sp. encontrado em colénias de abelhas do género
Scaptotrigona (MENEZES et al., 2015). A interagao das larvas das abelhas e fungo
acontece naturalmente, as larvas alimentam-se da massa microbiana que é composta
em grande parte por fungos simbidticos (MENEZES et al., 2015), fungos estes que

quando em condi¢des naturais (dentro da colbnia), se proliferam em equilibrio.

Essa interagao entre insetos sociais e microrganismos € comum, pois 0s ninhos
desses insetos fornecem ambientes adequados, condigcdes ambientais estaveis e uma
rica fonte de alimento (MUELLER et al., 2005; DE PAULA et al., 2021). Em condigbes
naturais o fungo, Zygosaccharomyces sp. esta associado ao crescimento da abelha
Scaptotrigona depilis, e esse fungo requer alto teor de carboidratos e um pH acido
para se desenvolver, condicdes encontradas em células de cria ricas em agucar de S.
depilis (HARTFELDER e ENGELS, 1989; PALUDO et al., 2018). Esse fungo fica em
estado dormente no cerume das coldnias, quando em contato com o alimento larval,
ele entra em fase de crescimento, estende os micélios brancos nas bordas da célula
de cria sobre a superficie do alimento, sendo sua proliferagcéo intensa até o terceiro

dia do desenvolvimento larval, e depois diminui a quantidade. Apds 2 dias o fungo n&o
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€ mais observado nas células de cria (MENEZES et al., 2015). Esses micélios
produzem precursores de esteroides de que as larvas de S. depilis necessitam para
pupacao (PALUDO et al., 2018; SHANAHAN e SPIVAK, 2021).

O desenvolvimento das abelhas a partir desses bioensaios (1, 2 e 3)
apresentou resultados muitissimo abaixo do método in vitro, com indices de
emergéncia igual a zero, enquanto o in vitro tém indices de emergéncia acima de 80%
(DORIGO et al., 2019; ROSA-FONTANA et al., 2020). Pela inviabilidade dos testes
realizados in vivo néo foi possivel o desenvolvimento de um método do teste de

toxicidade para S. postica.

5.6. CONCLUSAO

O comportamento higiénico das abelhas S. postica € altamente eficiente
removendo qualquer material artificial introduzido na col6nia. Além disso, a perfuracao
do cerume leva a remocao por completo da larva e destruicdo da célula de cria.

A manutencdo dos discos de cria em incubadora € inviavel devido a alta
proliferagcdo de fungos que saem do controle. O desenvolvimento desse método
demanda estudos mais profundos sobre o microecossistema existente na colonia.

Dessa forma, nao foi possivel estabelecer um método adequado para

realizacao do teste de toxicidade in vivo.
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6. CAPITULO 2 - Efeitos da combinagao de herbicida e inseticida em abelhas

sem ferrdo Scaptotrigona postica

6.1. INTRODUGAO

As abelhas sao importantes polinizadores que promovem ou aumentam a
producao de frutos e sementes em plantas nativas e cultivadas (MARZINZIG et al.,
2018; MICHENER 2013; NOGUEIRA-NETO, 1997). Como é o caso da abelha S.
postica que poliniza o Campomanesia pubescens (conhecida como gabiroba), uma
planta nativa que produz frutos que estdo presentes na alimentagcéo do lobo-guara
(BPBES/REBIPP, 2019; BUENO e MOTTA-JUNIOR, 2004; Rodrigues et al., 2017).
Porém, ao longo das ultimas décadas, a mudanga no uso da terra e intensificagao da
agricultura, principalmente pela utilizagcdo dos agrotoxicos, levaram a declinios
alarmantes das abelhas e dos servigos ecossistémicos de polinizagao (CAMPBELL et
al., 2022; GOULSON et al., 2015; ODANAKA e REHAN, 2019; PIRES et al., 2016;
SGOLASTRA et al., 2020; ZATTARA e AIZEN, 2021).

As abelhas ficam expostas simultaneamente a diferentes classes de
agrotoxicos durante o forrageamento, quando retornam a colbnia elas acabam
levando esses residuos (CHAM et al., 2020) que sdo encontrados nos alimentos da
rainha e das larvas (PRADO et al., 2020). Xiao et al. (2022) analisaram a presencga de
residuos de 64 tipos de agrotoxicos em polen, néctar e mel, encontrando pelo menos
um ingrediente ativo em 93,6% do pdlen, 81,5% do néctar e 49,3% do mel das
amostras analisada. Todos esses fatores estressores podem ter efeitos nas paisagens
naturais e na viabilidade econdmica das culturas agricolas. Dessa maneira, tornam-
se necessarios estudos para avaliar os efeitos letais e subletais na sobrevivéncia das
abelhas (ALVARENGA et al., 2020; ELLIS et al., 2010; WILLIANS, 1995).

Os herbicidas e os inseticidas sdo encontrados em doses baixas na dieta das
abelhas (XIAO et al., 2022). Entre os ingredientes ativos (ias) utilizados, o glifosato
(N-(phosphonomethyl)glycine) € um herbicida sistémico mundialmente utilizado e
considerado pouco toxico para as abelhas (PPDB, 2022). Ja o imidacloprido (1-(6-
chloro-3-pyridylmethyl)-N-nitroimidazolidin-2-ylideneamine) € um inseticida sistémico
considerado altamente toxico (PPDB, 2022). Ambos s&o aplicados em culturas
visitadas por abelhas como café, cana-de-agucar e citros (BPBES/REBIPP, 2019).
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Muitos estudos vém sendo conduzidos sobre os efeitos subletais dos
ingredientes ativos glifosato e imidacloprido para as abelhas (ALMEIDA et al., 2021;
DAI et al., 2018; LI et al., 2019; MOTTA et al., 2018; SANTOS et al., 2018; TOME
et al., 2012). A exposicao de abelhas A. mellifera ao glifosato acarreta em diminuigéo
do peso larval, da taxa de sobrevivéncia de larvas e abelhas imaturas e perturbagao
na microbiota intestinal benéfica, afetando potencialmente a saude das abelhas e sua
eficacia como polinizadores (DAl et al., 2018; MOTTA et al., 2018). Para as larvas da
abelha sem ferrdo, Melipona quadrifasciata, o glifosato se mostrou altamente toxico
causando efeitos letais apos sete dias de exposigao (SEIDE et al., 2018). Para as
abelhas A. mellifera a exposicdo ao imidacloprido pode resultar em diminui¢do da
capacidade de aprendizado olfativo, desorientagao de voo e disturbios na locomogao
(LI et al., 2019; SANTOS et al., 2018). Para M. quadrifasciata e Partamona helleri,
pode causar efeitos letais e subletais nas larvas, resultando em alteracdes
neuromorfologicas, prejudicando o comportamento de caminhar em abelhas recém-
emergidas que ainda ndo conseguem voar (ALMEIDA et al., 2021; TOME et al., 2012).
Porém, ainda s&do poucos estudos que investigam a agdo combinada desses
agrotoxicos, uma situagdo comum em campo, o que torna dificil determinar seu risco.

Diante desse cenario de exposicao, alguns parametros quantificam o dano dos
agrotoxicos no organismo das abelhas, como é o caso da morfometria que possibilita
medir as estruturas e quantificar a sua variagdo morfolégica, através de ferramentas
matematicas (FRANCOY e IMPERATRIZ-FONSECA, 2010; ROHLF e MARCUS,
1993). Por ser um processo bastante preciso e com resultados confidveis, permite
mensurar a diferenga entre as espécies (TOFILSKIi, 2008), caracterizar aspectos
evolutivos (DINIZ-FILHO e MALASPINA, 1995) e também permite medir as diferengas
entre os organismos da mesma espécie sob a agao de agentes estressores (DORIGO
et al.,, 2019; SOUZA et al.,, 2015). Assim, avaliar pardmetros como a distancia
intertegular das abelhas recém-emergidas nos permite verificar sua capacidade de
VOO, uma vez que, que os musculos do voo estédo inseridos na regido intertegular
(GREENLEAF et al., 2007).

Entre os parametros biolégicos, os hemdcitos sédo utilizados para medir a
imunidade dos insetos (AMARAL et al., 2010), uma vez que os agrotoxicos causam
efeitos na dinamica dos componentes do sistema imune das abelhas (BRITO et al.,
2020; VIANA et al., 2021). Na hemolinfa, as moléculas dos agrotoxicos entram em
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contato com mecanismos de defesa inatos, provocando reacdes humorais e celulares
(BRITO et al., 2020). As reagdes humorais podem ser melanizagdo da hemolinfa,
coagulagdo e producdo de peptideos antimicrobianos (CRUZ-LADIM, 2009).
Enquanto a reacdo celular, os hemadcitos desempenham uma grande variedade de
fungdes como fagocitose, secre¢ao de enzimas, coagulagéo da hemolinfa e nodulagéo
(RICHARDSON et al., 2018). A hemolinfa é constituida por uma parte fluida, o plasma,
e elementos figurados, os hemdécitos. Os hemaocitos podem estar em suspenséo no
plasma (circulantes) ou aderidos aos 6rgéos viscerais. Da mesma forma, seu numero
e tipo variam conforme o estagio de desenvolvimento (RAVAIANO et al., 2018).

Outra rota provavel de exposi¢do das abelhas aos agrotéxicos € o sistema
digestorio, pois é onde ocorrem a absor¢cdo das moléculas de substancias toxicas,
uma vez que as abelhas se alimentam de néctar e pdlen que podem conter esses
residuos (CRUZ-LADIM, 2009; BERRIDGE et al., 1969; OLIVEIRA et al., 2019;
MIOTELO et al., 2022). E no intestino médio onde ocorre a maior parte da digestdo
dos alimentos e absor¢do dos produtos da digestdao (CRUZ-LADIM, 2009) e também
€ o 6rgao onde é possivel medir os danos gerados pela exposi¢do, uma vez que
qualquer alteracdo na parte basica e funcional do epitélio pode causar danos a
integridade do 6rgao (GRELLA et al., 2019).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi analisar se a exposigao cronica aos
agrotoxicos glifosato e imidacloprido de forma isolada e combinada durante o
desenvolvimento larval, podem causar alteragdes no desenvolvimento das abelhas
sem ferrdo S. postica, resultando em um adulto recém-emergido com caracteristicas
diferentes das abelhas ndao expostas, na imunocompeténcia de larvas e de recém-

emergidas e na histologia do intestino adulto resultante.

6.2. OBJETIVOS

Compreender os possiveis impactos dos agrotéxicos glifosato e imidacloprido
de forma isolada e combinada sobre as abelhas sem ferrdo S. postica expostas na
fase larval por meio da analise dos seguintes parametros:

« Taxas de mortalidade, pupacgao, defecagao, desenvolvimento e emergéncia;
« Morfometria da largura da cabega e distancia intertegular em abelhas recém-
emergidas;
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e Numero de células do sistema imune das abelhas nas fases larval e recém-
emergidas;

« Histoarquitetura do intestino médio das abelhas recém-emergidas.

6.3. MATERIAL E METODOS

6.3.1. Bioensaio in vitro

Os discos de cria contendo as larvas de S. postica foram coletados nos
meliponarios do Departamento de Biologia da Universidade Estadual Julio de
Mesquita Filho, campus de Rio Claro (22°23'48.851" S; 47° 32'38.234" W) e do Centro
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Sao Carlos, campus Araras
(22°21°25” S, 47°23'03” W). A coleta do material foi realizada na parte da manha nos
horarios com temperatura acima de 25°C.

As caixas das colbnias foram abertas com cuidado para n&o danificar os potes
de mel e pdlen, mantendo assim a homeostase da colbnia. As larvas de primeiro instar
foram coletadas de trés colénias nao parentais para garantir a variabilidade genética
e em condi¢des ideais para coleta, com grande numero de individuos e com rainhas
jovens (abdémen claros e asas pouco desgastadas). O alimento larval foi coletado de
discos de cria contendo os ovos de coldnias diferentes daquelas utilizadas para
obtencdo das larvas a fim de garantir a sobrevivéncia da colénia. Todo material
coletado foi mantido em caixas de plastico (10,3 cm x 21,8 cm x 33 cm) e levadas ao
laboratério.

O método adotado para os bioensaios in vitro foi baseado em Dorigo et al.
(2019) e Rosa-Fontana et al. (2020). Antes de iniciar os bioensaios, o laboratorio foi
preparado com umidificador (Mondial, Modelo UA-05) para manter a umidade relativa
do ar acima 75% evitando que os alimentos e larvas se desidratassem e com
aquecedor (Mondial, Modelo A-08) para manter a temperatura superior a 25°C. Todo
manuseio dos discos de cria, preparo do alimento larval e transferéncia das larvas foi
realizado no laboratério. As placas de acrilico utilizadas no ensaio eram com
dimensdes semelhantes das células naturais de crias com 100 pogos cada (Rosa-
Fontana et al., 2022). Elas foram higienizadas e colocadas dentro de placas de Petri

de vidro com tampa (1,5 cm x 20 cm), conforme Figura 11.
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Figura 11 — Fotos do preparo dos bioensaios in vitro. As larvas de Scaptotrigona
postica foram expostas ao alimento larval com glifosato, imidacloprido, mistura e
controle (sem contaminantes); (a) coleta dos discos de cria; (b) alimento larval; (c)
placa de acrilico contendo pogos com o alimento larval; (d) discos de cria com as

larvas de 5° instar; (e) e (f) placa de acrilico com o alimento e as larvas prontas para

incubacéao (Autoria prépria).

As células de cria contendo os ovos foram desoperculadas, o alimento larval foi
coletado com micropipeta (Olen - K1-1000C, K1-100C) e colocado em tubo de ensaio
para posterior mistura e homogeneizagdo com os agrotoxicos.

Os ingredientes ativos glifosato (marca Sigma Aldrich, lote: BCBZ6585, CAS:
1071-83-6, pureza 98,1%) e imidacloprido (marca: Sigma Aldrich, lote: BCBZ3018,
CAS 138261-41-3, pureza: 99,9%) foram pesados e diluidos diretamente no alimento
larval. A partir de uma solugao estoque de 1000 ng i.a./puL (10 mg do ingrediente ativo
e 10 mL do alimento larval), sucessivas diluigdes (Figura 12) foram realizadas com o
alimento para atingir as concentragbes a serem fornecidas as larvas. O mesmo
procedimento foi realizado com a mistura dos ingredientes ativos, partindo de uma

solugao estoque de 1000 ngi.a./uL (10 mg do glifosato + 10 mg de imidacloprido e
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10 mL do alimento larval; Figura 13). Foram definidos quatro grupos experimentais:
D1 — controle (alimento larval sem adigdo dos ingredientes ativos), D2 — 0,2 ng/uL de
glifosato em alimento larval, D3 — 0,2 ng/puL de imidacloprido em alimento larval e
D4 - 0,2 ng/uL de glifosato e imidacloprido em alimento larval.

As concentragdes dos ingredientes ativos foram determinadas por meio da
dose de campo (480 g/ha de glifosato e 0,3 g/ha de imidacloprido) mais alta
comumente aplicada para o controle de plantas indesejaveis e insetos, utilizando a
planilha eletrénica BeeRex, que permite calcular as concentragcbes ambiental
estimada (CAE) dos agrotéxicos aos quais as abelhas podem estar expostas no pdlen
e néctar das flores. Esta planilha é utilizada para avaliacido de risco ambiental de
agrotoxicos para abelhas pelo IBAMA (CHAM et al., 2020).

Figura 12 — Cascata da diluigdo para os ingredientes ativos glifosato e imidacloprido

no alimento larval (Autoria prépria).

m 30 pL 60 pL 900 pL
10 mg de T N —
F . — — -
ingrediente &
ativo
10 mL 2970 uLiCY | 2940 pLC | 8100 pL
de de de de
alimento alimentol_ ) | alimentol_ ) | alimentol_ )
1000 10 0,2 0,02
ng/uL ng/pL ng/uL ng/pL
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Figura 13 — Cascata de diluicdo para mistura dos ingredientes ativos glifosato e

imidacloprido no alimento larval (Autoria prépria).

m 30 pL 60 pL 900 pL
10 mg de ) - -
glifosato ' bl ~ N
+
10 mg de
imidacloprido
10 mL 29070 uLCy | 2940 pLICY | 8100 Ly
de de de de
alimento alimentol_J | alimentol_J | alimentol )
1000 10 0,2 0,02
ng/uL ng/uL ng/uL ng/pL

Uma aliquota de 25 yL de cada grupo experimental foi distribuida nas células
das placas de acrilico e, logo apés as larvas foram transferidas com o auxilio de uma
agulha de enxertia. Como as larvas das abelhas consomem todo o alimento larval
depositado na célula de cria, € possivel determinar a concentragdo total ingerida,
multiplicamos cada valor por 25, para obter as concentragbes em ng de i.a./larva:
0,5 ng de glifosato/larva, 0,5 ng de imidacloprido/larva e 0,5 ng de glifosato e
imidacloprido/larva.

Ap0s a transferéncia, as placas de Petri foram preenchidas com agua destilada
e mantidas em incubadoras BOD (Biochemical Oxygen Demand - TE-371L) a
temperatura de 30°C + 2 e umidade relativa do ar de 95% * 2. Apds 72 horas da
transferéncia, para manter a umidade relativa do ar ideal para a criacdo das larvas, foi
adicionado uma solugao de cloreto de potassio (KCI) na placa de Petri. Depois de 48
horas da adicdo da solugcao de KCI, a solugao foi removida e substituida por uma
solugao de cloreto de sodio (NaCl). O KCI e o NaCl foram usados para manter a
umidade em 85 e 75%, respectivamente. As placas permaneceram na incubadora até
a emergéncia das abelhas (~ 34 dias).

Os bioensaios foram realizados conforme esquema demonstrado na Figura 14,
em intervalos de aproximadamente 30 dias para que nao prejudicasse o

desenvolvimento das colbnias. No geral, cada execug¢do do experimento durou em
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média 34 dias, com excecdo do experimento para avaliar a imunocompeténcia das

larvas de quinto instar que foi encerrado apds cinco dias.

Figura 14 — Esquema da condugao dos bioensaios realizados in vitro para avaliagao
dos parametros: desenvolvimento das abelhas, morfometria da largura da cabeca e
distancia intertegular, histologia do intestino médio, imunocompeténcia das larvas,

imunocompeténcia das abelhas recém-emergidas (Autoria propria).
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6.3.2. Desenvolvimento das abelhas S. postica

Os parametros utilizados para indicar os estagios de desenvolvimento das
abelhas foram os mesmos utilizados por Dorigo et al. (2019). O desenvolvimento das
abelhas foi avaliado por meio de observacdes e registros diarios do consumo da
alimentacao, da taxa de defecagao, emergéncia e taxa de mortalidade das abelhas,
apo0s a exposigao das larvas aos grupos experimentais. Os individuos foram
considerados mortos quando nao foi observado movimentagao dos espiraculos (nas
larvas) ou quando a coloragéo estivesse escura no tegumento (nas larvas e pupas),
por meio de observagao em estereomicroscépio (Leica EZ4 HD). Os individuos mortos

foram contabilizados e removidos.
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6.3.3. Morfometria das abelhas recém-emergidas

Os paréametros morfométricos da largura da cabeca e da distancia intertegular
foram avaliados nas abelhas recém-emergidas para comparar a similaridade entre
elas e possiveis deformacgdes apds a exposi¢ao aos grupos experimentais (DORIGO
et al., 2019). As medidas foram obtidas por meio de imagens em estereomicroscopio
com camera acoplada (Leica M 205 C) e o software LAS V4.8, utilizando o modo de
medi¢ao do proprio software para analisar possiveis assimetrias. A morfometria dos
individuos recém-emergidos dos grupos experimentais foi comparada com os

individuos recém-emergidos do grupo controle.

6.3.4. Imunocompeténcia das abelhas

O protocolo seguido para extragdo da hemolinfa em larvas e abelhas recém-
emergidas foi o proposto por Butolo et al. (2020) para as abelhas A. mellifera e
adaptado para a S. postica. Por meio dos bioensaios in vitro, a coleta da hemolinfa
das larvas de quinto instar foi realizada com uma pequena incisdo na regido da cabeca
com a tesoura oftalmoldgica, depois aplicou-se uma leve pressao sobre o corpo até o
extravasamento da hemolinfa. Nas abelhas adultas (recém-emergidas), foi retirada a
cabega com a tesoura oftalmoldgica e o liquido da hemolinfa coletado da abertura
proximal do térax. O liquido da hemolinfa foi coletado com o auxilio da micropipeta
automatica e acondicionado no microtubo de 1,5 mL para posterior analise. Devido a
quantidade de hemolinfa extraida tanto das larvas como das abelhas recém-
emergidas n&o ser suficiente para realizar a contagem, foi realizado um pool de duas
larvas e trés abelhas recém-emergidas para contagem, totalizando 90 larvas por
tratamento e 135 abelhas recém-emergidas. Qualquer fluido com coloragéo
amarelada ou marrom, caracteristica de fluido gastrico, foi evitado.

Para a contagem dos hemocitos, 5 uL da hemolinfa foram adicionados em 5 pL
do corante azul de metileno, em uma proporgao de 1:1 (v:v). Apos a mistura, aliquotas
da mistura (hemolinfa + corante) foram colocadas em camara de Neubauer e realizada
a contagem de 5 quadrantes da camara (Figura 15) com o auxilio do microscépio de

luz de campo claro com uma objetiva de 40X, proporcionando um aumento de 400X.
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Apds a contagem, o numero de hemdcitos foi calculado de acordo com a férmula

abaixo:

N¢ de hemocitos contados

Hemocitos/mL = X F.D.x F.C Equacao 2

N? de quadrantes contados

Onde, o fator de diluicado (F.D.) utilizado de todas as amostras foram dois e o
fator de corregédo (F.C.) foi 104, nUmero este pré-estabelecido para a camara de
Neubauer. Como foi realizado um pool de larvas e abelhas recém-emergidas, para
obter o numero de hemécitos por larva ou abelha, o numero obtido no calculo foi

dividido por dois (larva) e trés (abelha recém-emergida).

Figura 15 — Imagem da camara de Neubauer e 0 aumento dos quadrantes. Foi
utilizada para contagem total dos hemdécitos circulantes na hemolinfa das abelhas

expostas a diferentes tratamentos (Autoria prépria).
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6.3.5. Histologia do intestino médio das abelhas recém-emergidas

Cinco abelhas recém-emergidas (com até 48 horas) de cada grupo
experimental (D1, D2, D3 e D4) foram dissecadas para retirar o intestino médio,
utilizando um estereomicroscépio (Leica EZ4 HD). Os 6rgaos retirados foram fixados
em solugao de paraformaldeido a 4% por 24 horas e estabilizado em solugéo salina
tamponada com fosfato 0,1 M (PBS) pH 7,4, por mais 24 horas para manter o pH

constante. O material passou por uma desidratagdo lenta sob refrigeragdo em
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concentragdes crescentes de alcool (15%, 30%, 50%, 70%, 85%, 90% 95% e 100%)
a 4°C (SILVA-ZACARIN et al., 2011).

ApOs a desidratagédo, os orgaos foram incluidos em historesina em placas
histomoldes por 24 horas até a polimerizacdo do material formando blocos, seguindo
o protocolo padréo para inclusdo em Leica Historesin®, seguindo o manual de
instrugdes do fabricante. Os blocos foram fixados em cubos de madeira (1,5 cm x 1,5
cm) e submetidos a cortes histoldgicos de 5 ym de espessura obtidos com micrétomo
(RM225 Leica). As seccoes foram colocadas em laminas histologicas e coradas com
hematoxilina e eosina.

Conforme protocolo estabelecido por Junqueira e Junqueira (1983), as laminas
foram colocadas em agua destilada por 1 minuto, submetidas a hematoxilina aquosa
por 10 min, enxaguadas com agua destilada por 5 minutos e lavadas em agua corrente
por 1 minuto. Apds esse processo, as laminas foram coradas com eosina por 5
minutos e novamente lavadas em agua corrente por 1 minuto.

Posteriormente, as ldminas foram secadas e montadas com DPX, um meio de
montagem permanente. Apds a secagem e limpeza das laminas, os cortes foram
analisados e fotografados em microscopio de luz Olympus BX51 com software LAS
V4.4 controlador DP para aquisicdo de imagens em aumento de 40x. Foram
confeccionadas oito laminas para cada um dos cinco individuos, contendo em média
oito cortes por lamina.

As imagens foram analisadas pelo programa de processamento de imagens
ImagedJ e o método aplicado foi baseado em Grella et al. (2019). A gravidade do dano
observado no intestino foi determinada através de um valor de escore. Foram
selecionadas 15 fotomicrografias para cada grupo.

As células do epitélio do intestino médio das abelhas recém-emergidas foram
avaliadas para perda de material citoplasmatico, borda em escova e inchago celular,
foi calculado a média de 3 medi¢cdes em diferentes regides da imagem com aumento
final de 400x e para as alteragbes como eliminacio de células, pichose e quantidade
de ninhos de células regenerativas foram realizada pela contagem das células
afetadas com relacédo ao numero total de células e ninhos na imagem inteira, os
resultados foram obtidos em porcentagem. As analises de secregdo apdcrina e
esferocristais foram realizadas utilizando contraste de imagem, os resultados foram

obtidos pela porcentagem da area mais escura em relagéo a area total da imagem.
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As alteracbes no intestino foram avaliadas com base nos parametros
estabelecidos por Grella et al., 2019, no qual foi atribuido um escore (Tabela 1) de
acordo com a grau de importancia do dano patolégico que a alteragao afeta o 6rgéo
analisado. Com base nesses dados foi multiplicado o valor do escore da alteragao
celular pelo valor da frequéncia da alteracao da célula.

Assim, as alteragdes celulares foram classificadas em trés niveis, com base na
relevancia do dano: grau 1 representa um dano minimo e reversivel quando exposto
a um agente toxico; grau 2 representa um dano moderado, qual é possivel reverter na
maioria dos casos; e grau 3 representa dano grave, normalmente irreversivel e que
pode causar dano parcial ou total no 6rgao avaliado. Ja a frequéncia das alteragbes
celulares foi atribuida aos valores de 0, 2, 4 e 6, onde O representa a auséncia de
alteracao e 6 representa uma alta frequéncia
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Tabela 1 — Escore estabelecido para as alteragcdes nas células do intestino e a
frequéncia/amplitude do dano de ocorréncia de cada alteragdo para a abelha

Scaptotrigona postica

Alteragao nas © Frequéncia/Amplitude da frequéncia da
células do intestino § alteracao celular
(72]
médio w 2* 4* 6*
Aumento da secrecéao
o 1 0a0,25 0,26 a 0,51 0,52a0,77
apocrina
Aumento da
o ] 1 3,3a10,8 10,81 a 18,31 18,32 a 26,32
eliminacao de células
Esferocristais 1 0a01 0,11a0,2 0,21 a 0,31
Alteragcédo no Borda
2 10,22 a 13,72 7,21 a 10,21 42a7,2
em escova
Perda de material
. . 2 21a45 4,51a6,9 6,91a9,8
citoplasmatico
Perda dos ninhos de
3 0a33 34 a 66 67 a 100
células regenerativas
Picnose 3 0az28 2,81 a5,61 5,62 a 8,42

*Frequéncia de ocorréncia de cada alteragao celular.
Fonte: Adaptado de Grella et al., 2019.

6.3.6. Analise Estatistica

Os dados referentes aos efeitos adversos da exposi¢cao aos agrotdxicos dos
parametros de mortalidade, morfométricos (distancia intertegular e largura da cabeca)
e contagem dos hemacitos foram analisados inicialmente pelo teste de normalidade
de Shapiro-Wilk, ndo atenderam os pressupostos de normalidade e foram
considerados nao-paramétricos. Entdo, os resultados foram submetidos a analise
estatistica comparativa através do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido
pelo post-hoc de Dunn e o nivel de significancia adotado foi de p < 0,05. Por meio do

software R (verséo 4.1.0, R Foundation for Statistical Compunting, 2021).
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Para o parametro da histologia do intestino médio, os dados foram analisados
inicialmente pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk, ndo atenderam os
pressupostos de normalidade e foram considerados nao-paramétricos. Apds os
resultados foram submetidos a analise estatistica de comparagao, com a utilizagcédo do
teste Friedman e o nivel de significancia adotado foi de p < 0,05, utilizando o pacote

agricole no software R (versao 4.1.0, R Foundation for Statistical Compunting, 2021).

6.4. RESULTADOS

6.4.1. Desenvolvimento das abelhas sem ferrao

Os resultados obtidos ap6s a exposi¢ao aos grupos experimentais (D1, D2, D3 e
D4) estdao demonstrados na Tabela 2, a qual evidencia a mortalidade obtida em cada
grupo experimental e a duragcdo de cada fase do desenvolvimento das abelhas S.
postica. Nenhuma rejeicao das dietas (D1, D2, D3 e D4) foi observada nos bioensaios
com as larvas, que ingeriram todo o conteudo até o 5° instar e nem a defecacao foi

alterada, no sétimo dia todas as larvas ja tinham defecado.

As fases de desenvolvimento (Figura 16) dos individuos expostos aos grupos
experimentais ndo foram alteradas e nem seu desenvolvimento. Apresentam no 14°
dia pupa com olho branco, no 16° dia pupa com olho rosa, 19° dia pupa de olho e no
34° dia as abelhas emergiram. A taxa de pupacao e a taxa de emergéncia foi de 100%
para todos os grupos. Também nao foi observada nenhuma alteragao na coloragao

da cabeca, térax e abdome dos individuos formados.

A taxa de mortalidade das larvas foi significativamente diferente do controle no D3
(p =0,0487) e nos demais grupos D2 e D4 nao houve diferenciagcéo, p = 0,293 e

p = 0,521, respectivamente.
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Figura 16 — Desenvolvimento larval da Scaptotrigona postica até sua emergéncia
visto em estereomicroscépio. (a) larva de 1° instar, dentro da célula de cria com o

alimento larval; (b) larva de 5° instar; (c) pupa de olho branco; (d) pupa de olho rosa;

(e) pupa de olho preto; (f) abelha recém emergida (Autoria propria).
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Tabela 2 — Fases observadas do desenvolvimento das abelhas Scaptotrigona postica
apos a exposigcao cronica via oral aos grupos experimentais: controle (D1 - sem

ingredientes ativos), glifosato (D2), imidacloprido (D3) e mistura (D4)

Mortalidade de  presengcade Defecagio

Grupo n larvas ) Alimentono  no Quinto  Emergéncia®
(%) Quinto Dia® Dia®?
D1 30 0,00+0,00 a Nao Sim 34 +0,25a
D2 30 10,00%£0,31a,c Nao Sim 34+0,35a
D3 30 30,00+0,47 b, c Nao Sim 34+£0,18 a
D4 30 13,33%+0,35a,c Nao Sim 34+£0,18 a

() Numero de larvas mortas / nimero inicial de larvas da amostra.

@ Valor médio do estagio de desenvolvimento dos organismos.

@) Os numeros indicam os dias exatos em que os eventos ocorreram.

n - Numero de larvas.

* Indica o desvio padréo.

Dados seguido por letras iguais ndo apresentam diferenga significativa (Teste post-hoc de Dun,
p < 0,05).

6.4.2. Morfometria das abelhas recém-emergidas

A morfometria da distancia intertegular (DI) e da largura da cabega (LC) das
abelhas recém-emergidas dos grupos experimentais (D1, D2, D3 e D4) foram medidas

conforme Figura 17 e os dados estdo demonstrados na Tabela 3 e Figuras 18 e 19.

Nossos resultados evidenciam diferengas significativas quando os grupos séao
comparados entre si e com o controle. Para a DI apresentaram diferengas nos grupos
D1 e D2 (p = 0,0022), D2 e D3 (p = 0,0004), D2 e D4 (p = 0,0023) e LC nos grupos
D1 e D2 (p =0,00008), D1 e D4 (p =0,0162) e D2 e D3 (p = 0,0122), de acordo com
tabela 2.

N&do encontramos efeitos da acdo do ingrediente ativo imidacloprido nas
medidas da DI e LC quando comparados com o controle (p > 0,05). O glifosato causou
efeitos tanto na DI como na LC. Ja a mistura entre os ingredientes ativos, causou
efeitos similares ao pior caso para a LC, o glifosato esta mantendo seu efeito negativo
nas medidas de LC, e para as medidas de DI, a mistura ndo causou uma soma dos
efeitos, ou seja, ndo foi aditivo. Neste caso, o imidacloprido esta diminuindo a agéo do

glifosato.
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Figura 17 — Medidas anatdbmicas da largura da cabecga e distancia intertegular da

abelha Scaptotrigona postica (Autoria propria).

Tabela 3 — Morfometria da distancia intertegular e largura da cabega das abelhas

Scaptotrigona postica recém-emergidas apds a exposigao cronica via oral aos grupos

experimentais: controle (D1 - sem ingredientes ativos) e com glifosato (D2);
imidacloprido (D3) e mistura (D4)

Distancia Intertegular Largura da Cabeca
Grupo n
Média / DP (mm) Média / DP (mm)
D1 15 11,56 + 7,74 a 9,64+7,17 a
D2 15 9,80+14,75b 791+961b
D3 15 11,78 £ 6,74 a, ¢ 95+5,73 a
D4 15 11,34 £+ 16,42 a, c 8,7+10,77 b

n - Numero de abelhas.
DP — Desvio padrao.

Dados seguido por letras iguais ndo apresentam diferenga significativa (Teste post-hoc de Dun ,

p < 0,05).
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Figura 18 — Boxplot dos dados de morfometria da distancia intertegular das abelhas
Scaptotrigona postica recém-emergidas nos grupos experimentais: controle (D1 - sem

ingredientes ativos), glifosato (D2), imidacloprido (D3) e mistura (D4).
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Figura 19 — Boxplot dos dados de morfometria da largura da cabeca das abelhas
Scaptotrigona postica recém-emergidas nos grupos experimentais: controle (D1 - sem

ingredientes ativos), glifosato (D2), imidacloprido (D3) e mistura (D4).
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6.4.3. Imunocompeténcia das abelhas adultas

As contagens totais de hemdcitos foram realizadas como uma medida indireta
da imunocompeténcia celular basal. O numero médio de hemdécitos totais por mililitro
circulante na hemolinfa das larvas de quinto instar e das abelhas recém-emergidas
expostas aos grupos experimentais, foram contados e calculados, conforme
equacao 2 e estdo apresentados na Tabela 4. Na Figura 20 é possivel observar uma
amostra de hemolinfa com hemdcitos circulante das abelhas S. postica obtidos nos

bioensaios.

Figura 20 - Fotomicrografias da camara de Neubauer contento amostras de
hemolinfa de larvas de quinto instar de Scaptotrigona postica. As setas indicam os

hemacitos encontrados nos bioensaios (Autoria prépria).

A exposigao a todos os grupos (D2, D3, D4) nao reduziu significativamente a
contagem total dos hemacitos das larvas de quinto instar. Ja para as abelhas recém-
emergidas demonstram diferengas significativas quando comparados com o controle
e entre si, para os grupos D1 e D3 (0,0374), D1 e D4 (0,0004), D2 e D3 (0,0004), D2

e D4 (0,0000004) e nos grupos D3 e D4 nao apresentaram diferencgas significativas.
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Tabela 4 — Numero médio de hemacitos/mL circulantes na hemolinfa de Scaptotrigona

postica apds a exposigao cronica via oral aos grupos experimentais controle (D1 - sem

ingredientes ativos), glifosato (D2), imidacloprido (D3) e mistura (D4)

Larvas de quinto instar

Abelhas recém-emergidas

Grupo Média Média
(hemocitos/mL) (hemocitos/mL)
D1 45 7.689 a 30 4178 a
D2 45 9.156 a 30 2311a,b
D3 45 10.978 a 30 3.644 c
D4 45 8.579 a 30 5.867 ¢

n- pool de larvas/abelhas.
Dados seguido por letras iguais ndo apresentam diferenga significativa (Teste post-hoc de Dun,

p < 0,05).

As larvas do controle apresentaram uma densidade de hemdécitos mais alta do

que as abelhas recém-emergidas. A exposi¢ao ao imidacloprido e mistura afetou

significativamente a densidade de hemocitos e para o glifosato ndo se diferenciou

estatisticamente do controle. Nas Figuras 21 e 22, observa-se a distribuicdo dos dados

dos hemdcitos circulantes na hemolinfa de larvas de quinto instar e de abelhas recém

emergidas para cada grupo experimental.
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Figura 21 — Boxplot do niumero de hemécitos circulantes na hemolinfa das larvas de

5° expostas aos grupos experimentais: controle (D1 - sem ingredientes ativos);

glifosato (D2); imidacloprido (D3) e mistura (D4).

NUmero de Hemocitos/mL

30000

20000

5000 10000

0

Nlumero de Hemocitos das Larvas

D2 D3

Grupos Experimentais

D4

Figura 22 — Boxplot do numero de hemdcitos circulantes na hemolinfa das abelhas

recém-emergida expostas aos grupos experimentais: controle (D1 - sem ingredientes

ativos); glifosato (D2); imidacloprido (D3) e mistura (D4).
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6.4.4. Histologia do intestino médio das abelhas recém-emergidas

Analisamos a histologia do intestino médio das abelhas S. postica recém-
emergidas e a média dos indices dos diferentes parametros estdo demonstrados na
Tabela 5. Os parametros de perda de material citoplasmatico, perda de borda em
escova e eliminagao de células para o lumen apresentaram diferengas significativas
em relacdo ao controle, enquanto picnose, liberacdo de secrecdo apdcrina e
esferocristais ndo apresentacao diferengas estatisticas entre os grupos experimentais
e controle.

O intestino médio de recém-emergidas do grupo controle apresentou
microvilosidades intactas e as células digestivas com uma borda em escova evidente
(média: 5,92 + 1,86 um de altura), enquanto nos grupos com glifosato, imidacloprido
e mistura, houve uma diminuigao acentuada na altura da borda em escova das células
digestivas (média: 1,68 £ 0,70 um de altura - glifosato; média: 2,12 + 0,60 pym de altura
- imidacloprido; média: 1,98 + 0,59 ym de altura - mistura).

No controle, ndo foram evidenciadas alteragées nos padrées morfoldgicos, foi
possivel notar a presenga de células regenerativas dispostas na base do epitélio
formando ninhos de células regenerativas, borda em escova na regido apical das
células e vilosidades com fibras musculares viscerais intactas e um epitélio simples
de células prismaticas.

Entretanto, nos grupos expostos com os agrotoxicos foi possivel observar
alteracdes nos padrdes morfoldgicos tais como vilosidades irregulares com eliminagao
de células para o lumen, diminuicdo da borda em escova, perda do material

citoplasmatico em volta das células principais e ninhos regenerativos alterados.
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Tabela 5 — Valores da média e desvio padrao das alteragcdes encontradas no intestino
médio das abelhas recém-emergidas expostas aos grupos: controle (D1 - sem

ingredientes ativos); glifosato (D2); imidacloprido (D3) e mistura (D4)

Grupo SA ESF PMC PBE ECL PNCR PIC
2+0 20 00 15,2+ 1,62 00 320 60
o1 a a a a a a a
D2 2+0 2+0 4,18+2,70 160 3,20+ 2,69 320 60
a a b b b a a
2+0 20 6,04%3,15 160 253+3,15 420+3,09 610
= a a b b b b a
D4 2+0 2+0 6,93+3,35 160 2,67+3,35 580+4,89 60
a a b b b b a

SA — secregao apocrina; ESF — esferocristais ; PMC — perda de material citoplasmatico; PBE — perda
de borda em escova; ECL — eliminagdo de células para o lumen; PNCR — perda de ninhos de células
regenerativas; PIC — picnose.

Dados seguido por letras iguais ndo apresentam diferenga significativa (Teste post-hoc de Dun,
p < 0,05).
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Figura 23 — Fotomicrografias das estruturas do intestino médio de abelhas recém-
emergidas expostas aos grupos experimentais. Coloragao por hematoxilina e eosina.
(a) controle - D1; (b) glifosato - D2; (c) imidacloprido - D3; (d) mistura - D4; (ce) célula
eliminada; (cm) capa muscular protetora; (be) borda em escova; (ep) epitélio; (L)
lumen; (n) ndcleo; (ncr) ninho de células regenerativa. A seta indica perda do material

citoplasmatico (Autoria prépria).

6.5. DISCUSSAO

Neste trabalho, relatamos os efeitos do herbicida glifosato, do inseticida
imidacloprido e da mistura em concentragdes residuais dos agrotdxicos encontrados
em ambientes agricolas e analisamos a toxicidade crbnica para a abelha S. postica
durante seu desenvolvimento. As taxas de sobrevivéncia dos nossos bioensaios no

grupo controle foi superior a 90%, e dentro do limite de mortalidade de < 15%
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estabelecido pelo protocolo OECD 237 (2013) para avaliagdo da toxicidade de
agrotoxicos em larvas de abelha A. mellifera. Protocolo esse utilizado pelo IBAMA

para avaliagdo de risco de agrotoxicos para polinizadores no Brasil.

Em nossos bioensaios, ndo observamos diferengcas significativas de
mortalidade em relagéo ao controle para os grupos experimentais com o glifosato (D2
- 10%) e a mistura (D4 - 13%). Em estudo realizado com concentragbes semelhantes
a nossa em relacgao ao glifosato (0,8 mg/L), também nao foram observadas diferengas
na sobrevivéncia das larvas de A. mellifera, no desenvolvimento larval, pupal e total,
mas apresentou efeito subletal, diminuicdo do peso larval (DAI et al., 2018). Ja em
abelhas adultas das espécies A. mellifera e Hypotrigona ruspolii, quando expostas ao
ingrediente ativo apos a pulverizagdo do produto, causou mortalidade das abelhas,
demonstrando assim a importancia de restringir a pulverizagdo nos horarios de
visitacdo das abelhas nas culturas (ABRAHAM et al., 2018).

Encontramos evidéncias que a taxa de mortalidade das abelhas ao longo do
bioensaio foi significativamente comprometida apos a ingestdo do imidacloprido (D3)
em doses residuais de campo em relagao ao controle (p < 0,05), chegando a 30% das
abelhas. Isso pode ser um indicativo de prejuizo para a sobrevivéncia da col6nia
exposta a esse agrotoxico a longo prazo. Estudo realizado com larvas de M.
quadrifasciata anthidioides, mostrou que a taxa de sobrevivéncia acima de 50% so foi
possivel em doses de inseticida inferiores a 0,0056 ug de i.a./abelha (TOME et al.,
2012), corroborando com nossos resultados. Em abelhas solitarias Osmia lignaria e
Megachile rotundata a exposigao crdnica ao imidacloprido teve efeito na longevidade
das abelhas, velocidade de desenvolvimento e massa corporal que pode ter
consequéncias fisiologicas e ecoldgicas consideraveis para as abelhas e as
interagdes planta-polinizador (ANDERSON e HARMON-THREATT, 2019). Também
foi relatado por Silva et al. (2016) que mesmo nao provocando a morte imediata de S.
postica, em doses subletais do imidacloprido pode levar a alteragbes comportamentais
que comprometem o funcionamento da colénia, como a capacidade de

reconhecimento de uma fonte de alimento, de deslocamento e de orientagao.

A exposicao crbnica de abelhas expostas a dose simultinea de campo do
imidacloprido e do glifosato pode ndo apresentar taxas significativas de mortalidade,

porém podem ter efeitos adversos sobre diferentes aspectos do comportamento das
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abelhas, afetando negativamente sua capacidade de aprendizagem olfativa
comprometendo a coleta do alimento (MENGONI GONALONS et al., 2018;
THOMPSON et al., 2014).

Além dos efeitos letais, avaliamos a variacdo corporal e observamos nos
grupos experimentais com o ingrediente ativo glifosato e a mistura, medidas da Dl e
LC significativamente menores que os demais grupos. Se esses individuos puderem
atingir a idade de forrageio, tendo em vista o tamanho do seu corpo e a diminuigéo
das medidas provocadas pelo consumo do herbicida durante a fase larval, € possivel
que essas assimetrias resultem em desajustes na capacidade de voo das abelhas, na
aerodinamica e até mesmo incapacita-las para o voo (BALBUENA et al.,, 2015;
VALDOVINOS-NUNES et al., 2009). Além disso, esses efeitos negativos podem
reduzir a disponibilidade de alimento para a col6nia que pode desencadear na sua
perda (WOLF et al., 2014).

A relacdo entre o tamanho corporal das abelhas operarias, distancia de
forrageamento e aptiddo/sobrevivéncia da colénia é complexa e envolve diversos
fatores ambientais, como clima, sazonalidade, a quantidade de estoque de alimento e
competicdo com outras colénias (CAMPBELL 2019; EVANS et al., 2017; VEIGA et al.,
2013). O tamanho do copo das abelhas, especialmente a DI, esta correlacionado com
a area de forrageamento, pois os musculos do voo estdo inseridos nesta area
(GREENLEAF et al.,, 2007). Individuos menores possuem menor alcance de
forrageamento e individuos maiores podem explorar os recursos em areas mais
distantes (CAMPBELL et al., 2019). Veiga et al. (2013) ainda encontrou uma
correlagdo significativa entre o vao intertegular, o tamanho das corbiculas das
operarias e os estoques de mel e polen de Melipona flavolineata, quando a colbnia
estava com o estoque de alimento alto, a coldnia investia em individuos com a DI
maior e a corbicola menor, permitindo assim que esses individuos fossem capazes de
explorar uma area maior, porém carregando menos polen e quando o estoque na
colénia era reduzido, o padrdo se invertia, a colonia investia em individuos com
corbiculas maiores e a DI menor, permitindo que esse individuo coletasse mais pdélen
a cada voo, porém com menor alcance de forrageamento.

Assim, as malformacbes observadas no nosso estudo nos grupos
experimentais D2 e D4 podem ser resultado do efeito toxico dos ingredientes ativos.

Isso pode ser decorrente de alteragdes na musculatura responsavel pelo voo como
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relatado por Dinh et al. (2016) e Dorneles et al. (2021) em abelhas expostas ao
inseticida e ao acaricida clorpirifés. Por isso, tornam-se necessarios mais estudos para
avaliar o impacto dessas alteragdes na morfologia das abelhas recém-emergidas, pois

as respostas em campo sao mais complexas que as observadas em laboratério.

Durante o preparo das abelhas para a morfometria, observamos que as
abelhas expostas ao glifosato estavam mais enrijecidas quando comparadas aos
demais grupos experimentais. Isso pode indicar que o glifosato esteja interferindo na
sintese da quitina. A quitina é um polissacarideo nitrogenado que desempenha a
funcao de estruturacéo do corpo da abelha e regula a perda da agua (RUDALL, 1963)
e da protegdo contra de agrotoxicos e parasitas (CHARLIER et al., 2020).
Provavelmente, durante a formacgao da cuticula, o herbicida pode estar aumentando
a deposigao de quitina nas abelhas, o que poderia provocar essa rigidez apresentada

No Nosso experimento.

Apesar de nao haver trabalhos comprovando essa hipotese, sabe-se que
alguns inseticidas s&o inibidores da sintese de quitina, que inibem a deposi¢cao de
quitina na larva, gerando a falta de rigidez e dificultando a eliminagdo da cuticula velha
e essas abelhas podem até sobreviver por algum tempo, porém eventualmente
morrerao (MULLA, 1995; RETNAKARAN et al., 2003). Embora o modo de agao do
glifosato em animais nao seja suficientemente claro, sabe-se que este herbicida afeta
o desenvolvimento de crustaceos, uma vez que aumenta a taxa metabdlica, tornando
0 exoesqueleto mais fino e interferindo no nivel de horménios envolvidos no ciclo de
mudas (FANTON et al., 2020, TRESNAKOVA et al., 2022), como encontrado por
Banaee et al. (2019) onde a exposigdo causou o amolecimento e afrouxamento do
exoesqueleto em caranguejos.

Outro parametro avaliado foi a contagem de hemacitos presente na hemolinfa
das abelhas. Durante o periodo larval até o quinto instar, ndo observamos efeitos
significativamente diferentes na concentracdo dos hemdcitos totais quando
comparados com o controle (D1) e nem nos demais grupos. Ja as abelhas recém-
emergidas apresentaram efeitos significativos nos grupos expostos ao imidacloprido
e a mistura comparados ao controle. Existem trabalhos que também apresentaram
alteragcdes na quantidade de hemdcitos em abelhas expostas a agrotéxicos e
patdgenos, como os experimentos realizados por Brandt et al. (2016). Abelhas adultas
A. mellifera foram expostas a agdo de trés inseticidas neonicotinoides (imidacloprido,
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tiacloprido e clotianidina) com doses de campo e em todos os casos foi observada
uma reducdo na concentragdo de hemodcitos, alteracbes a resposta de
encapsulamento e a atividade antimicrobiana. Em contrapartida, experimentos
realizados com a M. quadrifasciata, a contagem de hemdcitos totais nao foi alterada
apos a exposi¢ao do imidacloprido, porém a contagem diferencial de hemacitos houve
reducao do granulécitos (glébulos brancos) e aumento dos pro-hemacitos (células-
tronco; RAVAIANO et al., 2018).

A contagem dos hemocitos nos fornece uma medida indireta da
imunocompeténcia celular basal (ALAUX et al., 2009). Os hemécitos fazem parte da
defesa imunoldgica celular dos insetos, pois sao responsaveis pela fagocitose,
encapsulamento de patdogenos e do fechamento de feridas (ALAUX et al., 2012;
BRANDT et al.,, 2016). O numero de hemdcitos alterado apds a exposicdo aos
agrotoxicos pode resultar em falhas na defesa imunoldégica e aumento na
suscetibilidade das abelhas a patégenos. Assim, mais estudos sao necessarios para
entender o mecanismo de defesa das abelhas.

Notamos também que o numero de hemdacitos variou dentro do mesmo grupo
tanto para larvas (0 a 30.000) como para abelhas emergidas (0 a 29.333). Isso pode
ter ocorrido devido a dificuldade na extracdo do material, sua manipulacao precisa ser
minuciosa para evitar danos aos tecidos e consequente perda do material. No caso
do nosso experimento, foi necessario ainda fazer um pool de duas larvas e um pool
de 3 abelhas para conseguir obter a quantidade minima de 5 pyL de hemolinfa,
dificuldades essas também apontadas por outros autores na literatura (ANNOSCIA et
al., 2018; MCAFEE et al., 2017; RAMSEY et al., 2019).

As analises histoldgicas revelaram os efeitos subletais dos dois ingredientes
ativos glifosato e imidacloprido e da mistura no intestino médio das abelhas S. postica
recém-emergidas. A perda da borda em escova nos grupos expostos com o0s
agrotoxicos (D2, D3 e D4), pode acarretar em problemas nas células epiteliais e
dificultar a absor¢cdo de nutrientes, uma vez que a borda em escova aumenta a
superficie de contato das vilosidades e protege contra choques mecanicos (SERRAO
e CRUZ-LANDIM, 1995). Também observamos a perda de material citoplasmatico,
indicando que o epitélio do intestino esta sofrendo danos causados pela exposicao.
Os quais dificilmente serao revertidos e podem causar alteragées no funcionamento

do orgdo (GRELLA et al.,, 2019). Nao observamos ocorréncias de nucleos com
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picnose, o que pode indicar que provavelmente nao esta ocorrendo mortes celular nas
células digestivas do intestino médio de S. postica expostas aos grupos experimentais
(CARNEIRO et al., 2022).

Ja a auséncia de secrecdo apodcrina e esferocristais no intestino médio em
todos os grupos, incluindo o controle, indica a manutengédo de padrao que pode ser
explicado pela idade das abelhas. S. postica foi alimentada com os grupos
experimentais durante o periodo larval, periodo o qual o alimento permanece no
intestino médio, pois a passagem entre o ventriculo e o intestino posterior esta
fechado. Quando a larva cessa a alimentacdo na metade do ultimo estagio larval
(~5° instar) ocorre a defecacgao (~7° instar) e a partir desse momento elas nao se
alimentam até sua emergéncia, quando o intestino passa por uma reorganizagéo
tecidual durante a metamorfose (CRUZ-LANDIM, 2009). Fato esse, que pode explicar
a auséncia de secrecado apocrina e esferocristais no intestino médio das abelhas
recém-emergidas, pois a medida em que o contato com a substancia tdxica decai, o
equilibrio osmaético € reestabelecido e a excrecdo de esferocristais também decai
(GRELLA et al., 2019).

Outro dano encontrado, foi a eliminagao de células do epitélio para o lUmen nos
grupos expostos aos agrotoxicos (D2, D3 e D4), o que pode estar relacionado com a
ingestao, pois sdo essas as células que possuem maior contato com os agrotoxicos
(CAETANO et al., 1994). Essa eliminagao de células pode ocorrer porque as células
nao exercem mais sua funcéo de forma adequada (CACCIA et al., 2019; MIOTELO et
al., 2022). No entanto, este dano pode ser reversivel, pois as células sao rapidamente
substituidas por novas, produzidas nos ninhos regenerativos, assumindo o lugar das
células eliminadas (GRELLA et al., 2019). Esse efeito também foi encontrado por
Miotelo et al. (2022) com concentragao subletal do tiametoxam para M. scutelaris.

Porém, em nossos resultados também observamos alteragdes significativas
nos ninhos de células regenerativas no grupo exposto ao imidacloprido e a mistura.
Essas alteragdes sao consideradas mais grave (GRELLA et al., 2019), pois os ninhos
de células regenerativas sdo responsaveis por reestruturar o epitélio, quando
necessario, substituem os dois tipos de células (digestivas e enddcrinas). Assim,
podem afetar o funcionamento do 6érgéo e causar problemas irreversiveis na digestao,
absorcao dos nutrientes e produgdo do horménio (CRUZ-LANDIM, 2009; MARTINS
et al., 2006). Efeito também observado em P. helleri exposta ao inseticida fipronil,
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onde foram encontrados ninhos regenerativos desorganizados, indicando uma

possivel diminuicdo da capacidade de autorrenovagao no intestino médio (FARDER-
GOMES et al., 2021).

6.6. CONCLUSAO

A partir de evidéncias aqui apresentadas, conclui-se que:

Doses realisticas de campo interferem na sobrevivéncia das abelhas quando

expostas ao imidacloprido, sugerindo um alerta para sua utilizagao.

A mistura ndo tem efeito sinérgico e nem aditivo na mortalidade das abelhas,
mas apresenta efeitos subletais.

Os parametros morfométricos apontam para possiveis efeitos subletais a longo
prazo em abelhas expostas ao glifosato e a mistura.

Nao foram evidenciadas alteracbes no numero total de hemdécitos circulantes
na hemolinfa das larvas de 5° instar expostas aos tratamentos.

O sistema imune das abelhas recém-emergidas foi afetado pela exposicéo a
mistura e ao imidacloprido.

Os danos causados pelos ingredientes ativos de forma isolada e combinada

sugerem comprometimento no funcionamento do sistema digestorio.
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7. CONCLUSAO GERAL

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, conclui-se que:

Nao foi possivel estabelecer um método adequado para realizacéo do teste de
toxicidade in vivo com agrotoxicos para abelhas sem ferrdo devido a alta eficiéncia do
comportamento higiénico da abelha S. postica e da proliferagdo do fungo no discos
de cria em incubadora.

Os efeitos cronicos adversos do glifosato podem afetar o tamanho dos
individuos e o funcionamento do intestino. Ja o imidacloprido compromete a
sobrevivéncia das abelhas, o sistema imunoldgico das abelhas adultas e o sistema
digestorio. E, por ultimo, a mistura dos agrotdxicos, ndo causou a somas dos efeitos
dos ingredientes, mas apresentou efeitos subletais no tamanho do individuo, no

sistema imunoldgico e no sistema digestorio.
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APENDICES

Apéndice 1. Analise da taxa de mortalidade

Shapiro-wilk normality test

data: dados$morte
W = 0.40092, p-value < 2.2e-16

Kruskal-wallis rank sum test

data: morte by tratamento
Kruskal-wallis chi-squared = 7.4375, df = 3, p-value = 0.05919

> dunn_test(morte~tratamento, data = dados)
£ A tibble: 6 x O

.¥. groupl group2 nl n2 statistic p p.adj p.adj.signif
marte tl t2 30 30 1.89 0.0586 0.293 ns

morte tl t3 30 30 2.65 0.0081l1 0.048&7 =*

morte tl t4 30 30 1.51 0.130 0.521 ns

morte t2 t3 30 30 0.756 0.449 0.899 ns

morte t2 t4 30 30 -0,378 0,705 0,899 ns

morte t3 t4 30 30 -1.13 0.257 0.770 ns

Apéndice 2. Analise da distancia intertegular

Shapiro-wilk normality test

data: dados$distancia
W = 0.92515, p-value = 0.001244

Kruskal-wallis rank sum test
data: distancia by tratamento

Kruskal-wallis chi-squared = 17.589, df = 3, p-value
0.0005346

> dunn_test(distancia~tratamento, data = dados)

~

# A tibble: 6 x 9

£ vl groupl group2 nl n2 statistic p p.adj
<chr> <chr> <chr> <int> <ints <db> <db 1> <db 1>
distanc~ tl t2 15 15 3.66 2.48e=-4 0.00149
distanc~ tl 3 15 15 1.83 6.73e-2 0.266
distanc~ tl t4 15 15 3.50 4.70e-4 0.00235
distanc~ t2 t3 15 15 -1.83 6.65e-2 0.266
distanc~ t2 t4 15 15 -0.167 8.67e-1 0.867
distanc~ t3 t4 15 15 1.67 9.54e-2 0.266

-

# ... with 1 more variable: p.adj.signif <chr>



Apéndice 3. Anadlise da largura da cabec¢a

data:

Shapiro-wilk normality test

dadoslidistancia

W = 0.95228, p-value = 0.01995

> kruskal.test(distancia~tratamento, data =

data:

Kruskal-wallis chi-squared = 23.058, df = 3, p-value

> dunn_test(distancia~tratamento, data =

dad

Kruskal-wallis rank sum test

distancia by tratamento

o Fal

# A tibble: 6 x 9

Y. groupl group2
<chr> <chrs> <chr> <
distancia tl t2
distancia tl t3
distancia tl t4
distancia t2 t3
distancia t2 t4
distancia t3 t4

nl

o gy =
1T~

0sl)

= 3.928e-05
dadosl)
n2 statistic s p.adj p.adj.signif
<ints> <db > <db 1> <dbl> <chr>
15 3.59 0.000336 0.00168 ==
15 1.25 0.210 0.419 ns
15 4.17 0.0000303 0.000182 ===
I5 -2.33 0.0197 0.0592 ns
15 0.585 0.558 0.558 ns
15 2.92 0.00354 0.0141

Apéndice 4. Andlise do numero de hemécitos circulantes na hemolinfa das

larvas

data:

W = 0.90721, p-value =

> kruskal.test(Hemocito~Dieta, data =

data:

shapiro-wilk normality test

dados2%Hemocito

3.23e-09

Kruskal-wallis rank sum test

Hemocito by Dieta

dados2)

Kruskal-wallis chi-squared = 6.189, df = 3, p-value =

> # Teste Post-hoc - teste Dum com ajuste do valor de

=

>

> dunn_test(Hemocito~Dieta, data =

# A tibble: 6 x 9
Y. groupl group? nl
<Chr> <chr> <chr> <7nt>
Hemocito D1 D2 45
Hemocito D1 D3 45
Hemocito D1 D4 45
Hemocito D2 D3 45
Hemocito D2 D4 45
Hemocito D3 D4 45

>

dados2)

nZ statistic
45 1..05
45 2.44
45 0.795
45 1.39
45 -0.257
45 -1.64

P

ol T

o

0.293
0.0147
0.427
0.166
0.797
0.100

0

OO0 0000

.1028

p.adj p.adj.signif

<ao (>

.878
.0884
.878
.662
.878
.501

<chr>
ns
ns
ns
ns
ns
ns
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Apéndice 5. Andlise do numero de hemécitos circulantes na hemolinfa das

abelhas recém-emergidas

> shapiro.test(dados2$Hemocito)
Shapiro-wilk normality test

data: dados2%Hemocito
W = 0.81843, p-value = 1.062e-13

Kruskal-wallis rank sum test

data: Hemocito by Dieta
Kruskal-wallis chi-squared = 35.343, df = 3, p-value = 1.031e-07

>

> # Teste Post-hoc - teste Dum com ajuste do valor de p

>

> dunn_test(Hemocito~Dieta, data = dados2)

# A tibble: 6 x 9
Y. grqupl group2 _ nl _ n2 statistic P p.§Qj p.adj.signif
Hemocito DI D2 45 45 _1.45 0.147  0.29%4  ns
Hemocito D1 D3 45 45 2:500.0125 0.0374 =
Hemocito D1 D4 45 45 3.94 0.0000803 0.000391 e
Hemocito D2 D3 45 45 3.95 0.0000783 0.000391 s
Hemocito D2 D4 45 45 5.39 0.0000000688 0.000000413 ===+
Hemocito D3 D4 45 45 1.44 0.149 0.294 ns

Apéndice 6. Analise do intestino
e Perda do material citoplasmatico

> summarySeE(dadosT, measurevar = "VRESP", groupvars = c("Grupo", "Dia") )

Grupo Dia N VRESP sd se ci

1 Controle 1 45 0.000000 0.00000 0.0000000 0.0000000

2 Glifosato 2 45 4.177778 2.69080 0.4011208 0.8084058

3 Imidacloprido 3 45 6.044444 3.14755 0.4692090 0.9456287

4 Mistura 4 45 6.933333 3.34664 0.4988877 1.0054420
e Aumento de células eliminadas

> summarySE(dadosT, measurevar = "VRESP", groupvars = c("Grupo", "Dia") )

Grupo Dia N VRESP sd se ci

1 controle 1 45 0.000000 0.0000000 0.0000000 0.0000000

2 Glifosato 2 45 3.200000 0.9908674 0.1477098 0.2976895

3 Imidacloprido 3 45 2.533333 1.5608855 0.2326831 0.4689419

4 Mistura 4 45 2.666667 1.2060454 0.1797866 0.3623361
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e Perda dos ninhos de células regenerativas

> summarySE(dadosT, measurevar = "VRESP", groupvars = c("Grupo", "Dia") )
Grupo Dia N VRESP sd se ci

1 Controle 1 45 3.0 0.000000 0.0000000 0.0000000

2 Glifosato 2 45 3.0 0.000000 0.0000000 0.0000000

3 Imidacloprido 3 45 4.2 3.093982 0.4612237 0.9295352

4 Mistura 4 45 5.8 4.887833 0.7286351 1.4684675

e Borda em escova

> summarySE(dadosT, measurevar = "VRESP", groupvars = c("Grupo”, "Dia") )
Grupo Dia N VRESP sd se ci

1 Controle 1 45 15.2 1.61808 0.2412091 0.4861249

2 Glifosato 2 45 16.0 0.00000 0.0000000 0.0000000

3 Imidaclooprido 345 16.0 0.00000 0.0000000 0.0000000

4 Mistura 4 45 16.0 0.00000 0.0000000 0.0000000
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