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RESUMO

As abelhas sdo os principais polinizadores de plantas nativas e culturas economicamente
importantes. Com o uso indiscriminado de agrotéxicos no Brasil, estudos relacionados aos
efeitos destes produtos sobre essas espécies sdo necessarios. Atualmente os testes de avaliagcdo
de risco sdo baseados em uma espécie exdtica, mas existem lacunas de conhecimento sobre
utiliza-la para representar espécies nativas, como as abelhas-sem-ferrdo. Para contribuir com o
conhecimento acerca dessas espécies, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar se a exposicdo a
concentracdes subletais do inseticida tiametoxam e do fungicida piraclostrobina, isolados e
combinados, afeta o desenvolvimento poés-embrionédrio e a formacdo de estruturas que
compdem oOrgaos dos sistemas olfativo e visual da espécie Scaptotrigona postica Latreille, 1807
(Hymenoptera, Apidae). Para isso, larvas foram expostas aos seguintes tratamentos: CTL
(Controle negativo), ACE (Controle solvente - acetona), DIM (Controle positivo - dimetoato),
TMX (Tiametoxam), PIR (Piraclostrobina) e TMX+PIR (Combinacgdo). As concentragdes
utilizadas foram 0,044 ng i.a./larva de tiametoxam e 69,675 ng i.a/larva de piraclostrobina. O
desenvolvimento pdés-embrionario foi avaliado por meio das taxas de mortalidade, pupacéo,
emergéncia das larvas e das pupas. Além disso, foram realizadas analises morfoldgicas e
morfométricas para avaliar as antenas e olhos por microscopia eletronica de varredura (MEV).
Os tipos de sensilas presentes nas antenas foram identificados e quantificados, e a diagonal das
facetas oculares foram medidas. Os resultados demonstraram que o tiametoxam promoveu
adiantamento na fase de pupa de olhos brancos. A combinacdo entre o tiametoxam e
piraclostrobina interferiu na emergéncia das pupas e promoveu atraso das fases de pupa de
olhos rosas e pupa de olhos marrons. Na emergéncia, foi observado atraso dos grupos expostos
ao piraclostrobina e a combinacdo. Em relagdo as estruturas sensoriais, o tiametoxam interferiu
na formacéo das sensilas celoconicas e ampulaceas, mas o mesmo nao foi observado para o
piraclostrobina e para a combinacgdo. Para os demais tipos de sensilas e facetas oculares, ndo
foram observadas alteragfes nos grupos expostos. Concluiu-se que a exposi¢do a concentragdes
subletais do tiametoxam e piraclostrobina, isolados e combinados, afetou a emergéncia e 0s
tempos de desenvolvimento das pupas de S. postica, mas apenas o tiametoxam interferiu na

formacao das sensilas.

Palavras-chave: Declinio de abelhas-sem-ferrdo, piraclostrobina, tiametoxam, olhos

compostos, sensilas antenais.



ABSTRACT

Bees are primary pollinators of native plants and economically important crops. With the
indiscriminate use of pesticides in Brazil, studies related to the effects of these products on these
species are necessary. Nowadays, risk assessment tests use an exotic species, but there are
knowledge gaps regarding its use to represent native species, such as stingless bees. To
contribute to the knowledge about these species, this work aimed to evaluate if the exposure to
sublethal concentrations of the insecticide thiamethoxam and the fungicide pyraclostrobin, both
individually and mixed, affects the post-embryonic development and structures development
of the olfactory and visual systems of the species Scaptotrigona postica Latreille, 1807
(Hymenoptera, Apidae). For this purpose, we exposed larvae to the following treatments: CTL
(Negative control), ACE (Solvent control - acetone), DIM (Positive control - dimethoate), TMX
(Thiamethoxam), PYR (Pyraclostrobin), and TMX+PYR (Mixture). The concentrations used
were 0.044 ng a.i./larva of thiamethoxam and 69.675 ng a.i./larva of pyraclostrobin. We
evaluated post-embryonic development through mortality rates, pupation, larval emergence,
and pupal emergence rates. In addition, we evaluated the antennae and eyes through
morphological and morphometric analyses using scanning electron microscopy (SEM). We
identified and quantified the types of sensilla present on the antennae, and measured the ocular
facets diagonal. The results indicated that thiamethoxam advanced the pupal stage of white-
eyed individuals. The mixture of thiamethoxam and pyraclostrobin interfered with pupal
emergence and caused delays in the pink-eyed and brown-eyed pupal stages. In the groups
exposed to pyraclostrobin and the mixture of the pesticides, we observed a delay of emergence.
About sensory structures, thiamethoxam interfered with the coeloconic and ampullaceous
sensilla development, but the same did not happen for pyraclostrobin and the mixed groups. No
changes were observed in the exposed groups for the other types of sensilla and ocular facets.
Our study concluded that exposure to sublethal concentrations of thiamethoxam and
pyraclostrobin, individually and mixed, affected the pupal development times and emergence

of S. postica. However, only thiamethoxam interfered with the development of sensilla.

Keyword: Decline of stingless bees, pyraclostrobin, thiamethoxam, compound eyes, antennal

sensilla.
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1. INTRODUCAO GERAL

Muito se discute sobre o declinio dos polinizadores e as causas propostas sdo
diversas, como o uso difundido de agrotoxicos, mudancas climaticas, introdugdo e invasao de
espécies exodticas e perda de habitat em larga escala (GRUTER, 2020). Segundo o Relatdrio
Tematico sobre Polinizagdo, Polinizadores ¢ Produg¢do de Alimentos no Brasil (2019), as
abelhas sdo consideradas o maior grupo de polinizadores, estando envolvidas na producao de
alimentos por meio da polinizacdo de culturas de alto valor econdmico, como café (Coffea
arabica L.), melao (Cucumis melo L.), tomate (Solanum lycopersicum L.), feijao (Phaseolus
spp.), soja (Glycine max (L.) Merr.), entre outras, ¢ estdo associadas a 132 cultivos, sendo
polinizadoras exclusivas de 74 destes.

Parte desse grupo ¢ constituido pelas abelhas sociais, destacando-se a espécie Apis
mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera, Apidae) ou abelha-do-mel, espécie mundialmente
utilizada na polinizagdo por ser generalista, possuir colonias com grande ntimero de operarias,
ter o manejo bem estabelecido, aumentando a eficiéncia desse servico (BISPO DOS SANTOS
et al., 2009; GILLESPIE; ELLE, 2018; IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2012a). Essa espécie,
porém, nao ¢ nativa no Brasil, e as colonias encontradas aqui sao resultado de um processo de
hibridizacao entre as subespécies introduzidas (SANTOS et al., 2012). Outro grupo de abelhas
sociais com importancia agricola sdo as abelhas-sem-ferrdo ou Meliponini, eficientes na
polinizacdo de plantas nativas e culturas economicamente relevantes (IMPERATRIZ-
FONSECA et al., 2012b).

Abelhas-sem-ferrao pertencem ao grupo das abelhas corbiculadas (Hymenoptera,
Apidae), caracterizadas pela presenga da corbicula, uma estrutura presente nas pernas traseiras
que as permite carregar pdlen, e sdo diferenciadas das outras abelhas que pertencem a esse
grupo, especialmente, pela auséncia de ferrdo funcional e pela vena¢do reduzida das asas
(GRUTER, 2020). Possuem papel significativo na producio de alimentos, pois sdo
responsaveis pela polinizac¢do de 52 cultivos e visitantes florais de 107 (BPBES/REBIPP, 2019).

Nas culturas polinizadas ou visitadas pelas abelhas geralmente sdo utilizados
diversos tipos de agrotdxicos, sendo os inseticidas mais diretamente tdxicos para o0s
polinizadores (MAIN et al., 2020). Mas no campo ¢ comum que inseticidas sejam utilizados
em associacao com outros agrotoxicos, como os fungicidas, pois foram detectados no pdlen e
néctar como misturas, indicando que as abelhas operarias entram em contato ndo com
agrotoxicos individuais, mas sim com variadas combinagdes de produtos, que podem apresentar

efeitos aditivos e/ou sinérgicos (LI et al., 2023; SGOLASTRA et al., 2020).



Os neonicotinoides, como o tiametoxam, compdem uma classe de inseticidas que
tem sido associada ao declinio de populagdes de abelhas, pois tém como alvo o sistema nervoso
central dos insetos, causando um estado de hiperexcitagdo e morte (MAIN et al., 2020;
JESCHKE et al., 2011). Contudo, a exposicao a concentragdes subletais desses compostos pode
ndo levar a morte, mas comprometer fungdes motoras, aprendizagem, orientacdo, dificultando
o forrageamento e a alimentacdo (BERNARDES et al., 2022; MIOTELO et al., 2022; ZHANG
et al., 2022).

Os fungicidas, por sua vez, ndo tém abelhas como organismos-alvo, o que
possibilita sua utilizagdo mesmo na época da floragdo. Porém, estudos demonstraram que esses
compostos podem causar declinio de populacdes e efeitos semelhantes a deficiéncia nutricional
nas coldnias devido a interferéncias no metabolismo e aquisi¢do de alimento (DEGRANDI-
HOFFMAN et al., 2015; DEGRANDI-HOFFMAN; CHEN; SIMONDS, 2013). Pettis et al.
(2013) detectaram fungicidas no pdlen coletado por abelhas, sendo que dois deles, o clorotalonil
e o miclobutanil, tém efeitos semelhantes ao inseticida imidacloprido no aumento da
mortalidade de células intestinais.

Atualmente, a espécie mundialmente utilizada como organismo-teste para ensaios
de toxicidade em abelhas é A. mellifera, por ter ampla distribui¢ao e biologia bem conhecida,
mas hé incertezas sobre se ela pode ser considerada representativa para proteger as abelhas
nativas do Brasil (IBAMA, 2017; PIRES; TOREZANI, 2018).

Para preencher essa lacuna, ¢ preciso conhecer a biologia das espécies de abelhas
nativas por meio de novos estudos, de modo a levantar dados sobre as vias de exposi¢do para
individuos em diferentes estagios de vida, adultos e larvas (BIRELEY et al., 2019; IBAMA,
2017). Esforgos nessa direcao resultaram em uma matriz de selecao de espécies nativas para
avaliacdo de risco, que considera alguns requisitos importantes como, associagdo com culturas
relevantes, distribui¢do geografica, importancia para polinizag¢do e tamanho da colonia (PIRES;
TOREZANI, 2018).

Uma das espécies que se encaixa nesses requisitos € a Scaptotrigona postica
Latreille, 1807 (Hymenoptera, Apidae), devido as similaridades com uma das espécies
prioritarias para avaliacdo de risco, a Trigona spinipes (Fabricius, 1793) (Hymenoptera,
Apidae) (PIRES; TOREZANI, 2018). Além disso, atua como polinizadora e/ou visitante floral
de espécies nativas, como jua-fruta, gabiroba e umbu, e exoticas de grande importancia
econdmica, como o café, possui colonias populosas e se mostrou promissora em ensaios

ecotoxicologicos (ROSA-FONTANA et al., 2020; BPBES/REBIPP, 2019).



Estudos preliminares demonstraram que a exposi¢cdo das larvas de abelhas do
género Scaptotrigona a concentragdes subletais de um inseticida organofosforado pode
prejudicar o desenvolvimento dos individuos, resultando em adultos com menor massa
corporal, deformidades nas asas, antenas e aparato bucal (DORNELES et al., 2021). Por sua
vez, a exposicao de abelhas adultas de Apis cerana Fabricius, 1793 (Hymenoptera, Apidae) a
concentragdes subletais de inseticidas no campo resultou na reducdo do tamanho das facetas
oculares (CHAKRABARTI; SARKAR; BASU, 2019), assim como foram observadas
alteragdes em numero e formato das sensilas antenais desses individuos (CHAKRABARTI et
al., 2015).

Apesar das evidéncias sobre efeitos adversos causados por fungicidas em
populagdes de abelhas, ndo ha dados na literatura referentes a exposi¢ao a piraclostrobina e seus
efeitos nos sistemas visual e olfativo. Mas especificamente abelhas do género Scaptotrigona
dependem da associacdo com um fungo para realizar a metamorfose (PALUDO et al., 2018).
Sendo nessa fase que os sistemas visual e olfativo se desenvolvem, a exposicao das larvas a
concentragoes subletais deste composto pode influenciar nesse processo. Tais alteragdes podem
prejudicar o servico de polinizagdo realizado pelas abelhas, uma vez que ¢ por meio da visdo e
olfato que elas fazem o reconhecimento floral para captagdo de recursos (pdlen e néctar)
(VARASSIN; AMARAL-NETO, 2014).

O contexto aqui apresentado evidencia a necessidade de novos estudos que
colaborem para o preenchimento das lacunas do conhecimento acerca da biologia das espécies
nativas de abelhas-sem-ferrdo. Portanto, o presente trabalho se propde a investigar se
concentragdes subletais de tiametoxam e piraclostrobina, isolados e combinados, afetam o
desenvolvimento e formag¢do de estruturas presentes nos 6rgaos sensoriais, importantes para a
orientagdo e, consequentemente, para o processo de polinizagdo. Scaptotrigona postica
Latreille, 1807 (Hymenoptera, Apidae) foi selecionada por sua importancia ecoldgica na

polinizagdo e pelo potencial de ser utilizada para testes de avaliacdo de risco de agrotoxicos.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
O objetivo deste trabalho foi verificar se a exposi¢ao a concentragdes subletais
de tiametoxam e piraclostrobina, isolados e combinados, afeta o desenvolvimento pos-
embriondrio e a formagdo de 6rgdos sensoriais importantes para orientagdo e forrageamento

da S. postica.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar como ocorre o desenvolvimento das larvas expostas aos agrotoxicos em
condi¢do in vitro por meio da avaliacdo das taxas de pupacdo, emergéncia, mortalidade
e dos tempos de desenvolvimento;

e Investigar se a exposicdo oral das larvas a concentragdes subletais do inseticida
tiametoxam e do fungicida piraclostrobina afeta a morfologia de estruturas que

compdem os o0rgaos do sistema olfativo e visual das abelhas recém-emergidas.
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ARTIGO 1

Concentracoes subletais de tiametoxam e piraclostrobina interferem no desenvolvimento

pupal de Scaptotrigona postica

RESUMO

A exposicao de abelhas a agrotdxicos durante o forrageamento ¢ uma preocupacao crescente,
pois estes podem ser transportados para as colmeias por meio de recursos contaminados, como
polen e néctar. Estudos ecotoxicologicos revelaram efeitos subletais de agrotoxicos em abelhas,
mas dados especificos para abelhas-sem-ferrdo sdo limitados. O sistema de alimentagdo
observado nessas espécies pode levar a exposicdo das larvas a agrotdxicos por meio do
alimento, através das vias topica e oral. Apesar de serem comumente utilizados como misturas,
os efeitos da combinacdo entre inseticidas e fungicidas para abelhas-sem-ferrdo sdo pouco
estudados. Esse estudo teve o objetivo de avaliar os efeitos de concentragdes subletais de
tiametoxam e piraclostrobina, isolados € combinados, no desenvolvimento pds-embrionario de
Scaptotrigona postica Latreille, 1807 (Hymenoptera, Apidae). Para isso, larvas foram expostas
ao ingrediente ativo destes compostos nas concentragdes: 0,044 ng i.a./larva de tiametoxam e
69,675 ng 1.a./larva de piraclostrobina. O desenvolvimento das larvas e pupas foi monitorado
diariamente e os parametros entrada no 5° instar larval, defecacdo, pupacdo (e suas fases),
emergéncia e mortalidade, foram registrados. Adicionalmente, os tempos em que os individuos
atingiram cada estagio de desenvolvimento foram analisados. Os resultados demonstraram que
a combinagdo entre o tiametoxam e piraclostrobina diminuiu a taxa de emergéncia das pupas,
indicando possiveis efeitos sinérgicos. O tiametoxam promoveu adiantamento na fase de pupa
de olhos brancos, enquanto o piraclostrobina e a combinagao resultaram no atraso das fases de
pupa de olhos rosas, pupa de olhos pretos e na emergéncia das abelhas. Este estudo concluiu
que a exposicao a concentracdes subletais do tiametoxam e piraclostrobina, isolados e

combinados, afetou a emergéncia e os tempos de desenvolvimento das pupas de S. postica.

Palavras-chave: Abelhas-sem-ferrdo, inseticidas, fungicidas, desenvolvimento larval, efeitos

combinados de agrotoxicos.



Sublethal concentrations of thiamethoxam and pyraclostrobin interfere with the pupal

development of Scaptotrigona postica

ABSTRACT

The exposure of bees to pesticides during foraging is a growing concern, as these can be carried
to the hives through contaminated resources such as pollen and nectar. Ecotoxicological studies
show sublethal effects of pesticides on bees, but specific data for stingless bees are limited. The
feeding system observed in these species can lead to larval exposure to pesticides through food,
via topical and oral routes. Despite their frequent use in mixtures, the effects of combining
insecticides and fungicides on stingless bees are understudied. This study aimed to evaluate the
effects of sublethal concentrations of thiamethoxam and pyraclostrobin, individually and
combined, on the post-embryonic development of Scapfotrigona postica Latreille, 1807
(Hymenoptera, Apidae). For this, we exposed larvae to the active ingredient of these
compounds at concentrations of 0.044 ng a.i./larva for thiamethoxam and 69.675 ng a.i./larva
for pyraclostrobin. We monitored the development of larvae and pupae daily and recorded
parameters such as entry into the 5th larval instar, defecation, pupation (and its stages),
emergence, and mortality. In addition, we analyzed the times for each developmental stage. The
results demonstrated that thiamethoxam and pyraclostrobin combined reduced pupal emergence
rates, indicating possible synergistic effects. Thiamethoxam advanced the white-eyed pupal
phase, while pyraclostrobin and combination resulted in delays in the pink-eyed, and black-
eyed pupal stages and in bee emergence. Our study concluded that exposure to sublethal
concentrations of thiamethoxam and pyraclostrobin, individually and combined, affected the

pupal development times and the emergence of S. postica.

Keywords: Stingless bees, insecticides, fungicides, larval development, pesticides mixtures.



1. INTRODUCAO

As abelhas s3o insetos holometdbolos e cujo desenvolvimento se caracteriza pelas
fases de ovo, larva, pupa e adulto (MICHENER, 2007). Em abelhas-sem-ferrdo, as rainhas
ovipositam os ovos fecundados sobre o alimento larval, depositado previamente pelas operarias,
que imediatamente fecham as células de cria ap6s a oviposi¢io (GRUTER, 2020). Esse tipo de
alimentagdo ¢ chamado de “aprovisionamento em massa”, no qual as larvas terdo acesso a
quantidade depositada para completar seu desenvolvimento (CHAM et al., 2019).

Durante o forrageamento, as operarias podem entrar em contato com agrotdxicos
no campo, que podem ser trazidos para as colmeias por meio de recursos como poélen e néctar,
utilizados para a produgdo do alimento que sera ofertado as novas crias (RORTAIS et al., 2005).
E, devido a alimentacdo observada em abelhas-sem-ferrao, as larvas serao expostas ao alimento
simultaneamente pelas vias de contato topico e oral (Figura 3A) (CHAM et al., 2019).

Estudos relacionados a ecotoxicologia indicam que concentragdes residuais de
agrotoxicos encontradas em colmeias de abelhas sociais e ninhos de solitarias causam efeitos
subletais que prejudicam o forrageamento, aprendizagem e memoéria (BLACQUIERE et al.,
2012; DECOURTYE et al., 2004a, 2004b; SUCHAIL; GUEZ; BELZUNCES, 2001). Esses
estudos s3o concentrados em abelhas que nao sdo brasileiras, como Apis mellifera Linnaeus,
1758 (Hymenoptera: Apidae), Bombus spp. e Osmia spp. (Hymenoptera: Apidae) (EFSA, 2023;
TOSI et al., 2022). Mas as diferencas no sistema de alimentacao larval das abelhas-sem-ferrao
enfatizam a necessidade de testes especificos para melhor entendimento do que ocorre quando
as larvas sdo expostas a agrotoxicos trazidos para as colmeias (DORIGO et al., 2019).

Os insetos sdo os organismos-alvo dos inseticidas e estudos relacionados a
exposicao na fase larval de abelhas-sem-ferrao indicam reducao na sobrevivéncia e alteracdes
nos tempos de desenvolvimento, deformagao, reducdo da massa corporal das pupas e abelhas
emergidas e comprometimento da mobilidade (BARBOSA et al., 2015; BOTINA et al., 2023;
ROSA et al., 2016; SEIDE et al., 2018).

Por sua vez, os fungicidas ndo tém insetos como organismos-alvo, sendo
considerados seguros para as abelhas (FISHER et al., 2021). Mas estudos com abelhas-sem-
ferrdo demonstram que a exposicao a fungicidas na fase adulta causa alteragcdes locomotoras,
redugdo nas taxas de respiragdo, lesdes no intestino médio, diminui¢do da taxa de sobrevivéncia
e bioacumulagdao (ALMEIDA et al., 2021; DOMINGUES et al., 2020; PRADO et al., 2020),

porém, sdo escassos os dados para o periodo larval.



O tiametoxam ¢ um inseticida altamente especifico da classe dos neonicotinoides,
que sdo amplamente usados pela sua eficiéncia, resultante do modo de agdo, pois atuam
diretamente no sistema nervoso dos insetos e tem baixa toxicidade para vertebrados (BASS;
FIELD, 2018; MIOTELO et al., 2021). Espécies de abelhas-sem-ferrao, como a Scaptotrigona
postica Latreille, 1807 (Hymenoptera, Apidae), sdo mais sensiveis a este agrotdxico na fase
adulta do que 4. mellifera, que ¢ a espécie atualmente utilizada como modelo para ensaios
ecotoxicologicos (LOURENCETTI et al., 2023; OECD, 2016).

Os fungicidas do grupo das estrobirulinas, como o piraclostrobina, atuam na
interrupg¢ao da producao de energia dos fungos por meio da inibigdo da respiracdo mitocondrial,
e tem sido detectados no pdlen de culturas visitadas por abelhas (DOMINGUES et al., 2020;
ZALUSKI; JUSTULIN; ORSI, 2017). Como S. postica esta intimamente associada ao fungo
Zygosaccharomyces sp. (Saccharomycetales, Saccharomycetaceae), ¢ importante que seja
esclarecido se a presenca de fungicidas no alimento larval tem potencial de inibir seu
crescimento e interferir na metamorfose.

Além disso, estudos relacionados aos efeitos da exposicdo a combinagdes entre
inseticidas e fungicidas para espécies ndo-apis sdo escassos, sendo importante avaliar possiveis
efeitos aditivos e/ou sinérgicos (BELSKY; JOSHI, 2020; IVERSON et al., 2019). Quando
aplicados em misturas, podem ocorrer interagdes que potencializam estes efeitos, conforme
resultados obtidos em testes com A. mellifera, que demonstraram a reducao a sobrevivéncia de
larvas e adultos (FISHER et al., 2017; SGOLASTRA et al., 2017; ZHU et al., 2014).

Como as abelhas-sem-ferrdo sdo expostas a inseticidas e fungicidas durante o
forrageamento e isso pode resultar na exposicdo das larvas por meio do alimento contaminado
(DORIGO etal., 2019), ¢ importante esclarecer se os efeitos destes agrotéxicos podem interferir
no desenvolvimento das mesmas. Visto que estudos ecotoxicologicos sdo escassos para essas
espécies (LIMA et al., 2016), especialmente relacionados aos efeitos da combinagdo de
agrotoxicos, € que comumente as abelhas sdo expostas a misturas no campo, se faz necessario
que testes direcionados sejam conduzidos.

Diante desse contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar se concentragdes
subletais do inseticida tiametoxam e do fungicida piraclostrobina, isolados e combinados,
interferem no desenvolvimento pds-embrionario (mortalidade, pupacdo e emergéncia) de S.

postica exposta no periodo larval.



2. MATERIAL E METODOS
2.1 Delineamento experimental

2.1.1 Coleta do material biologico

Discos de cria de coldnias ndo parentais de S. postica foram coletados no
meliponario do Grupo de Pesquisa Abelhas e os Servigos Ambientais (ASAs), localizado no
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Sao Carlos (22°1822.9"S
47°22'53.1"W). Discos contendo ovos e larvas no primeiro estdgio de desenvolvimento foram
separados da colonia com auxilio de fio dental (Figura 1), armazenados em placas de Petri de
vidro e acondicionados em caixas de isopor, onde foram levados ao Laboratorio de Bioensaios.
Imediatamente foi realizada a extragdo do alimento larval dos discos com ovos, enquanto discos
com larvas foram armazenados na incubadora B.0O.D. (Demanda Bioquimica de Oxigénio). A
extragdo foi realizada utilizando-se uma agulha apicola para desopercular as células de cria e,
em seguida, o alimento foi coletado com micropipeta, transferido para tubos de centrifugacao
tipo Falcon de 50 mL e levado para a sala de preparo, onde foram realizadas as dilui¢des

seriadas com os ingredientes ativos.

Figura 1. Coleta dos discos de cria. (A) Separagdo do primeiro disco com auxilio de fio
dental. (B) Disco recém-retirado da colonia.

e

)

Fonte: Autoria propria, 2023.

10



2.1.2 Concentracoes obtidas dos agrotoxicos

As concentragdes utilizadas nos bioensaios foram definidas com base na literatura
disponivel para os agrotoxicos selecionados, na ordem de ng/ulL, e obtidas a partir dos
ingredientes ativos.

O inseticida tiametoxam foi utilizado na concentragdo de 0,044 ng i.a/larva ou
0,00176 ng/uL, definida a partir do estudo de Rosa et al. (2016), sendo selecionada a menor
concentragao no qual foram observados efeitos significativos no desenvolvimento larval e pupal
de Scaptotrigona aff. depilis. O ingrediente ativo utilizado foi tiametoxam PESTANAL™
(CsH10CIN50O3S), padrio analitico Sigma-Aldrich, pureza > 98,0%.

O fungicida piraclostrobina foi utilizado na concentra¢do de 69,975 ng i.a./larva ou
2,787 ng/pL, definida a partir do estudo de Pettis et al. (2013), sendo baseada na concentragao
média deste fungicida detectada no podlen trazido para as colonias por abelhas que visitam
culturas de abobora. O ingrediente ativo utilizado foi piraclostrobina PESTANAL™
(C19H18CIN304), padrao analitico Sigma-Aldrich, pureza > 98,0%.

Para validacdo do experimento segundo as diretrizes da OECD n° 239 (2016), o
inseticida dimetoato foi utilizado como controle positivo, mas para adequar-se a exposi¢ao para
S. postica, a concentragdo foi baseada no estudo de Rosa-Fontana et al. (2020), que definiu a
CLso para 24h em 172,48 ng i.a./larva ou 6,899 ng/uL. O ingrediente ativo utilizado foi
dimetoato (CsH12NO3PS;), Cayman Chemical, pureza > 98,0%.

2.1.3 Bioensaios de exposicao

As condig¢des dos bioensaios foram baseadas no método descrito por Rosa-Fontana
et al. (2020) para criagdo de S. postica.

Os bioensaios constituiram em trés repeti¢des, cada uma contendo seis grupos
experimentais, sendo: CTL (Controle negativo), ACE (Controle solvente - acetona), DIM
(Controle positivo - dimetoato), TMX (Tiametoxam), PIR (Piraclostrobina) e TMX+PIR
(Combinagao). A partir de uma solug@o estoque de 1000 ng/pL (10 mg i.a./10 mL alimento
larval), foi realizada uma dilui¢do seriada até obter-se as concentracdes definidas para cada
ingrediente ativo.

Como o piraclostrobina nao ¢ soluvel em agua, ele foi diluido em 40% de acetona
(4 mL) e, posteriormente, adicionado ao alimento larval (10 mL). Apds as sucessivas diluigdes,

a concentragdo final de acetona no alimento larval ¢ de 0,4% e, portanto, ndo excede o valor
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permitido pela OECD n° 239 (2016), de 2% no alimento que serd oferecido as larvas. A mesma
proporg¢ao de acetona/alimento foi utilizada no grupo ACE.

Foram utilizadas placas de acrilico com 100 cavidades de mesmas dimensdes das
células de cria naturais (Patente n°>: BR 1020220011354), as quais foram esterilizadas com
alcool 70% e deixadas para secar no fluxo laminar sob luz UV (ultravioleta). Na sala de
bioensaios, foram utilizados um umidificador de ar, um vaporizador e uma chaleira com agua
fervente para manter a umidade acima de 75%, de modo a ndo ocorrer ressecamento do alimento
larval e das larvas no momento da transferéncia.

As cavidades das placas de acrilico foram preenchidas utilizando-se uma
micropipeta de repeti¢do, onde cada uma recebeu 25 pL de alimento, valor estabelecido por
Dorigo et al. (2018), correspondente ao volume total ingerido por S. postica durante a fase larval
(Figura 2A). Em seguida, as larvas contidas nos discos recém-coletados foram transferidas com
auxilio de agulha apicola. Cada placa de acrilico recebeu 20 larvas por grupo experimental,
sendo necessarias 360 larvas para realizar as transferéncias dos seis grupos em triplicata.

Apos a transferéncia, as placas de acrilico foram acondicionadas em placas de Petri
contendo agua destilada ao fundo (Figura 2B). Essas placas foram colocadas em caixas
organizadoras de plastico separadas de acordo com cada grupo experimental e, entdo, levadas
para a incubadora B.O.D. a 28°C (Figura 2C).

Utilizando um termo-higrometro como base, a umidade relativa foi controlada do
seguinte modo: inicialmente mantida a 95+5% por meio da adi¢do de dgua destilada nas placas
de Petri; apds 72 horas de incubagdo, reduzida para 85% por meio da adi¢do de KCl; e apos 48
horas (120 horas ap0s a transferéncia), reduzida para 75% por meio da adi¢cao NaCl, na qual
permaneceu até o final do experimento.

Ap0s 24 horas da transferéncia, o progresso do experimento foi monitorado por
meio da observacao e registro dos parametros bioldgicos: entrada no 5° instar larval, defecagao,

pupacao (e suas fases), emergéncia e mortalidade.
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Figura 2. Preenchimento e armazenamento das placas acrilicas. (A) Placas acrilicas
preenchidas com micropipeta. (B) Placas de Petri dentro das caixas organizadoras. (C)
Caixas organizadoras dentro da B.O.D.

Fonte: Autoria propria, 2023.

3. ANALISE ESTATISTICA
As analises estatisticas foram realizadas por meio do software RStudio v. 4.2.2 (R
Core Team, 2022), utilizando Modelos Lineares Generalizados (GLM), pois os dados nao
apresentaram normalidade dos residuos segundo o teste de Shapiro-Wilk. As médias, desvio e
erro padrdo foram calculados para os seguintes parametros: mortalidade/nimero inicial de
larvas; pupag¢do/nimero inicial de larvas; emergéncia/nimero inicial de larvas e
emergéncia/nimero inicial de pupas.
A distribuicdo, selecionada de acordo com o melhor ajuste do modelo, foi a
binomial para a mortalidade/ntimero inicial de larvas; quase-binomial para a pupacdo/nimero
inicial de larvas; e quase-Poisson para a emergéncia/nimero inicial de larvas e

emergéncia/niumero inicial de pupas. A adequacdao do modelo foi feita pela analise do grafico
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de probabilidade normal com envelope simulado, obtido pela fungdo “hnp” (MORAL; HINDE;
DEMETRIO, 2018). Apo6s a obtencao dos resultados pelo modelo escolhido, as médias dos
grupos foram comparadas pelo pds-teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.

O tempo para as fases 5° instar (fase de alimenta¢do), defecacdo, pupa de olhos
brancos, pupa de olhos rosas, pupa de olhos marrons, pupa de olhos pretos e emergéncia foi
analisado por meio de curvas de Kaplan-Meier, obtidas pelos pacotes “survival” e survminer”
(KASSAMBARA; KOSINSKI; BIECEK, 2021; THERNEAU, 2023). A comparagdo dos

grupos foi feita por regressdo de Cox pos-teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.

4. RESULTADOS
4.1 Taxas de pupac¢io, emergéncia e mortalidade
Os bioensaios permitiram o acompanhamento progressivo dos estagios de
desenvolvimento de S. postica em condig¢des laboratoriais. Durante a fase larval, as larvas de
primeiro instar (Figura 3A) se alimentaram até atingir o 5° instar (Figura 3B) e, em seguida,

ocorreu a defecagdo (Figura 3C).

Figura 3. Estagios de desenvolvimento larval de S. postica. (A) Larva de 1° instar, 24h apos a

Fonte: Autoria propria, 2023.

Posteriormente, iniciou-se o processo de metamorfose e as larvas tornaram-se pupas,
passando consecutivamente pelas fases de pupas de olhos brancos (Figura 4A), pupas de olhos
rosas (Figura 4B), pupas de olhos marrons (Figura 4C), pupas de olhos pretos (Figura 4D) e

emergéncia.
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Figura 4. Estagios de desenvolvimento pupal de S. postica. (A) Pupa de olhos brancos. (B)
Pupa de olhos rosas. (C) Pupa de olhos marrons. (D) Pupa de olhos pretos.

A progressao das fases de desenvolvimento de S. postica foram as mesmas observadas
no protocolo proposto por Rosa-Fontana et al. (2020). As taxas de mortalidade, pupacao e

emergéncia obtidas nos bioensaios sdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Mortalidade, pupacdo e emergéncia de S. postica (médias = desvio padrdo).

Grupos 1 Mortalidade (%) 2 Pupacio (%) 3 Emergéncia/ 4 Emergéncia/

larvas (%) pupas (%)
CTL 20,00 + 15,00 a 66,67+ 18,93bc  58,33+20,20b 86,20 +7,86 b
ACE 21,66 +5,77 a 51,67+2,89b 40,00 £ 15,00b 76,67 + 25,17 ab
DIM 68,33+ 11,54 b 21,66 +2,89 a 16,67 +2,89 a 76,67 + 2,89 ab
TMX 13,33+ 7,63 a 81,67+5,77¢ 63,33+2.89b 77,90 +8,13 b
PIR 15,00 + 8,66 a 80,00 + 10,00 ¢ 56,66 £1527b 70,44 £ 15,52 ab
TMX+PIR 20,00 + 5,00 a 78,33 +£10,40 ¢ 36,66 + 2,89 ab 47,04 +2,80a

CTL: Controle negativo; ACE: Controle solvente - acetona; DIM: Controle Positivo - dimetoato; TMX:
Tiametoxam; PIR: Piraclostrobina; TMX+PIR: Combinagao.

! Taxa de mortalidade: ntimero de larvas mortas/niimero inicial de larvas; ? Taxa de pupagdo: numero de
pupas de olhos brancos/numero inicial de larvas; * Taxa de emergéncia/larvas: numero de abelhas
emergidas/nimero inicial de larvas; * Taxa de emergéncia/pupas: niimero de abelhas emergidas/niimero
de pupas vivas. As letras distintas na mesma coluna indicam que os grupos diferem entre si pelo pos-
teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.

Em relagdo as taxas de mortalidade larval, ndo houve diferencas significativas entre
os grupos CTL, ACE, TMX, PIR e TMX+PIR, que demonstraram ser estatisticamente iguais
entre si. O grupo DIM apresentou diferenga significativa para os demais grupos, com a maior
taxa de mortalidade, de 68,33%, validando o bioensaio de acordo com o protocolo n° 239 da
OECD (2016).

Em relagdo as taxas de pupacdo, os grupos expostos TMX, PIR e TMX+PIR
apresentaram maiores taxas de pupacao do que o grupo ACE, porém, em relacao ao grupo CTL,
nenhum destes apresentou diferencas significativas. O grupo DIM demonstrou ser
estatisticamente diferente dos demais grupos, apresentando a menor taxa de pupacao.

Em relacdo a taxa de emergéncia das larvas, os grupos CTL, ACE, TMX, PIR e
TMX+PIR sdo estatisticamente iguais entre si e, com exce¢do do TMX+PIR, apresentaram
diferenca significativa do grupo DIM, que resultou em uma taxa de emergéncia mais baixa do
que os demais. O grupo TMX+PIR nio diferiu significativamente de nenhum dos outros grupos
experimentais.

Em relacdao a emergéncia das pupas, o grupo CTL nao diferiu estatisticamente dos
grupos ACE, DIM, TMX e PIR, mas diferiu do TMX+PIR, que resultou em uma menor taxa de

emergéncia. Por sua vez, o grupo TMX diferiu estatisticamente do grupo TMX+PIR.
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4.2 Tempo em cada fase de desenvolvimento

Os tempos, em dias, foram obtidos por grupo experimental em cada fase de
desenvolvimento. Em relacao ao periodo larval, ndo foram observadas diferencas significativas
entre os grupos controle e grupos expostos nas fases de 5° instar (Figura 5) e defecagao (Figura
6). Em relacdo ao periodo pupal, foram observadas diferencas significativas nas fases pupa de
olhos brancos, pupa de olhos rosas, pupa de olhos pretos e na emergéncia.

Na fase pupa de olhos brancos, foi observado que mais de 50% dos individuos
expostos ao tiametoxam atingiram essa fase no 15° dia, demonstrando adiantamento em relagao
aos demais grupos (Figura 7).

Na fase pupa de olhos rosas, foi observado um adiantamento no grupo controle
solvente, pois 50% dos individuos atingiram essa fase no 19° dia. Por sua vez, o grupo
combinagdo apresentou um atraso em relacdo aos demais, pois mais de 50% dos individuos
atingiram essa fase no 23° dia (Figura 8).

Na fase pupa de olhos marrons, ndo foram observadas diferengas significativas
entre os grupos experimentais (Figura 9). Na fase pupa de olhos pretos, foi observado um atraso
do grupo exposto a combinacdo do tiametoxam e piraclostrobina, pois 50% dos individuos
atingiram essa fase no 37° dia, tempo superior ao observado nos demais grupos (Figura 10).

Na fase de emergéncia, foi observado um atraso dos grupos piraclostrobina e
combinagdo em relacdo aos demais, pois demorou 42 dias para que 50% dos individuos

emergissem (Figura 11).
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Figura 5. Tempo em que os individuos de S. postica atingiram o 5° instar larval.
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Figura 6. Tempo em que os individuos de S. postica defecaram.
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Figura 7. Tempo em que os individuos de S. postica atingiram pupa de olhos brancos.
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Figura 8. Tempo em que os individuos de S. postica atingiram pupa de olhos rosas.
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Figura 9. Tempo em que os individuos de S. postica atingiram pupa de olhos marrons.

_.100% 1 _ .
< == ——
- I B R
[ J— _IAU—EJ
£ 75%1 | R
E I
8 B H e
S 50%- -
S —
©
+— — —
S 25%1 4
© I
_c - — —
b
0%
22 24 26 28 30
Tempo (dias)
=~ Controle =+ Controle Positivo =~ Piraclostrobina
Controle Solvente =+ Tiametoxam -+ Combinagédo

Tempo (em dias) que os individuos (%) atingiram pupa de olhos marrons. Asteriscos indicam

diferencas significativas entre os grupos expostos e os grupos controle (*p < 0,05).

Figura 10. Tempo em que os individuos de S. postica atingiram pupa de olhos pretos.
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Figura 11. Tempo em que os individuos de S. postica emergiram.
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5. DISCUSSAO

O grupo CTL apresentou taxa de mortalidade larval de 20% e os protocolos da
OECD para bioensaios de toxicidade, que utilizam 4. mellifera como modelo, recomendam que
a mortalidade dos grupos controle deve ser inferior a 15% (OECD, 2016). Esse resultado pode
estar relacionado ao sistema de alimentag¢do observado em abelhas-sem-ferrao, pois o alimento
¢ depositado uma sé vez e niio ha contato com as larvas apés a oviposi¢do (GRUTER, 2020).
A abertura das células de cria e manejo no momento da transferéncia pode ser um fator
estressante, gerando mortalidade de algumas larvas nos primeiros dias de alimentagao.

Outro fator que pode ter levado a este resultado, foi o periodo em que o bioensaio
foi conduzido, pois, devido as chuvas que ocorreram na época, o experimento foi realizado no
inicio de maio, ao final do outono. Como o inverno ¢ um momento de escassez de recursos € o
forrageamento das operarias ¢ reduzido, ja havia se iniciado a suplementacdo alimentar das
coldonias do meliponario com xarope artificial. As dietas artificiais podem alterar a microbiota
do intestino das abelhas (WANG et al., 2020) e, apesar de beneficiar nutricionalmente a colonia
(ABOU-SHAARA, 2017), poderia ter modificado a composi¢ao do alimento fornecido para as
larvas, que necessitam de uma variedade de nutrientes para se desenvolverem, como proteinas

e esterois, obtidos principalmente pelo pélen (BRODSCHNEIDER; CRAILSHEIM, 2010).
21



Apesar disso, as taxas de mortalidade das larvas observadas nos grupos TMX e PIR
foram inferiores a 15% e ndo diferiram estatisticamente do grupo controle, o que indica que
essa diferenca nao ¢ significativa.

O grupo TMX+PIR apresentou a menor taxa de emergéncia de pupas quando
comparado aos grupos CTL e TMX, mas ndo diferiu significativamente dos demais. Por sua
vez, os grupos TMX e PIR ndo diferiram do grupo CTL, ou seja, a exposi¢ao ao tiametoxam e
piraclostrobina isoladamente ndo interferiu nesse parametro.

Quando a exposi¢do combinada apresenta maior toxicidade do que os compostos
isolados, pode sugerir que existem efeitos sinérgicos entre os agrotdxicos, mas tais interagdes
sdo complexas de serem identificadas, uma vez que podem variar de acordo com diferentes
concentragdes (TOSI et al., 2022). Nesse sentido, Wei et al. (2021) observou que a mistura de
imidacloprido e azoxistrobina, um inseticida neonicotinoide e fungicida estrobirulina, tem
potencial de apresentar efeitos sinérgicos em baixas concentragdes e efeitos antagonicos em
altas concentragdes para a espécie Chironomus dilutus Shobanov, Kiknadze & Butler, 1999
(Diptera: Nematocera).

Estudos com A. mellifera na fase larval demonstram que os dois agrotoxicos tém
potencial de interferir na emergéncia das pupas, indicando que a exposi¢do ao tiametoxam
(0,001 e 1,44 ng/uL) pode aumentar a mortalidade nessa fase (TAVARES et al., 2017). E a
exposicao ao piraclostrobina, especialmente em concentragdes subletais (entre 0,91 e 0,03
ng/uL), ¢ menos comum de se observar efeitos adversos (DOMINGUES et al., 2021; TADEI
etal., 2019), mas concentragdes de campo (100 e 83,3 ng/uL) resultaram na diminuicdo da taxa
de emergéncia das pupas (XIONG et al., 2023).

Interagdes sinérgicas podem resultar em efeitos maiores do que previstos (MARTIN
et al., 2021) e como ndo foram observadas diferencas significativas para os agrotoxicos
isolados, um efeito sinérgico entre o tiametoxam e piraclostrobina pode ter potencializado a
mortalidade das pupas. A mortalidade das pupas pode afetar a higiene da colonia, pois a
remogdo de pupas mortas nio ¢ tio eficiente quando a remogdo de larvas mortas (GRUTER,
2020). Ademais, Pettis et al. (2013) constataram que A. mellifera expostas a concentragdes
residuais de piraclostrobina e neonicotinoides sdo mais suscetiveis a patégenos e, combinado
ao comportamento higi€nico menos eficiente, pode afetar a satide da coldnia a longo prazo.

Em relacdo aos tempos de cada fase de desenvolvimento, ndo foram observadas
diferencas significativas no periodo larval, mas sim no periodo pupal. O grupo TMX atingiu a

fase pupa de olhos brancos antes dos demais grupos e, como essa ¢ a primeira fase apds a
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pupacao, essa situagcdo pode ser decorrente de uma aceleragdo no periodo larval, resultando na
metamorfose antecipada. Esses dados corroboram com estudos que observaram aceleragdo no
desenvolvimento no periodo larval das espécies A. mellifera e S. aff. depilis expostas
concentragoes subletais do tiametoxam (TAVARES et al., 2015; ROSA et al., 2016). Portanto,
a concentracao de 0,044 ng i.a./larva demonstrou potencial de acelerar a metamorfose, mesmo
que estatisticamente os grupos nao tenham apresentado diferengas nos tempos de
desenvolvimento.

Na fase pupa de olhos rosas, foi observado um adiantamento do grupo ACE,
podendo estar relacionado ao solvente acetona, utilizado para diluir o piraclostrobina. Mas o
mesmo ndo foi observado nos grupos PIR ¢ TMX+PIR, indicando que quaisquer efeitos
observados nesses grupos ndo tiveram relacdo com a acetona, apenas com 0s agrotoxicos
testados. A concentracao final desse solvente no alimento larval oferecido as larvas foi de 0,4%
e, portanto, ndo excedeu o valor de 2% permitido pela OECD n° 239 (2016).

Nas fases pupa de olhos rosas e pupa de olhos pretos foram observados atrasos do
grupo TMX+PIR em relagcdo aos demais. Esse resultado corrobora com o estudo de Wu, Anelli
e Sheppard (2011), que observaram atraso no desenvolvimento de 4. mellifera exposta a
concentragdes residuais de diversos agrotoxicos, dentre eles, tiametoxam e azoxistrobina, um
fungicida do grupo das estrobirulinas, como o piraclostrobina, o que poderia impactar
negativamente atividades a longo prazo, como limpeza da colonia, cuidados parentais e
eficiéncia do forrageamento.

Na emergéncia, houve atraso dos grupos PIR e TMX+PIR em rela¢do aos demais,
indicando que o piraclostrobina pode ter interferido no tempo de emergéncia das abelhas, uma
vez que o mesmo nao foi observado para o grupo TMX.

O modo de acdo do piraclostrobina, um fungicida do grupo das estrobirulinas,
consiste em impedir o desenvolvimento dos fungos por meio do bloqueio da sintese de ATP
(DEVI et al., 2020). A associagdo do gé€nero Scaptotrigona com Zygosaccharomyces sp. tem
papel essencial na metamorfose, pois esse fungo acumula ergosterol no citoplasma, um
importante precursor para a biossintese de hormodnios ecdisteroides e que ndo ¢ produzido
naturalmente pelos insetos (DE PAULA et al., 2021). A auséncia do fungo e, consequentemente,
de ergosterol no alimento larval impede a metamorfose, mas concentragdes mais baixas
permitem que ela ocorra, porém, causam atraso no desenvolvimento pupal (PALUDO et al.,

2018), corroborando os resultados apresentados.
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Portanto, a exposi¢cdo ao piraclostrobina na concentragdo de 69,675 ng i.a/larva
alterou significativamente o desenvolvimento das pupas e atrasou a emergéncia de S. postica,
indicando uma possivel interferéncia desse agrotoxico no desenvolvimento da microbiota
presente naturalmente nas c€lulas de cria. Isso pode afetar a reposicao de individuos e impactar
atividades como a divisdo de tarefas, que muda conforme as abelhas vao envelhecendo, e
também no comportamento higiénico, pois as células de cria sdo utilizadas apenas uma vez e
as operarias dependem da emergéncia das abelhas para fazer a limpeza das células antigas
(GRUTER, 2020).

Estes resultados indicam que a exposi¢ao a concentragdes subletais do tiametoxam
e piraclostrobina, isolados e combinados, provocou efeitos adversos na emergéncia das pupas
e nos tempos em que os individuos atingiram determinadas fases durante o desenvolvimento de
S. postica. Como residuos destes agrotoxicos sdo encontrados em culturas visitadas pelas
abelhas-sem-ferrao, os dados apresentados fornecem subsidios para que novos testes sejam
realizados com diferentes concentragdes destes agrotdxicos na fase larval, assim como na fase

adulta.

6. CONCLUSAO
Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que a exposicao a concentragdes
subletais do tiametoxam e piraclostrobina, isolados e combinados, interferiu nos tempos de
desenvolvimento de S. postica, enquanto a combinacdo destes agrotoxicos interferiu na
emergéncia das pupas. Esses dados contribuem para o melhor entendimento dos impactos da
exposicao aos agrotdxicos no estagio larval e fornecem subsidios para que novos estudos com

abelhas-sem-ferrao sejam realizados.
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ARTIGO 2

Efeitos da exposicdo ao tiametoxam e piraclostrobina na formacao de estruturas

sensoriais importantes para o forrageamento de Scaptotrigona postica

RESUMO

As abelhas-sem-ferrao sdo importantes polinizadores de culturas de alto valor econdmico e o
servigo de polinizacdo prestado por elas depende diretamente da habilidade de forrageamento,
momento em que pode ocorrer o contato com diversos agrotéxicos no campo. Essa atividade
estd intimamente ligada ao olfato e a visdo, pois os 6rgaos sensoriais associados a estes sistemas,
como antenas e olhos, permitem a localiza¢do de recursos, orientagdo e reconhecimento da
coldnia. Ha evidéncias de que a exposi¢do a concentragdes subletais de agrotdxicos pode causar
perda de funcdes olfativas e cognitivas em abelhas adultas e, como a formag¢ao das antenas e
dos olhos compostos ocorre durante o desenvolvimento larval e pupal, é fundamental que
estudos ecotoxicologicos sejam desenvolvidos nessa fase. O objetivo desse trabalho foi avaliar
se a exposi¢do das larvas a concentragdes subletais do inseticida tiametoxam e do fungicida
piraclostrobina, isolados e combinados, afeta a morfologia de estruturas que compdem 6rgaos
do sistema olfativo e visual das abelhas recém-emergidas. Para isso, larvas de Scaptotrigona
postica foram expostas ao ingrediente ativo destes compostos nas concentragdes: 0,044 ng
1.a/larva de tiametoxam e 69,675 ng i.a/larva de piraclostrobina. Foram realizadas analises
morfologicas e morfométricas para avaliar a formagdo das sensilas antenais e das facetas
oculares, por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV). Os resultados indicaram que
o tiametoxam pode interferir na formagao das sensilas celoconicas e ampuldceas, mas o mesmo
ndo foi observado para o piraclostrobina e para a combinacdo. Para os demais tipos de sensilas
e facetas oculares, ndo foram observadas alteracdes nos grupos expostos. Portanto, este estudo
concluiu que a exposi¢do ao tiametoxam tem potencial de interferir na formacao das sensilas

de S. postica, mas a exposicao ao piraclostrobina ndo apresentou efeitos adversos.

Palavras-chave: abelha sem ferrao, forrageamento, microscopia eletronica de varredura,

sensilas antenais, facetas oculares.

28



Effects of thiamethoxam and pyraclostrobin exposure on the formation of sensory

structures important for Scaptotrigona postica foraging

ABSTRACT

Stingless bees are relevant pollinators of high-value economic crops, and the pollination service
they provide depends directly on their foraging ability, a moment when contact with various
pesticides in the field can occur. This activity is closely linked to the sense of smell and vision,
as the sensory organs associated with these systems, such as antennae and compound eyes,
enable resource localization, orientation, and colony recognition. There is evidence that
exposure to sublethal concentrations of pesticides can cause loss of olfactory and cognitive
functions in adult bees, and the formation of antennae and compound eyes occurs during larval
and pupal development, so ecotoxicological studies must be conducted during this phase. Our
study aimed to evaluate whether exposure of larvae to sublethal concentrations of the
insecticide thiamethoxam and the fungicide pyraclostrobin, both individually and in
combination, affects the morphology of the organ structures of the olfactory and visual systems
of newly emerged bees. For this purpose, we exposed larvae of Scaptotrigona postica Latreille,
1807 (Hymenoptera, Apidae) to the active ingredient of these compounds at concentrations of
0.044 ng i.a./larva for thiamethoxam and 69.675 ng/uL for pyraclostrobin. We evaluated the
antennae and eyes through morphological and morphometric analyses using scanning electron
microscopy (SEM). The results indicated that thiamethoxam could interfere with coeloconic
and ampullaceal sensilla formation, but the same did not happen for pyraclostrobin and the
combination groups. We observed no changes in the exposed groups for the other types of
sensilla and ocular facets. Therefore, our study concluded that exposure to thiamethoxam could
interfere with the formation of sensilla in S. postica, but exposure to pyraclostrobin did not

show adverse effects.

Keywords: Stingless bee, foraging, scanning electron microscopy, antennal sensilla, ocular

facets.
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1. INTRODUCAO

O importante servigo ecossistémico de polinizagdo prestado pelas abelhas depende
diretamente de sua habilidade de forrageamento, uma vez que essa atividade possibilita o acesso
a recursos, como polen e néctar, que serdo utilizados para a manutencdo da colonia,
desenvolvimento larval e maturacdo sexual (NICHOLLS; HEMPEL DE IBARRA, 2017).
Nesse momento, as abelhas podem entrar em contato com concentragdes letais e subletais de
diversos agrotoxicos no campo (O’REILLY; STANLEY, 2023). Considerando que as abelhas-
sem-ferrdo sao importantes polinizadores de culturas de alto valor economico (GIANNINI et
al., 2020), se faz necessario entender se a exposi¢ao dessas espécies a agrotoxicos pode causar
alteragcdes morfoldgicas em estruturas importantes para o desempenho desse servigo
ecossistémico. Como a formagdo dos 6rgdos sensoriais tem inicio no periodo larval (BLAIR,
2009), estudos ecotoxicologicos devem ser desenvolvidos nessa fase.

O forrageamento esta intimamente ligado ao olfato e a visdo, pois os Orgaos
sensoriais associados a estes sistemas permitem a localizacdo de recursos, orientagdo e
reconhecimento da colonia. As antenas sdo os principais 0rgaos olfativos e a detec¢cdo de odores
ocorre por meio de neurdnios receptores, localizados abaixo de estruturas sensoriais chamadas
sensilas. Os principais 6rgaos associados a visao sao os olhos compostos, os quais permitem a
diferenciagdo de cores e formas pelas abelhas (CHAKRABARTI et al., 2015; CRUZ-LANDIM,
2009).

A formagdo das antenas e dos olhos compostos ocorre durante o desenvolvimento
larval e pupal. As antenas sdo formadas pela diferenciagdo dos discos imaginais e, na fase de
pupa, ocorre a formacao da cuticula sensorial, onde surgem as sensilas, que se originam a partir
de uma célula precursora que surge na superficie epidérmica, diferenciando-se em neurdnios e
células acessorias (DOHANIK et al., 2016).

De acordo com a espécie, as sensilas variam quanto aos tipos, quantidade e
distribuicdo. Dentro de uma mesma espécie, possuem morfologia distinta, permitindo
classifica-las em tricoides, placoides, basicOnicas, campaniformes, céticas, celocOnicas e
ampulaceas. Quanto a funcdo, podem ser sensiveis a CO;, mecano-, quimio-, termo- €
higrorreceptoras (RAVAIANO et al., 2014).

Sensilas tricoides sdo pelos presentes por toda a antena, t€ém fung¢do mecano e
quimiorreceptora e sdo observadas em maior abundéincia, juntamente com as placoides.
Sensilas placoides sdo depressdes em formato ovalado, responsaveis pela percepcao de odor,

também conhecidas como discos olfatorios. Sensilas basicOnicas sdo inseridas em uma
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depressdo obturada e possuem formato mais arredondado, responsaveis pela percepgao volatil
e gustatoria (CRUZ-LANDIM, 2009; BALBUENA; FARINA, 2020).

Sensilas céticas sdo menos inclinadas do que as tricoides e tem extremidade
levemente inclinada para sua base, com fungdo quimio- € mecanorreceptora. As sensilas
celoconicas e ampulaceas sdo muito semelhantes entre si, consistem em um orificio na
superficie da antena, e a principal diferenca entre as duas ¢ o didmetro, sendo que as celoconicas
sao maiores do que as ampuldceas. Sensilas campaniformes sdo depressdes bem delimitadas
com uma regido central proeminente (RAVAIANO et al., 2014). As celoconicas tem fungao de
percepcao gustatoria e higrorreceptora; as ampuldceas e campaniformes sdo termo- e
higrorreceptoras, mas as ampuldceas também sao receptoras de CO2 (RAVAIANO et al., 2014;
BALBUENA; FARINA, 2020).

A formacgao dos olhos compostos se inicia pela retina, originada a partir de células
epiteliais ainda na fase larval, mas s6 apos a metamorfose ¢ que o desenvolvimento completo
pode ser observado (ANTONIO, 2008). Os olhos compostos sdo responsaveis pela visdo dos
insetos, formados por pequenas unidades denominadas omatideos cuja superficie externa ¢
composta por lentes corneas. Essas lentes sdo reunidas lado a lado, formando um arranjo de
facetas hexagonais (CHAPMAN, 2013).

H4 evidéncias de que a exposicao a concentragdes subletais de agrotoxicos pode
causar perda de funcdes relacionadas a aprendizagem olfativa e visual em abelhas adultas
(CABIROL; HAASE, 2019; FISCHER et al., 2014; PEREIRA; DINIZ; TAKASUSUKI, 2020).
Mudangas nas estruturas sensoriais que compdem 6rgaos associados a essas fungdes, como as
antenas e olhos, podem ter consequéncias negativas para as habilidades de forrageamento
(CHAKRABARTI; SARKAR; BASU, 2019). Além disso, as abelhas podem trazer alimento
contaminado para a colonia, o qual sera utilizado para alimentar as proximas gera¢des (KAUR
et al., 2023). Portanto, além da exposicao na fase adulta, pode ocorrer a exposicao na fase larval
por meio da alimenta¢do oferecida nesse periodo.

O presente estudo tem como objetivo investigar se a exposi¢ao oral das larvas a
concentragdes subletais do inseticida tiametoxam e do fungicida piraclostrobina, isolados e
combinados, afeta a morfologia de estruturas presentes em 6rgaos do sistema olfativo e visual
das abelhas recém-emergidas. Foi selecionada a espécie S. postica devido a sua importancia
ecologica na polinizagdo e por ser considerada um modelo representativo para as abelhas

nativas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento experimental
A coleta do material biologico, concentragdes obtidas dos agrotoxicos e bioensaios
de exposi¢cdo foram as mesmas descritas no Artigo 1, de acordo com os itens, 2.1.1, 2.1.2 e

2.1.3, respectivamente.

2.1.1 Preparo do material biologico para MEV

Logo apos a emergéncia, as abelhas foram coletadas, levadas ao freezer a -20°C
para anestesia-las e depois serem dissecadas, separando-se a cabeca do corpo (Figura 1A). As
estruturas foram acondicionadas em microtubos de centrifugagcdo contendo 1,5 mL de solugdo
fixadora aquosa de glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,1 M, Electron Microscopy Sciences,
pH 7,4. Posteriormente, foram submetidas a analise morfologica por meio de microscopia
eletronica de varredura.

As analises de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram realizadas no
Laboratério de Microscopia e Caracterizagdo de Materiais (LABMICAM), localizado no
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Sao Carlos.

Com o auxilio de uma pinga de ponta fina, as amostras foram retiradas dos
microtubos de centrifugagdo contendo as cabegas das abelhas recém-emergidas, sendo
selecionadas aleatoriamente cinco cabegas de cada grupo experimental. Estas cabecas foram
colocadas em placas de Petri de vidro e levadas ao estereomicroscopio, onde tiveram a antena
esquerda removida com um corte rente a base do escapo. Foram analisados cinco antenas e
cinco olhos de cada grupo experimental, totalizando 30 antenas e 30 olhos.

A camara de analise do microscopio eletronico de varredura tem um porta amostras,
onde pecas de metal em formato circular chamadas stubs sao encaixadas; em cima destas pecas,
as amostras sdo fixadas com o auxilio de uma fita condutiva de carbono dupla face, colada em
sua superficie. Neste momento, as antenas removidas foram fixadas em um stub e as cabecas
remanescentes foram fixadas em outros dois.

Apos o preparo, os stubs foram levados por 30 minutos para secar na estufa a 35°C
e depois passaram pelo processo de metalizacdo pelo dispositivo de revestimento a vacuo Leica
EM ACE200 (Figura 1B), onde uma camada de 20 nm de ouro foi pulverizada sobre as

amostras.

32



Em seguida, foram levadas ao microscopio eletronico de varredura Thermo Fisher
Scientific Prisma E para caracterizagdo morfolégica (Figura 1C) e posteriormente analisadas

por meio do software ImageJ2.

Figura 1. Preparo de S. postica para MEV. (A) Cabegas dissecadas. (B) Dispositivo de
revestimento a vacuo. (C) Stubs com amostras metalizadas inseridas no porta amostras.

Fonte: Autoria propria, 2023.

2.1.2 Analise da superficie das antenas

As antenas das operdrias de S. postica possuem 10 flagelomeros e sua contagem foi
realizada a partir do primeiro adjacente ao pedicelo (regido proximal ou basal) até a ponta das
antenas (regido distal), conforme indicado na Figura 2A. Para caracterizar as antenas, uma
imagem do sexto flagelomero, no aumento de 800x, na escala de 50 um, foi obtida por MEV
(Figura 2B). O sexto flagelomero foi escolhido como comparativo devido a sua posicao central
na antena e porque concentra mais sensilas em comparagdo aos primeiros flagelomeros, uma
vez que o nimero mais abundante de sensilas em abelhas estdo localizados nos oito segmentos
distais (CRUZ-LANDIM, 2009). A superficie dorsal da antena concentra as sensilas, portanto,
as imagens foram adquiridas nesta regido (BALBUENA; FARINA, 2020; CRUZ-LANDIM,
2009).

Posteriormente, as imagens foram analisadas pelo sofiware ImagelJ2. Baseado no
método de Balbuena e Farina (2020), uma area de 90 x 90 um foi selecionada por meio da
ferramenta “rectangle” no centro do flagelomero 6 e as sensilas presentes foram contadas na

integra com a ferramenta “multi-point”.
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Figura 2. Micrografia eletronica de varredura da antena de S. postica. (A) Antena na ampliacao
de 90x com flagelomeros enumerados de 1 a 10. P: Pedicelo. E: Escapo. (B) Flagelomero na
ampliagdo de 800x.

Fonte: Autoria propria, 2023.

2.1.3 Analise da superficie dos olhos
Para cada abelha, cinco facetas aleatorias (Figura 3A) do olho direito foram
fotograftadas por MEV no aumento de 4000x, na escala de 10 pm. Posteriormente, as imagens
foram analisadas pelo sofiware ImageJ2. Seguindo o método de Chakrabarti, Sarkar e Basu
(2019), a diagonal (D) de cada faceta foi medida por meio de uma linha tracada entre os dois
vértices centrais (Figura 3B) utilizando-se a ferramenta “straight” e o comprimento, em pm,

foi obtido.
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Figura 3. Micrografias eletronicas de varredura dos olhos de S. postica. (A) Olho composto com regides
amostradas enumeradas de 1 a 5. (B) Faceta ocular e diagonal (D) indicada.

Fonte: Autoria propria, 2023.

3. ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do software RStudio v. 4.2.2 (R
Core Team, 2022), utilizando Modelos Lineares Generalizados (GLM), pois os dados nao
apresentaram normalidade dos residuos segundo o teste de Shapiro-Wilk. As médias, desvio e
erro padrao foram calculados para a quantidade das sensilas tricoides, céticas, placoides,
basiconicas e celoconicas/ampulaceas, assim como para o comprimento das facetas oculares.

A distribuicdo que melhor se ajustou ao modelo foi a Poisson para o comprimento
das facetas oculares e para a quantidade das sensilas céticas e placoides. Para os demais tipos
de sensilas, foi utilizada a distribuigdo quase-Poisson. A adequagdo do modelo foi feita pela
andlise do grafico de probabilidade normal com envelope simulado, obtido pela fun¢io “hnp”
(MORAL; HINDE; DEMETRIO, 2018). Apos a obtencdo dos resultados pelo modelo
escolhido, as médias dos grupos foram comparadas pelo pos-teste de Tukey com nivel de

significancia de 5%.

4. RESULTADOS
4.1 Morfologia e sensilas presentes nas antenas
As micrografias obtidas por MEV permitiram a identifica¢do de cinco tipos de

sensilas presentes no sexto flageldmero, sendo: celoconicas/ampulaceas (CA), céticas (CE),

placoides (SP), basiconicas (SB) e tricoides (ST) (Figura 4).
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Figura 4. Diferentes tipos de sensilas presentes nas antenas de S. postica. (A) Sensilas
celoconicas/ampuléceas. (B) Sensila cética. (C) Sensila placoide. (D) Sensila basiconica. (E)
Sensilas tricoides (indicadas por seta).

Fonte: Autoria propria, 2023.

Os dados apresentados na Tabela 1 indicam que os grupos experimentais
demonstraram ser estatisticamente iguais entre si em relagdo a quantidade das ST, CE, SP e SB,
indicando que os grupos expostos possuem a mesma média de sensilas do que os grupos CTL
e ACE.

Em relacdo as CA, os grupos ACE e PIR demonstraram ser estatisticamente iguais
entre si. O grupo TMX apresentou a menor média e diferiu estatisticamente dos grupos ACE e
PIR. Os grupos CTL, DIM e TMX+PIR demonstraram ser estatisticamente iguais aos demais

grupos.
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Tabela 1. Quantidade de sensilas encontradas nas antenas de S. postica (médias =+ desvio

padrao).

Grupos ST CE SP SB CA
CTL 41,00+436a 080+084a 11,80+4,38a 2,00+122a 340+240ab
ACE 46,80+356a 060+089a 13,00+339a 140+134a 4,00+6,08b
DIM 4220+983a 060+055a 880+228a 180+148a 2,00+1,58ab
TMX 40,80+295a 040+055a 12,40+4,22a 2,00+234a 0,80+1,09a

PIR 3780+580a 040+055a 1360+152a 3,00+1,22a 460+195b
TMX+PIR 39,20+521a 100+100a 11,00+324a 220+1,79a 1,80+0,84ab

CTL: Controle negativo; ACE: Controle solvente - acetona; DIM: Controle Positivo - dimetoato; TMX:
Tiametoxam; PIR: Piraclostrobina; TMX+PIR: Combinagao.

ST: Sensilas tricoides; CE: Sensilas céticas; SP: Sensilas placoides; SB: Sensilas basiconicas; CA:
Sensilas celocdnicas/ampulaceas. As letras iguais na mesma coluna indicam que os grupos nao diferem
entre si pelo pos-teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.

4.2 Morfometria das facetas oculares
Os resultados obtidos pelas analises morfométricas das facetas oculares indicaram
que o comprimento da diagonal (D) ¢ estatisticamente igual para todos os grupos experimentais,

conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Comprimento da diagonal das facetas de S. postica (médias + desvio padrao).

Grupos Meédia comprimento (um)
CTL 18,19+ 1,89a
ACE 18,86 + 1,74 a
DIM 18,72+ 2,10 a
TMX 1955+1,96a
PIR 19,86 + 2,33 a
TMX+PIR 1899+1,79a

CTL: Controle negativo; ACE: Controle solvente - acetona; DIM: Controle Positivo - dimetoato;
TMX: Tiametoxam; PIR: Piraclostrobina; TMX+PIR: Combinagao.

As letras iguais na mesma coluna indicam que os grupos nao diferem entre si pelo pds-teste de
Tukey com nivel de significancia de 5%.
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5. DISCUSSAO

As sensilas encontradas nas antenas foram as mesmas descritas por Stort e Barelli
(1981) para S. postica, com exce¢do de um tipo chamado sensila campaniforme, que nao foi
observada no presente estudo, pois esta localizada na extremidade do décimo flagelomero. As
sensilas mais abundantes observadas pelos autores foram as tricoides e placoides (STORT;
BARELLI, 1981), corroborando com os resultados aqui apresentados.

Em relagdao a quantidade das sensilas CA, os resultados indicam que apenas o
tiametoxam interferiu na formagao das sensilas CA, uma vez que o piraclostrobina isolado
resultou em uma das maiores médias.

A diminuicao da quantidade das sensilas celoconicas e ampulaceas pode prejudicar
a habilidade de forrageamento das abelhas operarias, pois a percepcao gustatdria e da umidade
as permite perceber variagdes nas condigdes meteorologicas, o que as auxilia a encontrarem os
melhores locais e fontes de alimento. Por sua vez, a percep¢do de CO> é importante para o
monitoramento da quantidade de oxigénio disponivel dentro da colonia (BALBUENA;
FARINA, 2020; RAVAIANO et al., 2014).

Em um cenario de mudancgas climaticas, a percep¢ao da temperatura ¢ umidade
pode ser decisiva para a resiliéncia da espécie (MAEBE et al., 2021). Segundo o Relatério do
IPCC (2023), o aumento da temperatura global tem influéncia direta em episddios extremos,
como ondas de calor, chuvas pesadas, seca e ciclones tropicais.

Abelhas eussociais sdo mais sensiveis a mudancas de temperatura dentro das
colmeias, o que as leva a ter um comportamento termorregulatério (QUIGLEY; AMDAM,;
HARWOOQOD, 2019). Em situacdes de extremo calor, as abelhas-sem-ferrdo tem a desvantagem
de ndo poder migrar a colonia completa para outro local, uma vez que as rainhas ndo tem a
habilidade de voar (HRNCIR et al., 2019; QUIGLEY; AMDAM; HARWOOD, 2019).

Nesse momento, ¢ importante que mecanismos comportamentais sejam acionados
para regular o microclima dentro das colonias (JARIMI; TAPIA-BRITO; RIFF, 2020), como o
“fanning”, que significa “abanar-se” em tradugdo literal (KASPAR; COOK; BREED, 2018).
As operarias se unem em locais estratégicos do ninho para facilitar o fluxo de ar por meio do
batimento das asas e, dessa forma, promovem a regulacio da temperatura e CO> (GRUTER,
2020).

Foi observado que as operarias de S. depilis iniciam o “fanning” quando a
temperatura interna da coldnia atinge 37°C (HRNCIR et al., 2019) e a temperatura letal (TL)
para S. postica ¢ 41°C (MACIEIRA; PRONI, 2004), sendo essencial que a percepcao seja
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eficiente. Como as sensilas celoconicas e ampuldceas estdo associadas a neurdnios
termossensiveis (RUCHTY et al., 2009), a diminuicdo na quantidade destas sensilas pode
reduzir a resposta das abelhas a altas temperaturas, interferindo na recuperacao e resiliéncia da
colonia (QUIGLEY; AMDAM; HARWOOD, 2019).

Além da temperatura, alteracdes climaticas relacionadas ao regime de chuvas se
tornardo mais frequentes (CALVIN et al., 2023). Em locais com extensos periodos de seca,
como na Caatinga brasileira, espécies de abelhas-sem-ferrao utilizam de suas habilidades de
forrageamento para coletar e estocar recursos para manutencao da colonia em momentos de
escassez (HRNCIR et al., 2019). Na situagdo inversa, em periodos de chuvas intensas, a procura
de alimentos ¢ dificultada pela umidade excessiva, especialmente das flores, mas também pode
resultar na maior umidade dentro da colmeia, sendo necessario que as abelhas fagam a
regulagio para impedir o crescimento de fungos patogénicos (GRUTER, 2020; NOGUEIRA-
NETO, 1997). Portanto, a diminui¢do das sensilas celoconicas e ampuldceas pode interferir
negativamente na percepcao da umidade e, consequentemente, na manutencao da colonia.

Meikle et al. (2021) demonstraram que a exposi¢cdo de colonias de A. mellifera a
diferentes concentragdes do neonicotinoide clotianidina resultou em alteragdes nas
concentragdes de CO> dentro das colonias. Eles observaram que a maior concentragdo de
clotianidina oferecida para as abelhas (20 ppb) resultou em uma concentracao 22% mais alta de
COz dentro da coldnia, o que pode estar relacionado a baixa eficiéncia na ventilagdo (MEIKLE
et al., 2021). Associado aos resultados obtidos no presente estudo, a menor quantidade de
sensilas ampulaceas nas antenas poderia impactar negativamente a percepgao de CO; e afetar a
saude da colonia, pois € dessa forma que as abelhas avaliam a quantidade de O» disponivel
(KLEINEIDAM et al., 2000).

Para os demais tipos de sensila, os grupos expostos ndo apresentaram diferencas
significativas para os grupos controle, indicando que as concentragdes testadas do tiametoxam
e piraclostrobina ndo alteraram a quantidade das ST, CE, SP e SB presentes nas antenas. Esses
resultados corroboram com Chakrabarti et al. (2015) que, em seu estudo com Apis cerana
Fabricius, 1793 (Hymenoptera, Apidae), observaram alteragdes morfologicas nas sensilas
placoides, celoconicas e tricoides em abelhas coletadas diretamente de colonias em areas de
agricultura intensiva, mas nao observaram diferencas significativas em relagdo a quantidade
das sensilas.

Além disso, os pesquisadores testaram a exposicdo das abelhas adultas em

laboratério a combinacdo de trés inseticidas (piretroide, organofosforado e organoclorado) e
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ndo observaram alteragdes nas sensilas. Isso sugere que a exposicao na fase larval pode ser mais
problematica do que na fase adulta, pois as larvas irdo ingerir alimento contaminado trazido
para a colonia, o que pode afetar seu desenvolvimento e resultar em deformagdes das sensilas
(CHAKRABARTI et al., 2015). Mesmo que em nosso estudo os grupos nao tenham apresentado
diferengas significativas em relagdo a quantidade das sensilas, novos testes sdo necessarios para
esclarecer se a exposi¢do ao tiametoxam e piraclostrobina na fase larval pode resultar em
deformidades nessas estruturas.

Em relagdo ao comprimento das facetas oculares, as médias foram estatisticamente
iguais para os grupos expostos e grupos controle. Chakrabarti et al. (2019) observaram
diferencas significativas em abelhas adultas de A. cerana coletadas de colonias em areas de
agricultura intensiva, sugerindo que a exposi¢ao a diversos agrotoxicos na fase larval, por meio
do alimento contaminado oferecido para as crias, pode reduzir o tamanho das facetas oculares.
Porém, para as concentragdes subletais de tiametoxam e piraclostrobina testadas, ndo foram
observadas alteragoes.

Apesar de nosso estudo ter observado diferencas significativas na formacdo de
apenas um tipo de sensila, a exposi¢ao ao tiametoxam tem potencial de afetar os sistemas
visuais e olfativos diretamente pelo cérebro, pois tem como alvo a acetilcolinesterase, que ¢ o
principal neurotransmissor associado a centros sensoriais primarios: os lobos antenais ligados
ao olfato e os lobos oOpticos ligados a visao (CABIROL; HAASE, 2019). Mesmo concentragcdes
subletais de neonicotinoides podem interferir em fung¢des cognitivas das abelhas e prejudicar
habilidades importantes para a orientacdo durante o forrageamento, como a memoria olfativa e
visual (DECOURTYE; DEVILLERS, 2010; FISCHER et al., 2014).

Yang et al. (2012) demonstraram em seu estudo com A. mellifera que a exposi¢ao
das larvas ao imidacloprido, outro inseticida neonicotinoide, em concentragdes subletais de
0,04 e 0,4 ng 1.a./larva, resultou na diminui¢do da capacidade olfativa na fase adulta, o que
poderia interferir nas habilidades de forrageamento, uma vez que as operarias teriam
dificuldade para localizar fontes de alimento e retornar para a colonia. Como nosso estudo
utilizou a concentragao de 0,044 ng i.a./larva de tiametoxam e trata-se de uma espécie diferente,
a conducdo de testes na fase poOs-emergéncia sdo necessarios para complementar nossos
resultados.

Além disso, ensaios laboratoriais observaram que as operarias de 4. mellifera tem
preferéncia por solugdes contendo imidacloprido e tiametoxam, o que pode estar associado ao

modo de acdo dos neonicotinoides, que atuam nos receptores nicotinicos de acetilcolina
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(nAChRs) do cérebro das abelhas (KESSLER et al., 2015). Dessa forma, a exposi¢do ao
tiametoxam no campo aumenta a probabilidade da exposi¢ao na fase larval, pois devido ao seu
comportamento eussocial, as abelhas operarias poderdo trazer recursos florais contaminados
que serdo posteriormente processados e oferecidos para alimentar novas crias (DORIGO et al.,
2019).

Os resultados obtidos nesse estudo indicam que a exposi¢do a concentragdes
subletais do tiametoxam na fase larval tem potencial de interferir na formagao das sensilas
celoconicas e ampulaceas, mas o mesmo nao foi observado para o piraclostrobina. Para o
melhor entendimento sobre os efeitos desses agrotoxicos no sistema olfativo e visual, maiores
investigagdes devem ser realizadas incluindo avaliagcdes da morfologia das sensilas antenais e

testes relacionados as habilidades cognitivas das abelhas emergidas.

6. CONCLUSAO

Este estudo concluiu que a exposi¢ao ao tiametoxam pode afetar a formagao das
sensilas de S. postica, mas a exposi¢ao ao piraclostrobina ndo apresentou efeitos adversos. Por
sua vez, o tamanho das facetas oculares nao foi afetado pela exposicdo ao tiametoxam e
piraclostrobina, isolados ou combinados. Tais evidéncias esclarecem os questionamentos
levantados pelo presente estudo, de que a exposicdo a estes agrotdxicos em concentracoes
subletais na fase larval poderia interferir na formacao de estruturas sensoriais importantes para
o forrageamento, e contribuem com informagdes para direcionar novos estudos com abelhas-

sem-ferrdo.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho teve como objetivo avaliar se a exposi¢do a concentragdes subletais
de tiametoxam e piraclostrobina, isolados e combinados, afeta o desenvolvimento pos-
embrionario e a formagao de 6rgdos sensoriais importantes para orientacdo e forrageamento de
S. postica.

Em relagcdo ao desenvolvimento pos-embrionario, os resultados indicaram que a
combinagdo entre o tiametoxam e piraclostrobina diminuiu a taxa de emergéncia das pupas, o
que nao foi observado para os demais grupos, indicando que existem possibilidades de efeitos
sinérgicos entre os agrotoxicos.

Os tempos de desenvolvimento ndo apresentaram diferengas para o periodo larval,
mas apresentaram para as fases de pupa. O tiametoxam promoveu adiantamento na fase de pupa
de olhos brancos, o que pode ser resultado de uma aceleracdo do desenvolvimento larval.
Enquanto a combinacdo resultou no atraso das fases de pupa de olhos rosas ¢ pupa de olhos
pretos, indicando que a interagdo entre os agrotdxicos levou a esse resultado, uma vez que esse
atraso nao foi observado isoladamente.

Na emergéncia, 0s grupos expostos ao piraclostrobina e a combinagao apresentaram
atraso em relagdo aos demais, sugerindo que esse fungicida interfere na microbiota associada a
espécie, afetando a metamorfose e, consequentemente, causando atraso na emergéncia das
abelhas.

Em relagdo a formacdo das estruturas que compdem os 6rgdos sensoriais, oS
resultados indicaram que concentracdes subletais do tiametoxam podem interferir na formagao
das sensilas celocOnicas e ampulaceas, mas o mesmo ndo foi observado para o piraclostrobina
e para a combinagdo. Para os demais tipos de sensilas avaliados e para as facetas oculares, ndo
foram observadas diferencas significativas para os grupos expostos.

Portanto, o presente estudo concluiu que a exposicdo ao tiametoxam e
piraclostrobina em concentragdes subletais, tanto isoladamente como em combinagao,
interferiu nos tempos de desenvolvimento e na emergéncia de S. postica. Contudo, apenas a
exposicdo ao tiametoxam interferiu na formacao das sensilas presentes nas antenas, indicando
maior potencial de afetar o sistema olfativo.

Esses dados contribuem para o preenchimento das lacunas de conhecimento acerca
das espécies nativas e fornecem subsidios para que novos estudos sejam conduzidos para

diferentes estagios de desenvolvimento e para outras espécies de abelhas-sem-ferrao.
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