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RESUMO GERAL

COUTINHO, J. S. Sobrevivéncia e Capacidade de Voo da abelha Apis mellifera
(Hymenoptera: apidae) apos exposicao direta e oral a Antranilamidas e Espinosinas.
2022. 69 f. Dissertacdo (Mestrado em Horticultura Tropical) - Universidade Federal de
Campina Grande, Pombal, 2022".

Abelhas sdo consideradas o grupo de polinizadores mais importantes, especialmente a espécie
Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae). Todavia, o uso excessivo de agrotoxicos ¢ apontado
como responsavel pela mortandade de abelhas em areas agricolas em escala global. O presente
trabalho objetivou avaliar o efeito de doses comerciais dos inseticidas Clorantraniliprole,
Ciantraniliprole, Espinetoram e Espinosade, recomendados para diversas culturas, na
sobrevivéncia e capacidade de voo das operarias adultas da abelha africanizada A. mellifera,
amplamente usados no Brasil. Os estudos foram conduzidos no Laboratério de Entomologia
(sala climatizada a 25 + 2 °C, 60 = 10% UR e fotofase de 12 h) do Centro de Ciéncias e
Tecnologia Agroalimentar (CCTA) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG),
Campus Pombal-PB, Brasil. Para a execucao do trabalho foram utilizadas operarias adultas da
abelha africanizada A. mellifera, provenientes de trés colmeias instaladas em caixas de madeira
do tipo Langstroth, pertencentes ao apiario do CCTA/UFCG. Os niveis de toxicidade foram
avaliados através de bioensaios, correspondentes a duas formas de exposi¢do: pulverizacao
direta sobre as abelhas e dieta contaminada utilizando cinco doses comerciais, registradas para
o controle de pragas em diversas culturas. Conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado, com 10 repetigdes para cada tratamento. Foram realizados teste de sobrevivéncia
e teste de voo. Os inseticidas Espinetoram (Delegate®) e Espinosade (Tracer®), pertencentes ao
grupo quimico Espinosina, foram extremamente toxicos para 4. mellifera via ingestao da dieta
contaminada e via pulverizacao direta, independente da dose utilizada. Apds a exposicao as
espinosinas, a atividade motora das abelhas A. mellifera foi prejudicada, sendo observado
tremores e paralisia. Os inseticidas pertencentes ao grupo quimico Antranilamida
Clorantraniliprole (Premio®) e Ciantraniliprole (Benevia®), ocasionaram baixa toxicidade sobre
as abelhas, independente do modo de exposicdo e da dose utilizada, sendo, portanto, menos
nocivos ao polinizador. Todos os inseticidas avaliados, pertencentes a dois grupos quimicos,
afetaram a atividade de voo de A. mellifera, independentemente do modo de exposicao e dose
avaliada. Esses dados irdo auxiliar em projetos que envolvam o manejo sustentavel,
consequentemente a conservagao desses polinizadores em areas agricolas.

Palavras-chave: Apis mellifera. Inseticidas. Toxicidade. Mortalidade.

!Orientador: Prof. Ewerton Marinho da Costa, CCTA/UFCG.
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GENERAL ABSTRACT

COUTINHO, J. S. Survival and flight ability of the Apis mellifera bee (Hymenoptera:
apidae) after direct and oral exposure to anthranilamides and spinosyns. 2022. 69 f.
Dissertation (Master's in Tropical Horticulture) - Federal University of Campina Grande,
Pombal, 2022".

Bees are considered the most important group of pollinators, especially the species Apis
mellifera L. (Hymenoptera: Apidae). However, the excessive use of pesticides is identified as
responsible for the death of bees in agricultural areas on a global scale. The present study aimed
to evaluate the effect of commercial doses of the insecticides Chlorantraniliprole,
Ciantraniliprole, Espinetoram and Espinosade, recommended for different cultures, on the
survival and flight capacity of adult workers of the Africanized bee 4. mellifera, widely used
in Brazil. The studies were carried out in the Entomology Laboratory (heated room at 25 + 2 °C,
60 = 10% RH and 12 h photophase) of the Center for Agro-Food Science and Technology
(CCTA) of the Federal University of Campina Grande (UFCG), Campus Pombal -PB, Brazil.
For the execution of the work, adult workers of the Africanized bee 4. mellifera were used,
coming from three hives installed in Langstroth-type wooden boxes, belonging to the
CCTA/UFCG apiary. Toxicity levels were evaluated through bioassays, corresponding to two
forms of exposure: direct spraying on bees and contaminated diet using five commercial doses,
registered for pest control in different cultures. Conducted in a completely randomized design,
with 10 replications for each treatment. Survival test and flight test were performed. The
insecticides Espinetoram (Delegate®) and Spinosad (Tracer®), belonging to the chemical group
Espinosina, were extremely toxic to 4. mellifera via ingestion of contaminated diet and via
direct spraying, regardless of the dose used. After exposure to spinosyns, the motor activity of
A. mellifera bees was impaired, and tremors and paralysis were observed. The insecticides
belonging to the chemical group Antranilamide, Chlorantraniliprole (Premio®) and
Ciantraniliprole (Benevia®), caused low toxicity to bees, regardless of the exposure method and
dose used, being, therefore, less harmful to the pollinator. All insecticides evaluated, belonging
to two chemical groups, affected the flight activity of 4. mellifera, regardless of the exposure
mode and dose evaluated. These data will help in projects involving sustainable management,
consequently the conservation of these pollinators in agricultural areas.

Keywords: Apis mellifera. Insecticides. Toxicity. Mortality.
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1 INTRODUCAO GERAL

A maioria das espécies vegetais, cultivadas ou nativas, sdo polinizadas por animais e
dependem destes para sua reprodugdo (ROUBIK, 2018). Além disso, 75 % das culturas
agricolas sdo beneficiadas pela polinizacdo animal (KLEIN et al. 2007), sendo as abelhas
consideradas o grupo mais importante de polinizadores, visitando mais de 90% das principais
culturas no mundo (POTTS et al. 2016). Dentro desse grupo, destaca-se a espécie Apis mellifera
Linneaus (Hymenoptera: Apidae) como um dos polinizadores mais eficientes (GIANNINI et
al., 2015; CRIDLAND et al., 2017). E uma das espécies mais utilizadas para a polinizagdo
devido ao seu facil manejo, tamanho de suas colonias, eficiéncia e rapidez durante esse processo
comparado aos outros polinizadores (PIRES et al., 2016; KLEIN et al., 2020).

Porém, diversos pesquisadores indicam um declinio destes polinizadores em varias
partes do planeta (GALLAI et al., 2009; KOVACS HOSTYANSZKI et al. 2017). Miltiplos
fatores contribuem para que isso aconteca, como por exemplo, modificagao do habitat, plantio
em monocultura, ataque de pragas, reducdo da oferta de alimento e uso indiscriminado de
pesticidas, sendo este o principal motivo para o desaparecimento dos polinizadores
(KEARNS; INOUYE,1997; DEVINE; FURLONG,2007).

As abelhas se alimentam em grandes areas ao redor de suas colmeias e, portanto, sao
susceptiveis de serem expostas a varios pesticidas diariamente (BARASCOU et al., 2021), por
meio do contato direto com goticulas de pulverizagdo, contato com residuos dos produtos nas
plantas e também pela ingestdo de alimento contaminado (TANING et al.,2019; VARIKOU
et al,, 2019).Toda essa exposi¢do aos pesticidas pode ocasionar a morte das abelhas ou
provocar efeitos subletais, como diminuicdo na capacidade de forrageamento, efeito na
longevidade do inseto, redugdo no aprendizado, perda de memoria e disturbios
comportamentais, afetando suas atividades motoras (WU-SMART;SPIVAK,2016).

Portanto, ¢ fundamental o desenvolvimento de pesquisas visando avaliar os efeitos letais
e subletais de inseticidas agricolas sobre as abelhas, contribuindo para conservacdo desses
polinizadores em campo. Em relagdo as Antranilamidas e Espinosinas utilizadas na agricultura
brasileira, poucos trabalhos foram realizados. Ratnakar et al. (2017) constataram que apos 24
horas de exposicdo o inseticida Clorantraniliprole na dose de 0,15 ml/L, apresenta baixa
toxicidade sobre 4. mellifera, ocasionando 14,46% de mortalidade. Porém, Gomes et al. (2020)
relataram que, apesar da baixa mortalidade proporcionada pelo Clorantraniliprole, ele provoca

alteracdes na capacidade de voo e em genes que regulam o sistema imunologico da abelha. Ja
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em relagdo ao grupo das Espinosinas, Carmo (2017) avaliando o inseticida Espinetoram,
constatou uma taxa de 100% de mortalidade das abelhas, expostas ao inseticida por
pulverizagdo direta, apos 48h de avaliagdo. Lopes et al. (2018) demostraram que as operarias
de A. mellifera expostas oralmente a dose de 0,816 mg/ mL do inseticida Espinosade, sofreram

100% de mortalidade.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a sobrevivéncia e capacidade de voo da abelha
africanizada A. mellifera apds exposi¢ao direta e oral a inseticidas pertencentes aos grupos

quimicos Antranilamida e Espinosina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA DA ABELHA Apis mellifera SOB PERSPECTIVA ECOLOGICA,
ECONOMICA E AGRICOLA

As abelhas s3o consideradas os principais agentes polinizadores tanto em ambientes
naturais como agricolas. Sendo assim, sdo fundamentais na manuten¢do do equilibrio dos
ecossistemas e na producdo de alimentos (KLEIN et al., 2020). Neste contexto, destaca-se a
espécie A. mellifera, considerada uma espécie exdtica no Brasil, que foram introduzidas no pais
por imigrantes europeus na década de 1850 (4. m. mellifera, A. m. ligustica, A. m. carnica e A.
m. caucdsica) € que se miscigenaram com abelhas africanas (4. m. scutellata e A. m. adansonii)
trazidas na década de 1950 para fins de melhoramento genético, pelo governo brasileiro. Desse
cruzamento, surgiu o poli hibrido conhecido como abelha africanizada (SANTOS; MENDES,
2016; GOMES et al., 2019; SILVA et al., 2020). No qual esté assinalada ao sucesso de diversas
culturas (MARTINS et al., 2020; LACERDA et al., 2020), em virtude, sobretudo, de seu carater
generalista, caracterizado por muitas operarias por ninhos que comunicam umas as outras as
fontes de alimento disponiveis (GALLAI et al., 2009).

No Brasil, os servigos de polinizagdo prestados pelas abelhas a agricultura brasileira sdo
de R$ 43 bilhdes, calculos referentes a 2018, sendo associados a quatro cultivos de grande
importancia agricola: soja, café¢, laranja e ma¢ad (BPBES/REBIPP, 2019). Na regido Norte, no
Estado do Amazodnas, a castanha do Brasil, depende totalmente das abelhas para sua
reproducado. Ja em escala local, nos municipios da Serra da Bocaina e Mata do Jambreiro, foram
obtidos valores anuais de US$ 564.000 ¢ US$ 246.000 referentes as culturas dependentes de
polinizagdo (HIPOLITO et al., 2019). E em pequenas propriedades rurais dos municipios de
Toledo e Itariri no Estado de Sdo Paulo, o valor para a polinizagdo de maracuja foi de US$
2.583 para cada hectare, referente a cada dois anos (POPAK et al., 2019).

Em éareas de produg¢do com a adicdo de colonias de A. mellifera, Ribeiro (2015)
constatou um aumento de até 3 toneladas na produtividade de meldo, o que caracteriza a
eficiéncia das abelhas na polinizagdo, e consequentemente um aumento da produtividade.
Paudel et al. (2015) identificaram que na auséncia da A. mellifera em pomares de maca, cerca
de 90% das flores abortaram, resultando num rendimento produtivo minimo, identificando uma
dependéncia elevada da espécie nas areas de producao.

Além da polinizagdo, as abelhas meliferas produzem substancias de grande valor

bioloégico e econdmico que movimentam milhdes de ddlares em todo mundo. Dentre os
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produtos apicolas, destaca-se o mel, que representa um importante insumo econdmico para
muitos paises (RUIZ-TOLEDO et al., 2018).

No aspecto ecologico, também apresentam importancia como bioindicadores de
poluicdo ambiental. De acordo com Villalba et al. (2020) as abelhas e seus produtos,
principalmente através do podlen, fornecem dados sobre toda a area que cobrem durante o
forrageamento, ressaltando a importancia da polinizagdo no contexto da producao de alimentos,

para a reproducao de espécies nativas e para o equilibrio dos ecossistemas.

2.2 DECLINIO NA POPULACAO DE POLINIZADORES EM AREAS AGRICOLAS

Um dos problemas ambientais globais mais graves ocasionados por agdes antropicas
¢ a perda da diversidade biologica, associados aos servigos ecossistémicos prestados pelos
polinizadores. Estes servicos, estdo em risco pelo uso massivo de pesticidas, sendo o principal
fator para o desaparecimento dos polinizadores, levando ao declinio das suas populagdes.

De acordo com Neumann et al. (2010), o nimero de colonias de abelhas manejadas esté
diminuindo em algumas partes do mundo. Um dado preocupante, pois esses polinizadores sdo
fundamentais para manter a producdo de alimentos, impactando em 35% da producdo agricola
mundial. Em muitas regides, abelhas e outros polinizadores selvagens, como passaros,
morcegos, borboletas e besouros, estdo diminuindo em abundancia e diversidade. A auséncia
de polinizadores afetaria em diferentes culturas comerciais, como por exemplo, em tomates,
macas, améndoas, café e cacau. (GAGLIANONE et al., 2015).

As abelhas desempenham um papel crucial no funcionamento de quase todos os
ecossistemas terrestres existentes, incluindo os que sao dominados pela agricultura. Em escala
global, trés em cada quatro das culturas que produzem frutos ou sementes para o consumo
humano dependem das abelhas (FAO,2022), especialmente, as abelhas A. mellifera,
consideradas os polinizadores economicamente mais valiosos de monoculturas de lavouras em
todo o mundo. Os rendimentos de algumas frutas e sementes diminuem mais de 90% na
auséncia desses polinizadores (KLEIN et al., 2020).

A polinizagdo ndo apenas garante a seguranca alimentar, mas também a diversificar os
meios de subsisténcia dos pequenos agricultores. Sendo o déficit de polinizagdo, em cultivos, a
principal limitagdo na produgdo agricola em termos econdmicos (VAISSIERE et al., 2011). O
estudo de Magalhaes e Freitas (2013) relata a importancia de identificar os requerimentos dos
polinizadores eficazes de cada cultura e providencid-los para permitir a presenga dessas

espécies nas dreas de cultivo. J4 a pesquisa por Freitas et al. (2014), sobre o papel dos
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polinizadores na agricultura brasileira revelaram que a produtividade em todas as culturas
agricolas avaliadas estava aquém do seu potencial maximo de produgdo devido a existéncia de
déficits de polinizagdo, que geravam perdas igual ou superior a 70% em alguns plantios.

A diminuicdo nas populagdes de abelhas em areas agricolas de todo o mundo, vem
sendo constatada a décadas. Além do uso exacerbado de pesticidas em grande culturas
agricolas, existem outros fatores que contribuem, como por exemplo, a perda e degradacdo de
seu habitat, presenga de patdgenos, parasitas e as mudangas climaticas (GOULSON et al., 2015;
HUNG et al., 2018).

No Brasil, estao registrados 2811 agrotoxicos no Ministério da Agricultura, destes 493
foram registrados em 2020, a maioria de produtos genéricos e 94 para utilizacao industrial em
2021, mostrando tendéncia no aumento destes produtos no pais, podendo aumentar ainda mais
esta problematica (MAPA, 2022).

A morte das abelhas s6 chamou a atengdo mundial a partir do surgimento da DCC -
Desordem do Colapso da Coldonias (CCD - Colony Colapse Disorder), em 2006, nos Estados
Unidos e vem sendo estudado em diversas partes do mundo. Na Europa e em outros continentes
os relatos sdo esporadicos (VAN ENGELSDORP et al., 2009). No caso do Brasil, existem
alguns casos suspeitos de CCD no Sudeste. Porém, segundo o Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento (MAPA,2020), ndo ha comprovagao cientifica de que o fendmeno
acontec¢a no Brasil.

E crescente a quantidade de estudos publicados sobre o declinio de populacdes de
abelhas silvestres, em todo o mundo, isso devido a intensificagdo das atividades agropecuarias
(MWEBAZE et al., 2018). Em contra partida, o aumento da demanda por polinizadores naturais
ndo tem acompanhado a sua oferta por causa da dinamica da globalizagdo e do aumento
populacional, o que requer um novo modelo de agricultura (NICHOLLS et al., 2020). A
previsao de aumento da populagao mundial de 7,6 bilhdes para 9,2 bilhdes até 2050 provocara
um aumento da demanda pelos servigos de polinizacdo (MSU, 2018). Desta forma, o declinio
das populagdes de abelhas silvestres e manejadas em todo o mundo juntamente com a elevacao
na demanda por produgdo de alimentos, acarretara um aumento nos pregos dos alimentos.

No Brasil, a agricultura ¢ a maior beneficidria dos servicos de polinizacdo € a0 mesmo
tempo a principal impulsionadora de sua diminui¢do. Nossa produ¢do agricola baseia-se no
modelo de monocultura, que se torna cada vez mais dependente do uso de agrotdxicos, gerando
efeitos danosos aos ecossistemas. Diante disso, ¢ necessario a ado¢ao de praticas que respeitem
o meio ambiente, que preservem e restaurem os habitats dando o devido suporte aos servigos

de polinizagdo, incorporados as areas agricolas (RUNDLOF et al., 2018).
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2.3 TOXICIDADE DE INSETICIDAS SOBRE ABELHAS COM ENFASE NA ESPECIE
Apis mellifera

2.3.1 Toxicidade de Antranilamidas/diamidas antranilicas sobre Apis mellifera

Ao longo dos ultimos anos, foi not6ério um progresso na pesquisa sobre as avaliagdes
dos efeitos toxicologicos que o uso de pesticidas e os seus possiveis danos para as abelhas.
Entre os estudos, alguns relacionaram o uso de pesticidas e seus efeitos cumulativos e toxicos,
dependendo da dose/concentragao, modo de acdo e via de exposicdo (HENRY et al., 2012;
MEIKLE et al., 2016; ZHANG et al., 2020).

Segundo Pereira et al. (2019), ap6s poucas horas de exposicao aos agrotoxicos € possivel
identificar mortalidade das abelhas. Abelhas dentro e fora da caixa, juntamente com a auséncia
de doencas e pragas sdo indicios de mortalidade ocasionada por agrotoxicos € que estdo
servindo de alerta para os apicultores (KAHLOW et al., 2016).

Os agrotoxicos sao usados de forma excessiva e sem avaliagao critica. No Brasil, um
estudo recente apontou o uso de agrotoxicos como a principal causa de perda de colonias em
todas as regioes do pais (CASTILHOS et al., 2019). Para Barascou et al. (2021), os pesticidas
devem ser avaliados e aprovados pelas autoridades regulatorias antes do registro.

No caso das Antranilamidas/diamidas antranilicas, os inseticidas apresentam um modo
de agdo por ingestao, no qual ligam-se aos receptores rianodinicos, localizados na membrana
do reticulo sarcoplasmatico, ativando a liberagdo irregular de ions de célcio das células e
comprometendo a contragdo muscular, acarretando na letargia, paralisia ¢ morte do inseto
(CORDOVA et al, 2006). As antranilamidas comercializados e mais utilizadas sdo: o
Clorantraniliprole e o Ciantraniliprole, que sdo inseticidas de contato e ingestdo, utilizados para
diversas culturas, entre elas estdo abobrinha (Cucurbita pepo L.), jilo (Solanum aethiopicum
L.), couve (Brassica oleracea L.), batata (Solanum tuberosum L.), chuchu (Sechium edule
Swartz), soja (Glycine max L.), tomate (Solanum lycopersicum L.), pepino (Cucumis sativus
L.), melao (Cucumis melo L.), melancia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai) e feijao
(Phaseolus vulgaris L.). Seu uso esta atrelado a sua eficiéncia no controle de praga, menor
impacto ambiental e boa a¢ao residual (WHALON et al., 2008). Porém, sdo considerados novos
no ambito do mercado, existindo poucos estudos sobre os efeitos desses inseticidas.

Smagghe et al. (2013) avaliando a toxicidade do inseticida Clorantraniliprole em

Bombus terrestris e A. mellifera, pelo modo de exposi¢do via dieta contaminada, identificaram
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uma baixa mortalidade em ambas espécies. Também foi relatado em outros estudos a baixa
mortalidade do Clorantraniliprole sobre operarias adultas de 4. mellifera, porém identificou-se
uma altera¢do na capacidade de voo e uma alteragdo na expressdao dos genes que regulam o
sistema imunologico da abelha (FENT; CHRISTEN, 2017; GOMES et al., 2020). Estes relatos
trazem consequéncias ecologicas e econdmicas, no qual a sobrevivéncia da colonia pode ser
comprometida.

Ratnakar et al. (2017), ao estudarem a toxicidade do inseticida Clorantraniliprole, apos
a exposicao de 0,15 ml/L, constataram que, ao longo de 24 horas de exposi¢cao pelo método
filme seco, o produto apresentou uma toxicidade minima sobre a A. mellifera, representada por
14,46% na taxa de mortalidade final. Gomes et al. (2020) avaliaram nao s6 a toxicidade do
Clorantraliniprole, mas também dos inseticidas Azadiractina, Piriproxifeno e Imidacloprido,
aplicados no cultivo de melao cantaloupe, com doses de 0,0x,0,1x el1.0x, concluindo que o
inseticida Clorantraniliprole, foi o Unico que afetou apenas na capacidade de voo da A.
mellifera, diferindo dos demais inseticidas. O Imidacloprido foi extremamente toxico, causando
90% de mortalidade via pulverizacdo direta, ingestdo de dieta contaminada e contato com
superficie contaminada, além de afetar significativamente a capacidade de voo, Azadiractina
ocasionou mortalidade via ingestdo de dieta contaminada, afetando também a capacidade de
voo e o Piriproxifeno que acarretou mortalidade dos insetos via contato com superficie
contaminada.

O Ciantraniliprole, ¢ um inseticida sistémico do grupo quimico Antranilamidas (IRAC
- grupo 28), atuando por ingestao e contato, representa um risco reduzido para as abelhas e sao
escassos os estudos sobre sua toxicidade. Sendo recomendado pelo fabricante para varias
culturas de importancia agricola no Brasil, como por exemplo, o algodado, batata, café, cebola,
alho, feijdo, melancia, meldo, pepino, pimentdo, repolho, soja, tomate, pimenta, quiabo,
abobrinha e abobora (AGROFIT, 2021).

Dinter et al. (2015) ao avaliarem a toxicidade do inseticida Ciantraniliprole, por dois
modos de exposicdo, na LD50 0,39 ng/abelha via oral e 0,63 pg/abelhas via contato,
constataram um baixo risco as abelhas, pois ndo causou aumento na taxa de mortalidade das
mesmas. Sousa et al. (2018) avaliaram a toxicidade dos inseticidas Clorantraniliprole e
Ciantraniliprole nas doses recomendada, via ingestdo, sobre 4. mellifera e constataram que o
Clorantraniliprole ocasionou 35,8% de mortalidade, diferindo estatisticamente das duas doses
do inseticida Ciantraniliprole que ocasionaram, na dose minima e maxima, 43,4% e 49,8% de
mortalidade de 4. mellifera, sendo considerado de baixo risco as abelhas, por possuir taxa de

mortalidade inferior a 50%.
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2.3.2 Toxicidade de Espinosinas sobre Apis mellifera

As Espinosinas sdo neurotoxicos, caracterizado como um bioinseticida, derivado da
fermentagdo aerdbica da bactéria Saccharopolyspora spinosa. Este agente microbiano sintetiza
nove metabdlitos secundarios (A-H e J) denominados espinosinas, sendo os compostos
organicos A (componente principal) e D (componente secundéario) os que possuem maior
atividade inseticida. Seu modo de ac¢do consiste em atuar no sistema nervoso central dos insetos,
especificamente nos receptores nicotinicos de acetilcolina, que estdo atrelados como a principal
causa de morte por hiperexcitabilidade. Esse mecanismo, evita a ocorréncia de resisténcia
cruzada com outros tipos de inseticidas que possuem modo de acao similar (BACCI et al., 2016;
DIAS et al., 2017).

Dentre as Espinosinas, os principais ingredientes ativos sdo os Espinosade e
Espinetoram. Atualmente, a demanda € crescente, sendo recomendados para diversos cultivos
agricolas de importancia econdmica, como por exemplo, acerola (Malpighia emarginata DC.),
alho (Allium sativum L.), caju (Anacardium occidentale L.), cebola (Allium cepa L.), goiaba
(Psidium guajava L.), maga (Pirus malus L.), melancia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. &
Nakai), melao (Cucumis melo L.), tomate (Solanum lycopersicon L.), pimenta (Capsicum spp.)
e pimentao (Capsicum annuum L.) (AGROFIT, 2021).

Apesar da sua origem bioldgica, existe uma preocupacdo em seu uso no controle de
insetos, uma vez que o produto biologico a base desta bactéria nao € seletivo e, por isso afeta
os artropodes benéficos existentes nos ecossistemas terrestres € aquaticos, gerando um impacto
negativo ao meio ambiente e a fauna associada (LAWLER 2017; MOSSA et al.,2018;
MONTEIRO et al., 2019).

No Brasil, ao longo do tempo estudos comecaram a relatar os impactos ocasionados por
Espinosinas, e perceberam que ao longo periodo de uso do produto, causa efeitos acumulativos
de toxicidade para os organismos ndo alvos, incluindo as abelhas (BIONDI et al., 2012;
VILLAVERDE et al., 2014; GIANNINI et al., 2015).

Neste contexto, Rabea et al. (2010) avaliaram a toxicidade via oral do Espinosade, na
CL50 de 7,34 mg/L, e constataram que o produto foi extremamente toxico sobre A. mellifera,
avaliando que em relagdo ao inseticida, as abelhas diminuiram significativamente as atividades
especificas da ATPase na cabeca. Lopes et al. (2018), ao estudarem o efeito da toxicidade do
inseticida Espinosade via oral na dose recomendada para campo de 0,816 mg / mL para

operarias de A. mellifera, constataram 100% de mortalidade ao final da avalia¢do, sendo
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extremamente toxico sobre as abelhas. Também verificaram que ap6s a ingestdo do inseticida
as abelhas tiveram desorganiza¢do do intestino médio e epitélio do tiibulo de Malpighi das
operarias forrageiras. Sobre o inseticida Espinetoram, um estudo realizado por Carmo (2017),
constatou uma taxa de 100% de mortalidade das abelhas, expostas ao inseticida por

pulverizagdo direta, nas dosagens minima ¢ maxima recomendada, ap6s 48h de avaliagdo.
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CAPITULO 1

SOBREVIVENCIA E CAPACIDADE DE VOO DA ABELHA Apis mellifera APOS
EXPOSICAO DIRETA E ORAL A DIFERENTES DOSES DOS INSETICIDAS
CLORANTRANILIPROLE E CIANTRANILIPROLE

Resumo: As abelhas Apis mellifera L. sdo fundamentais na cadeia produtiva agricola devido
ao servigo ecossistémico de polinizacdao prestado, garantindo a diversidade de alimentos e a
producdo de produtos apicolas. Entretanto, o uso indiscriminado de pesticidas no campo
agricola tem ocasionado o declinio em nivel mundial das suas colonias. Essa exposicdo aos
agrotoxicos pode ocasionar problemas graves para as abelhas e aos servigos de polinizacao.
Nesse sentido, € importante avaliar a toxicidade de inseticidas que sao utilizados para o controle
de pragas. O objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis de toxicidade dos inseticidas
Clorantraniliprole (Premio®) e Ciantraniliprole (Benevia®), ambos do grupo quimico das
Antranilamidas, na sobrevivéncia e capacidade de voo da abelha africanizada A. mellifera. O
experimento foi desenvolvido no laboratério de Entomologia (sala climatizada a 25 + 2 °C, 60
+ 10% UR e fotofase de 12 h) pertencente a Universidade Federal de Campina Grande (UFCQ),
no Centro de Ciéncias e Tecnologia Agroalimentar (CCTA), Campus Pombal-PB, Brasil.
Foram utilizadas operarias adultas da abelha africanizada A. mellifera, provenientes de trés
colmeias instaladas em caixas de madeira do tipo Langstroth, pertencentes ao apiario do
CCTA/UFCQG. Para avaliar a toxicidade, foram testadas cinco doses comercias do inseticida
Clorantraniliprole (0.015, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3 g i. a. L") e do inseticida Ciantraniliprole (0.015,
0.02, 0.04, 0.05, 0.1 g i. a. L"), registradas para o controle de pragas em diversas culturas. Os
efeitos dos inseticidas foram testados em dois modos de exposicdo: pulverizacao direta dos
inseticidas sobre as abelhas e o fornecimento de dieta contaminada pelos inseticidas,
conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, com 10 repeticdes para cada
tratamento. Foram avaliadas a mortalidade, o comportamento e a capacidade de voo das
abelhas. Ambos os inseticidas proporcionaram uma baixa mortalidade de A. mellifera,
independentemente do modo de exposigao e dose avaliada. O inseticida Ciantraniliprole causou
baixa toxicidade quando fornecido via ingestdo de dieta contaminada, com mortalidade de
19,3% ,19,9%, 21,3%, 22,2%, 22,9% para as doses 0,15, 0,2, 0,4, 0,5 e 1 g i a. L7
respectivamente. O inseticida Clorantraniliprole apresentou taxas inferiores de mortalidade
quando fornecido via ingestdo de dieta contaminada e via pulverizagdo direta, sendo menos
nocivo comparado ao Ciantraniliprole. Os inseticidas avaliados foram considerados de baixo
risco, no entanto, afetaram a capacidade de voo de 4. mellifera.

Palavras-chaves: Polinizador. Antranilamidas. Toxicidade. Mortalidade.
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SURVIVAL AND FLIGHT ABILITY OF THE BEE Apis mellifera AFTER
DIRECT AND ORAL EXPOSURE TO DIFFERENT DOSES OF THE
INSECTICIDES CLORANTRANILIPROLE AND CYANTRANILIPROLE

Abstract: Apis mellifera L. bees are fundamental in the agricultural production chain due to
the ecosystem service of pollination provided, guaranteeing food diversity and the production
of bee products. However, the indiscriminate use of pesticides in the agricultural field has
caused the worldwide decline of its colonies. This exposure to pesticides can cause serious
problems for bees and pollination services. In this sense, it is important to evaluate the toxicity
of insecticides that are used for pest control. The objective of this work was to evaluate the
toxicity levels of the insecticides Chlorantraniliprole (Premio®) and Ciantraniliprole
(Benevia®), both from the chemical group of Anthranilamides, on the survival and flight
capacity of the Africanized bee 4. mellifera. The experiment was carried out in the
Entomology laboratory (heated room at 25 + 2 °C, 60 + 10% RH and 12 h photophase)
belonging to the Federal University of Campina Grande (UFCG), at the Agro-Food Science
and Technology Center (CCTA), Campus Pombal-PB, Brazil. Adult workers of the
Africanized bee A. mellifera were used, from three hives installed in Langstroth wooden
boxes, belonging to the CCTA/UFCG apiary. To assess toxicity, five commercial doses of the
insecticide Chlorantraniliprole (0.015, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3 g i.a/L"') and the insecticide
Ciantraniliprole (0.015, 0.02, 0.04, 0.05, 0.1 g i. a./L™"), registered for the control of pests in
several cultures. The effects of insecticides were tested in two exposure modes: direct spraying
of insecticides on the bees and supply of a diet contaminated by insecticides, conducted in a
completely randomized design, with 10 replications for each treatment. Survival test and flight
test were performed. As an absolute control, distilled water was used. Both insecticides
showed a low mortality for A. mellifera, regardless of the exposure method and dose evaluated.
The Ciantraniliprole insecticide caused low toxicity when supplied via contaminated diet, with
a mortality of 19,3 ,19,9, 21,3, 22.2, 22.9% for doses 0.15, 0.2, 0.4, 0.5 and 1 g i. a./L-1,
respectively. The insecticide Chlorantraniliprole had lower mortality rates when supplied via
contaminated diet ingestion and via direct spraying, being less harmful compared to
Ciantraniliprole. The insecticides evaluated were considered low risk, however, they affected
the flight activity of 4. mellifera.

Keywords: Pollinator. Anthranilamides. Toxicity. Mortality.
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1 INTRODUCAO

Cerca de 75% dos alimentos produzidos no mundo dependem de alguma maneira da
polinizacdo (ROUBIK, 2018; JACOB et al., 2019; REILLY JR et al., 2020) e, nesse cendrio,
destaca-se a abelha africanizada Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae) como um dos mais
eficientes polinizados em areas agricolas (KLEIN et al., 2020). Estima-se que os servigos dos
polinizadores contribuem com cerca de 5% a 8% da atual producao global de alimentos,
equivalendo entre US$ 235 ¢ 577 bilhdes por ano. No Brasil, esse valor ¢ estimado em R$ 43
bilhoes (BPBES/REBIPP, 2019).

No entanto, mesmo sendo essenciais para a manutencao da biodiversidade e produgao
agricola, esses polinizadores vém sofrendo com a intensificacdo da agricultura desde o século
XIX, em virtude da utilizagdo de agrotoxicos, sendo este o principal fator para o
desaparecimento das abelhas (SANCHEZ-BAYO; WYCKHUYS, 2019). No Brasil, a elevada
mortalidade de abelhas esta atrelada a intoxicagdo de suas colonias por agrotoxicos. Castilhos
et al. (2019), relataram que aproximadamente 50% das colonias de abelhas sdo perdidas
anualmente nas diferentes regioes do pais, um impacto de aproximadamente 1 bilhdo de abelhas
mortas, sendo o uso de pesticidas a principal causa apontada. Fato que resulta em perdas
ecologicas e econdmicas (BERINGER; MACIEL; TRAMONTINA, 2019).

Em relacdo aos inseticidas do grupo quimico Antranilamidas existem poucos trabalhos
visando avaliar a toxicidade sobre abelhas. No Brasil duas antranilamidas sdo registradas para
uso na agricultura, Clorantraniliprole e Ciantraniliprole (MAPA, 2022). Gomes et al. (2020)
avaliando a toxicidade dos inseticidas Azadiractina, Piriproxifeno, Clorantraniliprole e
Imidacloprido, aplicados em cultivo de melao (Cucumis melo L), identificaram que o inseticida
Clorantraniliprole, apresentou uma baixa mortalidade nos bioensaios, afetando apenas a
capacidade de voo dos insetos, sendo esse produto o menos toxico para as operarias de A.
mellifera entre os inseticidas testados. Dinter et al. (2009) relataram a toxicidade do inseticida
Clorantraniliprole nas doses de 0,027pg/abelha via oral e 0,005pg/abelha via contato direto, e
constataram que, independente da dose utilizada, esse ingrediente ativo apresentou uma baixa
taxa de mortalidade, sendo pouco toxico para abelhas forrageiras de Bombus terrestris e A.
mellifera.

Devido os agrotdxicos serem apontados como um dos principais fatores para o declinio
de polinizadores em 4reas agricolas, ¢ necessario o desenvolvimento de pesquisas que
esclarecam os efeitos letais e subletais de doses comercias sobre esses agentes. Dessa forma, o

objetivo do presente estudo foi avaliar a sobrevivéncia e a capacidade de voo das operarias
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adultas da espécie A. mellifera expostas a diferentes doses comerciais dos inseticidas
Clorantraniliprole e Ciantraniliprole, no intuito de gerar subsidios que auxiliem para o manejo

sustentavel da referida abelha em areas agricolas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 LOCAL DOS EXPERIMENTOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Entomologia do Centro de Ciéncias e
Tecnologia Agroalimentar (CCTA) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG),
Campus de Pombal — PB.

2.2 OBTENCAO E SELECAO DOS INSETOS PARA EXPERIMENTACAO

Foram coletadas operarias adultas da abelha A. mellifera em 03 colmeias instaladas em

caixas de madeira do tipo Langstroth, pertencentes ao apiario do CCTA/UFCG.

2.3 CONDUCAO DOS BIOENSAIOS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Nos experimentos, foram feitos testes toxicologicos dos inseticidas Clorantraniliprole
(Premio®) e Ciantraniliprole (Benevia®), ambos pertencentes ao grupo quimico das
Antranilamidas.

Foram avaliadas cinco doses de cada inseticida, seguindo as recomendagdes contidas
na bula de cada produto. As doses selecionadas sdo registradas para o controle de pragas em
diversas culturas, como por exemplo: abobrinha (Cucurbita pepo L.), jil6 (Solanum
aethiopicum L.), couve (Brassica oleracea L.), batata (Solanum tuberosum L.), chuchu
(Sechium edule Swartz), soja (Glycine max L.), tomate (Solanum lycopersicum L.), pepino
(Cucumis sativus L.), melao (Cucumis melo L.), melancia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum.
& Nakai) e feijao (Phaseolus vulgaris L.) (AGROFIT, 2022). Como testemunha absoluta foi
utilizada agua destilada e como testemunha positiva foi utilizado o inseticida Tiametoxam
(Actara® 250 WG) na dose maxima recomendada pelo fabricante para cultura do meloeiro.
Para os calculos de dilui¢ao dos inseticidas foi considerado como base um volume médio de
aplicacdo de 500 L/ha, sendo mantidas as propor¢des de g i.a./L de calda. Detalhes de cada

inseticida e doses utilizadas sdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Inseticidas e respectivas doses avaliadas com relagdo a toxicidade sobre abelhas Apis
mellifera, expostas a pulverizagdo direta e por ingestdo de dieta contaminada, Pombal — PB,

2022.

INGREDIENTE ATIVO GRUPO QUfMICO DOSE AVALIADA PRAGA ALVO
Clorantraniliprole Antranilamidas 0,015 gi.a.L’ Elasmopalpusn lignosellus
0,05 gi.alL’ Spodoptera. frugiperda
0,1 gi.alL
0,2gi.alL’
0,3gi.al’
Ciantraniliprole Antranilamidas 0,015 gi.aL’ Liriomyza sativae
0,02 gi.alL’ Diaphania nitidalis
0,04 gi.aL’!
0,05 gi.alL’
0,1 gi.alL
Tiametoxam Neonicotindide 0,30 gi.a.L’ Bemisia tabaci
Biotipo B
Aphis gossypii

O efeito letal dos inseticidas Clorantraniliprole e Ciantroniliprole sobre A. mellifera foi
avaliado por meio de dois bioensaios distintos, correspondentes a duas formas de exposigao das
abelhas aos produtos, sendo estas: pulverizacdo direta sobre as abelhas e ingestdo de dieta
contaminada (via oral) pelos inseticidas, seguindo a metodologia utilizada por Costa et al.
(2014). Como forma de facilitar o manuseio durante a preparacdo dos bioensaios, as abelhas
foram previamente anestesiadas por meio do uso do frio (+ 4°C durante 90 segundos).

Na realizacao dos dois bioensaios, as abelhas foram confinadas em arenas (recipientes
plasticos com 15 cm de didmetro x 15 cm de altura), vedadas parcialmente na extremidade
superior com tela antiafideo e as laterais com aberturas de aproximadamente 0,1 cm para
proporcionar a circulagdo de ar adequada no ambiente. Em cada arena foi ofertado para
alimentacdo pasta Candi (dieta artificial de agucar refinado + mel) em recipientes plasticos de
28 mm de didmetro e 4gua embebida em algodao hidrofilo (hidratado a cada hora de avaliagdo).

Os bioensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, composto
por 12 tratamentos [T1-Testemunha absoluta (dgua destilada); T2-Testemunha positiva
(Tiametoxam 0,30 g i. a. L' ); T3 — Clorantraniliprole dose 1 (0,015 g i. a. L); T4
Clorantraniliprole dose 2 (0,05 gi. a. L' ); T5 — Clorantraniliprole dose 3 (0,1 gi. a. L™ ); T6 -
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Clorantraniliprole dose 4 (0,2 g i. a. L' );T7- Clorantraniliprole dose 5 (0,3 g i. a. L); T8-
Ciantroniliprole dose 1 (0,015 gi. a. L ); T9- Ciantroniliprole dose 2 (0,02 gi. a. L ); T10-
Ciantroniliprole dose 3 (0,04 g i. a. L™); T11- Ciantroniliprole dose 4 ( 0,05 gi.a. L™'); T12 -
Ciantroniliprole dose 5(0,1 g i. a. L' )], onde cada tratamento foi distribuido em dez repeti¢des
, com a parcela (arena) constituida por 10 operarias adultas de 4. mellifera. A execugao de todos
os bioensaios foram realizados em sala climatizada a 25 + 2 °C, 60 £ 10% UR e fotoperiodo
del2 h.

Ap0s a aplicacdo dos tratamentos foram avaliadas a mortalidade e o comportamento das
abelhas, em horarios de observacao padronizados, a 1, 2, 3, 4, 5, 6, 24 e 48 horas apds o inicio
da exposi¢do aos inseticidas. Para avaliagdo comportamental dos insetos, foram analisados
padrdes como prostragdo, tremores e paralisia, sendo monitorado e registrado a partir dos
primeiros 60 minutos apds a aplicagdo, até o final das 48horas de avaliacdo.

As abelhas foram consideradas mortas quando ndo apresentaram movimentos no
momento das observacdes, mesmo quando recebia estimulos mecanicos (toques no corpo com

pincel de cerdas finas).

2.3.1 Bioensaio 1: pulverizagdo direta dos inseticidas sobre Apis mellifera

Nas arenas, as abelhas foram submetidas a exposicao dos inseticidas, de acordo com
cada tratamento estabelecido, usando-se a técnica de pulverizagdo direta, com o auxilio de um
pulverizador manual, simulando uma provavel situagdo via pulverizacdo em campo. Apds a
contaminacao, foram avaliados os efeitos dos inseticidas sobre as abelhas durante o periodo de

48horas.

2.3.2 Bioensaio 2: fornecimento de dieta contaminada com os inseticidas para Apis mellifera

Para avaliar a toxicidade oral dos inseticidas sobre A. mellifera, inicialmente foi
preparada a dieta artificial (pasta Candi), e posteriormente os tratamentos foram pulverizados
sobre a dieta com auxilio de um pulverizador manual, simulando uma situag¢do de campo. Em
seguida, com as abelhas ja distribuidas, a dieta contaminada foi inserida nas arenas, juntamente
com algodao embebido em 4gua destilada. Apds a introdugdo da dieta contaminada, as abelhas
ficaram sob observacdo até que se obteve a confirmacdo da ingestdo do alimento, sendo

avaliados os efeitos dos inseticidas, de maneira constante, nas primeiras seis horas, até o periodo
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de 48 horas.

2.3.3. Avaliagdo da capacidade de voo de Apis mellifera apos exposicao direta e oral aos

inseticidas

Ap0s os bioensaios de mortalidade, foi realizada avaliagdo da capacidade de voo das
abelhas tendo como base a metodologia utilizada por Gomes et al. (2020). Para avaliagdo da
capacidade de voo foram realizados dois bioensaios que corresponderam aos modos de
exposi¢do direta e oral aos inseticidas Clorantraniliprole e Ciantraniliprole, utilizando as
mesmas doses descritas anteriormente. A capacidade de voo foi avaliada a 1h, 24h e 48h apos
o0 inicio da exposi¢do aos inseticidas. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, constituido por 12 tratamentos e 30 repeticdes, sendo cada unidade experimental
constituida por uma abelha adulta.

A capacidade de voo foi avaliada com auxilio de uma torre de voo, em sala escura, com
temperatura média de 25 + 2 °C e umidade relativa do ar de 60+10%, contendo uma fonte
luminosa no topo da torre, com o objetivo de atrair as abelhas por meio do fototropismo
positivo. A torre de voo era de madeira (35 x 35 x 115 cm de altura), aberta no seu interior,
com uma lampada florescente no topo, uma fita métrica e com as laterais transparente para
permitir a visualizacao do voo das abelhas. As abelhas sobreviventes apos 1h, 24h e 48h de
exposi¢ao, direta ou oral, foram liberadas individualmente na base da torre (altura O cm), e seu
deslocamento foi avaliado por 60 segundos para a conclusdo do voo, marcando o estrato
maximo atingido. Posteriormente as abelhas foram liberadas. A torre de voo apresentou cinco

niveis de altura, conforme Figura 1.
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Figura 1. Ilustracio da torre de voo e classificacio dos estratos, de acordo com o

comportamento das abelhas na avaliacao da atividade de voo.

2. 4 ANALISE DOS DADOS

Para o teste de mortalidade, as médias foram corrigidas pela formula de Abbott
(1925), em seguida aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (1952) a 5% de
significancia, seguido pelo teste de Wilcoxon. Os dados de sobrevivéncia das abelhas foram
analisados utilizando o pacote “survival” (THERNEAU; LUMLEY, 2010) para o software
R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010) e submetidos a uma distribuicdo Weibull,
sendo em seguida agrupados por meio de contrates os tratamentos com efeitos similares de
toxicidade e velocidade de mortalidade.

Também foi calculado o tempo letal mediano (TLso) para cada grupo formado. Em
relagdo a capacidade de voo, para verificar se os tratamentos afetaram a quantidade de
abelhas que atingiram cada classe de altura foi aplicada uma Andlise de Variancia com
Permutacdo (PERMANOVA). Esta andlise ¢ adequada para dados que ndo satisfazem os

pressupostos de testes paramétricos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os inseticidas Ciantraniliprole e Clorantraniliprole via pulverizagdo direta, independente
da dose utilizada, foram poucos nocivos a abelha 4. mellifera. O inseticida Ciantraniliprole em
ocasionou mortalidade entre 21,3% ¢ 58,6%, diferindo estatisticamente da testemunha positiva
(Tiametoxam), que ocasionou a morte de 100% das abelhas. O inseticida Clorantraniliprole
também diferiu estatisticamente do inseticida Tiametoxam, ocasionando mortalidade entre
10,9% e 16,0% sobre A. mellifera. As cinco doses utilizadas do Clorantraniliprole no diferiram
da testemunha absoluta (Figura 2). Apesar de proporcionarem baixa mortalidade, ¢ importante

salientar que as antranilamidas avaliadas provocaram paralisia nas abelhas antes da morte.

Pulverizacéao Direta

Mortalidade (%)

Figura 2. Taxa de mortalidade (%) de Apis mellifera apos exposi¢ao por pulverizacdo direta
aos inseticidas Clorantraniliprole e Ciantroniliprole, Pombal — PB, 2022.
*Sobre as barras letras diferentes representam diferencas significativas de acordo com o teste de

Wilcoxon ao nivel de 5% de significancia.

Para o modo de exposicdo oral, ndo houve diferenca significativa entre as doses dos
inseticidas testados. O inseticida Clorantraniliprole ocasionou mortalidade entre 14,4% e 14,6%
e o Ciantraniliprole de 19,3% a 22,9%. Ambos os inseticidas diferiram estatisticamente da

testemunha positiva (Tiametoxam), que ocasionou a morte de 100% das abelhas. Ressalta-se
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ainda que as doses 0.015, 0.1 ¢ 0.3 g i. a. L' do Clorantraniliprole ndo diferiram estatisticamente

da testemunha absoluta (dgua destilada) (Figura 3).

100 Dieta Contaminada a
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Figura 3. Taxa de mortalidade (%) de Apis mellifera apo6s a ingestao de dieta contaminada
aos inseticidas Clorantraniliprole e Ciantroniliprole, Pombal — PB, 2022.
*Sobre as barras letras diferentes representam diferencas significativas de acordo com o teste de

Wilcoxon ao nivel de 5% de significancia.

Quando comparadas as mortalidade de cada inseticida de acordo com o modo de
exposicao, o Clorantraniliprole ndo apresentou diferenca significativa entre a exposi¢ao
direta e oral, ou seja, a abelha podera ser exposta pela pulverizacdo direta ou pela dieta
contaminada que a taxa de mortalidade serd semelhante. Para o Ciantraniliprole foi
constatado diferencga significativa a partir da segunda dose (0,02 g i.a L"), no qual a taxa de
mortalidade foi superior pelo modo de pulverizagdo direta, sendo mais letal, comparado a
ingestdo de dieta contaminada (Figura 4). Essa diferenca apresentada pelo ingrediente ativo
Ciantraniliprole pode esté4 atrelado ao seu modo de agdo, onde ha uma liberacdo irregular
dos estoques de calcio nas células musculares, ocasionando uma contragdo irregular dos
insetos e, posteriormente, a cessagdo de alimentagdo, letargia, paralisia e logo apds a morte,

conferindo uma seletividade a abelha A. mellifera, assim como, a outros insetos benéficos
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(CORDOVA et al., 2007; SATTELLE et al., 2008).

100

Ciantraniliprole * Clorantraniliprole
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0,05gi aJln

01gi alL
0.015gi a1
005gi ai-t
01 gials
0,2giait
03gial

Doses
m Dieta contaminada g Pulverizacao direta
Figura 4. Taxa de mortalidade (%) de Apis mellifera apds a ingestao de dieta contaminada e
pulverizagao direta aos inseticidas Clorantraniliprole e Ciantroniliprole, Pombal — PB, 2022.

* (p<0,05); ** (p<0,01); ns (ndo significativo) de acordo com o teste de Wilcoxon.

Os inseticidas avaliados no presente trabalho ocasionaram mortalidade inferior a 50%
em praticamente todas as doses, sendo, portanto, menos nocivos ao polinizador. No entanto,
deve se fazer o uso desse inseticida de forma adequada nas areas de cultivos agricolas,
reduzindo a pulverizagao direta sobre as abelhas no campo e, consequentemente, a mortalidade
de A. mellifera (BLETTLER; FAGUNDEZ; CAVIGLIA, 2018).

Quanto a analise de sobrevivéncia apds pulverizagao direta, houve diferencga nos valores
do Tempo Letal Mediano (TLso) para os inseticidas avaliados. Dentre os inseticidas, os maiores
valores do TLso foram observados para as doses do Ciantroniliprole e Clorantraniliprole
(Grupos 2 e 3), sendo a dose 0,015 g i.a L' do Ciantroniliprole e todas as doses do
Clorantraniliprole (Grupo 2) que apresentaram o maior TLso (118,25h) apos a testemunha
absoluta. Para ambos os inseticidas avaliados, nenhuma das concentra¢des apresentou a

velocidade de mortalidade proxima da testemunha positiva (TLso = 1, 01h) (Figura 5).
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Figura 5. Sobrevivéncia (%) de operarias adultas de Apis mellifera apos pulverizacdo direta

com diferentes inseticidas, Pombal - PB, 2022.

No bioensaio referente a ingestdo de dieta contaminada com os inseticidas sobre A.
mellifera, o Grupo 2 (Ciantraniliprole dose 0,015, 0,02, 0,04, 0,05, 0,1 g ia L' e
Clorantraliniprole dose 0,015, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3 g i. a. L"), foram menos toxicos por ingestdo,

apresentando a TLso de 113,60 h (Figura 6).
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Figura 6. Sobrevivéncia (%) de operarias adultas de Apis mellifera apds ingestao de

dieta contaminada com diferentes inseticidas, Pombal - PB, 2022.

Os inseticidas Ciantraniliprole e Clorantraliniprole, em ambos os modos de exposicao,
apresentaram uma taxa e velocidade de mortalidade inferiores a testemunha positiva, o
Tiametoxam, que ¢ conhecido por ocasionar rapida mortalidade sobre abelhas (COSTA et al.,
2014), ou seja, as antranilamidas forma menos nocivas ao polinizador. A mortalidade das
abelhas apds ingestdo de residuos desses inseticidas, mesmo que a indices baixos, pode ser
explicada pelo modo de agdo do grupo quimico das antranilamidas, que por agir por ingestao
ligam-se aos receptores de rianodina, afetando diretamente a fungdo muscular, podendo causar
reducdo da atividade locomotora e paralisia dos insetos (CORDOVA et al., 2006), efeitos
observados durante o periodo de avaliagdo.

Dinter et al. (2015), constataram baixa toxicidade do inseticidas Ciantraniliprole, em
diferentes modos de exposi¢do, com DLso de 0,39 pg/abelha via oral e 0,63 pg/abelhas via
contato direto, apresentando baixos riscos as abelhas. Porém, existem registros de efeitos
subletais que podem comprometer o comportamento natural e o desempenho das abelhas A.

mellifera nas suas atividades diarias. Kadala et. al. (2019), avaliando os efeitos de doses
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subletais do Clorantraniliprole por meio de aplicagdo topica no térax de A. mellifera,
constataram efeitos adversos, de longa duracgdo, na locomocgdo da abelha, acarretando efeitos
negativos a vida desses insetos. Gomes et al. (2020), avaliando a toxicidade de inseticidas
utilizados na cultura do meldo (Cucumis melo L), identificaram que o inseticida
Clorantraniliprole apresentou uma baixa mortalidade para A. mellifera, via pulverizagao direta,
ingestdo de dieta contaminada e contato com superficie contaminada, diferindo dos demais
inseticidas. Porém, foi constatado efeitos subletais, na avaliagdo da capacidade de voo das
abelhas, na qual os individuos ficaram dispersos entre os diferentes niveis da torre,
permanecendo na base € no ultimo nivel sugerindo que a exposi¢do a inseticidas afeta a
capacidade cognitiva, atrelada a orientacdo, memoria e aprendizado, interferindo na capacidade
de voo das abelhas. Além disso, outros estudos também relataram baixa toxicidade do inseticida
Clorantraniliprole, nas dosagens minima e maxima, via pulverizagdo direta e dieta contaminada
sobre A. mellifera (DINTER et al. 2009; EFROM et al. 2012; SMAGGHE et al. 2013). No
entanto, sdo escassos os trabalhos referentes os efeitos letais e subletais dos inseticidas
pertencentes ao grupo quimico das antranilamidas.

Em relagdo ao efeito dos inseticidas sobre a capacidade de voo de A. mellifera, apds
ingestdo de dieta contaminada, foi observado que ap6s 1 hora, as abelhas expostas a 0,1 g 1. a.
L do inseticida Ciantraniliprole diferiu da testemunha absoluta (4gua destilada). Apos 24h de
exposi¢ao, foi notoria a reducao na porcentagem de abelhas que atingiram a altura maxima >
90 cm. Foi observado que 14 % e 9 % das abelhas expostas as 0,015 gi. a.L' e 0,04 gi. a. L',
respectivamente, permaneceram na base da torre de voo somente caminhando, afetando a
capacidade de voo das abelhas, diferindo das expostas somente a agua destilada (testemunha
absoluta). Apos 48h, as abelhas expostas as doses 0,02 gi.a. L' e 0,1 gi. a.L!, 11% e 10%

respectivamente, conseguiram atingir a altura maxima > 90 cm. (Figura 7).
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Figura 7. Capacidade de voo (cm) de Apis mellifera apds exposi¢cao por dieta contaminada

ao inseticida Ciantraniliprole, 2022.
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Em relacdo as abelhas expostas ao modo de exposicao por pulverizacao direta, as

abelhas expostas a maior dose (0,1 gi. a.L") do inseticida Ciantraniliprole, apos 1h, 24h e 48h

diferiram da testemunha absoluta. As abelhas expostas a dose 0,1 g 1. a.L-1, ap6s lhora, 14 %

permaneceram na base da torre de voo caminhando e ap6s 24h de exposi¢do, 10% das abelhas

permaneceram na base. Apods 48horas, expostas a dose 0,1 g i. a.L', 3% das abelhas

permaneceram na base da torre de voo caminhando e 8% atingiram 30cm (Figura 8).
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Figura 3. Capacidade de voo (cm) de Apis mellifera apos exposi¢ao por pulverizagao direta ao

inseticida Ciantraniliprole, 2022.

Quanto ao efeito do Clorantraliniprole na capacidade de voo da abelha A. mellifera,
expostas a ingestdo da dieta contaminada, foi constatado que apds lhora ndo diferiram da
testemunha absoluta. Ap6ds 24h, as abelhas conseguiram atingir todos os niveis de altura de voo,
sendo sua maior porcentagem entre 0 — 30 cm, em todas as doses testadas. Apds 48h de exposigao,

ndo houve mudanga no padrio geral de voo (Figura 9).
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Clorantraniliprole - Dieta contaminada - 48 horas
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Figura 4. Capacidade de voo (cm) de Apis mellifera apds exposicao por dieta contaminada ao

inseticida Clorantraliniprole, 2022.

Quanto ao modo de exposicao por pulverizagdo direta ao inseticida Clorantraliniprole,

apos 1h de exposicao 11% e 13% das abelhas conseguiram atingir a altura maxima (>90 cm),

apos exposicdo as doses 0,05 g i. a.L™!

e 0,1 gi. a.L!, respectivamente. Apos 24 horas foi

observada reducao no niimero de abelhas que atingiu a altura maxima, sendo verificado que a

maioria das abelhas atingiu a altura de 30 cm, independente da dose. No entanto, apds 48h de

exposi¢ao as abelhas atingiram a altura maxima (>90 cm) nas cinco doses avaliadas (Figura

10). Em experimento realizado por Gomes et al. (2020), foi possivel observar que também

houve interferéncia na capacidade de voo, uma vez que o inseticida clorantraniliprole, nas

concentragdes 1.00 uL/L e 0.10 pL/L, via dieta contaminada, ap6s 24 horas de exposi¢do, os

individuos permaneceram predominantemente na base da torre.
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Figura 10. Capacidade de voo (cm) de Apis mellifera apds exposigao por pulverizacao direta

ao inseticida Clorantraliniprole, 2022.

A exposicao aos inseticidas Clorantraniliprole e Ciantraniliprole, apds pulverizacao e
ingestdo de dieta contaminada, afetou a capacidade de voo da abelha A. mellifera, ou seja,
proporcionaram perda na capacidade motora do inseto. Mesmo nao ocasionando a morte, alguns
efeitos nao letais como comprometimento de fungdes fisiologicas, mudangas de comportamento
e funcdes cognitivas, e reducdo da capacidade de forrageamento, sdo muito prejudiciais as
abelhas, pois pode comprometer a sobrevivéncia desses insetos e sua capacidade de agirem
como polinizadores (DECOURTYE et al, 2005; BELZUNCES, TCHAMITCHIAN e
BRUNET, 2012).

Os estudos ja produzidos até hoje sdo extremamente relevantes, assim como os resultados
obtidos neste trabalho, pois esclarecem questionamentos a respeito dos impactos na capacidade
de voo das abelhas expostas a esses inseticidas, visto que o voo ¢ essencial para a atividade de
forrageio das abelhas, e a producdo agricola necessita do servico de polinizacdo. Portanto,
qualquer alteracdo por exposi¢do aos agrotoxicos, ird afetar a dindmica da colonia e uma

diminui¢do do desempenho das abelhas em campo (COLIN et al., 2004).
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4 CONCLUSOES

Os inseticidas Clorantraniliprole e Ciantraniliprole foram pouco tdxico para
operarias adultas de A. mellifera, independente da dose utilizada e do modo de exposigao.
A capacidade de voo da abelha 4. mellifera foi afetada pelos inseticidas Ciantraniliprole

e Clorantraniliprole, principalmente pelo modo de exposi¢do por pulverizagdo direta.
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CAPITULO 2

SOBREVIVENCIA E CAPACIDADE DE VOO DA ABELHA Apis mellifera APOS
EXPOSICAO DIRETA E ORAL A DIFERENTES DOSES DOS INSETICIDAS
ESPINETORAM E ESPINOSADE

Resumo: os inseticidas estdo entre os principais fatores que acarretam o desaparecimento das
abelhas, principalmente da A. mellifera, considerada um polinizador economicamente e
ecologicamente valioso. As abelhas meliferas sdo mais usadas em servico de polinizagdo por
sua eficiéncia principalmente na polinizacao de plantas cultivadas. No entanto, o uso excessivo
de agrotéxicos tem colaborado com o desaparecimento de abelhas em areas florestais e
agricolas. A intoxicacao decorrente desta exposi¢ao pode ser letal ou causar efeitos adversos na
fisiologia e no comportamento do inseto. Portanto, objetivou-se, neste trabalho, avaliar a
toxicidade dos inseticidas Espinetoram (Delegate®) e Espinosade (Tracer®) ambos do grupo das
Espinosinas, na sobrevivéncia e capacidade de voo da abelha africanizada 4. mellifera. Os
Bioensaios foram conduzidos no Laboratério de Entomologia (sala climatizada a 25 +2 °C, 60
+ 10% UR e fotofase de 12 h) do Centro de Ciéncias e Tecnologia Agroalimentar da
Universidade Federal de Campina Grande. Operdrias adultas da abelha A. mellifera foram
utilizadas, provenientes de trés colmeias instaladas em caixas de madeira do tipo Langstroth,
pertencentes ao apiario do CCTA/UFCG. Para avaliar a toxicidade, foram testadas cinco doses
comercias do inseticida Espinetoram (0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.1 g i. a. L") e do inseticida
Espinosade (0.024, 0.048, 0.096, 0.12, 0.144 g i. a. L"), registradas para o controle de pragas
em diversas culturas. Os efeitos dos inseticidas foram testados em dois modos de exposi¢ao:
pulverizagao direta dos inseticidas sobre as abelhas e o fornecimento de dieta contaminada. O
tratamento testemunha constou de uma solu¢do a base de agua destilada. Os inseticidas
Espinetoram e Espinosade foram extremamente toxicos para 4. mellifera via pulverizagao
direta, ocasionando mortalidade de 100% das abelhas, assim como, quando fornecido via
ingestdo de dieta contaminada, com mortalidade de 90,02% Espinetoram e 90,14% Espinosade.
Ambos os inseticidas afetaram a atividade de voo de A. mellifera, independentemente do modo
de exposicao e dose avaliada.

Palavras chaves: Polinizador. Espinosinas. Toxicidade. Mortalidade.
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SURVIVAL AND FLIGHT CAPACITY OF THE BEE Apis mellifera AFTER
DIRECT AND ORAL EXPOSURE TO DIFFERENT DOSES OF SPINETORAM
AND SPINOSADE INSECTICIDES

Abstract: insecticides are among the main factors that cause the disappearance of bees,
especially 4. mellifera, considered an economically and ecologically valuable pollinator. Honey
bees are most used in pollination services for their efficiency, especially in pollinating
cultivated plants. However, the excessive use of pesticides has contributed to the disappearance
of bees in forest and agricultural areas. Poisoning resulting from this exposure can be lethal or
cause adverse effects on the insect's physiology and behavior. Therefore, the objective of this
work was to evaluate the toxicity of the insecticides Espinetoram (Delegate®) and Espinosade
(Tracer®), both from the Spinosines group, on the survival and flight capacity of the Africanized
bee A. mellifera. Bioassays were carried out in the Entomology Laboratory (heated room at 25
+2°C, 60 = 10% RH and 12 h photophase) of the Agro-Food Science and Technology Center
of the Federal University of Campina Grande. Adult workers of the 4. mellifera bee were used,
coming from three hives installed in Langstroth wooden boxes, belonging to the CCTA/UFCG
apiary. To assess toxicity, five commercial doses of the Espinetoram insecticide (0.02, 0.03,
0.04, 0.05 and 0.1 g i. a./L!) and of the Espinosad insecticide (0.024, 0.048, 0.096, 0.12 and
0.144 g i. a./L™"), recorded for pest control in different crops. The effects of insecticides were
tested in two exposure modes: direct spraying of insecticides on bees and supplying a
contaminated diet. The control treatment consisted of a solution based on distilled water. The
insecticides Espinetoram and Espinosade were extremely toxic to A. mellifera via direct
spraying, causing 100% mortality of bees, as well as, when supplied via contaminated diet, with
mortality 0f 90.02% Espinetoram and 90.14% Espinosade. Both insecticides affected the flight
activity of A. mellifera, regardless of the exposure mode and dose evaluated.

Keywords: Pollinator. Spinosines. Toxicity. Mortality.
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1 INTRODUCAO

As abelhas sdo insetos essenciais para polinizacdo ¢ manutengdo dos ecossistemas
terrestres (PANDEY; GURR, 2019). O servico de polinizagdo consiste na transferéncia do
polen das anteras para o estigma da mesma flor ou de outra flor da mesma espécie, sendo esta,
a principal contribui¢do econdmica das abelhas meliferas para a qualidade e produtividade do
setor agricola, seja no ambito regional ou global (TEIXEIRA, MARINHO e PAULINO, 2014;
GARIBALDI et al., 2016). Pesquisas demonstram que o numero de visitas € 0 comportamento
das abelhas nas flores, influenciam diretamente na frutificacdo e no cultivo de frutos com
melhor qualidade (NASCIMENTO et al., 2012; TOLEDO et al., 2013). Além disso, das 124
culturas utilizadas na alimentagdo humana, 70% dependem da polinizagdo realizada por insetos
para produzirem frutos e sementes (RAMIREZ et al., 2018).

A abelha Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae) ¢ um dos principais polinizadores
utilizados para poliniza¢ao de cultivos no mundo (HUNG et al., 2018; DAI et al., 2019;). O
sucesso dessa espécie na producdo agricola esta atrelado a sua populagdo com milhares de
individuos por colmeia, seu carater generalista e seu facil manejo. Diante disso, o interesse dos
apicultores por essa espécie tende a crescer, gerando emprego e renda através da exploragao
dos produtos apicolas. Nos Estados Unidos, 2,5 milhdes de colmeias da A. mellifera foram
usadas para polinizagao agricola em 2020, assegurando altas produtividades e gerando uma
renda extra no campo de U$254 milhdes em servigos de polinizagdo (A.B.E.L.H.A, 2022).

No entanto, a crescente expansdo das areas urbanas, das areas agricolas e o uso
excessivo de agrotoxicos, tém diminuido a diversidade e a disponibilidade das abelhas,
comprometendo seu habitat e reduzindo consideravelmente os recursos florais e a reprodugao
desses agentes polinizadores (SILVIA et al., 2016), trazendo sérios impactos sobretudo para a
agricultura. Diante disso, cresce o interesse dos pesquisadores para determinar as causas da
mortalidade e do declinio das abelhas, em especial A. mellifera (GOULSON et al., 2015). Estas
informacgdes sdo ainda mais relevantes quando se leva em consideracao a especificidade de acao
e o nivel de toxicidade de cada agrotéxicos aos organismos (ZHU et al., 2015).

No Brasil, aproximadamente 70% dos estudos toxicoldgicos sobre abelhas focam na
espécie A. mellifera (NOCELLI et al., 2012), entretanto ainda sdo escassas informacdes sobre
a toxicidade de muitos inseticidas, especialmente em diferentes modos de exposicdo e doses.
Para os inseticidas Espinosade e Espinetoram, que sdo registrados para o controle de diversas
pragas agricolas como, por exemplo, melao (Cucumis melo L.), goiaba (Psidium guajava L.) e

abobora (Cucurbita moschata Duch.) (AGROFIT, 2022), poucas informagdes sdo encontradas
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na literatura. O estudo realizado por Carmo et al. (2017) sobre a toxicidade do inseticida
Espinetoram por acdo de contato em brassicas para 4. mellifera, observaram uma taxa de 100
% de mortalidade apos 48h de exposicdo. Lopes et al. (2018), avaliaram a toxicidade oral do
inseticida Espinosade, na dose recomendada para campo de 0,816 mg / mL para operarias de
A. mellifera, e constataram que, o produto foi extremamente toxico, ocasionando 100% de
mortalidade ao final do periodo de avaliagdo.

Diante da problematica mundial que envolve o declinio populacional das abelhas, tendo
em vista a sua importancia econdmica e para a manutengdo da biodiversidade, se faz necessario
pesquisas que explanem os efeitos letais e subletais de doses comercias de inseticidas em
diferentes formas de exposi¢do. Sendo assim, objetivou-se avaliar a sobrevivéncia e a
capacidade de voo das operarias adultas da espécie A. mellifera apds exposicao direta e oral a

diferentes doses dos inseticidas Espinosade e Espinetoram.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 LOCAL DOS EXPERIMENTOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Entomologia do Centro de Ciéncias e
Tecnologia Agroalimentar (CCTA) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG),
Campus de Pombal — PB.

2.2 OBTENCAO E SELECAO DOS INSETOS PARA EXPERIMENTACAO

Espécimes de abelhas 4. mellifera foram coletadas de 03 colmeias instaladas em caixas de
madeira do tipo Langstroth, pertencentes ao apiario do CCTA/UFCG. Para experimentagao, foram

coletadas diretamente das caixas selecionadas, abelhas operarias na fase adulta.

2.3 CONDUCAO DOS BIOENSAIOS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Nos experimentos, foram feitos testes toxicologicos dos inseticidas Espinetoram
(Delegate®™) e Espinosade (Tracer®), ambos pertencentes ao grupo quimico das Espinosinas.
Foram avaliadas cinco doses de cada inseticida, seguindo as recomendag¢des contidas na bula
de cada produto. As doses selecionadas sdo registradas para o controle de pragas em diversas

culturas, como por exemplo: acerola (Malpighia emarginata DC.), alho (Allium sativum L.),
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caju (Anacardium occidentale L.), cebola (Allium cepa L.), goiaba (Psidium guajava L.), maga
(Pirus malus L.), melancia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai), meldo (Cucumis
melo L.), tomate (Solanum lycopersicon L.), pimenta (Capsicum spp.) e pimentdo (Capsicum
annuum L.) (AGROFIT, 2022). Como testemunha absoluta foi utilizada agua destilada e como
testemunha positiva foi utilizado o inseticida Tiametoxam (Actara® 250 WG) na dose maxima
recomendada pelo fabricante para cultura do meloeiro. Para os célculos de diluicdo dos
inseticidas foi considerado como base um volume médio de aplicacdo de 500 L/ha, sendo
mantidas as proporg¢des de g 1.a./L de calda. Detalhes de cada inseticida e doses utilizadas sdo
apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Inseticidas e respectivas doses avaliadas com relagdo a toxicidade sobre abelhas Apis
mellifera, expostas a pulverizacdo direta e por ingestao de dieta contaminada, Pombal — PB,

2022.

INGREDIENTE ATIVO GRUPO QUIMICO DOSE AVALIADA PRAGA ALVO
Espinetoram Espinosinas 0,02 gi.a. L Diaphania nitidalis
0,03 gi.a. L Liriomyza trifolii
0,04 gi.a. L
0,05gi.a. L
0,1 gi.a. L
Espinosade Espinosinas 0,024 gi.a. L Liriomyza huidobrensis
0,048 gi.a. L Helicoverpa armigera
0,096 gi.a. L
0,12 gi.a L
0,144 gi.a. L
Tiametoxam Neonicotindide 0,30 gi.a. L Bemisia tabaci
Biotipo B
Aphis gossypii

O efeito letal dos inseticidas Espinetoram e Espinosade sobre 4. mellifera foi avaliado
por meio de dois bioensaios distintos, correspondentes a duas formas de exposi¢cdo das abelhas
aos produtos, sendo estas: pulverizacao direta sobre as abelhas e ingestao de dieta contaminada
(via oral) pelos inseticidas, seguindo a metodologia utilizada por Costa et al. (2014). Como
forma de facilitar o manuseio durante a preparacdo dos bioensaios, as abelhas foram

previamente anestesiadas por meio do uso do frio (+ 4°C durante 90 segundos).
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Na realizacdo dos dois bioensaios, as abelhas foram confinadas em arenas (recipientes
plasticos com 15 cm de didmetro x 15 cm de altura), vedadas parcialmente na extremidade
superior com tela antiafideo e as laterais com aberturas de aproximadamente 0,1 cm para
proporcionar a circulagdo de ar adequada no ambiente. Em cada arena foi ofertado para
alimentacgdo pasta Candi (dieta artificial de agucar refinado + mel) em recipientes plasticos de
28 mm de diametro e 4gua embebida em algodao hidréfilo (hidratado a cada hora de avaliagdo).

Os bioensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, composto
por 12 tratamentos [T1 — Testemunha absoluta (agua destilada); T2 — Testemunha positiva
(Tiametoxam 0,30 g i. a. L"); T3 — Espinetoram dose 1 (0,02 g i. a. L' ); T4 — Espinetoram
dose 2 (0,03 gi. a. L' ); T5 — Espinetoram dose 3 (0,04 gi. a. L' ); T6 — Espinetoram dose 4
(0,05 g i. a./L"); T7 — Espinetoram dose5 (0,1 g i. a. L™"); T8 — Espinosade dose 1 (0,024 g i. a.
L1); T9 — Espinosade dose 2 (0,048 g i. a. L'"); T10 — Espinosade dose 3(0,096 g i.a. L');T11
— Espinosade dose 4 (0,12 g i. a. L'!); T12 — Espinosade dose 5 (0,144 g i. a. L'")], onde cada
tratamento foi distribuido em dez repeticdes , com a parcela (arena) constituida por 10 operarias
adultas de 4. mellifera. A execugao de todos os bioensaios foram realizados em sala climatizada
a25+2°C, 60+ 10% UR e fotoperiodo del2 h.

Ap6s a aplicagdo dos tratamentos foram avaliadas a mortalidade e o comportamento das
abelhas, em horarios de observacao padronizados, a 1, 2, 3, 4, 5, 6, 24 e 48 horas ap0s o inicio
da exposicao aos inseticidas. Para avaliagdo comportamental dos insetos, foram analisados
padrdes como prostragdo, tremores e paralisia, sendo monitorado e registrado a partir dos
primeiros 60 minutos apos a aplicagdo, até o final das 48horas de avaliagao. As abelhas foram
consideradas mortas quando ndo apresentaram movimentos no momento das observagoes,

mesmo quando recebia estimulos mecanicos (toques no corpo com pincel de cerdas finas).

2.3.1 Bioensaio 1: pulverizacdo direta dos inseticidas sobre Apis mellifera

Nas arenas, as abelhas foram submetidas a exposicao dos inseticidas, de acordo com
cada tratamento estabelecido, usando-se a técnica de pulverizacdo direta, com o auxilio de um
pulverizador manual, simulando uma provavel situa¢do via pulverizagdo em campo. Apds a
contaminacdo, foram avaliados os efeitos dos inseticidas sobre as abelhas durante o periodo de

48horas.
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2.3.2 Bioensaio 2: Fornecimento de dieta contaminada com os inseticidas para Apis mellifera

Para avaliar a toxicidade oral dos inseticidas sobre A. mellifera, inicialmente foi
preparada a dieta artificial (pasta Candi), e posteriormente os tratamentos foram pulverizados
sobre a dieta com auxilio de um pulverizador manual, simulando uma situa¢do de campo. Em
seguida, com as abelhas ja distribuidas, a dieta contaminada foi inserida nas arenas, juntamente
com algoddo embebido em 4gua destilada. Apos a introducao da dieta contaminada, as abelhas
ficaram sob observacdo até que se obteve a confirmagdo da ingestdo do alimento, sendo
avaliados os efeitos dos inseticidas, de maneira constante, nas primeiras seis horas, até o periodo

de 48horas.

2.3.3 Avaliacao da capacidade de voo de Apis mellifera apds exposicao direta e oral aos

mseticidas

Apo6s os bioensaios de mortalidade, foi realizada avaliacdo da capacidade de voo das
abelhas seguindo a metodologia utilizada por Gomes et al. (2020). Para avaliagao da capacidade
de voo foram realizados dois bioensaios que corresponderam aos modos de exposi¢do direta e
oral aos inseticidas Espinetoram e Espinosade, utilizando as mesmas doses descritas
anteriormente. A capacidade de voo foi avaliada a 1h, 24h e 48h ap6s o inicio da exposi¢do aos
inseticidas. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, constituido
por 12 tratamentos e 30 repeti¢des, sendo cada unidade experimental constituida por uma abelha
adulta.

A capacidade de voo foi avaliada com auxilio de uma torre de voo, em sala escura, com
temperatura média de 25 + 2 °C e umidade relativa do ar de 60+10%, contendo uma fonte
luminosa no topo da torre, com o objetivo de atrair as abelhas por meio do fototropismo
positivo. A torre de voo era de madeira (35 x 35 x 115 cm de altura), aberta no seu interior,
com uma lampada florescente no topo, uma fita métrica ¢ com as laterais transparente para
permitir a visualizagdo do voo das abelhas. As abelhas sobreviventes apds 1h, 24h e 48h de
exposicao, direta ou oral, foram liberadas individualmente na base da torre (altura 0 cm), e seu
deslocamento foi avaliado por 60 segundos para a conclusio do voo, marcando o estrato

maximo atingido. Posteriormente as abelhas foram liberadas. A torre de voo apresentou cinco



niveis de altura, conforme Figura 1.

Estrato

Deslocamento vertical

Q —
.
}
}

III

)

—

Deslocamento maximo entre
91 e 105 cm (luz)
Deslocamento méaximo entre
61 e90 cm
Deslocamento maximo entre

31e60cm

Deslocamento maximo entre
1e30cm

Permanéncia em Ocm/

nao permanéncia

Fonte: Autoria propria, 2022

55

Figura S. Ilustracdo da torre de voo e classificagdo dos estratos, de acordo com o

comportamento das abelhas na avaliacao da atividade de voo.

2.4 ANALISE DOS DADOS

Para o teste de mortalidade, as médias foram corrigidas pela formula de Abbott
(1925), em seguida aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (1952) a 5% de
significancia, seguido pelo teste de Wilcoxon. Os dados de sobrevivéncia das abelhas foram
analisados utilizando o pacote “survival” (THERNEAU; LUMLEY, 2010) para o software
R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010) e submetidos a uma distribuicdo Weibull,
sendo em seguida agrupados por meio de contrates os tratamentos com efeitos similares de
toxicidade e velocidade de mortalidade. Também foi calculado o tempo letal mediano (TLso)
para cada grupo. Em relagdo a capacidade de voo, para verificar se os tratamentos afetaram
a quantidade de abelhas que atingiram cada classe de altura foi aplicada uma Andlise de

Variancia com Permutagdo (PERMANOVA). Esta andlise ¢ adequada para dados que ndo

satisfazem os pressupostos de testes paramétricos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os inseticidas Espinetoram e Espinosade, via pulverizagdo direta sobre A. mellifera,
ocasionaram a morte de 100% das abelhas nas cinco doses avaliadas, sendo estatisticamente
igual a testemunha positiva, o inseticida Tiametoxam (Figura 2), que ¢ um produto

comprovadamente nocivo a referida abelha (COSTA et al., 2014).
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Figura 2. Taxa de mortalidade (%) de Apis mellifera apds exposi¢do por pulverizagdo direta
aos inseticidas Espinetoram e Espinosade, Pombal — PB, 2022.

*Sobre as barras letras diferentes representam diferencas significativas de acordo com o teste de
Wilcoxon ao nivel de 5% de significancia.
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Para a exposi¢do oral, o inseticida Espinetoram ocasionou mortalidade entre 88,3 ¢
96,3% das abelhas e o inseticida Espinosade entre 84,2 e 98,8%. As doses 0.02, 0.04, 0.05 ¢ 0.1
g i. a.L' do Espinetoram e 0.096, 0.12 ¢ 0,144 g i. a.L' do Espinosade nio diferiram
estatisticamente da testemunha positiva(Tiametoxam), ocasionando 88,3, 88,3, 88,8, 96,3% ¢
88,3, 95,3 ,98,8 % de mortalidade sobre A. mellifera, respectivamente (Figura 3). A alta
mortalidade das abelhas expostas a esses inseticidas, pode estar relacionado ao modo de acao
das Espinosinas, que atuam no sistema nervoso central dos insetos, especificamente em sitios
alostéricos nos receptores nicotinicos de acetilcolina, resultando na transmissdo continua e
descontrolada de impulsos nervosos, acarretando no inseto tremores continuos e intensa
excitacdo. Apos o periodo de excitagdo, os insetos ficam paralisados pela fadiga muscular, e

posteriormente morrem (IRAC, 2019), efeitos observados durante o periodo de avaliacao.
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Figura 3.Taxa de mortalidade (%) de Apis mellifera ap6s exposi¢ao por dieta contaminada aos
inseticidas Espinetoram e Espinosade, Pombal — PB, 2022.

*Sobre as barras letras diferentes representam diferencas significativas de acordo com o teste de

Wilcoxon ao nivel de 5% de significéncia.
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Comparando-se as dosagens dos inseticidas Espinetoram e Espinosade pelo dois modos
de exposicao, dieta contaminada e pulverizagdo direta, ambos demonstraram que a A. mellifera
¢ extremamente susceptivel aos inseticidas. Independente da via de exposi¢do, os inseticidas
nas cinco doses testadas foram extremamente toxicos. Porém, os resultados mostraram que os
inseticidas foram mais toxicos para as abelhas quando expostos via pulverizagdo direta,
ocasionando a morte de 100% das abelhas (Figura 4). Durante a avalia¢do, as abelhas expostas
aos inseticidas mostraram sinais de intoxicagdo em ambos os modos de exposi¢do, como
tremores nas pernas e asas, agitacao e paralisia, 0 que ndo foi observado na testemunha absoluta.

Segundo Del Sarto et al. (2014), a taxa de mortalidade de determinados pesticidas ¢
influenciada pelo modo de exposicao ao qual os insetos foram submetidos, sendo a via oral
através de dieta contaminada, onde o trato digestério recebe as moléculas do agente
contaminante, mais sensivel aos pesticidas do que a exposicao via topica. No entanto, no
presente estudo o modo de pulverizacao direta ocasionou rapidamente a morte de 100% das
abelhas independente da dose, sendo tao letal quanto o Tiametoxam (testemunha positiva),
comprovado os efeitos letais do produto para A. mellifera (COSTA et al., 2014; PIZZAIA et
al., 2021).
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Figura 4. Taxa de mortalidade (%) de Apis mellifera ap6s a ingestdo de dieta contaminada e
pulverizagdo direta aos inseticidas Espinetoram e Espinosade, Pombal — PB, 2022.
* (p<0,05); ** (p<0,01); ns (ndo significativo) de acordo com o teste de Wilcoxon.
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Em relagdo a andlise de sobrevivéncia via pulverizagdo direta com os inseticidas sobre
A. mellifera, ndo houve uma diferenga destoante nos valores do Tempo Letal Mediano (TLso)
para os inseticidas avaliados. Dentre os inseticidas, os maiores valores do TLso foram
observados para as doses do Espinoteram e Espinosade (Grupos 2 e 3), sendo a dose 0.02 ¢ 0.03
g i. a.L"! (grupo 2) a que apresentou o maior TLso (24,1h) apds a testemunha absoluta. A dose
0.1 g i. a. L"de Espinoteram foi a que apresentou a velocidade de mortalidade (TLso = 8,2h)
mais proxima da testemunha positiva (TLso = 1.01 h) (Figura 5). Esse modo de exposi¢do foi

altamente toxico nas primeiras horas para todos os inseticidas testados.
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Figura 5. Sobrevivéncia (%) de operarias adultas de Apis mellifera apos pulverizacao direta

com diferentes inseticidas, Pombal - PB, 2022.

Alguns estudos comprovam o seu efeito letal sobre A. mellifera expostas a esses
inseticidas. Este fato pode ser explicado pelo modo de acdo das espinosinas, que atuam no
sistema nervoso central dos insetos, especificamente nos receptores nicotinicos de acetilcolina,
resultando na transmissao continua e descontrolada de impulsos nervosos, acarretando no inseto
tremores continuos e intensa excitagdo. Apds excitacdo prolongada, ocorre fadiga muscular,
paralisia dos insetos e posterior morte (IRAC, 2019).

Carmo et al. (2017) avaliando a toxicidade do inseticida Espinetoram por agdo de
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contato para A. mellifera, identificaram que o inseticida foi extremamente toxico, causando
100% de mortalidade das abelhas, sendo ndo seletivos para o polinizador. Lopes et al. (2018),
observaram que a exposicdo de A. mellifera ao inseticida Espinosade, via oral, com dose
recomendada para campo de 0,816 mg / mL para operarias, ocasionou 100% de mortalidade ao
final da avaliacdo, considerado extremamente toxicos.

As pesquisas citadas demonstram que, assim como foi exposto no presente estudo, o
Espinetoram e Espinosade extremamente toxico e valores baixos de TLso para as abelhas,
indicando que esse produto deve ser utilizado com bastante moderagdo em lugares proximos a
colmeias, sobretudo nos primeiros horarios da manha, quando as abelhas estdo forrageando ou
em determinadas fases fenoldgicas das plantas, como a floracdo, para evitar o contato direto
dos polinizadores com os pesticidas.

Quanto ao bioensaio referente a dieta contaminada, foi verificado que a velocidade de
mortalidade proporcionada pelos inseticidas Espinetoram e Espinosade foi inferior ao da
testemunha positiva. O grupo 2, constituido por quatro doses do inseticida Espinetoram (0,02,
0,03, 0,04 ¢ 0,05 g i. a.L!) e uma do Espinosade (0,048 g i. a.L!), apresentou o maior TLso
(43,5 h) dentre os inseticidas avaliados. O grupo 4 (Espinosade dose 0,12 e 0,144 g i. a.L"),
apresentou TLso de 27,3h (Figura 6).
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Figura 6. Sobrevivéncia (%) de operarias adultas de Apis mellifera apds ingestdo de dieta

contaminada com diferentes inseticidas, Pombal - PB, 2022.
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O efeito adverso do Espinetoram na capacidade de voo da abelha A. mellifera, por
pulverizagdo direta, foi notério logo a partir da 1h de exposicdo. Apos 24h, as abelhas que
sobreviveram em todas as doses avaliadas, permaneceram na base (Ocm) da torre de voo, com
distirbios motores como tremores e paralisia, divergindo da testemunha absoluta. Apds 48h de

exposicao, nao houve sobreviventes nas cinco doses avaliadas (Figura 7).
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Figura 7. Capacidade de voo (cm) de Apis mellifera apos exposigdo por pulverizagao direta ao

inseticida Espinetoram, 2022.



62

Quando expostas a dieta contaminada ao inseticida Espinetoram, apos 1hora a capacidade
nao foi comprometida, pois as abelhas conseguiram atingir a altura maxima (>90cm) em todas
as doses avaliadas. No entanto, observou-se efeitos negativos ao passar 24h, sendo constatado
que as abelhas sobreviventes, 16%, 14%, 10%, 14% e 8% expostas as doses 0.02, 0.03, 0.04,
0.05, 0.1 g i. a.L"! respectivamente, permaneceram na base (0 cm) da torre de voo somente
caminhando. Apds 48 horas, com poucos individuos sobreviventes, o inseticida independente
da dose, afetou a capacidade de voo de 4. mellifera, pois nenhuma abelha conseguiu atingir o

topo da torre de voo (115 cm) (Figura 8).
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Figura 8. Capacidade de voo (cm) de Apis mellifera apds exposi¢cao por dieta contaminada ao

inseticida Espinetoram, 2022.



63

Quanto ao efeito do Espinosade na capacidade de voo da abelha A. mellifera, por
pulverizagdo direta, a atividade motora das abelhas também foi afetada negativamente. Apds
1h de exposicao as abelhas em todas as doses avaliadas permaneceram em sua maioria na base
(Ocm). Apo6s 24 horas foi observado que as abelhas sobreviventes foram as expostas as menores
doses (0,024 gi. a.L! e 0,048 g i. a.L "), porém permanecendo na base da torre (Ocm). E apds
48h, apenas abelhas da testemunha absoluta foram avaliadas, visto que, nas cinco doses do

Espinosade nao houve sobreviventes (Figura 9).
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Figura 9. Capacidade de voo (cm) de Apis mellifera apds pulverizagdo direta ao inseticida

Espinosade, 2022.

Quando expostas ao Espinosade via dieta contaminada, ap6s 1h de exposigao as abelhas
conseguiram atingir a altura maxima (>90 cm), independente da dose. Efeitos negativos na
capacidade de voo foram observados logo apos 24 horas, na qual as Uinicas sobreviventes apos
exposigdo a dose 0,096 g i. a. L' permaneceram na base (Ocm) da torre e as abelhas expostas
as doses 0,12 g i. a.L"! e 0,144 g i. a.L"! atingiram uma altura méxima de 30 cm. Ao final das
avaliagoes, apds 48h, 3% e 1% das abelhas permaneceram na base (0 cm), apds exposi¢ao as
doses 0,096 g i. a.L' e 0,12 g i. a.L"!, respectivamente. Ndo houve sobreviventes quando

expostas a maior dose (0,144 g i. a.L™") (Figura 10).
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Figura 10. Capacidade de voo (cm) de Apis mellifera apds exposigao por dieta contaminada

ao inseticida Espinosade, 2022.

Os resultados mostraram que os inseticidas Espinoteram e Espinosade, afetaram a
capacidade de voo da abelha 4. mellifera independente do modo de exposi¢cao, comprometendo
a atividade essencial para sobrevivéncia dos insetos e para polinizacao. O comportamento de
paralisia e tremores ocasionados por ambos os inseticidas durante a avaliacao da capacidade de
voo, acarretou déficits ao voo das abelhas, que impossibilitaram chegar ao topo da torre. O
maior nimero de abelhas sobreviventes foi quando expostas a dieta contaminada. Essa alteragao
no comportamento ¢ a alta taxa de mortalidade pode ser explicada devido ao modo de agdo dos
Espinosade e Espinetoram, que atuam no sistema nervoso central dos insetos, ativando as
proteinas receptoras de acetilcolina(nAChR), ocasionando impulsos nervosos de forma
continua e descontrolada, no qual o inseto apresenta tremores e intensa excitagdo. Logo apos
esse periodo de excitagdo, ocorre a fadiga muscular, os insetos ficam paralisados, e em seguida
ocasiona a sua morte (IRAC, 2019).

E importante destacar que, estas alteragdes no comportamento de voo prejudicam
diretamente a coleta de polen e néctar, ou seja, ird afetar todo o desenvolvimento da colonia e,

por consequéncia, a polinizagdo das culturas proximas, gerando perdas econdmicas
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(BRITTAIN; POTTS, 2011; NAIARAGOMES et al., 2020; LIBARDONI et al., 2021). Dessa
forma, a aplicagdo desses produtos em areas de cultivos agricolas ndo deveria ser recomendada,
devido ao fato que doses minimas e maximas avaliadas causaram expressiva mortalidade e
alteragdes na capacidade motora que podem comprometer o desenvolvimento das colonias,
além da contaminagao dos produtos apicolas.

Devido a grande importancia da espécie A. mellifera para o meio ambiente, seja na
manutencdo da biodiversidade, no servico de polinizagdo atrelado a producao de frutos e
sementes, € no valor econdmico gerado a partir dos produtos apicolas, se faz necessario mais
pesquisas em campo e laboratoriais, avaliando a toxicidade de inseticidas do grupo das
Espinosinas, explicando melhor sobre os efeitos deletérios, no intuito de elucidar o real impacto
e contribuigdo que esses inseticidas causam no declinio populacional desses insetos.

Os resultados obtidos, sdo os primeiros dados de toxicidade dos inseticidas Espinetoram
e Espinosade, nas doses registradas para uso no Brasil em diferentes modos de exposicao, sobre
A. mellifera, que a capacidade de voo foi analisada no periodo de 1h, 24h e 48h, contribuindo
para uma melhor avaliagdo sobre a toxicidade desses produtos. Para tanto, os agricultores
devem tomar precaugdes na pulverizagdo desses inseticidas, que deve ser feito ao entardecer ou
a noite, e evitar suas pulverizagdes na pré-florada e durante a florada, minimizando assim os
riscos de contaminagdo e mortalidade, garantindo a sustentabilidade do manejo de polinizadores

em areas agricolas.

4 CONCLUSOES

Os inseticidas Espinetoram e Espinosade sdo toxicos para A. mellifera, via pulverizacao
direta e por ingestdo de dieta contaminada, sendo o modo por pulverizacdo direta a maior
ameaca as populacdes desta espécie.

Os inseticidas Espinetoram e Espinosade interferiram negativamente na capacidade de

voo da abelha 4. mellifera, no periodo de 1h, 24h e 48h apds inicio da exposicdo direta e oral.
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