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TOXICIDADE RESIDUAL DE ACETAMIPRIDO+ PIRIPROXIFEM SOBRE Apis
mellifera (Hymenoptera: Apidae)

RESUMO

Abelhas Apis mellifera sdo fundamentais para polinizagado em diversas culturas, como
€ o caso do meloeiro (Cucumis melo L.). Entretanto, a utilizagdo desordenada de
inseticidas pode afetar a agdo desses agentes polinizadores. Portanto, o objetivo do
trabalho foi avaliar o efeito letal e subletal do inseticida Acetamiprido + Piriproxifem
sobre A. mellifera, por meio do contato residual em folhas de meloeiro em funcéo de
diferentes tempos apds a pulverizagdo do inseticida. O trabalho foi realizado no
Laboratério de Entomologia pertencente ao CCTA/UFCG, Campus Pombal. O
inseticida Acetamiprido+ Piriproxifem foi avaliado em delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 4 X 3 sendo utilizadas duas doses do produto. Uma
dose minima 200mL/ha (0,08 g i.a/L de Acetamiprido+ 0,04 g i.a/L de Piriproxifem) e
uma maxima 300mL/ha (0,12 g i.a/L de Acetamiprido+ 0,06 g i.a/L de Piriproxifem)
recomendadas para aplicacédo na cultura do meloeiro, Tiametoxam na dose 600 mL/ha
(0,3g i.a/L) como testemunha positiva e agua destilada como testemunha absoluta em
funcdo de trés tempos distintos de exposi¢cédo (1 h, 2 h e 3 h apds a pulverizagdo).
Apods a exposicao, foi avaliada a mortalidade a 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 24 e 48 horas apds
o inicio da exposigao ao inseticida nas folhas e o comportamento (prostragao,
tremores, paralisia, etc.) das abelhas em cada horario de avaliagdo. Como também a
capacidade de voo das sobreviventes apds as 48 horas do contato com os produtos.
Observou-se quando expostas a dose minima no tempo de 1h apds a aplicagao e na
dose maxima com 1h, 2h e 3h apds a aplicacdo, que apresentaram mortalidade de
40%, 48%, 45% e 39%, respectivamente. A dose minima nos tempos 2h e 3h apds a
aplicacdo, ndo apresentaram diferengca significativa, e ocasionaram o menor
percentual de mortalidade (20%), o tempo letal TLso foi de 85,4 horas na dose minima
e maxima nos diferentes tempos, mostrando-se moderadamente téxico para Apis
mellifera se comparado a testemunha positiva. Em relagdo ao comportamento foi
verificado que as abelhas aglomeravam-se no centro das arenas, independente da
dose, e alguns individuos demonstravam-se mais ativos com maior atividade motora
e bater de asas sem conseguir escalar a parede e chagar até o teto. Acetamiprido +
Piriproxifem nas doses testadas pode ser considerado moderadamente toxico para as
operarias adultas de A. mellifera em contato residual com folhas de meloeiro. Pois
apesar da mortalidade baixa se comparado a testemunha positiva ocasionou
disturbios motores e leve reducido da capacidade de voo.

Palavras chaves: Polinizadores, neonicotinoides, Eter piridiloxipropilico, efeito letal,
mortalidade
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ABSTRACT

The honey bees (Apis mellifera) are essential pollinator for several crops, such as the
melon (Cucumis melo L.). However, the excessive use of insecticides may harm
several pollinators. Therefore, this work aims to evaluate the lethal and sublethal effect
of the insecticide Acetamiprid + Pyriproxyfen on honey bees through residual contact
on melon leaves as a function of different times after spraying the insecticide. The work
was carried out at the Entomology Laboratory of CCTA/UFCG, Campus Pombal. The
insecticide effect was investigated in a completely randomized design, in a 4 X 3
factorial scheme, two doses of the product: (1) the minimum dose of 200mL/ha (0.08
g a.i./L of Acetamiprid + 0.04 g a.i./L of Pyriproxyfen); (2) the maximum dose of
300mL/ha (0.12 g a.i./L of Acetamiprid + 0.06 g a.i./L of Pyriproxyfen) recommended
for application in the melon crop; (3) thiamethoxam at the dose of 600 mL/ha (0.3 g
a.i./L) as positive control; and (4) distilled water as absolute control; all submitted to
three different exposure times (1, 2, and 3 hours after spraying). After exposure, bees’
mortality was recorded at 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 24, and 48 hours after the start of
insecticide exposure on leaves. Bees’ behavior (prostration, tremors, paralysis, etc.)
were monitored at each assessment time. The flight abilities of the survivors were
examined after 48 hours of contact with the products. The minimum dose within 1h
after application and the maximum dose at 1h, 2h, and 3h showed mortality of 40%,
48%, 45%, and 39%, respectively. The minimum dose at 2h and 3h after application
showed no significant difference, and caused the lowest percentage of mortality, 20%,
which is considered moderately toxic to honey bees compared to a positive control.
Regarding the behavior, it was verified that the bees clustered in the center of the
arenas, regardless of the dose, and some individuals were more active with greater
motor activity and flapping their wings without being able to climb the wall and reach
the ceiling. Acetamiprid + Pyriproxyfen at the tested doses is moderately toxic to adult
workers of honey bees in residual contact with melon leaves. Despite the low mortality
compared to the positive control, it caused motor disorders and reduced light flight
capacity.

Keywords: Pollinators, neonicotinoids, Pyridyloxypropyl ether, residual lethal,
mortality
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1. INTRODUGAO

Aproximadamente 70% das plantas cultivadas no mundo necessitam da
atividade de polinizacao realizada pelas abelhas, fato que assegura a producgao e
garante obtencdo de alimentos em quantidade e qualidade suficiente para suprir a
demanda de uma populagdo em constante crescimento (PIRES et, al 2016). Dentre
as espécies de abelhas destaca-se a Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) devido, ao
seu facil manejo, tamanho de suas colbnias, sua abundancia em diferentes
ecossistemas e perfil generalista na busca de recursos (MORAIS et al., 2012; PIRES
et al., 2016).

Em cultivos comerciais de meloeiro (Cucumis melo L.) a presenga da abelha A.
mellifera é imprescindivel para polinizagao e obtencgao de frutos (KIILL et al., 2015). A
maioria das variedades e hibridos de meloeiro sdo andromondicas (flores masculinas
e hermafroditas na mesma planta), e apresentam um grao de pélen viscoso e pesado
o que dificultam a polinizagcao abidtica (SOUSA et al., 2014). Sendo assim, o aluguel
de colbnias de A. mellifera para a introducéo na area de cultivo durante o periodo de
florescimento da cultura € um insumo externo que assegura a produc¢ao de frutos
adequados ao mercado consumidor (KLEIN et al., 2020).

Entretanto, apesar da importancia das abelhas para a polinizagao, nos ultimos
anos tem ocorrido redugdes de enxames e desaparecimento de A. mellifera em varias
localidades do Brasil e em outras partes do mundo. Dentre as principais causas para
a referida reducéo esta a intoxicagao pelo contato com agrotoxicos, especialmente no
momento do forrageamento em cultivos submetidos ao controle quimico de pragas
(VAN ENGELSDORRP et al., 2009; IMPERATRIZ- FONSECA et al., 2012; CASTILHOS
et al.,, 2019a). Na América do Norte, esse fenbmeno recebeu a denominagédo de
Desordem do Colapso das Colonias (CCD), e, de acordo com diversos pesquisadores,
pode gerar prejuizos na agricultura com impacto severo na alimentagdo humana, haja
visto que, sem abelhas ocorrera reducdo significativa na produgdo de alimentos
(IMPERATRIZ- FONSECA et al., 2012).

Inseticidas dos grupos quimicos Neonicotinoide e Eter piridiloxipropilico, como
os ingredientes ativos Acetamiprido e Piriproxifem, respectivamente, sdo comumente
aplicados nas areas de produg¢ao de melao devido a eficiéncia no controle de insetos
praga, fato que pode colocar em risco a sobrevivéncia das abelhas em campo
(GRAVENA et al., 2010; PACIFICO DA SILVA, MELO, SOTO-BLANCO, 2016). De



maneira isolada, algumas doses dos inseticidas Acetamiprido e Piriproxifem ja foram
avaliadas em relagao a toxicidade sobre A. mellifera. Todavia, pesquisas relacionadas
ao efeito da formulagao em mistura dos referidos ingredientes ativos ainda escassas,
sendo, portanto, imprescindivel a realizagdo de estudos visando avaliar a toxicidade
desses inseticidas sobre as abelhas A. mellifera.

Goulson (2013), relata que ainda existem poucas evidéncias convincentes
sobre mortalidade direta a A. mellifera em exposicdo aos neonicotinoides, mas
destaca que doses subletais podem reduzir o aprendizado, a atividade de
forrageamento, e capacidade de retorno de abelhas e zangdes. Araujo et al., (2017),
testando o efeito toxico de diferentes neonicotinoides em abelhas, via dieta
contaminada, constatou que o Acetamiprido causou maior efeito téxico nas abelhas
ap6s 78 horas de exposicado. Castilhos et al.,, (2019.a), analisando amostras de
abelhas que polinizavam a cultura do meloeiro, obteve em média 5,9 ug/kg de
Acetamiprido, concentragéo suficiente para causar algum dano no comportamento.

Enquanto que para os inseticidas juvenoides, Baptista et al., (2009) observaram
valores de mortalidade para A. mellifera, quando expostas ao Piriproxifem, de 10%
com TLso de 466,38 h; 30% com TLso de 90,92h; 8% com TLso de 340,36 h; 18% com
TLso de 242,26 h, quando submetidos a pulverizagao direta, fornecimento de dieta
contaminada e contato com superficies tratadas, respectivamente.

Considerando o exposto anteriormente, objetivou-se avaliar o efeito letal e
subletal do inseticida formulado em mistura Acetamiprido + Piriproxifem sobre A.
mellifera, por meio do contato residual em folhas de meloeiro em funcéo de diferentes

tempos apos a pulverizagao do inseticida.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Abelhas Apis mellifera: Histérico, caracteristicas gerais, criagdao e

produtos

Pode-se dizer que a apicultura brasileira se inicia no ano de 1845 com as
abelhas europeias trazidas pelos aleméaes para o sul do pais, com o intuito de
introduzir o mel na dieta brasileira, mas até entao, a atividade era apenas tratada como
hobby e consequentemente apresentava baixa produgao. No entanto, com a
introducdo da abelha africanizada (Apis mellifera scutellata) em 1956, ocorreu o

processo de africanizagao, resultando em um hibrido mais produtivo, do cruzamento
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das abelhas africanas com as europeias presentes no pais (DOS REIS; SILVA
PINHEIROS, 2011).

A A. mellifera € um inseto que pertence a ordem dos Himendpteros e a familia
Apidae, apresentam o habito de viverem em sociedade com uma extraordinaria
organizagdo, em que cada colmeia apresenta cerca de 60 mil abelhas, sendo
composta por trés tipos de castas: uma unica rainha (fémea fértil), dezenas de
zangdes (machos) e milhares de operarias (estéreis) (RAMOS; CARVALHO, 2007).
Essas castas passam por uma metamorfose completa (fases ovo, larva, pupa e
adulto) para atingir a forma adulta. O corpo é dividido em cabeca, torax e abdome,
com um esqueleto externo chamado exoesqueleto, constituido de quitina, possuem
ainda aparelho bucal do tipo lambedor com mandibulas adaptadas para moldar cera
e cortar vegetais, e um labio inferior alongado; antenas geniculadas e na tibia posterior
ha uma concavidade chamada corbicula que tem como funcgéo o transporte do pdlen
(GALLO et al., 2002; BACAXIXI et al., 2011).

A criacao apicola esta em plena expansao no pais, tendo em vista a importancia
das atividades de polinizagao realizadas pelas abelhas numa infinidade de culturas e
a grande quantidade de produto resultante dessa atividade. Contudo, a apicultura
ainda é recorrente em pequenas propriedades da agricultura familiar, onde ha a
presenca de associagbes e cooperativas, tanto para a compra de insumos e
equipamentos de beneficiamento para a casa do mel, quanto para a comercializagao
do produto nos mercados externo e interno (PAULA NETO; ALMEIDA NETO, 2006).

O homem é beneficiado direta e indiretamente pelo servigo realizados pelas
abelhas. De maneira direta, é possivel se produzir mel, prépolis, pdlen, cera, apitoxina,
e geleia real, desde que manejada de forma correta para cada finalidade; de forma
indireta, é beneficiado pela polinizagao realizada naturalmente em diversas culturas
de interesse agricola contribuindo para aumentos de produgdo, além disso
proporciona conservagao da flora nativa e estabilidade nos ecossistemas
(PEGORARO et al., 2017).

2.2.Meloeiro (Cucumis melo L.): importdncia econdémica, pragas e

dependéncia da polinizagao por Apis mellifera.

O meloeiro € uma das culturas de grande importancia agricola para o Brasil,

principalmente na regiao Nordeste, onde se concentra a maior producéo de melao,
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proporcionando desenvolvimento econémico e social, com a geracao de emprego e
renda (KIILL et al., 2015).

Tendo como possivel centro de origem a Africa tropical e Subtropical, a cultura
do melao encontrou no Nordeste do pais localizagao geografica privilegiada, clima e
solo favoraveis para mais de uma safra por ano, fazendo com que os estados do Rio
Grande do Norte, Ceara, Bahia e Pernambuco correspondam a mais de 90% da
producdo nacional (ARAUJO et al., 2004). Por ser uma cultura de ciclo curto, (no
maximo 60 dias), em plantio escalonado apresenta uma grande quantidade de pragas
e doengas nas areas de produgdo, como consequéncia, é utilizada uma grande
quantidade de produtos fitossanitarios para o controle das pragas e doengas
(GUIMARAES et al., 2008).

Dentre os principais insetos que causam danos ao meloeiro, temos: mosca
branca Bemisia tabaci Biotipo B (Hemiptera: Aleyrodidae), mosca minadora Liriomyza
spp. (Diptera: Agromyzidae), as brocas das cucurbitaceas Diaphania nitidalis e D.
hyalinata (Lepidoptera: Pyralidae), pulgdo Aphis gossypi (Hemiptera: Aphididae) e
tripes Frankliniella spp. e Thrips spp. (Thysanoptera: Thripidae) (GALLO et al., 2002;
BRAGA SOBRINHO et al., 2011). Para o controle de insetos nocivos, diversos
inseticidas s&o registrados, havendo a rotagdo de ingredientes ativos com diferentes
mecanismos de acao, para aumentar a eficiéncia de controle e evitar o surgimento de
pragas resistentes.

Em relacdo a importédncia da abelha A. mellifera, € importante mencionar
inicialmente que a maioria dos hibridos e variedades cultivadas sdo andromonoicas,
(flores masculinas e hermafroditas na mesma planta), e apresentam um grao de pdlen
viscoso e pesado, o que dificulta a acdo dos polinizadores abidticos no transporte da
antera até o estigma (SOUSA et al., 2014). Devido a essas caracteristicas faz-se
necessario a agao dos polinizadores bidticos para que ocorra a fecundagdo. As
abelhas do género Apis sdo manejadas em todo o mundo para polinizar com eficiéncia
as mais diversas culturas, incluindo o meloeiro (SOUSA, EVANGELISTA-
RODRIGUES, PINTO, 2007).

Sousa et al., (2014) observou que a maior frequéncia de visitas das abelhas A.
mellifera a cultura do meloeiro ocorre nas primeiras horas da manha, especificamente
das 05:00- 07:00h, e relata que a introducdo de colmeias aos 23 dias do ciclo da
cultura, resulta em frutos com tamanhos maiores e mais pesados, ja aos 33 dias

obtém-se frutos menores e mais uniformes aos padrbées do mercado. Em estudo
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realizado por Sousa et al., (2013), testando diferentes densidades de colmeias de A.
mellifera, por hectare, foram observados aumentos significativos de producdo de
meloeiro com densidade de 6 e 4 colmeias/ha. Araujo et al., (2004) afirma a
importancia da polinizagao realizadas pelas abelhas para C. melo L., pois, na auséncia
delas nao ocorreu produgéo de frutos na cultura. Segundo Klein et al., (2020) o servigo
de polinizagdo pode ser tratado como um insumo externo que garante a produgao,
com o aluguel e introducédo de colmeias na area durante o periodo de florescimento

da cultura.

2.3.Declinio das populagoes de Abelhas

As abelhas A. mellifera sdo as mais utilizadas em todo o mundo nos cultivos
agricolas, pois representam um grupo de individuos muito eficiente no servigo de
polinizacédo devido ao facil manejo de suas colmeias, tamanho de suas colbnias, sua
abundancia em diferentes ecossistemas e seu perfil generalista na busca de recursos
(GIANNINI et al., 2015; PIRES et al., 2016).

No entanto, nos ultimos anos tem-se constatado um subito desaparecimento
de grande numero de abelhas em diversas regides do mundo (VAN ENGELSDORP
et al., 2009; PIRES et al., 2016; CASTILHOS et al., 2019.a). Esse desaparecimento
de grande numero de individuos de uma colmeia ficou conhecido como Desordem do
Colapso das Colmeias — CCD em paises da América do Norte e Europa. Van
Engelsdorp et al., (2009), relatam que essa sindrome é caracterizada por um conjunto
comum de sintomas especificos, sendo eles: a rapida perda de abelhas operarias
adultas de col6nias afetadas, evidenciado por col6nias fracas ou mortas com excesso
de populagdes de ninhadas em relagéo a populagdes de abelhas adultas; uma notavel
mortalidade de abelhas operarias dentro e ao redor das colmeias afetadas; e a
invasdo de pragas das colmeias.

Ainda nao esta totalmente esclarecido as causas da CCD, mas alguns estudos
relatam a atuacdo em conjunto de estresses acumulado por nutricdo deficientes,
atuacao de patdgenos, parasitas e efeitos do contato com agrotoxicos utilizados em
diversas culturas (PIRES et al., 2016). Castilhos et al., (2019.a) realizaram uma
consulta publica online através de um site especializado, ao qual foi espelhado em
diversas plataformas eletrénicas no periodo de 5 anos, (2013- 2017), com o objetivo

de mensurar as principais causas do desaparecimento de colmeias de abelhas. Ainda
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segundo os autores, como resultados constataram que 19.296 de 37.453 colbnias e
ninhos foram perdidos (estimado > 1 bilhdo de abelhas), em que as perdas foram
maiores para as abelhas africanizadas (A. mellifera), seguidas pela abelha sem
ferrdo Tetragonisca angustula. No estado de S&o Paulo, que correspondeu a 45,7%
das notificacdes, 55,9% dos questionarios notificaram o efeito dos neonicotinoides
utilizados no controle de pragas como principal causa do desaparecimento
(CASTILHOS et al., 2019.a).

Em estudo complementar ao anterior, realizado por Castilhos et al., (2019.b),
onde coletou-se amostras de abelhas vivas e mortas em apiarios notificados no site
BEE ALERT, como desaparecimento de abelhas devido ao efeito de agrotoxicos. Em
anadlise realizada através de Cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia (UHPLC-
NexeraX2-Shimadzu) combinada com espectrdmetro de massa triplo quadrupolo
(LCMS-8040-Shimadzu), varios inseticidas foram detectados, com ocorréncia
frequente de fipronil e neonicotindides em niveis letais (>LD s0) nesses insetos. De
acordo com Tosi, Burgio;Nieh (2017), os neonicotinoides podem afetar a capacidade

de navegacao das abelhas, além de prejudicar a capacidade de voo das abelhas.

2.4.Toxicidade de neonicotinoides (Acetamiprido) + Eter piridiloxipropilico

(Piriproxifem)

Os neonicotinoides sdo neurotdxicos, pois atuam interrompendo a transmissao
neural no sistema nervoso, ligando-se aos receptores da acetilcolina dos
invertebrados imitando a agao dos neurotransmissores, ao fazer isso eles estimulam
0s neurdnios, levando a excitagdo (GALLO et al., 2002; IWASA et al.,2004; SINON-
DELSO et al., 2014). Ja os juvenoides sdo um grupo de inseticidas, que simulam o
horménio juvenil, tendo maior eficiéncia sobre o ultimo instar de desenvolvimento do
inseto, no qual com a sua aplicagcédo, o nivel de horménio é elevado novamente,
evitando que o inseto avance de fase no seu desenvolvimento (GALLO et al., 2002;
GRAVENA et al., 2010).

Costa et al., (2014), avaliando diferentes inseticidas utilizados na cultura do
meloeiro (Abamectina, Acetamiprido, Cloridrato de Cartape, Clorfenapir, Ciromazina,
Deltametrina, Tiametoxam, Flufenoxurom e Piriproxifem), em efeito residual apos 1h
da pulverizacéo, acetamiprido e piriproxifem isolados ocasionaram 60% e 34.7% de

mortalidade respectivamente em abelhas.
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Araujo et al., (2017), em estudo comparativo entre o efeito de neonicotinoides
(tiametoxam, imidaclopride e acetamipride), utilizados na cultura do meloeiro (C. melo
L.) sobre A. mellifera, constatou que todos sao toxicos para a abelha, em maior ou
menor dose, diferindo entre eles apenas o tempo de mortalidade, que para
tiametoxam ocorreu nas primeiras horas; imadaclopride 48 horas depois; acetamiprido
72 horas ap0és a exposigao. Castilhos et al., (2019.b), analisando amostras de abelhas
que polinizavam a cultura do meldao, obteve em média 5,9 ug/kg de acetamiprido,
concentracao suficiente para causar algum dano no comportamento.

Gomes et al.,, (2019), testando diferentes inseticidas aplicados na cultura do
melao, obteve resultados de baixa mortalidade de A. mellifera quando em contato com
piriproxifem, enquanto que imidacloprido (neonicotinoide) causou 100% de
mortalidade nas primeiras horas. Fourrier et al., (2015), estudou o impacto do analogo
juvenoide piriproxifem em larvas e adultos, resultantes de uma col6énia em condi¢des
de semi-campo, e concluiu que as abelhas adultas tratadas com piriproxifem exibiram
menos comportamentos sociais, entre eles ventilagdo, cuidados com a ninhada,
contatos com companheiros de ninho ou estoques de alimentos. Baptista et al.,
(2009), estudando inseticidas juvenoides obteve valores de mortalidade para A.
mellifera, quando expostas ao piriproxifem, de 10% com TL de 466,38 h; 30% com TL
de 90,92h; 8% com TL de 340,36 h; 18% com TL de 242,26 h, quando submetidos a
pulverizacao direta, fornecimento de dieta contaminada e contato com superficies

tratadas (placa de petri, e folhas de Citros. contaminadas), respectivamente.

3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Entomologia da Unidade Académica
de Ciéncias Agrarias (UAGRA), pertencente ao Centro de Ciéncias e Tecnologia
Agroalimentar (CCTA) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Pombal
— PB. Para realizacéo do trabalho foram utilizadas operarias adultas de A. mellifera
provenientes de coldnias pertencentes ao apiario da UAGRA/CCTA/UFCG.

O inseticida avaliado foi o Privilege® (Acetamiprido + Piriproxifem) nas doses
minima e maxima recomendada pelo fabricante para o controle de pragas em
meloeiro. Como testemunha absoluta foi utilizado agua destilada e como testemunha
positiva o inseticida Tiametoxam na dose maxima registrada para o controle de pragas
em meloeiro (TABELA 1).
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TABELA 1. Inseticidas e respectivas doses avaliadas com relagdo a toxicidade residual sobre

Apis mellifera, Pombal-PB, 2022.

. I Modo de -
Ingrediente  Grupo quimico N Dose utilizada Praga alvo
ativo agao
300 mL/ha (0,12
gi.a/L de Mosca-branca
Acetamiprido+ (Bemisia
Neonicotinoide 0,06 gi.a/L de tabaci)

Acetamiprido+ Contato e _Piriproxifem)

Piriproxifem ;i;:(;ﬁ:)xipropilico ingestao 290 mL/ha (0,08
gi.a/L de Mosca-branca
Acetamiprido+ (Bemisia
0,04 gi.a/L de tabaci)
Piriproxifem)
Pulgao-das-
Tiametoxam  Neonicotinoide ~ C°™31© € 600g/ha (0,3g Inflorescéncias
ingestdo  i.allL) (Aphis
gossypii )

3.1 BIOENSAIO 1: TOXICIDADE RESIDUAL DE ACETAMIPRIDO +
PRIRIPROXIFEM SOBRE Apis mellifera

O bioensaio foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4 X 3 [sendo duas doses do inseticida Acetamiprido + Piriproxifem,
uma dose da testemunha positiva e uma testemunha absoluta em funcédo de trés
tempos distintos de exposi¢ao (1 h, 2 h e 3 h apos a pulverizagao)] com 10 repeticdes,
sendo cada unidade experimental formada por 10 abelhas adultas.

Para avaliar a toxicidade residual do inseticida, incialmente foram produzidas
plantas de meloeiro amarelo, (cultivar lracema) em casa de vegetacdo do
CCTA/JUAGRA/UFCG. As plantas foram produzidas e mantidas em vasos (com
capacidade de 1 kg) contendo como substrato solo + matéria organica na proporgéao
de 2:1. Quando as plantas atingiram o numero minimo de seis folhas definitivas, foram
selecionadas 10 plantas para cada tratamento. As plantas selecionadas foram
pulverizadas com o supracitado inseticida, com cada uma das doses (minima e
maxima), com auxilio de um pulverizador manual.

Em seguida, as plantas foram separadas em trés grupos antes de colocar as
abelhas em contato com as folhas: Grupo 1: 1 hora de secagem, Grupo 2: 2 horas de

secagem e Grupo 3: 3 horas de secagem. Para a devida secagem dos produtos
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pulverizados, as plantas foram transferidas para um local arejado e a sombra, onde
permaneceram durante as horas mencionadas acima. As folhas de cada grupo de
plantas foram cortadas na altura do peciolo, e em seguida colocadas em arenas
(recipientes plasticos com 15cm de didmetro X 15cm de altura e extremidade
parcialmente coberta com tecido filo para possibilitar a adequada circulagcéo de ar no
ambiente) juntamente com um chumaco de algoddo embebido em agua e dieta
artificial para abelhas (Pasta Candi).

Ap0s o referido procedimento, s entdo foram liberadas no interior das arenas
as operarias adultas de A. mellifera para o contato com os residuos dos produtos.
Foram avaliadas a mortalidade e o comportamento (prostragéo, tremores, paralisia,
etc.)a1,2,3,4,5,6,12, 24 e 48 horas apds o inicio da exposi¢cao aos inseticidas nas

folhas, seguindo a metodologia utilizada por Costa et al.,2014.

3.2 BIOENSAIO 2: AVALIAGAO DA ATIVIDADE DE VOO DA ABELHA Apis
mellifera APOS A EXPOSIGAO AO INSETICIDA ACETAMIPRIDO +
PIRIPROXIFEM

A atividade de voo foi avaliada para todas as abelhas que sobreviverem apos
as 48 horas de exposic¢ao aos residuos do inseticida Acetamiprido + Piriproxifem. Para
avaliar a atividade de voo foram utilizados tuneis de voo seguindo a metodologia
proposta por Gomes et al. (2020).

A torre de voo é composta por uma estrutura de madeira (35 x 35 x 105 cm) e
com as laterais revestidas de plastico, aberta em seu interior para que as abelhas
pudessem voar livremente entre o piso e a lampada (topo da torre). O experimento foi
conduzido com o laboratério escuro sob temperatura média ambiente de 26° + 2°C e
UR de 65 + 10 %, onde a unica fonte de luz foi a lampada instalada no topo da torre
de voo. Cada abelha sobrevivente foi solta individualmente na base da torre e foi
concedido o tempo de um minuto para que as mesmas realizassem o voo. A torre de
VOO apresenta cinco niveis de altura: 0 (base da torre), 1 (de 1 cm a 30 cm de altura),
2 (de 31 cm a 60 cm de altura), 3 (de 61 cm e 90 cm de altura) e 4 (de 91 cm até 115
cm, topo da torre). Para realizagdo das analises foram registradas as abelhas que

conseguiram voar ou ndo, bem como a altura que cada abelha conseguiu atingir.
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3.3 ANALISE DOS DADOS

A porcentagem de mortalidade foi calculada para cada tratamento e corrigida
usando a equacao de Abbott (1925), sendo em seguida aplicado o teste néao
paramétrico de Kruskal-Wallis (1952) a nivel de 5% de significancia, seguido do teste
de Wilcoxon. Os dados de sobrevivéncia dos adultos foram analisados utilizando-se o
pacote Survival (THERNEAU; LUMLEY, 2010) do software R e submetidos a analise
de distribuicao de Weibull. Tratamentos com efeitos similares (toxicidade e velocidade
de mortalidade) foram agrupados por meio de contrastes. O tempo letal mediano
(TL50) também foi calculado para cada grupo. Para a capacidade de voo, foi aplicado
o teste de Kruskal-Wallis (1952) a nivel de 5% de significancia, seguido do teste de
Wilcoxon. Todas as analises foram realizadas com o auxilio do software R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011).

4. RESULTADOS

4.1 BIOENSAIO 1: TOXICIDADE RESIDUAL DE ACETAMIPRIDO +
PRIRIPROXIFEM SOBRE Apis mellifera

As doses avaliadas do inseticida Acetamiprido + Piriproxifem foram
estatisticamente diferentes da testemunha absoluta e positiva. Dentre as doses do
Acetamiprido + Piriproxifem, ndo houve diferenga significativa na mortalidade das
abelhas quando expostas a dose minima (0,08 g i.a/L de Acetamiprido + 0,04 g i.a/L
de Piriproxifem) no tempo de 1h apds a aplicagéo e na dose maxima (0,12 g i.a/L de
Acetamiprido + 0,06 g i.a/L de Piriproxifem) com 1h, 2h e 3h apds a aplicagao, que
apresentaram mortalidade de 38,9%, 49,2%, 45,8% e 32,5%, respectivamente. A dose
minima nos tempos 2h e 3h apds a aplicacdo, ndo apresentaram diferencga
significativa, e ocasionaram o menor percentual de mortalidade. Enfatiza-se ainda que
Acetamiprido + Piriproxifem independente da dose e do tempo para a exposicao foi
menos letal que a testemunha positiva, o inseticida Tiametoxam que provocou quase
100% da mortalidade das operarias de A. mellifera em 48 horas de observacao
(TABELA 2).
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TABELA 2: Mortalidade de A. mellifera quando expostas a residuos de inseticidas em

diferentes tempos apo6s a pulverizacao, Pombal- PB, 2022.

Tratamento Dose (gi.a.L™") Tempo (horas) Mortalidade (%)
1h 0,0a
Testemunha absoluta Agua destilada 2h 0,0 a
3h 0,0a
o (0,08 g de 1h 389b
Qﬁf;f&;gﬁo” Acetamiprido + 0,04 g 2h 16,3 cd
de Piriproxifem) 3h 16,5
1h 49,2 b
Acetamiprido+ Acetar(r?igr?d% ieo,oes g 2h 45,8 b
Piriproxifem de Piriproxifem) 3h 32,5 bd
1h 100 e
Tiametoxam 0,3g 2h 100 e
3h 96,9 e

*Mortalidade corrigida pela equacdo de Abbott (1925), médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo

diferem entre si pelo teste ndo paramétrico de Kruskal — Wallis (1952) ao nivel de 5% de significancia seguido do

teste de Wilcoxon.

Em relagédo ao comportamento das abelhas, foi verificado que aglomeravam-se
no centro das arenas, independente da dose, e alguns individuos demonstravam-se
mais agitados, com maior atividade motora e bater de asas, mas sem conseguir
escalar a parede e chagar até o teto da arena.

Levando em consideracéo a analise de sobrevivéncia pode-se observar que o
inseticida Acetamiprido + Piriproxifem apresentou tempo letal mediano (TLso) inferior
a testemunha absoluta, mais superior ao inseticida Tiametoxam, independente do
tempo de exposigdao apds a pulverizagao (FIGURA 1). Acetamiprido + Piriproxifem
proporcionou menor velocidade na taxa de mortalidade comparado a testemunha
positiva, apresentando TLso de 85,4 horas na dose minima e maxima nos diferentes
tempos apos a pulverizagao. Enquanto isso a testemunha positiva apresentou TLsode

3.3 horas com 1h e TLsode 6,1 horas para 2h e 3h apds a pulverizagao.
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FIGURA 1: Sobrevivéncia (%) de operarias de Apis mellifera ap6s o contato com folhas de
meloeiro (C. melo L.) pulverizadas com inseticidas, tempos letais medianos (TLso) em horas,

Pombal- PB, 2022.

4.2 BIOENSAIO 2: AVALIAGAO DA ATIVIDADE DE VOO DA ABELHA Apis
mellifera APOS A EXPOSIGAO AO INSETICIDA ACETAMIPRIDO +
PIRIPROXIFEM

Para avaliacao da atividade de voo foram utilizadas abelhas sobreviventes da
testemunha absoluta, dos tratamentos com Acetamiprido + Piriproxifem e da
testemunha positiva somente abelhas que foram expostas aos residuos em 3h apds
a pulverizagao. A porcentagem de abelhas que voaram ou caminharam subindo a

torre de voo, nas doses minima (0,08 g i.a/L"' de Acetamiprido + 0,04 g i.a/L-' de
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Piriproxifem) e maxima (0,12 g i.a/L"' de Acetamiprido + 0,06 g i.a/L"" de Piriproxifem)
de Acetamiprido + Piriproxifem, em todos os tempos avaliados (1h, 2h, 3h), diferiram
sutiimente da testemunha absoluta, no entanto apresentaram diferenga significativa
da testemunha positiva. A testemunha absoluta apresentou 80% dos individuos com
capacidade de voar ou subir caminhando, e mesmo as que ndo voaram, nao exibiram
nenhum tipo de disturbio motor (FIGURA 2).
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FIGURA 2: Capacidade de voo de Apis mellifera apds exposicao residual ao Acetamiprido +
Piriproxifem, Pombal- PB, 2022. Os valores do percentual de abelhas que voaram (letras
maiusculas) e nao voaram (letras mintsculas), foram comparados separadamente. Letras
diferentes representam diferenca significativa conforme o teste de Wilcoxon a 5% de

significancia.

Os tratamentos com Acetamiprido + Piriproxifem apresentaram resultados
semelhantes entre si, ndo ocorrendo diferengas estatisticas significativas entre a

porcentagem de individuos que conseguiram voar nas doses minima e maxima, nem
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entre os trés intervalos de tempo avaliados (1h, 2h, 3h) em cada dose.
Aproximadamente 65% a 75% dos individuos conseguiram voar ou caminhar apos a
exposicao residual ao produto. Em relacdo aos que nao voaram, observa-se por volta
de 35% a 40% dos individuos, resultado semelhante também para testemunha
absoluta. Na testemunha positiva, pode-se destacar que 100% dos individuos
sobreviventes ndo conseguiram voar, encontrando-se debilitados na base da torre
(apresentando tremores, prostragao e paralisia).

Contudo, o inseticida Acetamiprido + Piriproxifem interferiu significativamente
na altura do voo das abelhas, pois ambas as doses (minima e maxima) nos tempos
avaliados, apresentaram baixo numero de individuos que atingiram a altura maxima,

diferindo significativamente da testemunha absoluta (FIGURA 3).
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FIGURA 3: Alturas de voo de Apis mellifera apds o contato com Acetamiprido + Piriproxifem,

Pombal- PB, 2022. Os dados de cada altura de voo foram analisados separadamente. As letras
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maiudsculas destacam o resultado da altura 91 a 115, letras diferentes representam diferencas

significativas de acordo com o teste de Wilcoxon a 5% de significancia.

Quando expostas a dose minima (0,08 g i.a/L-' de Acetamiprido + 0,04 g i.a/L-
' de Piriproxifem) apenas 7 abelhas conseguiram atingir a altura maxima (91-115cm)
na torre apds 1h da aplicacdo. Resultado semelhante também observado para os
demais intervalos dessa dose com 2h e 3h apds a aplicacdo. Enquanto que para a
testemunha absoluta o numero de individuos que atingiu a altura maxima ficou em
torno de 24 abelhas. Enquanto que na dose maxima (0,12 g i.a/L-1 de Acetamiprido +
0,06 g i.a/L-1de Piriproxifem) com a exposigéo de 1h, 2h, 3h apds a pulverizagao, ndo
ocorreram diferengas significativas, com numero de individuos que atingiram a altura
maxima em torno de 7 abelhas para ambos os tratamentos, resultado
significativamente diferente quando comparados com a testemunha absoluta.

Para o intervalo de altura 61-90cm a exposicdo com 1h e 3h na dose minima e
3h da dose maxima, nao diferem da testemunha absoluta. Enquanto que os tempos
2h na dose minima e 1h e 2h na dose maxima apresentam diferencgas significativas
em relagao a testemunha absoluta.

No intervalo 31- 60 cm os tratamentos das doses minima e maxima se
assemelham estatisticamente entre si, como também ndo apresentam diferencas
significativas em relagdo a testemunha. Nos demais intervalos (1-30cm e Ocm),
nenhum dos tratamentos nas doses mencionadas anteriormente diferiram
estatisticamente da testemunha absoluta, apresentando valores entre 25-30
individuos que atingiram altura de 1-30cm, e 15 a 20 individuos que ndo conseguiram
voar e ficaram somente na base da torre.

5. DISCUSSAO

N&o ha informagdes sobre o efeito residual do inseticida Acetamiprido +
Piriproxifem, em folhas de meloeiro, sobre A. mellifera. Entretanto, pesquisas
mostraram efeitos tdxicos desses referidos produtos sobre as abelhas quando
avaliados de maneira isolada e em outras formas de exposi¢céo. Costa et al., (2014),
avaliando isoladamente esses produtos, observaram que na dose maxima
recomendada pelo fabricante e somente com exposicdo de 1 hora apds a
pulverizacao, o Acetamiprido ocasionou 60% de mortalidade e o Piriproxifem 34,7%,

sendo menos letais que o inseticida Tiametoxam.
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Araujo et al., (2017), avaliando a toxicidade de diferentes produtos do grupo
neonicotinoide observaram efeito toxico do acetamiprido sobre as operarias apds 78
horas da ingestdo da dieta contaminada, cuja principal justificativa do tempo para
intoxicacdo, se dar pela capacidade de metabolizacdo da molécula em diferentes
partes do corpo do inseto.

Ja emrelacao ao efeito isolado do Piriproxifem, Fourrier et al., (2015), avaliando
a toxicidade desse inseticida sobre abelhas (A. mellifera), verificaram que apés a
exposicao (dieta contaminada) as operarias adultas apresentaram poucos
comportamentos sociais, entre eles ventilagdo, cuidados com a ninhada, contatos com
companheiros de ninho ou estoques de alimentos. Baptista et al., (2009) observaram
16% de mortalidade de operarias adultas quando expostas a folhas de citrus
pulverizadas com Piriproxifem e com o tempo letal médio de 242,26 horas.

Salienta-se ainda, que provavelmente a menor mortalidade observada em
relagéo a testemunha positiva, seja o fato do Acetamiprido, mesmo também sendo um
neonicotinoide, apresentar diferenca na toxicidade em comparagdo com o
Tiametoxam, estando esse fato associado ao grupo nitro (N- nitroguanidina) presente
na molécula do tiamentoxam fazendo com que seja 162 vezes mais toxicas para as
abelhas (IWASA et al., 2004). O grupo dos inseticidas neonicotinoides tem como
mecanismo de acdo o sistema nervoso central dos insetos, onde atuam como
agonistas da acetilcolina, ligando-se aos sitios de ligagdo da enzima, interrompendo
a transmissao neural no sistema nervoso, levando-o a hiperexcitagdo (GALLO, et al.,
2002; IWASA et al., 2004; SIMON-DELSON et al., 2014). No entanto, o acetamiprido
pode ser considerado menos téxico para A. mellifera se comparado aos demais
inseticidas do grupo. Essa diferenca pode estar relacionada a capacidade de
desintoxicacdo dessas moléculas pela atividade de enzimas presentes no citocromo
P450 das células nervosas (ARAUJO et al., 2017).

O bioensaio da atividade de voo apds a exposicdo ao Acetamiprido +
Piriproxifem demonstrou os efeitos subletais moderados que o inseticida pode causar
sobre o deslocamento das operarias, afetando sutiimente a atividade motora se
comparado aos outros neurotoxicos. Pacifico da Silva et al. (2015), destacaram que
doses subletais de inseticidas podem entre outras consequéncias afetar a capacidade
de aprendizagem e orientagdo. A atividade forrageira das abelhas estaria prejudicada,
e consequentemente a coleta de alimentos e retorno a colmeia (GOULSON, 2013).

Os resultados observados possivelmente devem-se ao mecanismo de acéo do
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Acetamiprido, tendo em vista que a literatura nao dispde de informagdes conclusivas
sobre os efeitos ndo letais do Piriproxifem sobre operarias adultas de A. mellifera, mas
sabe-se que apresenta baixa toxicidade quando em contato via residual (BAPTISTA
et al., 2009; COSTA et al., 2014).

As abelhas séo as principais responsaveis pela polinizagdo da grande maioria
das espécies cultivadas (KLEIN et al., 2020). Apesar da baixa mortalidade causada
pelas doses testadas, os efeitos ndo letais podem comprometer a atividade de
forrageamento e retorno a colmeia, deixando os individuos contaminados vulneraveis
ao ataque de predadores no campo. Desse modo o contato com agrotdxicos no campo
pelo uso indiscriminado em varias culturas, como o meloeiro, tem sido associado como
a principal causa do desparecimento repentino de individuos das colmeias de A.
mellifera (VAN ENGELSDORP et al., 2009).

Comprovada a importancia da polinizagdo para garantir a producado de
alimentos, é essencial a conservagao dos polinizadores, principalmente a espécie A.
mellifera devido seu perfil generalista e quantidade de producgéo resultantes da sua
atuacdo. Por estar sempre presente nos cultivos agricolas, o conhecimento do
mecanismo de acao dos agrotéxicos e efeitos sobre insetos benéficos contribui para
a escolha do produto e momento certo para sua aplicagao evitando a contaminagao
desses individuos.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que residuos do
inseticida Acetamiprido + Piriproxifem, independente da dose e do tempo apds a
pulverizagao, causam efeitos letais e ndo letais nas operarias adultas de A. mellifera
que podem colocar em risco a atividade de polinizagdo na cultura do meloeiro.
Tomando como base os primeiros resultados obtidos do efeito residual do inseticida
formulado em mistura Acetamiprido + Piriproxifem sobre A. mellifera, é possivel tragar
estratégias de convivio com esses polinizadores na cultura do meloeiro. Além disso,
os resultados podem contribuir para novos estudos nas mais diversas culturas de
importancia econdmica. Vale destacar que aplicagdes desses produtos devem ser
evitadas durante o estagio reprodutivo da cultura, e em caso de necessidades de

aplicagao optar pelo periodo do entardecer ou a noite.

6. CONCLUSOES
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Acetamiprido + Piriproxifem, nas doses minima e maxima recomendada para
uso em meloeiro, foi moderadamente toxico para as operarias adultas de A. mellifera
apds o contato com residuo do produto nas folhas, independente dos tempos
avaliados apds a pulverizagao.

Acetamiprido + Piriproxifem causou uma redugao sutil na capacidade de voo

de A. mellifera se comparado a testemunha positiva.
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APENDICE 1: : Produgio das mudas de meldo (Cucumis melo L.) para a analise da toxicidade
residual de acetamiprido+ piriproxifem sobre Apis mellifera. Semeio das mudas em bandeja (A,
B); Transplantio das mudas para vaso (C, D, E, F); Desenvolvimento poés-transplante (G, H);
Meloeiro com 6 folhas desenvolvidas (I).
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APENDICE 2: Analise da toxicidade residual de acetamiprido+ piriproxifem sobre Apis
mellifera Distribui¢do das arenas utilizadas para anélise da toxicidade (A); Abelhas nas arenas
em contato com folhas de meloeiro pulverizadas (B e C).
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APENDICE 3: Analise da capacidade de voo das abelhas.
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