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Souza, E. P. Padrao de distribuicio temporal de Apis mellifera L. 1758 (Hymenoptera:
Apidae) em um cultivo de soja (Glycine max (L.) Merr.) de ciclo indeterminado e toxicidade
de inseticidas para tratamento de sementes em abelhas adultas. Tese de doutorado,

Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados-MS, 2019

RESUMO GERAL

Na cultura da soja, a necessidade de controlar insetos herbivoros torna-se imprescindivel,
portanto, deve haver aplicacdo de produtos fitossanitarios e estes quando ndo sdo seletivos
influenciam negativamente os polinizadores. Os objetivos deste trabalho foram: estudar a
distribuicao temporal de Apis mellifera na soja de ciclo indeterminado e a avaliar os riscos a
exposicao aos produtos fitossanitarios via tratamento de sementes. Para a distribui¢do temporal
das abelhas na cultura, foram realizadas amostragens em pontos aleatoérios em uma area de 4ha
de soja durante todo o periodo de florescimento, totalizando 5 dias de coleta ndo consecutivos.
Elas ocorreram da bordadura para o centro da cultura, iniciando as 08h:00min com duragado de
15min/hora, sucessivamente até as 16h:00min. Foram testados a exposi¢do do solo as abelhas
e o oferecimento de néctar e polen proveniente de plantas de sementes tratadas. Os inseticidas
avaliados foram: Thiamethoxam; Clothianidin; Imidacloprid; Fipronil ¢ Testemunha. As
abelhas foram coletadas em colonias diferentes para cada experimento, ¢ agrupadas em 10
abelhas/gaiola. Apds a semeadura de 5 sementes/vaso, foi coletado 10g de solo e exposto as
abelhas engaioladas. Para o polen foi oferecido 8g de dieta com os graos de polen de 2 plantas
de soja. Para exposi¢do do néctar foi oferecido 8g de pasta candi com 150 flores maceradas
(com a exclusdo das anteras). A mortalidade foi avaliada ao longo do tempo (1h, 2h, 4h, 8h,
16h, 24h e 32h apo6s exposicao inicial) e foram consideradas mortas aquelas que permaneceram
totalmente imoveis apos estimulo na gaiola. Nossos resultados demonstram que o
forrageamento de A. mellifera foi influenciado pelo a hora do dia e pelo periodo de floragdo, os
primeiros dias do florescimento da cultura foi o periodo de maior visitacdo das abelhas e o
horario foi apartir das 10h. Quanto a toxicidade do tratamento de sementes com os inseticidas
neonicotinoides estudados e o Fipronil, ndo foi detectada influéncia na mortalidade das abelhas

adultas de 4. mellifera ao longo do tempo de exposicao.

Palavras-chave: Poélen, néctar, forrageamento, ciclo indeterminado, polinizadores,

intoxicagao.
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Temporal distribution pattern of Apis mellifera L. 1758 (Hymenoptera: Apidae) in an
indeterminate soybean crop (Glycine max (L.) Merr.) and toxicity of insecticides for seed

treatment in adult bees

ABSTRACT

In the soybean crop, the need to control herbivorous insects becomes essential, therefore, there
should be application of phytosanitary products and these, when they are not selective,
negatively influence the pollinators. The objectives of this work were: to study the temporal
distribution of Apis mellifera in indeterminate soybeans and to evaluate the risks to exposure to
phytosanitary products through seed treatment. For the temporal distribution of the bees in the
culture, samples were taken at random points in an area of 4ha of soybean during the whole
flowering period, totaling 5 non-consecutive days of collection. They occurred from the border
to the center of the crop, starting at 8:00 AM with a duration of 15min/hour, successively until
4:00 PM. The soil exposure of bees and the supply of nectar and pollen from treated seedlings
were tested. The insecticides evaluated were: Thiamethoxam; Clothianidin; Imidacloprid;
Fipronil and control treatment. The bees were collected in different colonies for each
experiment, and grouped into 10 bees / cage. After sowing 5 seeds / pot, 10g of soil was
collected and exposed the caged bees. For the pollen was offered 8g of diet with the pollen
grains of 2 soybean plants. For the exposure of the nectar, 8g of candi paste with 150 macerated
flowers (excluding the anthers) were offered. Mortality was evaluated over time (1h, 2h, 4h,
8h, 16h, 24h and 32h after initial exposure) and those that remained totally immobile after
stimulation in the cage were considered dead. Our results demonstrate that the foraging of 4.
mellifera was influenced by the time of day and the period of flowering, the first days of the
flowering of the culture was the period of greatest visitation of the bees and the time was from
10h. Regarding the toxicity of seed treatment with the studied neonicotinoid insecticides and
Fipronil, no influence was detected in the mortality of adult bees of A. mellifera over the

exposure time.

Key words: Pollen, nectar, foraging, indeterminate cycle, pollinators, intoxication.
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INTRODUCAO GERAL

O grau do risco de intoxicagao das abelhas Apis mellifera L. com produtos fitossanitarios
vem sendo levantando devido as perdas de colonias. Esta preocupag@o aumenta em decorréncia
do fendmeno presente nos paises do Hemisfério Norte, mas extrapolado para o Brasil e
chamado de Desordem do Colapso das Col6nias (DCC), consistindo no desaparecimento stibito
de operarias de 4. mellifera adultas das suas colonias e aumentando relativamente a presenca
de juvenis, o que enfraquece a coldnia, levando-a a morte (vanEngelsdorp et al., 2009). Os
principais suspeitos de acarretarem esse fendmeno sdo os produtos fitossanitarios, que sdo
empregados em culturas de importancia agricola para controlar populagdes de insetos
herbivoros por causarem danos a essas culturas levando a severos prejuizos econdmicos nas
lavouras (Gallo et al., 2002; Blacquiére et al., 2012).

Porém, outros fatores também sdo apontados como agentes causadores desse fenomeno,
tais como o estresse pelo manejo inadequado, a ocorréncia de patdgenos e parasitas, a falta de
variabilidade genética na espécie, mudangas climaticas, escassez de alimento ou uma
combinagdo de todos esses fatores juntamente com a exposi¢ao a produtos fitossanitarios, no
entanto até o momento a DCC ndo foi confirmada no Brasil (Pires et al., 2016). As perdas anuais
de colonias sdo atribuidas a grandes periodos de estiagem o que compromete a disponibilidade
de alimento ¢ a intoxicacdo a produtos fitossanitarios (Pires et al., 2016).

A espécie de abelha A. mellifera ¢ amplamente manejada para a extragcdo de produtos
apicolas como o mel, propolis, cera, geleia real e polen, que geram retorno financeiro
satisfatorio para os apicultores e que vem sendo cada vez mais comercializados (Free, 1980).
No entanto esta espécie fornece ndo apenas produtos apicolas mas participa da polinizagdo, que
além de ser considerada um servigo ecossistémico de grande valor, pode ser explorada em
beneficio tanto para o apicultor aumentando a produtividade dos produtos apicolas como para
o agricultor, aumentando a produtividade de seus cultivos, garantindo em alguns casos que
ocorra a formagdo de frutos de boa qualidade (Free, 1980; Gallo et al., 2002; Gullan e Cranston,
2017).

A cultura da soja (Glycine max L.) ¢ um exemplo de como um cultivo pode ser
beneficiado por essas abelhas, tanto cultivos transgénicos como os convencionais. Os servigos
ecossistémico da polinizacdo prestados por essa espécie de abelha, gerando aumento na
produtividade quando estas estdo presentes no cultivo ¢ sdo manejadas adequadamente, mesmo

que a cultura ndo necessite da polinizacdo entomofila ¢ o aumento na produtividade seja
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pequeno ¢ preciso considerar que esta cultura oferece recursos florais que atraem tanto as
abelhas meliferas como outros polinizadores (Chiari et al., 2008; Milfont et al., 2013).

A necessidade e a importancia de controlar insetos herbivoros nessa cultura ¢ inegavel,
o que torna imprescindivel a aplicagdo de produtos fitossanitarios para o controle das
populacdes desses artropodes, e nesses casos produtos fitossanitarios que nao sio seletivos aos
insetos benéficos podem também influenciar negativamente suas populacdes (Gallo et al., 2002;
Embrapa, 2010). Os produtos fitossanitarios a base de neonicotinoides e pirazol sdo bastante
utilizados para protecdo de culturas, principalmente na forma de tratamento de sementes
(Andrei, 2013), sendo eles os principais suspeitos do risco de intoxicacao das abelhas em campo
ja que sdo encontrados residuos destes produtos no solo e na poeira logo ap6és o plantio de
sementes tratadas (Krupke et al., 2012).

E comprovada a presenca de residuos de produtos fitossanitarios e seus metabolitos em
recursos florais das plantas (polen e néctar) e at€¢ mesmo no mel e alvéolos das coldnias, isto
pode ocorrer pelo fato dos produtos empregados no tratamento de sementes serem sistémicos,
assim a planta os absorve e estes sdo translocados por todas as partes da planta (Dively e Kamel,
2012; Blacquiére et al., 2012). Dessa forma, o conhecimento do risco dos efeitos letais e
subletais de produtos fitossanitarios aplicados em culturas de importancia econdmica para
controlar insetos herbivoros durante as fases de floracdo e frutificacdo, se torna essencial para
obter o maximo do beneficio da polinizacdo realizada pelas abelhas e para encontrar maneiras
eficientes de minimizar o risco de intoxicacdo (Freitas e Pinheiro 2010; Pinheiro e Freitas,
2010).

Portanto, levando em consideracdo a importancia das abelhas para o ecossistema como
um todo e o seu importante papel na polinizagdo tanto para espécies nativas quanto para as
culturas de importancia econdmica, faz necessario a realizacdo de trabalhos com o intuito de
investigar o padrao da distribui¢do espacial das abelhas meliferas em culturas de interesse
agricola e a avaliacdo dos riscos a exposi¢do aos produtos fitossanitarios utilizados no
tratamento de sementes, em relacdo aos adultos de 4. mellifera, com fins de encontrar maneiras
de minimizar o risco de intoxicacdo dos polinizadores durante o forrageamento nos cultivos

agricolas.



© 00 N O U b~ W N

W W W W N N N N N N N N NN PP FRPRRRr R R R R
w N P O VW 00 N O 01 A W N B O O 0 N O 1 B W N =~ O

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Estudar a distribuicdo temporal de A. mellifera durante a floracdo da cultura de soja de ciclo
indeterminado, e avaliar os riscos a exposicdo aos produtos fitossanitarios utilizados no
tratamento de sementes nesta cultura, de forma a entender o potencial efeito colateral destes

sobre as abelhas adultas desta espécie.

Objetivos Especificos

. Identificar a distribuicao temporal de A. mellifera durante a floragdo de um cultivo de
soja de ciclo indeterminado.

. Investigar se a contaminacdo do solo por residuos de sementes tratadas com inseticidas
¢ letal as abelhas adultas.

. Investigar se o polen das flores de soja proveniente de sementes tratadas com inseticidas
¢ potencialmente letal as abelhas adultas.

. Verificar se os macerados de flores de soja proveniente de sementes tratadas com

produtos fitossanitarios sdo deletérios para A. mellifera.
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HIPOTESES

e As abelhas A. mellifera forrageiam durante todo o periodo de floragdo de forma

uniforme na cultura da soja de ciclo indeterminado.

e O solo logo apés a semeadura da soja com sementes tratadas com os inseticidas

neonicotinoides e Fipronil influenciam a mortalidade de abelhas adultas de A. mellifera.

e O polen de flores de soja que receberam tratamento de sementes com neonicotinoides e

Fipronil causam mortalidade de abelhas adultas de A. mellifera.

e O néctar de flores de soja que receberam tratamento de sementes com neonicotinoides

e Fipronil causam mortalidade de abelhas adultas de A. mellifera.
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CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA

A espécie Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae)

As abelhas meliferas sdo insetos pertencentes a ordem Hymenoptera, superfamilia Apoidea,
familia Apidae, subfamilia Apinae, tripo Apini, subtripo Apina que abrange somente o género
Apis, onde todas as espécies sdo eussociais. De ocorréncia originalmente na Europa, Asia e
Africa, posteriormente foram introduzidas nos demais continentes e no Brasil devido a sua
elevada produtividade de mel. Atualmente a abelha do género Apis que ocorre no Brasil ¢
resultante dos cruzamentos entre subespécies europeias (Apis mellifera ligustica Spinola 1806,
Apis mellifera mellifera Linnacus 1758 e a Apis mellifera carnica Pollmann1879) com uma
subespécie africana (Apis mellifera scutellata Lepeletier 1836) formando um polihibrido a Apis
mellifera africanizada, que esta presente em todo territorio nacional (Kerr, 1967; Silveira et al.,
2002; Rafael et al., 2012; Faita et al., 2014).

Esta espécie (4. mellifera) é conhecida por formar coldnias altamente organizadas,
composta pela rainha fértil responsavel em prover a prole e manter a coesdo da colonia; as
operarias estéreis que sdo responsaveis por realizar a limpeza das células, alimentar as larvas e
a rainha, construir os favos do ninho, receber e armazenar polen/néctar, retirar detritos do ninho,
guardar a entrada da coldnia e coletar recursos para manter todos os individuos (Free 1980).

E uma caracteristica interessante ¢ que estas tarefas sdo realizadas de acordo com a idade
das operarias (polietismo etario), onde abelhas recém emergidas realizam a limpeza das células
as faxineiras. Abelhas com cinco a 10 dias de vida sdo as nutrizes que produzem geleia real.
Com 11 a 20 dias s@o as chamadas abelhas engenheiras pois trabalham na construcio dos favos
e partir dessa idade as abelhas desempenham a atividade de guardar a colonia e campeiras com
mais de 22 dias de idade coletando recursos como néctar e polen para manutengao da colonia
(Free 1980). Os machos da colonia, conhecidos por zangdes, sdo responsaveis pela fecundagio
das rainhas virgens no voo nupcial, apds a copula vém a 6bito, devido a ruptura do aparelho
reprodutor masculino preso no interior da fémea fértil (Free 1980).

Outra caracteristica bastante marcante nestas abelhas é o comportamento defensivo,
caracteristica essa herdada da abelha africana, que muitas vezes sdo consideradas agressivas,

mas que na verdade estdo atuando na prote¢dao do ninho e dos seus individuos, ja que a colonia
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contém uma grande quantidade de recurso estocado como mel e pdlen e muitos individuos
recém emergidos, isso acabam atraindo pilhadores, assim esse comportamento se torna
essencial para manter a integridade da colonia (Faita et al., 2014).

Essas colonias possuem uma elevada densidade populacional, e por sua vez as operarias
coletam uma grande quantidade de recursos florais, assim sdo excelentes produtoras de mel em
funcdo das necessidades nutricionais da colonia (Free, 1980). Esta caracteristica faz com que
elas sejam amplamente utilizadas para produgdo deste produto que ¢ capaz de gerar um retorno
financeiro satisfatorio e que ¢ consumido desde antes da apicultura se tornar uma atividade
comercial, trazendo beneficios sociais como a geragdo de empregos, ecoldgicos com o servigo
da polinizacao realizada durante a coleta de polen e néctar (Camargo et al., 2002).

Por serem insetos com comportamento eussocial mais derivado e manterem colénias de
densidade populacional elevada, e pela elevada necessidade nutricional, essa espécie possui
diferentes padrdes de frequéncia de visitagdo floral conforme as caracteristicas florais das
plantas visitadas, com diferentes horarios de visitacdo (Rech et al., 2014).

Em culturas de interesse agricola como a soja A. mellifera é relatada como o visitante floral
mais frequente entre os insetos (Milfont et al., 2013; Oliveira ¢ Fernandes, 2016), sendo as
primeiras horas do dia o periodo de menor intensidade de frequéncia, com os picos de maior
visitacdo entre os horarios das 10h até as 13h, com uma consideravel diminui¢do da sua
atividade de forrageio a partir das 16h, ou em alguns casos, suspende sua visitacdo a partir desse
horario (Jung, 2014; Oliveira e Fernandes, 2016).

Apis mellifera também ¢ relatada iniciando seu forrageamento por volta das 9h, com um
pico de visitacdo as 13h, e ap6s as 16h ela diminui sua frequéncia na cultura (Chiari et al.,
2005), e sua presenga nos cultivos de soja gera beneficios na sua produtividade, quando a planta
esta recebendo a visita deste polinizador (Chiari et al., 2008).

Assim, fica claro que as abelhas A. mellifera desempenham um importante papel no meio
ambiente por meio da polinizacdo, contribuindo para a manutencdo da biodiversidade e
podendo aumentar a producdo de algumas culturas de interesse agricola, nas quais sdo capazes
de aumentar a produtividade ou entdo aumentar o tamanho e aspecto do fruto, caracteristicas

essas que valorizam o produto final (Rech et al., 2014).

10



© 00 N O U b~ W N

W W W W N N N N N N N N NN PP FRPRRRr R R R R
w N P O VW 00 N O 01 A W N B O O 0 N O 1 B W N =~ O

A Cultura da Soja (Glycine max (L.)): caracteristicas gerais

A cultura da Soja (Glycine max (L.) Merrill) proporciona muitas oportunidade de
empregos diretos e indiretos, além de contribuir para o superavit primario na balanga comercial
do pais. E de grande importincia econdmica para o Brasil gerando retorno financeiro
satisfatorio, um reflexo disso foi a produtividade média da safra 2017/2018 que chegou a 3.394
kg/ha e a area plantada de soja que chegou a 35.149,3 mil hectares (Conab, 2018). No Mato
Grosso do Sul a area plantada desta oleaginosa teve um acréscimo de 5,9% em relagdo a safra
2015/2016 alcangando 2,67 milhdes de hectares, enquanto sua produtividade foi considerada
recorde para a safra 2017/2018 com uma média de 3.593 kg/ha, representando um aumento de
5,7% na produtividade (Conab, 2018).

Esta espécie pertence a familia Fabaceae, subfamilia Faboideae do género Glycine, ¢é
uma planta autdgama e possui um ciclo de desenvolvimento divido em estagio vegetativo que
¢ subdividido em: VE = quando os cotilédones emergem acima da superficie do solo; V1 =0
primeiro nd quando aparece duas folhas unifolioladas completamente desenvolvidas; V2 = o
segundo n6 quando surge o trifolio completamente desenvolvido; V3 = o terceiro né6 quando
surgem trés nos no caule principal com folhas completamente desenvolvidas a partir do no
unifoliolado e 0 Vn = o enésimo n6 n nimero de nés no caule principal com folhas
completamente desenvolvidas a partir do né unifoliolado (Fehr e Caviness, 1977).

O estagio reprodutivo que é subdivido em: R1 = o inicio do florescimento quando surge
um flor aberta em qualquer né do caule principal; R2 = o florescimento pleno quando surge
uma flor aberta em um dos nos terminais do caule principal com folha completamente
desenvolvida; R3 = ¢é o inicio da formagdo de vagens com Smm de comprimento em um dos
quatro nds terminais do caule principal com folha completamente desenvolvida; R4 = ¢ o
completo desenvolvimento das vagens com 2cm de comprimento em um dos quatro nos
terminais do caule principal com folha completamente desenvolvida; RS = quando os graos
comecam a encher, possuem 3 mm de comprimento nas vagens localizadas em um dos quatro
nods terminais do caule principal com folha completamente desenvolvida; R6 = quando o grao
esta cheio e verde preenchendo a cavidade da vagem em um dos quatros nos terminais do caule
principal com folha completamente desenvolvida; R7 = ¢ o inicio da maturacdo das vagens
contendo graos com coloragdo de maturacdo (amarelada) e o estagio R8 = quando a planta
chega na sua maturagdo plena e 95% das suas vagens estdo com coloragdo de maturacio (Fehr

e Caviness, 1977).

11



© 00 N O U b~ W N

W W W W N N N N N N N N NN PP FRPRRRr R R R R
w N P O VW 00 N O 01 A W N B O O 0 N O 1 B W N =~ O

Também ¢ importante saber que esta planta possui dois tipos de crescimento: o
crescimento determinado onde os estagios de desenvolvimento sdo bem definidos, quando o
florescimento ocorre em toda planta ao mesmo tempo; enquanto que no crescimento
indeterminado o florescimento ocorre de forma escalonada de baixo para cima, formando
vagens na base da planta, ela ainda esta florescendo no topo e ainda estd ocorrendo o
crescimento e ramificacdo da planta e o seu crescimento e desenvolvimento estdo intimamente
ligados as condicOes ambientais, a cultivar, a latitude e aos tratos culturais empregados
(Miyasaka e Medina, 1981).

Essa planta possui flores perfeitas e hermafroditas de coloragdo que pode variar do
branco para roxo, sdo autopolinizadas o que pode ocorrer um dia antes da abertura da flor ou
no mesmo dia dependendo das condi¢des em que se encontra a planta, fazendo com que esta
nao dependa de visitantes florais para sua reprodu¢do e consequentemente reduzindo sua taxa
de polinizacdo cruzada (Miyasaka e Medina, 1981). Isso também faz com que as flores tenham
periodos de viabilidade de fecundag@o e polinizagdo curtos, regulando o comportamento de
forrageio de visitantes florais que também ¢ influenciado pela qualidade e quantidade de recurso
floral disponibilizado pela planta (Free e Williams,1973; Miyasaka e Medina, 1981; Gazzoni,
2017).

A cultura da soja ¢ prioritariamente autopolinizada devido as suas flores possuirem os
6rgaos reprodutores femininos e masculinos, porém a polinizac¢do cruzada ¢ observada mesmo
que em uma menor escala, ja que esta planta disponibiliza recursos florais atrativos para os
polinizadores e que as abelhas sdo as mais frequentes e eficientes visitantes florais para
desempenhar este papel, em particular a abelha A. mellifera, o que gera vantagens para ambas
as partes. A abelha supre sua necessidade e da colonia com os recursos florais e para planta
ocorre o aumento da produtividade, em niimero de vagens por planta e nimero de graos por

vagem (Miyasaka e Medina, 1981; Gazzoni, 2017).

Beneficios da polinizacdo de Apis mellifera na cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill

Sabe-se que a polinizacdo realizada por abelhas ¢ o servigo ecossistémico de extrema
importancia e que este ¢ fundamental para culturas dependentes de agentes polinizadores, e que
pode trazer beneficios para aquelas que sdo autopolinizadas, como o aumento do nimero de
frutos, diminui¢do de flores abortadas, uniformizacdo da maturacdo dos frutos, diminuicdo de

frutos deformados, aumento no peso do frutos, beneficios esses que sdo diretamente

12
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correlacionados com o valor final dos frutos no momento da comercializagdo (Free, 1980;
Imperatriz-Fonseca ¢ Nunes-Silva, 2010; Rech et al., 2014).

Na cultura da soja, 4. mellifera t€m sido citada como uma das abelhas mais frequentes
na visitagdo de suas flores. Autores citam que a introdu¢do de coldnias das abelhas meliferas
na cultura da soja pode incrementar a sua producdo em até 18,09%. Quanto esta exposta a livre
visitagdo de outras abelhas nativas o incremento chega a 6,34%. Isso demonstra que a
introducdo de polinizadores leva a cultura a ser mais produtiva que a conservagdo dos
polinizadores nativos presentes naturalmente na cultura (Milfont et al., 2013).

A soja por disponibilizar recursos florais, atrai polinizadores em potencial como abelhas
das familias de Apidae, Megachilidae e Halictidae. No entanto, a presenca das abelhas A.
mellifera da familia Apidae, ¢ expressiva na cultura, estando presentes em até 70,5% do total
de insetos amostrados e sua busca dos recursos florais oferecidos pela cultura da soja, pode
gerar um aumento de até 25% no niimero de sementes formadas (Santos et al., 2013).

Conhecendo os beneficios da polinizacdo ndo s6 para cultura da soja como para muitas
outras plantas, ¢ inegavel que quando ha a livre visitagdo de abelhas 4. mellifera, o rendimento
da cultura pode aumentar, porém outros fatores podem colaborar com esse aumento como as
condi¢cles climaticas favoraveis para a cultura, agindo em conjunto com a ocorréncia de
polinizadores e com as caracteristicas de cada cultivar (Chiari et al., 2005; Blettler et al., 2018).
E possivel observar diferencas entre safras do cultivo da mesma variedade, podendo ocorrer um
aumento de rendimento da cultura em uma safra e na outra o rendimento pode ndo ser
influenciado pela livre visitagcdo de insetos polinizadores, ndo correndo diferengas estatisticas
de areas onde a visitacdo dos polinizadores foi excluida (Blettler et al., 2018).

Em culturas de soja transgénica também ¢ possivel observar os beneficios da visitagdo
de A. mellifera, mas esta ndo difere de cultivares convencionais quanto ao incremento na
produtividade, entretanto, quando sdo comparadas areas de livre visitacdo de abelhas com areas
em que a visitacdo foi restrita, € possivel observar um aumento na producdo de graos de até
37,84%, embora o peso médio das sementes ndo apresenta diferencas. Dessa forma, uma
atengdo especial e mais cuidadosa deve ser dada a cultivares transgénicas, pois ao receberem
visitantes florais que realizam a polinizagdo cruzada, existe uma grande probabilidade de fluxo

génico entre plantas transgénicas e convencionais (Chiari et al., 2008).
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Produtos fitossanitarios: Apis mellifera x Neonicotinoides (Thiamethoxam, Clothianidin,

Imidacloprid)

A necessidade da utilizagdo de produtos fitossanitarios se d pela grande area destinada
ao plantio de grandes culturas de importancia econdmica relevantes para o pais, como por
exemplo as culturas da soja, algoddo, milho e cana-de-agucar e devido ao elevado investimento
financeiro empregado nelas para evitar perdas na produgdo, se faz necessario aplicacoes
frequentes para eliminagdo de insetos herbivoros considerado pragas. No entanto, algumas
vezes essas sdo capazes de atingir insetos ndo alvo como predadores, parasitoides e os
polinizadores (Gallo et al., 2002; Czepak et al., 2005). Dentre os produtos mais utilizados para
o controle desses insetos, estdo os produtos fitossanitarios sintéticos a base de neonicotinoides
(Andrei, 2013).

Os neonicotinoides sdo produtos fitossanitarios sintéticos andlogos a molécula da
nicotina com toxicidade bastante elevada para os insetos e amplamente utilizado para o controle
de pragas. Eles agem no Sistema Nervoso Central do inseto como agonista da acetilcolina, se
ligando aos receptores nicotinicos do neurénio pds-sinaptico, provocando uma hiperexcitagdo
do sistema nervoso pelo fato da sua molécula ndo se degradar facilmente, fazendo com que os
impulsos nervosos sejam transmitidos continuamente levando o inseto a morte (Gallo et al.,
2002; Tomizawa e Casida, 2003; Gullan e Cranston, 2017).

Os residuos dos neonicotinoides utilizados na prote¢do de plantas e os de uso comum
dentro de coldnias, tem sido cada vez mais encontrados em abelhas adultas, em recursos florais
como polen e néctar, na cera dos alvéolos, no mel das colonias de A. mellifera, em troncos de
arvores, no solo ¢ até em fontes de agua do subsolo (Huseth e Groves, 2014; Jones ¢ Turnbull,
2016, Valdovinos-Flores et al., 2017; Calatayud-Vernich et al., 2018), porém, as concentragoes
desses residuos e seus metabolitos sdo variaveis e em alguns casos ndo sdo suficientes para
causar a mortalidade cronica de abelhas adultas (Jones ¢ Turnbull, 2016).

As vias de contaminacdo das abelhas com os produtos fitossanitarios podem ser
variadas, como por exemplo: a partir de residuos contidos no solo que sdo levantados no
momento da semeadura de sementes tratadas, através do podlen de plantas que receberam
tratamentos de sementes, do polen de plantas proximas a cultivos agricolas que podem ser
fontes de contaminac¢do de abelhas no campo e de fontes de 4gua contaminadas (Krupke et al.,
2012). Os residuos de Thiamethoxam, Clothianidin e Imidacloprid ja foram identificados em

amostras de solo e pdlen de plantas de milho que receberam tratamento de sementes, porém,
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em concentragdes muito menor do que as dose empregadas em campo para o controle de pragas;
também foram encontradas em plantas circunvizinhas do cultivo de milho (Krupke et al., 2012).

No entanto, sabe-se que o Thiamethoxam mesmo em dose subletal pode causar
alteracdes no padrao de voo das abelhas meliferas fazendo com que a duragdo do voo seja maior
apos a administragdo do produto € em exposicao cronica as abelhas reduzem o tempo de voo
em relacdo as que ndo estdo expostas, reduzindo assim sua capacidade de forrageio (Tosi et al.,
2017). Sobre o Thiamethoxam também ha relatados que este altera o desenvolvimento larval
de abelhas, provocando altas taxas de mortalidade em larvas, pupas e adultos que foram
expostos a este inseticida em concentracdes de 0.001 e 1.44 ng/ulL. Quando imaturos sdo
expostos a doses semelhantes as encontradas a campo ou até menores, a manutencido e
emergéncia de novos individuos ¢ comprometida, o que acaba por enfraquecer as coldnias de
A. mellifera (Tavares et al., 2015; Tavares et al., 2017).

Ha relatos de neonicotinoides em doses subletais como Clothianidin, Imidacloprid e
Thiacloprid afetando negativamente a capacidade imunoldgica de abelhas meliferas recém
emergidas sadias, onde os autores estudaram a imunocompétencia dessas abelhas apds uma
exposicdo em dieta de 24h a esses produtos (Brant et al., 2016). Estes autores observaram que
estes neonicotinoides foram capazes de influenciar os pardmetros observados como contagem
de hemocitos, encapsulacio/resposta de cicatrizacdo de feridas e a atividade antimicrobiana da
hemolinfa, fatores estes que estdo ligados a capacidade da abelha a resistir aos virus e parasitas,
porém, estudos de longo prazo ainda sdo necessarios para entender os efeitos sinérgicos da
exposicdo a produtos fitossanitarios e dos patogenos (Brant et al., 2016).

Kessler et al., (2015) relatam que abelhas meliferas ndo sdo repelidas quando expostas
a alimento contendo os neonicotinoides Clothianidin, Imidacloprid e Thiamethoxam, e que
demonstram uma preferéncia por alimento contaminado pelos Imidacloprid e Thiamethoxam
do que apenas a sacarose, apesar da quantidade de alimento ingerido ser menor em relagdo a
sacarose, o que pode ser em decorréncia de sua a¢do neural agindo nos receptores nicotinicos
de acetilcolina e afetando a capacidade de localizacao de alimentos, o que pode levar a abelha
a carregar este alimento para colonia e assim contaminar as crias, ¢ dessa forma, gerando um
problema a longo prazo.

E indiscutivel a elevada toxicidade dos neonicotinoides sobre as abelhas, devido ao seu
modo de ac@o, mas o ponto chave da seguranca na utilizacdo desses produtos em campo esta
no conhecimento do comportamento das abelhas em campo forrageando nas culturas de

interesse agricola e nas tecnologias de aplica¢@o de produtos fitossanitarios, o que pode permitir
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o emprego desses produtos de maneira que os riscos oferecidos para as abelhas sejam

minimizados.

Produtos fitossanitarios: Apis mellifera x Fipronil

Outro inseticida bastante empregado no controle de insetos pragas ¢ o Fipronil,
pertencente ao grupo dos inseticidas fenilpirazol que sdo antagonistas do neurotransmissor
acido y-aminobutirico (GABA). As moléculas desse inseticida tém acdo contraria do
neurotransmissor GABA, inibindo a permeabilidade da membrana da célula nervosa aos ions
de Cl causando uma hiperexcitacdo do sistema nervoso central do inseto levando a morte.
Possui uma elevada toxicidade para os insetos e ¢ relativamente seguro aos mamiferos, ja que
ele bloqueia os canais de cloro ativados pelo glutamato (Gallo et al., 2002; Ikeda et al., 2003;
Narahashi et al., 2007).

Devido ao seu modo de acdo, o produto fitossanitario com ingrediente ativo a base de
Fipronil tem uma elevada toxicidade aos insetos, inclusive para as abelhas A. mellifera. Ele
afeta negativamente a atividade motora das abelhas em doses subletais a exposi¢do, tanto por
contato quanto por ingestdo, o que pode influenciar na sua capacidade de coletar recurso e na
manuten¢do das colonias (Bovi et al., 2018).

Para este produto fitossanitario, também existem relatos de alteracdes na expressao de
proteinas no cérebro de abelhas meliferas recém-emergidas e adultas em dose subletais, o que
pode resultar em prejuizos @ memoria e aprendizagem das abelhas e sua exposi¢ao cronica pode
levar a uma diminuicao da vida 1til do inseto (Roat et al., 2014). Esse produto apresenta também
efeito sinérgico com o parasita Nosema ceranae influenciando negativamente a fertilidade de
zangodes, o que pode levar a uma rainha ser fecundada com sémen de baixa qualidade
influenciando assim na produtividade da colénia (Kairo et al., 2017). Embora nao seja claro o
mecanismo envolvido no efeito sinérgico entre o parasita intestinal Nosema ceranae e a
exposicdo a produtos fitossanitarios, a mortalidade de abelhas meliferas infectadas com o
parasita e expostas a doses subletais do Fipronil € mais elevada em comparagao a abelhas sadias
(Vidau et al., 2011).

Residuos de Fipronil e seus metabolitos, foram identificados juntamente com uma série
de produtos fitossanitarios e de uso veterinario nas colonias. Em cargas de polen de abelhas A.

mellifera que coletaram e a transportaram para a colonia, foi detectado em 12,4% das amostras,
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residuos de Fipronil e metabolitos em pequenas quantidades, mas ainda ndo se sabe como essas
pequenas quantidades influenciam a colonia de maneira geral (Chauzat et al., 2006).

Devido sua elevada toxicidade para insetos pragas o Fipronil ¢ amplamente empregado
na agricultura, e além de serem encontrados seus residuos e dos seus metabolitos em cargas de
polen (Chauzat et al., 2011), ele também ja foi detectado em néctar, no mel, em abelhas
operarias dentro de colonias em campos agricolas e geralmente em combinagdo com residuos
de outros produtos fitossanitarios. Dessa forma, as abelhas ficam expostas por contato e
ingestdo aos residuos desses produtos (Pareja et al., 2011).

Existe uma gama de maneiras para que os organismos ndo-alvo sejam expostos aos
residuos deste produto e a outros tantos que sao utilizados para a protecdo de plantas, ja que
estes sdo detectados no solo, em suspencdo no ar, em fontes de agua subterranea, vegetagcdo
circunvizinha de culturas agricolas, produtos apicolas e até mesmo nas proprias abelhas, cujas
concentragdes sdo amplamente variadas desde doses recomendadas no campo a doses subletais
e fracdes menores ainda (Bonmatin et al., 2015). No entanto, resta ainda compreender se estes
residuos sdo capazes de causar mortalidade total em col6nia de abelhas sadias.

Enquanto tentamos entender e identificar maneiras para minimizar os riscos da
exposicdo de abelhas A. mellifera a inseticidas, sua utilizacdo nos cultivos de importancia
econdmica ¢ essencial e constante para o controle de populagdes de insetos herbivoros que
ocasionam prejuizos econdmicos na lavouras. Porém, a escolha de um produto seletivo, sua
aplicacdo em doses cuidadosamente temporizadas com os estagios de maior vulnerabilidade
dos insetos herbivoros. O emprego do Manegjo Integrado de Pragas ¢ o conhecimento da
biologia tanto dos insetos alvos como os nao-alvos ajudam a minimizar os danos causados a

eles e ao ambiente (Gallo et al., 2002; Gullan e Cranston, 2017).

Desaparecimento das abelhas: Desordem do Colapso das Colénias

O fenomeno que vem motivando os pesquisadores a realizarem varios estudos sobre a
saude das abelhas e tem sido cada vez mais discutido no meio cientifico ¢ conhecido como
Desordem do Colapso das Colonias (DCC). Este consiste no rapido desaparecimento das
coldnias de abelhas manejadas A. mellifera, com a auséncia de abelhas adultas e cria mortas
dentro ou fora do ninho, onde s6 restam a rainha, algumas crias e algumas poucas operarias,
enquanto o restante das abelhas somem sem deixar vestigios e isso faz com que abelhas mais

novas que sao responsaveis por atividades dentro da coldnia, sejam obrigadas a forragear para
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coletar recursos, enquanto a rainha aumenta sua atividade de postura para suprir as que
desapareceram, assim a colonia vai enfraquecendo até morrer por completo (vanEngelsdorp et
al., 2009).

Esse colapso das abelhas tem sido detectado nos paises do Hemisfério Norte e ganhou
alarde devida a elevada mortalidade das abelhas em 2006-2007, quando alguns apicultores
tiveram perdas significativas de suas colonias, porém, sua causa ainda ndo foi totalmente
esclarecida e muitos fatores sdo apontados como agentes causais: como a intoxicagdo por
inseticidas, contaminagdo por patdogenos, ataque de acaros, mudangas climaticas, estresse de
manejo, baixa variabilidade genética, deficiéncia nutricional ou uma combinacdo de alguns
desses fatores pode ser o agente causador deste desaparecimento stubito das abelhas (Oldroyd,
2007; vanEngelsdorp et al., 2008).

No Brasil vem sendo questionado a presenga deste fenomeno ja que também sdo
registradas algumas perdas anuais de colonias por alguns apicultores, porém essas perdas foram
relacionadas a acidentes com aplicacdo aérea de inseticidas, mal-uso de tecnologias de
aplicacdo, com periodos de seca prolongada que limita a disponibilidade de alimento para as
coldnias, e também, com o manejo inadequado das colonias. Dessa forma, ainda ndo se tem a
confirmagdo que o fendmeno DCC tenha ocorrido no Brasil, porém as investigagdes quanto as
contaminagdes devem ser continuadas pois o risco da intoxicagdo de abelhas com pesticidas é
real e devem ser estudadas maneiras de minimizar o impacto do uso desses produtos para os
polinizadores (Pires et al., 2016).

Pensando na segurancga e satide dos polinizadores a Unido Europeia em decisdo a favor
da protecdo dos mesmos, proibem no ano de 2018 a utilizag@o ao ar livre dos trés ingredientes
ativo que sdo os mais apontados e questionados quanto a intoxicagao de abelhas: Imidacloprid,
Thiamethoxam e Clothianidin, cujo uso ficou restrito apenas ao interior de estufas permanentes,
mas o seu uso ja estava proibido em culturas com flores atraentes para abelhas o que ainda
permanece (Commission Implementing Regulation 2013; Commission Implementing
Regulation, 2018a,b,c).

Ja no Brasil, ano de 2017, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente ¢ dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA), publicou a Instrugdo Normativa N° 02/2017 que estabelece
diretrizes, procedimentos e requisitos para o registro de novos ingredientes ativos ¢ para os que
estdo sob reavaliagdo de risco, com o intuito de acrescentar normas que incluam dados
cientificos de estudos de risco ambiental que sejam realizados no Brasil, com culturas

preferencialmente indicadas no roétulo do produto. Estes estudos devem incluir dados de
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toxicidade oral aguda e cronica, por contato aguda para abelhas adultas, testes de toxicidade
oral aguda e cronica para larvas e testes de toxicidade residual foliar, somente para produtos
aplicados por pulverizacio e cuja DL contato seja < 11pg de ingrediente ativo/abelha, sendo
o estudo conduzido com a maior dose por tipo de formulagdo (Brasil, 2017).

Portanto, estudos que demonstram os efeitos letais, subletais de produtos fitossanitarios
tanto em laboratdrio, quanto a campo, sobre os polinizadores tanto abelhas A. mellifera quanto
para abelhas nativas, além de estudos que descrevam sua atividade em culturas de interesse
econdémico, sdo de suma importancia para que possamos compreender o comportamento desses
polinizadores nessas culturas e assim encontrar maneiras que favorecam a conservacdo das

abelhas e o cultivo de plantas de interesse agricola.
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CAPITULO I

Padrio de distribuicio temporal de Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) na floracio de

cultivo de soja (Glycine max) de ciclo indeterminado

(De acordo com as normas do periddico “Anais da Academia Brasileira de Ciéncias”, com
adaptacdes para as normas de “Redagdo de Tese” da Universidade Federal da Grande

Dourados)
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Padrao de dinAmica temporal de Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) na floracio de

cultivo de soja (Glycine max) de ciclo indeterminado

Resumo

As variedades de soja (Glycine max (L.) Merr.) com ciclo de crescimento indeterminado sdo
bastante utilizadas no estado de Mato Grosso do Sul, as quais sdo caracterizadas por ndo terem
seus estadios fenologicos bem marcados, com periodo de floracdo escalonado e dependente das
condicdes climaticas, que pode se estender ou encurtar. Como as abelhas estdo presentes nas
mais variadas culturas de importdncia econdmica e desempenham papel importante na
polinizacdo da-se a necessidade de investigar a frequéncia e o horario de visitagdo de Apis
mellifera (Hymenoptera: Apidae) em cultivo de soja de ciclo indeterminado. As coletas
ocorreram em uma area de 4 ha de soja (variedade Monsoy M6410 IPRO®) que ndo recebeu
aplicacdo de inseticidas. As amostragens foram realizadas em pontos aleatérios dentro de toda
area, durante todo o periodo de florescimento. Ocorreram da bordadura para o centro da cultura,
iniciando as 08h:00min com duragdo de 15min/hora, sucessivamente até as 16h:00min. Na
analise dos dados foram gerados Modelos Lineares Generalizados, no qual o Modelo de Poisson
foi o que melhor se ajustou, verificando as diferencas significativas pela analise de Deviance.
Testamos a correlacdo entre as abelhas e as variaveis climaticas através da Correlacdo de
Spearman. Os resultados demostram que o padrdo temporal da visitacdo das abelhas foi
influenciado pelos fatores de periodo de floragcdo da cultura e o horario do dia de maneira
independente, entretanto as variaveis climaticas ndo influenciaram significativamente na taxa
de visitagdo das abelhas. Nos primeiros dias de florescimento da cultura as abelhas estdo mais
presentes, apresentando tendéncia a visitar a cultura no meio do dia entre as 10h e as 15h. Os
resultados deste trabalho tém implicagdes praticas na conservagao da espécie durante os tratos

culturais na cultura da Soja, contribuindo para harmonizar a convivéncia entre apicultores e
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sojicultores. Evitando aplica¢des de produtos fitossanitarios nos periodos de maior visitagdo

das abelhas na cultura da soja.

Palavras-chave: Forrageamento; abelha; comportamento, horario de visitagao.

Introducao

A polinizacdo € um servigo ecossistémico de suma importancia, e este processo ocorre
naturalmente, mas muitas plantas ndo dependem de agentes polinizadores externos para a
fecundagdo de suas flores e realizam a autopoliniza¢do na presenga de flores auto compativeis
(Rech et al., 2014). As abelhas desempenham esse servigo naturalmente e mantém relagdes de
dependéncia que muitas vezes podem ser essenciais para a cultura que recebe a visitacdo destes
insetos, ou em alguns casos modesta, como no caso da cultura da soja (Glycine max (L.) Merr.),
que apresenta uma relagdo de dependéncia reduzida com a abelha Apis mellifera L. 1758
(Hymenoptera: Apidae) (Gianini et al., 2015a,b).

Esta relacdo modesta se da pelo fato de a soja ser uma planta autdgama e realizar a
autopolinizac@o, pois suas flores possuem estruturas femininas e masculinas e possuem uma
sincronizagdo na receptividade do estigma e viabilidade do pdlen, o que lhes proporciona uma
alta taxa de frutificacdo (Miyasaka e Medina, 1981). Algumas das suas variedades possuem o
seu ciclo de crescimento indeterminado caracterizado por um estagio da floragcdo que pode se
estender ou encurtar dependendo das condigdes climaticas, a qual se sobrepde ao estagio de
formagao de vagens (Fehr e Caviness, 1977; Miyasaka e Medina, 1981).

O periodo de enchimento dos graos nas vagens ¢ quando a soja estd mais vulneravel a
danos causados por insetos herbivoros, eles danificam os frutos e as sementes e prejudicam sua

qualidade interferindo assim na viabilidade das sementes, porém neste periodo uma planta de
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ciclo indeterminado ainda esta produzindo algumas flores na sua regido apical o que pode ser
atrativo para polinizadores, podendo expor as abelhas a riscos de contaminagdo, se estiverem
presentes na cultura durante este periodo (Gazzoni, 2017; Corréa-Ferreira e Azevedo, 2002), se
ocorrer a aplicacdo de produtos fitossanitarios.

As abelhas da espécie 4. mellifera sdo consideradas os visitantes florais mais frequentes
na cultura da soja, apesar da ocorréncia de outras espécies de insetos polinizadores, tal
frequéncia pode ser atribuida a sua necessidade nutricional para suprir as demandas de colonias
populosas e seu habito generalista em busca do melhor recurso floral que vai fornecer os
nutrientes necessarios para o desenvolvimento da cria e suas necessidades fisiologicas (Free,
1980; Milfont et al., 2013; Santos et al., 2013). A sua presenca de forma natural ou introduzida
para coleta de pdlen e néctar, resulta na polinizagdo cruzada desta cultura o que pode gerar
aumentos na produtividade de até 18%, apesar da planta ndo necessitar de agentes polinizadores
(Milfont et al., 2013; Blettler et al., 2018).

As abelhas meliferas t€m um padrdo de comportamento de forrageio ao longo do dia
que pode ser influenciado pelas variaveis climaticas do ambiente e/ou pela disponibilidade e
qualidade do recurso floral, comportamento este, que pode variar no decorrer do dia (Chiari et
al., 2005; Abou-Shaara, 2014). Estudos que elucidam o comportamento de forrageio de abelhas
meliferas em culturas de interesse agricola, como a soja, sdo de suma importancia devido ao
risco de exposi¢@o a produtos fitossanitarios a que estas abelhas estariam expostas, o que ajuda
a gerar informacdes que possam ser utilizadas para fins de mitigagdo de risco aos polinizadores
durante as aplicagdes destes pesticidas. Assim o presente estudo teve como objetivo investigar

o padrdo de distribuicdo temporal de 4. mellifera em um cultivo de soja de ciclo indeterminado.

Materiais e métodos
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Este experimento foi desenvolvido na Fazenda Experimental da Universidade Federal
da Grande Dourados na safra de 2017/2018 (Latitude 22°23’55” ¢ Longitude 54°98°82”).
Exclusivamente para a realizagdo deste experimento foi instalada uma area de 4 ha de Soja da
variedade Monsoy 6410 IPRO® de ciclo indeterminado (Monsoy, 2018). E a 75,28m de
distdncia da area de cultivo havia um fragmento de mata nativa, e o restante da area era
circundada por pasto e cultivo de cana-de-acucar. A semeadura foi realizada em 18/10/2017 e
seguiu as recomendagdes agronOmica para seu cultivo, porém ndo foi efetuada nenhuma
aplicag@o de produtos fitossanitario de acdo inseticida desde o inicio do experimento até o seu
encerramento.

As amostragens foram iniciadas quando as primeiras flores se abriram no estagio R1 e
se estendeu durante todo o periodo de florescimento da cultura. As amostragens foram
realizadas nos dias 14/12/2017 (52 DAE — Dias Apds Emergéncia), 21/12/2017 (59 DAE),
27/12/2017 (65 DAE), 03/01/2018 (72 DAE) e 05/01/2018 (74 DAE), para determinar em qual
periodo do florescimento da cultura as abelhas estdo mais presentes, tendo sido encerradas
quando a cultura ndo estava mais produzindo flores. As abelhas foram coletadas com rede
entomoldgica ao longo do dia, iniciando as 08h:00min com duragdo de 15min, sucessivamente
até as 16h:00min (08h, 09h, 10h, 11h, 12h, 13h, 14h, 15h ¢ 16h) (Oliveira e Fernandes, 2016).
Deste modo foram avaliadas a frequéncia de visitagdo das abelhas ao longo do dia e o periodo
de visitagcdo ao longo da floragdo da cultura. Os individuos foram coletados diretamente nas
flores em caminhada lenta em zigue-zague do coletor, no sentindo da borda para o meio do
cultivo e foram sacrificadas em cdmara mortifera com acetato de etila. Todo material coletado
foi acondicionado em potes plasticos devidamente etiquetados contendo o horario da coleta e o
dia, e foram mantidas congeladas a -18°C até a triagem do material e sua identificacdo em

laboratorio.
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Analise estatistica

Foram gerados Modelos Lineares Generalizados com as distribuicdes de Poisson,
Quasepoisson e Binomial Negativa. O modelo de Poisson foi o que melhor se ajustou aos dados
da dindmica temporal das abelhas. A verificagdo da qualidade dos ajustes do modelo de Poisson
foi feita com uso de grafico meio-normal de probabilidades com o envelope o pacote Half-
Normal Plots (Moral et al., 2016). A diferencas significativas foram verificadas através da
analise de deviance. Para verificar se existia correlacao entre as abelhas coletadas e as variaveis
climaticas foi aplicada a analise de Correlagdo de Spearman, utilizando o programa estatistico

R Core Team (2017) para todos os testes aplicados.

Resultados

A dinamica temporal das abelhas foi influenciada pelo horario do dia (P < 0,00001) e
por DAE da planta P < 0,00001), mas n2o houve interagdo entre os fatores horario x DAE (P =
0,2902), assim cada fator influenciou a dindmica temporal das abelhas coletadas na soja de ciclo
indeterminado de forma independente. Nos primeiros dias da floracdo, a visitacdo das abelhas
¢ mais intensa e vai decrescendo com o passar dos dias. Aos 52 DAE e 59 DAE a frequéncia
das abelhas foi maior que em qualquer outro periodo de floragao (Figura 1). Aos 65 e 72 DAE
o forrageio das abelhas diminuiram consideravelmente.

Aos 74 DAE tem um pequeno aumento, mas nos dias que precedem, a cultura ja ndo
estava produzindo mais flores pois o enchimento dos graos ja teve inicio, entdo a tendéncia da
visitacdo das abelhas ¢ continuar baixa até cessar, j& que a cultura ndo estara mais

disponibilizando recursos para as abelhas coletarem. Consequentemente os primeiros dias da
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floragdo se tornam os mais propicios para intoxicacdo de abelhas a produtos fitossanitarios

empregados na soja, ja que elas estardo forrageando com maior frequéncia a cultura.

3,5 - y= exp(5.31313-0.08493x)
3,0 - T
2,5
2,0 - *

1,5 - \

Apis mellifera
Ve

0,5 1

52 59 65 72 74
Dias Ap6s Emergéncia (DAE)
Figura 1. Dinamica temporal de abelhas Apis mellifera em um cultivo de soja de ciclo
indeterminado, ao longo do periodo de floracdo estimado pelo modelo linear generalizado

Poisson.

J& a dinamica temporal das abelhas em relacdo ao horario de visitagdo oscilou
consideravelmente, os horarios com as maiores médias de frequéncia previstas pelo o modelo
foram as 11h, 12h e as 13h (Figura 2). Indicando que esses horarios sdo os mais propicios para
serem encontradas abelhas na cultura da soja que apresente ciclo indeterminado. O periodo das
11h até as 13h foi quando se registrou a maior frequéncia de abelhas na cultura, declinando a

partir das 14h. Entretanto os registros obtidos indicam que a abelhas estdo presentes na cultura
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durante todo o periodo avaliado neste estudo, e que a partir das 10h, quando a frequéncia de
visitagdo comega a aumentar até as 15h, deve se evitar as aplica¢des de produtos fitossanitarios,
considerando o periodo mais critico para aplicagdes em fun¢do da presenga mais intensa das

abelhas na cultura estudada.

y= exp(0,55845-0,03988x)

Apis mellifera
[\
~
&

—1 T T T T T 1
6 8 10 12 14 16 18

Horario de visitagdo
Figura 2. Dinamica temporal de A. mellifera ao longo do horario de visitagdo em um cultivo

de soja de ciclo indeterminado estimado pelo modelo linear generalizado Poisson.

A frequéncia das abelhas na cultura, ndo foi influenciada pelas condi¢des climaticas
neste estudo durante os horarios de visitagao (Tabela 1), uma vez que, as variaveis precipitacao
e umidade relativa apesar de ndo significativas, demonstraram uma fraca correlagdo negativa
com a frequéncia de abelhas indicando que conforme aumentavam, o nimero de abelhas
diminuia, porém, essa correlacdo ndo foi forte o suficiente para indicar uma influéncia dos
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fatores climaticos. Ja para as variaveis temperatura média, velocidade do vento e radiacdo solar
a correlacdo foi fracamente positiva, mas também nao foi forte o suficiente para influenciar a

visitagdo das abelhas no cultivo.

Tabela 1. Coeficiente de Correlacdo de Spearman entre o nimero de abelhas Apis mellifera
coletadas ao longo do dia na floragdo de um cultivo de soja de ciclo indeterminado com as

variaveis climaticas em Dourados-MS, safra 2017/2018.

Radiacdo
Temperatura  Umidade  Velocidade do Precipitacao

solar liquida
média (°C)  relativa (%)  Vento (m/s) (mm)

(W/m?/hora)

rho= 0,184 rho=-0,184 rho= 0,156 rho=-0,413  rho=0,393
Apis mellifera
P=10,61 P=0,61 P=0,67 P=0,24 P=0,26

Valor de P: probabilidade de significancia. rho=coeficiente de correlagdo. Fonte dados climaticos: Rede

do INMET

Discussao

O padrdo de distribuicdo temporal das abelhas 4. mellifera em um cultivo de soja de
ciclo indeterminado foi influenciado pelos fatores: horario do dia em que a abelha realizava a
visitacdo e pelo periodo de florescimento em que a cultura se encontrava (DAE), isoladamente.
Nos primeiros dias de florescimento da cultura, aos 52 DAE e 59 DAE, foi o periodo em que
as abelhas se apresentaram mais abundantes na cultura. Enquanto que ao longo do dia, o periodo
com a maior presenca de abelhas foi entre as 10h e 15h. A abelha A. mellifera ¢é citada como o
visitante floral mais abundante na cultura da soja tanto em cultivares Bt quanto nao Bt, e nossos

resultados apontam as abelhas visitando a cultura da soja com maior intensidade a partir das
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10h, enquanto nas primeiras horas do dia elas forrageiam com menor intensidade, coincidindo
com os nossos resultados (Oliveira ¢ Fernandes, 2016).

As abelhas s3o consideradas os polinizadores mais frequentes da soja e a espécie A.
mellifera, se destaca entre elas (Chiari et al., 2005; Oliveira e Fernandes, 2016), forrageando
intensamente na cultura em busca de néctar e polen, no entanto, o recurso floral mais coletado
pela A. mellifera na cultura é o néctar, que muitas vezes € coletado isoladamente, raramente
ocorrendo a coleta somente graos de pélen (Chiari et al., 2005). Chiari et al., (2005) observaram
que A. mellifera forrageia com maior intensidade no periodo das 13h entre algum tempo, e que
nos primeiros horarios do dia e apds as 16h sua presenca na cultura ¢ menor, constatando que
o periodo com a maior intensidade ¢ no meio do dia.

Bletter et al. (2018) avaliando aumentos nos rendimentos da soja que recebeu visitagao
de A. mellifera também verificaram que no periodo das 12h foi o que teve a maior taxa de
visitacdo pelas abelhas, e que a sua presenca na cultura trouxe aumento no rendimento da
cultura em até 18% no primeiro ano de avalia¢do, porém, na segunda safra nao houve diferencas
significativas entre as areas com a presenga da abelha e nas areas em que as abelhas eram
impedidas de visitar a cultura. Tal resultado pode ter sido observado em decorréncia das
condi¢des climaticas que sdo diferentes de um ano para o outro, e que podem influenciar a
produgdo da cultura, ou pela variedade em estudo, ja que muitas variedades fecundam as flores
antes mesmo destas abrirem.

Esse padrio de visitagdo das abelhas na soja, esta relacionado com a quantidade e
qualidade de recurso oferecido além disso, a secrecdo de néctar da soja € correlacionada com o
aumento da temperatura do ar, e em temperaturas em torno de 28°C a planta tende a secretar
maior quantidade desse recurso e se torna mais atrativa para as abelhas e a evaporagdo da dgua
¢ maior e o néctar tende a ficar mais viscoso (Robacker et al., 1983). Isto pode explicar o porqué

das abelhas meliferas sdo encontradas forrageando com maior intensidade nas horas mais
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quentes do dia nessa planta ja que geralmente ela visita a soja na maioria das vezes em busca
de néctar. No entanto, as varidveis climaticas ndo foram correlacionadas com o padrao temporal
de visitagdo das abelhas na soja de ciclo indeterminado avaliado em nossos estudos, mas a
variavel temperatura pode ter influenciado indiretamente, atuando sobre a soja e resultando no
aumento da producao de néctar e aumentando assim a atratividade das flores para as abelhas.

A capacidade de 4. mellifera visitar a cultura da soja e realizar o servi¢o da polinizagdo
jafoi constatada, o que gera para a planta beneficios no rendimento da sua produtividade através
de aumentos no nimero de sementes e no nimero de vagens por planta e consequentemente,
ganhos financeiros quando presente na cultura (Milfont et al., 2013; Bletter et al., 2018).
Juntamente com a implantagdo do MIP (Manejo Integrado de Pragas) que contribuird para a
redu¢do de quantidade de produtos fitossanitarios no ambiente favorecendo o controle
biolégico, o equilibrio do agroecossistema e reduzindo os gastos dos produtores (Avila e
Santos, 2018).

Porém, o aumento da produtividade da soja ndo depende Unica e exclusivamente da
presenga ou ndo de abelhas por se tratar de uma planta autdbgama, mas ndo se pode negar que
quando presentes, elas atuam como agente polinizadores, assim boas praticas como a
temporizagdo de aplicagdo de produtos em horarios que as abelhas ndo estdo presentes ou sdo,
sejam menos frequentes, e/ou a utiliza¢do de produtos seletivos as abelhas, contribuem para a
sua conservagdo e um melhor desempenho da polinizagdo. Deste modo, estudos que desvendem
o padrdo de distribuicdo temporal dos polinizadores na cultura da soja contribuem para alcangar
aumentos na produtividade e fornecem dados sobre o comportamento das abelhas em campo
que podem ser utilizados para gerar medidas de mitigacdo de risco de contaminagdo dos
polinizadores no campo. Portanto sugere-se que a utilizacao de produtos fitossanitarios entre os
horéarios das 10h as 15h seja evitada e nos primeiros dias da floracdo da cultura, quando a

visitagdo das abelhas ¢ mais intensa também, preferindo a utilizagdo desses produtos apos os
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75 DAE de uma cultura de ciclo indeterminado, afim de evitar a contaminacao das abelhas em

campo.
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CAPITULO I

Toxicidade do solo contaminado com inseticidas de tratamento de sementes da soja

(Glycine max) para Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae)

(De acordo com as normas do periddico “Bulletin of Entomological Research”, com
adaptacdes para as normas de “Redacdo de Tese” da Universidade Federal da Grande

Dourados)
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Toxicidade do solo contaminado com inseticidas de tratamento de sementes da soja

(Glycine max) para Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae)

RESUMO

Operarias de Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) sdo polinizadoras por exceléncia e ha o
risco de estarem expostas durante o forrageamento aos produtos fitossanitarios utilizados na
protecdo de cultivos, como no caso de residuos derivados do tratamento de sementes. Portanto
o objetivo deste estudo foi investigar os riscos toxicologicos de inseticidas via tratamento de
sementes de soja a abelhas adultas expostas a particulas de solo obtidas logo ap6s semeadura.
As abelhas adultas foram coletadas em uma colmeia sadia, levadas ao laboratorio e agrupadas
em 10 abelhas/gaiola. Foram semeadas sementes de soja tratadas com Thiamethoxam,
Clothianidin, Imidacloprid, Fipronil ¢ Testemunha; logo apés foi coletado 10g de solo por
repeticdo para exposi¢do das abelhas e avaliagdo da mortalidade. Para andlise dos dados,
modelos lineares generalizados foram testados e o modelo do tipo beta binomial foi o que
melhor se ajustou. Os tratamentos foram contrastados dentro de cada intervalo de tempo pela
sobreposi¢do dos intervalos de credibilidade (IC 95%) através da Inferéncia Bayesiana. A
principio, a probabilidade de mortalidade para todos os tratamentos foi semelhante, e
gradativamente aumentou uniformemente ao longo do tempo em todos os tratamentos,
inclusive na testemunha. Conforme contraste das médias do modelo os tratamentos ndo
diferiram entre si ao longo do tempo de exposi¢do, logo, podemos considerar que a mortalidade
observada nesse estudo foi igual para todos os tratamentos, demonstrando que ndo houveram
influéncias do solo no qual foram semeadas sementes tratadas de soja sobre a mortalidade das
abelhas.

PALAVRAS-CHAVE: Neonicotinoides, fipronil, mortalidade.
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INTRODUCAO

A espécie Apis mellifera ¢ excelente produtora de mel e desempenha um papel
importantissimo no ecossistema, ao realizar a polinizacdo, da qual muitas plantas sdo
dependentes para garantir sua reproducdo, enquanto outras se beneficiam para incrementar sua
producdo de frutos e sementes (Free, 1980). Devido seu habito generalista as abelhas visitam
varias espécies de plantas para coletar recursos florais que irdo atender a sua necessidade
nutricional e a manuten¢ao da colonia (Free, 1980; Malerbo-Souza e Silva, 2011).

Assim, elas estdo presentes em plantas nativas e também em sistemas de cultivos
comerciais de interesse econdmico (Imperatriz-Fonseca ¢ Nunes-silva, 2010) que sio
produzidas em larga escala e, por isso, necessitam do manejo de pragas que quase sempre ¢é
feito com aplicagdes de produtos fitossanitarios, incluindo os inseticidas sintéticos para
controlar as populacdes de insetos que causam danos econdmicos nas culturas agricolas (Gullan
e Crasnston, 2017).

No caso da diminuigdo de polinizadores, alguns produtos quimicos sdo suspeitos de
serem um dos causadores do fenomeno Desordem do Colapso das Colonias (DCC), que consiste
no desaparecimento subito de um grande nimero de campeiras das colonias aparentemente
sadias e o enfraquecimento da coldnia, pois com o sumi¢o das campeiras, as operarias mais
jovens sdo obrigadas a sair para forragear e com isso deixam de desempenhar suas atividades
dentro da coldnia, for¢ando a rainha a produzir mais larvas para suprir essa falta de individuos
o que leva a um esgotamento da rainha dada a elevada atividade de postura e com isso a colonia
vai ficando cada vez com menos operarias, levando assim a morte da colénia (vanEngelsdorp
et al., 2009).

A causa do DCC ainda permanece em discussdo em foruns de protecdo das abelhas,

porém, um conjunto de fatores sdo constantemente citados, tais como a exposi¢do aos
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inseticidas neonicotinoides e fipronil, estresse causados por patdbgenos como acaros e virus,
mudangas genéticas, redugdo da vegetagdo nativa, manejo inadequado e ma nutricdo das
coldnias ou a combinacdo destes fatores, no entanto, ainda ndo se chegou a uma conclusio
definitiva (Blacquiére et al., 2012).

Um dos métodos de prote¢do de plantas corriqueiramente utilizado na fase inicial do
ciclo das culturas, ¢ o tratamento de sementes, que consiste no revestimento da semente com o
produto fitossanitario (Simon-Delso et al., 2015). Para a protecdo da soja contra pragas iniciais,
sdo amplamente empregados os inseticidas a base de neonicotinoides e fipronil (Andrei, 2013).

Ao usar esse método de controle, grande parte do inseticida pode ndo ser absorvido pela
plantula e permanecer no solo por longos periodos, como visto com 0s neonicotinoides
(Samnani et al., 2013), ou ainda esses produtos poderiam se desprender das sementes, no
momento da semeadura, ¢ por meio do vento ser depositado nas flores e nas abelhas operarias
que estariam forrageando ou, até mesmo permanecer em suspensdo no ar junto com as
particulas de poeira que sdo expelidas no momento da semeadura e, dessa forma, se deslocar
para outras culturas circunvizinhas ou plantas nativas proximas, representando um risco de
contaminagao (Krupke et al., 2012).

Existem indicios de que esses inseticidas sdo um dos causadores do fendmeno que
acomete a espécie 4. mellifera, o DCC ocasionando perdas de abelhas campeiras, assim,
obrigam abelhas mais novas a desempenhar o papel de campeiras e sair para forragear antes de
atingir a idade ideal, além de afetar o crescimento, desenvolvimento e reproducao da colénia
(Desneux et al., 2007; Blacquiére et al., 2012). Os casos mais graves da DCC sdo comumente
relatados nos paises do Hemisfério Norte. No entanto, no Brasil esse fendmeno ainda ndo foi
confirmado apesar de varias perdas de colonias ja terem sido observadas no pais, estas sdo

atribuidas ao uso inadequado dos produtos fitossanitarios ou incidentes, diminui¢ao do habitats
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natural e mudancas climaticas, no entanto, o declinio de polinizadores vem se tornando cada
vez mais preocupante ¢ medidas de conservagao desses, devem ser tomadas (Pires et al., 2016).

Como se trata de um sério problema e devido a importancia dos polinizadores para o
ecossistema sao necessarios estudos que visem avaliar o impacto desses produtos fitossanitarios
sobre as abelhas, seu comportamento e mortalidade em coldnias. Assim o objetivo deste estudo
foi investigar a toxicidade dos inseticidas neonicotinoides e o fipronil via tratamento de
sementes de soja em abelhas adultas de 4. mellifera expostas a particulas de solo obtidas logo

apos semeadura.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido em casa de vegetagdo e laboratério de
Entomologia Aplicada situados na Universidade Federal da Grande Dourados. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com cinco tratamentos (inseticidas e
testemunha) e 12 repetigdes cada, sendo 10 individuos por repeticdo, totalizando 120 abelhas
por tratamento. Os inseticidas sintéticos utilizados seguiram as dosagens de bula/registro
recomendadas para a cultura da soja (Tabela 1) (Andrei, 2013).

Foram coletadas operarias campeiras com mais de 21 dias de idade diretamente no
alvado da colmeia com o pote coletor, transportadas para o laboratorio e transferidas para as
gaiolas de exposi¢c@o (Patente n°: BR 10 2018 010112 9) (Souza et al., 2018), com essa idade
pos-emergéncia elas desempenham o papel de coletoras (Free, 1980), e estdo frequentemente
em contato direto com plantas estando sujeitas a receberem algum tipo de aplicacdo de produtos
fitossanitarios ou de se contaminar com seus residuos. Assim apds a coleta das abelhas elas
foram armazenadas em grupos de 10/gaiola e foram oferecidos pasta candi e dgua durante

execugdo do experimento.
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Tabela 1. Lista de produtos fitossanitarios utilizados no tratamento de sementes bem como suas

respectivas dosagens, classe inseticida e classificacdo toxicoldgica.

Tratamento Nome Dosagem Classe Classe toxicologica
(L. a.) comercial
Thiamethoxam Cruiser® 105gi.a./100kg  Neonicotinoide  III - Medianamente
350Fs sementes toxico

Clothianidin Poncho® 60gi.a./100kg  Neonicotinoide  III - Medianamente
600Fs sementes toxico

Imidacloprid Provado® 120g i.a./100kg  Neonicotinoide  III - Medianamente

200Sc sementes toxico
Fipronil Regent® 50gi.a./100kg Pirazol II — Altamente toxico
80Wg sementes

Testemunha - - - -

i.a. ingrediente ativo. Fonte: Andrei, 2013. Obs.: As sementes receberam tratamento industrial
em “zero dust”.

Ap0s as coletas das abelhas, foram semeadas cinco sementes de soja BMX Potencia
RR a uma profundidade de 4cm de cada tratamento em vasos de 10L preparados na propor¢ado
de 1:1:1 (solo, areia, substrato) conforme recomendagdes agrondmicas para a cultura.
Imediatamente apos semeadura foi retirado uma amostra de 10g de solo (Latossolo Vermelho
Distroferrico) de cada vaso/repeti¢do, exatamente no local da semeadura de cada semente para
garantir que os possiveis residuos contidos no solo fossem coletados. Assim, logo ap6s a coleta
do solo, ele foi colocado na gaiola com as abelhas para a avaliacdo da taxa de mortalidade que
consistiu na contagem de abelhas mortas partir de 1 hora de exposi¢do ao solo, ¢ posteriormente,

o intervalo foi aumentando gradativamente até completar 32h de avaliagdes (1h, 2h, 4h, 8h,
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16h, 24h, 32h) em condi¢des de laboratdrio (temperatura de 25°C+1 e umidade 70%=+10).
Durante as avaliagdes foram consideradas mortas as abelhas que permaneceram totalmente

imoéveis apos estimulo (Souza et al., 2018).

Analise dos dados

Para os dados de mortalidade de A. mellifera, modelos lineares generalizados foram
testados com distribuic@o binomial, beta binomial e quasibinomial com as fun¢des de ligacdo
Probit, Cauchit e Complemento Log Log. Todavia, o modelo com distribui¢do do tipo beta
binomial foi o que melhor se ajustou aos dados de mortalidade; inseticidas e tempo de exposi¢ao
foram considerados como fatores na analise de deviance. A verificagdo da qualidade do ajuste
foi realizada pelo grafico meio-normal de probabilidades com envelope de simulagao (Demétrio
et al., 2014), utilizando o pacote “hnp” do R Core Team (2017). Modelos encaixados foram
construidos e comparados com o pacote “Imtest” do R Core Team (2017), a escolha do melhor
modelo foi dada utilizando como critérios os valores de AIC e teste de razdo de
verossimilhanga.

Os tratamentos foram contrastados dentro de cada intervalo de tempo pela sobreposi¢ado
dos intervalos de credibilidade (IC 95%). Os respectivos intervalos de credibilidade foram
obtidos com a utilizagdo de inferéncia bayesiana, nas analises foram utilizadas 30 mil interagdes
com o método de Monte Carlo e Cadeias de Markov MCMC com trés cadeias para cada
parametro e com burn-in de 5 mil amostras foram verificadas as convergéncias das cadeias por
meio de analise grafica (ndo expostas nesse trabalho). Para estimag@o dos parametros utilizou-

se 0 R Core Team (2017) com auxilio do pacote INLA.
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RESULTADOS

A probabilidade de mortalidade para todos os tratamentos foi semelhante e

gradativamente ela foi aumentando uniformemente ao longo do tempo em todos os tratamentos,

inclusive na testemunha. Aparentemente as curvas de regressdo partiam de um mesmo

intercepto, na comparagdo do modelo de retas com intercepto coincidentes (y = hordrio), com

o modelo saturado (y = hordrio versus inseticidas) observou-se que nao houve diferenca, por

outro lado, o modelo saturado incorporou mais informagdes do ponto de vista pratico (Figura

).
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Figura 1. Probabilidade de mortalidade de operarias de Apis mellifera ao longo do tempo apds

exposicao a solo oriundo da semeadura de soja com sementes tratadas.

A probabilidade de mortalidade foi mais intensa a partir de 20h ap6s a exposicdo inicial,

porém para o tratamento com Fipronil a probabilidade absoluta de mortalidade estimada ¢ de
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0,3 (30%) até o final das avaliagcdes. Enquanto que os valores preditos para Imidacloprid,
Clothianidin e a testemunha se mantiveram abaixo de 0,40 (40%); a tendéncia para o maior
risco de mortalidade ¢ estimado para o tratamento com Thiamethoxam, chegando a 0,50 (50 %)
ao final das avaliacdes.

Também ¢ possivel observar que entre 15 a 20 horas apds exposi¢cdo inicial nos
tratamentos com Thiamethoxam, Fipronil e Clothianidin ha uma sobreposi¢do das curvas de
mortalidade, indicando um efeito semelhante desses inseticidas no padrdo de mortalidade das
abelhas, sendo que apds as 20h elas se distanciam, porém, o menor risco de mortalidade ¢é
encontrado quando na adogdo do Fipronil ao final das avaliagdes. Assim as aparentes diferengas
sdo explicadas pelo acaso.

Conforme as médias do modelo beta-binomial, os tratamentos ndo diferiram entre si ao
longo do tempo de exposi¢do para todos os tratamentos, inclusive a testemunha. Assim foi
possivel verificar uma mortalidade natural ao longo do tempo, ainda que 24h ap6s a exposicao
inicial a média do tratamento com Thiamethoxam diferiu casualmente de todos os outros
tratamentos, registrando uma mortalidade maior apenas nesse horario de avalia¢do (Tabela 2).

O tratamento com Thiamethoxam foi o que mais variou, nas duas primeiras horas de
avaliagdo nao houve intervalos de credibilidade (IC) em razdo da falta de variabilidade das
médias. Apos 4h de exposicdo inicial, foi registrado o menor IC, sendo as médias iguais para
as 8h e 16h. Para as 24h e 32h apds exposicdo inicial também foram iguais estatisticamente,
porém diferindo de 8h e 16h (Tabela 2).

Para o tratamento com Clothianidin e Fipronil a tnica diferenca encontrada foi as 32h
apos a exposi¢do inicial, que diferiu de todos os outros horarios. Ja para o Imidacloprid as
médias do IC ndo foram gerados nos dois primeiros horarios, e a tinica diferenga entre os outros
horarios foi observado as 32h. Ja para o tratamento testemunha, sem inseticida, nos primeiros

horarios de avaliag@o (1h, 2h, 4h, 8h, 16h e 24h apds exposi¢do inicial) as médias do IC foram
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semelhantes estatisticamente; porém, as 16h e 24h também foram iguais as 32h que diferiu
apenas das primeiras horas de avaliagdo (1h, 2h, 4h, 8h) (Tabela 2).

A partir desses resultados podemos observar que em todos os tratamentos existe uma
diferenga nas médias do IC ap6s 32h em solo oriundo da semeadura de sementes tratadas de
soja, entre as médias do IC das médias das 24h apds a exposi¢ao inicial, demostrando que ha
uma sobreposi¢cao dos IC entre todos tratamentos, mas ndo entre os horarios de exposicdo de

cada tratamento.
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1 Tabela 2. Médias da mortalidade de Apis mellifera ao longo do tempo de exposicdo ao solo oriundo do contato com sementes de soja tratadas

2  com inseticidas.

Tempo (horas)
Tratamento
1 2 4 8 16 24 32

Thiamethoxam 0,00 ** 0,00 ** 1,56 Ca 11,08 Ba 17,39 Ba 24,01 Aba 46,63 Aa
Clothianidin 1,73 Ba 1,73 Ba 3,41 Ba 10,62 Ba 13,53 Ba 15,18 Ba 47,93 Aa
Imidacloprid 0,00 ** 0,00 ** 3,10 Ba 7,61 Ba 10,62 Ba 11,44 Ba 44,90 Aa
Fipronil 6,01 Ba 6,25 Ba 6,25 Ba 9,61 Ba 10,51 Ba 12,95 Ba 40,00 Aa
Testemunha 3,29 Ba 3,29 Ba 3,29 Ba 14,82 Ba 17,68 ABa 19,76 ABa 39,09 Aa

3 Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas (dentro das linhas) e mintsculas (dentro das colunas) ndo diferenciam entre si devido a
4 sobreposicao dos intervalos de credibilidade (IC 95%).
5  Meédias e IC 95% foram gerados pelo modelo beta-binomial com inferéncia bayesiana.

6  **intervalos de credibilidade ndo gerados devido a falta de variabilidade.
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DISCUSSAO

De acordo com os nossos resultados em funcdo da metodologia empregada, podemos
observar que a exposi¢do de abelhas adultas de A. mellifera ao solo oriundo do local da
semeadura de sementes de soja tratadas com neonicotinoides e o Fipronil ndo ofereceram risco,
uma vez que ndo influenciou na taxa de mortalidade, mesmo depois de um periodo de 32h apods
exposicdo. Como se sabe, o grupo dos neonicotinoides pertence a classe de inseticida mais
utilizada no mundo nas ultimas décadas devido ao seu modo de acdo neurotoxica e sua
versatilidade no modo de aplicagcdo, como no tratamento de sementes ou pulverizagdes, além
da sua alta eficacia no controle de pragas fez com que fosse amplamente empregados na
agricultura (Jeschke et al., 2011).

No entanto, devido ao seu modo de agdo, ele apresenta elevada toxicidade aos
polinizadores, inclusive a espécie A. mellifera, causando sérios danos quando usado
incorretamente (Blacquiére et al,, 2012). Danos como efeitos negativos prejudicando o
desempenho de aprendizagem olfativa de 4. mellifera, quando exposta por um periodo
prolongado ao Imidacloprid em doses realista de campo e também a memoria de curto prazo
(Williamson e Wright, 2013). Imidacloprid e Clothianidin também afetam a navegacdo das
abelhas e sua capacidade de se orientar em campo, quando estas sdo expostas a solucdes de
sacarose contendo doses ndo letais desses neonicotinoides (Fischer et al., 2014). A exposi¢@o
aguda ou cronica do inseticida Thiamethoxam, ¢ capaz de alterar a capacidade de forragear das
abelhas meliferas em campo, causando uma hiperexcitagdo ou hipoexcitacdo, demonstrando a
toxicidade em doses subletais deste inseticida para as abelhas (Tosi et al., 2017).

Ja o inseticida Fipronil, em doses subletais, ¢ capaz de causar a diminui¢do da
concentracao de espermatozoides e a viabilidade espermatica dos zangdes prejudicando assim

sua fertilidade, o que pode prejudicar o potencial reprodutivo da rainha, quando fertilizada com
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espermatozoides de zangdes que foram expostos ao Fipronil, agindo assim diretamente na
aptiddo da coldnia (Kairo et al., 2016). Ou seja, de alguma forma eles interferem na fisiologia
e comportamento das abelhas podendo levar a extingdo de uma colonia.

Samson-Robert et al. (2017) relataram no periodo de semeadura mortalidade de abelhas
meliferas em colonias proximas a areas de cultivo de milho, semeadas com sementes tratadas
com neonicotinoides, ¢ identificaram residuos de produtos fitossanitarios em abelhas mortas
coletadas em frente as colonias. Apesar dos residuos de Clothianidin ¢ Thiamethoxam estarem
abaixo da dose que causa mortalidade nas abelhas, as colonias estudadas demonstraram taxas
de mortalidade maiores no periodo de semeadura do milho tratado.

Devido a elevada toxicidade dos produtos fitossanitarios utilizados em tratamento de
sementes, a exposicao a poeira levantada durante o plantio de sementes tratadas representa uma
rota de exposicdo aos inseticidas para as abelhas se seus residuos forem capazes de atingi-las
(Krupke et al., 2012; Krupke et al., 2017). Em nosso estudo foi possivel observar que mesmo
os inseticidas a base de Thiamethoxam, Imidacloprid, Clothianidin, e Fipronil possuirem
elevada toxicidade, eles ndo causaram a mortalidade de abelhas meliferas quando expostas ao
solo onde sementes de soja tratadas foram semeadas. Isto corrobora os resultados observados
por Souza et al., (2018) que avaliaram em laboratério a taxa de mortalidade de A. mellifera,
expostas ao solo onde sementes de algoddo tratadas com os mesmos inseticidas, os quais
observaram que a mortalidade destas abelhas ndo foi influenciada pela exposi¢@o ao solo.

No entanto Tapparo et al., (2012), reproduzindo as condi¢des de campo na semeadura
do milho e avaliando as particulas expelidas para o ambiente e a contaminacdo de abelhas que
se aproximavam do material em suspensao proximo a maquina de plantio, verificaram elevadas
taxas de residuos dos inseticidas expelidos pela maquina e também nas abelhas mortas que
encontraram proximos aos locais da semeadura. Os autores concluiram que este era um fator

de risco para contaminagdo de abelhas proximas aos locais de plantio em discordancia dos
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nossos achados. Porém, o modo de tratamento de sementes empregado ¢ diferente daquele que
utilizamos em nosso trabalho, que foi em formulacdo “zero dust” enquanto eles utilizaram po
inerte, talvez esse possa ser um fator chave para encontrar uma maneira de amenizar o risco de
intoxica¢do das abelhas a campo.

A adocdo de medidas que possam minimizar a exposi¢ao das abelhas aos residuos dos
inseticidas como o tratamento de sementes em “zero dust” pode ser uma saida eficaz para evitar
a contaminacdo de A. mellifera quando estiverem forrageando em culturas agricolas como a
soja, ja que nossos resultados de exposi¢do sobre solo contaminado ndo demonstrou efeitos
negativos em curto prazo, talvez estudos a longo prazo dessa exposi¢cdo devam ser conduzidos
para avaliar a eficacia em minimizar os risco de intoxicagdo quando empregada a técnica de
tratamento de sementes. Assim, podemos concluir que a mortalidade observada nesse estudo
foi igual para todos os tratamentos, portanto, ndo ha influéncia sobre a mortalidade das abelhas

A. mellifera.
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CAPITULO 1V

Toxicidade de graos de polen de soja (Glycine max) que recebeu tratamento de sementes

com inseticidas a Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae)

(De acordo com as normas do periddico “Bulletin of Entomological Research”, com

adaptacdes para as normas de “Redagdo de Tese” da Universidade Federal da Grande

Dourados)
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Toxicidade de graos de polen de soja (Glycine max) que recebeu tratamento de sementes

com inseticidas a Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae)

RESUMO

Ja é conhecido que residuos de produtos fitossanitarios utilizados na prote¢@o de plantas contra
os ataques de insetos herbivoros estdo sendo encontrados nos recursos florais como o polen,
mas os riscos potenciais da exposicdo dos polinizadores ainda ndo estdo claros. Assim, tornam-
se necessarios estudos para avaliar o risco dessa exposi¢cdo/intoxicagdo para as abelhas, ja que
necessitam destes recursos para a manuten¢do da coldnia. Este estudo foi desenvolvido em
delineamento inteiramente ao acaso com cinco tratamentos e 12 repeti¢des, com 10 abelhas
cada. Os tratamentos foram: Thiamethoxam, Clothianidin, Imidacloprid, Fipronil e
Testemunha. O poélen foi coletado durante toda floracdo de 2 plantas de soja por repeticao e
incorporado a 8g de pasta candi (dgua destilada + acticar) e oferecido para as abelhas, e logo
apos foi avaliada a mortalidade ao longo do tempo (1h, 2h, 4h, 8h, 16h, 24h e 32h apods
exposicao inicial). Para analise dos dados modelos lineares generalizados foram testados e o
modelo do tipo beta binomial foi o que melhor se ajustou. Os tratamentos foram contrastados
dentro de cada intervalo de tempo pela sobreposi¢ao dos intervalos de credibilidade através da
Inferéncia Bayesiana. A probabilidade de mortalidade das abelhas foi pequena nas primeiras
horas de avaliagdo, aumentando gradativamente ao longo do tempo, em todos os tratamentos;
e na comparagdo das médias do modelo beta-binomial foi possivel observar que ndo ha
diferengas estatisticas entre os tratamentos, indicando uma mortalidade padrdo inclusive na

testemunha.

Palavras-chaves: Mortalidade, neonicotinoide, fipronil.
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INTRODUCAO

As operarias de Apis mellifera forrageiam intensamente devido a elevada necessidade
nutricional da colonia em decorréncia do grande nimero de individuos, com isso coletam o
pélen e néctar necessarios para a alimentagdo de adultos e imaturos (Free, 1980). Apesar da
soja ser uma planta autdgama e ndo necessitar de um agente polinizador para realizar a
fecundacdo das suas flores, ela se beneficia quando ¢ visitada por um polinizador, e nestas
abelhas A. mellifera sdo excelentes polinizadores. Elas s3o frequentemente encontradas
forrageando esta cultura em busca dos recursos florais disponiveis na planta e como
consequéncia a cultura ¢ beneficiada com um aumento na produtividade (Blettler et al., 2018).

Durante o forrageio de recursos florais elas podem ficar expostas a diferentes produtos
fitossanitarios que sdo empregados na protecao de plantas, como os neonicotinoides e Fipronil,
produtos sistémicos e circulam por todas as partes das plantas que recebem estes produtos na
forma de tratamento de sementes antes da semeadura, ou por absor¢ao da planta dos residuos
contidos no solo (Bonmatin et al., 2015). Estes sdo necessarios para a prote¢ao das plantas
contra os danos ao cultivo, porém, os polinizadores também podem ser expostos aos residuos
destes produtos quando forrageiam em culturas que recebem este tratamento (Simon-Delso et
al., 2015), como por exemplo a cultura da soja.

O tratamento de sementes vem sendo apontado como uma rota de exposi¢do das abelhas
meliferas no campo e os inseticidas neonicotinoides e seus metabdlitos em diferentes
concentragdes, estdo presentes no polen do milho e algoddo, no néctar do algodao, nas flores
de soja, nas abelhas que forrageiam nestas culturas, no pélen de operarias campeiras retornando
as colmeias, no solo e até em flores silvestres adjacentes aos campos em que ocorreu a
semeadura com sementes tratadas, porém, os niveis encontrados estdo abaixo dos niveis

preocupantes que causam mortalidade em abelhas (Stewart et al., 2014).
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Devido a esse risco de intoxicacdo no campo em que as abelhas estdo expostas ao
forragear cultivos agricolas, e ao declinio dos polinizadores em funcdo da Desordem do Colapso
das Coldnias (DCC), a preocupagdo com a saude dos polinizadores vem aumentando. Porém,
as causas desse fendmeno ainda ndo estdo esclarecidas e muitos agentes estdo sendo apontados
como causadores do declinio de polinizadores (vanEngelsdorp et al., 2009; Blacquiére et al.,
2012), tanto que em 2018 a Unido Europeia proibiu o uso dos produtos a base de
Thiamethoxam, Clothianidin, Imidacloprid de serem utilizados em campos abertos sendo o seu
uso permitido somente em estufas (Commission Implementing Regulation, 2018a, b, c).

A presenga de residuos de produtos fitossanitarios em cargas de pdlen coletadas por
abelhas que forrageiam areas de cultivos de plantas de interesse agricolas oferece um risco de
intoxicacdo para abelhas em campo, ainda mais quando uma grande variedade de residuos e
seus metabolitos sdo encontrados em massas de polen manuseadas pelas abelhas. Comprovando
a presenca destes produtos dentro das colonias e quando ingeridos por elas, oferecem risco de
mortalidade mesmo em dose subletais (Bohme et al., 2018). E devido ao risco oferecido as
abelhas A. mellifera e sua importancia para o ecossistema, nosso estudo teve como objetivo
avaliar a toxicidade de graos de pdlen de flores de soja que recebeu tratamento das sementes

com neonicotinoides e fipronil para abelhas 4. mellifera expostas em dieta.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido em casa de vegetagdo e no Laboratorio de
Entomologia Aplicada situados na Universidade Federal da Grande Dourados. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com cinco tratamentos (quatro
inseticidas e uma testemunha) e 12 repeti¢coes, sendo que cada uma delas foram testados 10

individuos, totalizando 120 abelhas por tratamento. Os inseticidas sintéticos utilizados
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seguiram as dosagens de bula/registro recomendadas para a cultura da soja (Tabela 1) (Andrei,
2013).

Foram semeadas cinco sementes de soja BMX Potencia RR tratadas e a testemunha sem
inseticida, em vasos de 10L preparados na proporgdo de 1:1:1 (solo, areia, substrato) conforme
recomendagdes agrondmicas para cultura. Apds a emergéncia das plantas foi realizado o
desbaste ¢ permaneceram apenas duas plantas em cada vaso. Essas plantas foram cultivadas em
casa de vegetacdo, e com o inicio do florescimento, cada flor foi coletada e dela retirados os
graos de polen, diariamente, ao longo de todo o periodo de florescimento da cultura. O pélen
foi armazenado em refrigeracdo (-18C°) e agregado em pasta candi (15ml/ 4gua destilada para
cada 170g de acucar de confeiteiro). Cada repeticao consistiu de pdlen oriundo de duas plantas
combinado com 8g de pasta candi.

Foram coletadas operarias campeiras com mais de 21 dias de idade diretamente no
alvado da colmeia com o pote coletor, em seguida, transportadas para o laboratério e
transferidas para as gaiolas de exposicdo (Patente n°: BR 10 2018 010112 9) (Souza et al.,
2018), com essa idade pos-emergéncia, elas desempenham o papel de coletoras (Free, 1980) e
estdo frequentemente em contado direto com plantas, estando sujeitas a receberem algum tipo
de aplicacdo de produtos fitossanitarios ou de se contaminar com seus residuos. Assim, apos a
coleta das campeiras elas foram colocadas em gaiolas em grupos de 10 individuos e foram
oferecidos os graos de pdlen agregados na pasta candi para avaliacdo da taxa de mortalidade,
que consistiu na contagem de abelhas mortas a partir de 1 hora de exposi¢do ao alimento, e
posteriormente, o intervalo foi aumentando gradativamente até completar 32h de avaliagdes
(1h, 2h, 4h, 8h, 16h, 24, 32h) em condig¢des de laboratério (Temperatura 25°C+1; Umidade
70%=x10). Durante as avaliagdes foram consideradas mortas as abelhas que permaneceram

totalmente imodveis apos estimulo (Souza et al., 2018).
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1  Tabela 1. Lista de produtos fitossanitarios utilizados no tratamento de sementes, bem como

2 suas respectivas dosagens, classe inseticida e classificac@o toxicologica.

Tratamento Nome Dosagem Classe Classe
(L. a.) comercial toxicologica
Thiamethoxam Cruiser® 105gi.a./100kg Neonicotinoide III-Medianamente
350Fs sementes toxico
Clothianidin Poncho® 60g i.a./100kg Neonicotinoide III-Medianamente
600Fs sementes toxico
Imidacloprid Provado® 120g i.a./100kg Neonicotinoide III-Medianamente
200Sc sementes toxico
Fipronil Regent® 50gi.a./100kg Pirazol II-Altamente
80Wg sementes toxico
Testemunha - - - -

3 i.a.ingrediente ativo. Fonte: Andrei, 2013. Obs.: As sementes receberam tratamento industrial

4  em “zero dust”.

6  Analise dos dados

8 Para os dados de mortalidade de A. mellifera, modelos lineares generalizados foram

9 testados com distribuicdo binomial, beta binomial e quasibinomial com as fung¢des de ligagdo

10  Probit, Cauchit e Complemento Log Log. Todavia o modelo com distribui¢do do tipo beta

11 binomial foi o que melhor se ajustou aos dados de mortalidade; inseticidas e tempo de exposicao

12 foram considerados como fatores na analise de deviance. A verificagcdo da qualidade do ajuste

13 foirealizada pelo grafico meio-normal de probabilidades com envelope de simulag@o (Demétrio
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et al., 2014), utilizando o pacote “hnp” do R Core Team (2017). Modelos encaixados foram
construidos e comparados com o pacote “Imtest” do R Core Team (2017), a escolha do melhor
modelo foi dada utilizando como critérios os valores de AIC e teste de razdo de
verossimilhanga.

Os tratamentos foram contrastados dentro de cada intervalo de tempo por diferenga dos
intervalos de credibilidade (IC 95%). Os respectivos intervalos de credibilidade (ICR) foram
obtidos com a utilizagdo de inferéncia bayesiana. Nas andlises foram utilizadas 30 mil
interagdes com o método de Monte Carlo e Cadeias de Markov MCMC com trés cadeias para
cada parametro e com burn-in de 5 mil amostras. Foram verificadas as convergéncias das
cadeias por meio de analise grafica (ndo expostas nesse trabalho), e para a estimagdo dos

parametros utilizou-se o R Core Team (2017) com auxilio do pacote INLA.

RESULTADOS

A probabilidade de mortalidade de A. mellifera foi similar em todos os tratamentos
inclusive para a testemunha, aumentando gradativamente ao longo do tempo. As 24h apés a
exposi¢ao ao alimento, a probabilidade de mortalidade tem um aumento repentino em todos os
tratamentos, ¢ esse aumento persiste até final das avaliagdes igualmente para todos os
tratamentos, assim ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos, pois a probabilidade
de mortalidade foi semelhante para todos os tratamentos avaliados (Figura 1).

As 8h os tratamentos com Imidacloprid e a testemunha ndo diferiram, persistindo até
16h e ao final das avaliagdes, o tratamento com Imidacloprid apresentou probabilidade de
mortalidade estimada acima de 0,3 (30%), a testemunha teve uma probabilidade estimada em
0,2 (20%). Enquanto o Fipronil se manteve em 0,0 (0%) até as 16h. Clothianidin se manteve

acima de todos os tratamentos até as 24h, momento em que todos tiveram uma elevacdo na
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probabilidade de mortalidade. A partir desse horario, os tratamentos com Thiamethoxam e
Clothianidin tiveram probabilidade de mortalidade estimada mais elevada, além de 0,3 (30%)

ao final das avaliagoes (Figura 1).
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Figura 1. Probabilidade de mortalidade ao longo do tempo de exposi¢do de Apis mellifera a
alimentagdo com pasta candi mais pdlen de soja, que recebeu tratamento de sementes com
inseticidas.

De acordo com as médias de mortalidade de operarias de A. mellifera, expostas a
alimentacdo com polen de soja contaminado foi possivel observar que ndo houve diferenca
significativa entre todos os tratamentos inclusive para a testemunha, ocorrendo uma taxa de
mortalidade semelhante ao longo do tempo de avaliagdo. Apesar de que as 32h apoés a oferta
do alimento, ocorreu uma diferenga significativa em relagdo a 24h em todos os tratamentos,

entretanto nao houve diferenga entre eles (Tabela 2).
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Para os tratamentos Thiamethoxam, Imidacloprid e a Testemunha as 4 primeiras
avaliagoes (1h, 2h, 4h e 8h) ndo apresentou variabilidade ndo permitindo, portanto, a estimativa
das médias e dos ICRs, somente a partir das 16h, médias essas que ndo diferiram das 24h, foram
diferentes estatisticamente das 32h apods a exposi¢do inicial ao alimento. Enquanto para o
tratamento com Fipronil, apenas as médias das 24h e das 32h foram geradas e diferiram entre
si. No tratamento com Clothianidin foi possivel estimar os ICRs para todos os horarios de
avaliacdo, sendo estas significativamente iguais apenas nos primeiros horarios de avaliagdo (1h,
2h, 4h, 8h, 16h e 24h) e diferindo das 32h (Tabela 2).

A partir dos resultados obtidos neste estudo podemos observar que em todos os
tratamentos existe diferenca significativa as 32h apo6s alimentag@o inicial com pélen de soja que
recebeu tratamento de sementes com inseticidas incorporado a pasta candi, em relagdo aos
demais periodos de avaliagdo, mas nao havendo diferenca em relacdo aos produtos dentre os
intervalos, sugerindo uma mortalidade igual para todos os tratamentos indicando que a ela ndo
foi motivada pelo tratamento das sementes utilizadas neste estudo, e sim pelo tempo decorrido

do engaiolamento das abelhas no laboratorio, inclusive no tratamento testemunha.
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1 Tabela 2. Médias de mortalidade para Apis mellifera ao longo do tempo de alimentagdo com pasta candi mais polen de soja que recebeu tratamento

2  de sementes com inseticidas.

Tempo (horas)
Tratamento
1 2 4 8 16 24 32

Thiamethoxam 0,00 ** 0,00 ** 0,00%* 0,00** 1,66 Ba 3,33 Ba 35,00 Aa
Clothianidin 0,83 B 0,83 B 0,75 B 0,75B 0,83 Ba 3,33 Ba 30,09 Aa
Imidacloprid 0,00 ** 0,00 ** 0,00 ** 0,00 ** 2,50 Ba 2,50 Ba 33,33 Aa
Fipronil 0,00 ** 0,00 ** 0,00 ** 0,00 ** 0,00 ** 3,33 Ba 27,50 Aa
Testemunha 0,00 ** 0,00 ** 0,00 ** 0,00 ** 2,50 Ba 1,66 Ba 24,16 Aa

3 Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas (dentro das linhas) e minusculas (dentro das colunas) ndo diferenciam entre si devido a
4 sobreposicao dos intervalos de credibilidade (IC 95%).
5  Meédias e IC 95% foram gerados pelo modelo beta-binomial com inferéncia bayesiana.

6  **intervalos de credibilidade ndo gerados devido a falta de variabilidade.
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DISCUSSAO

Apesar de ja ter sido relatada a presenga de residuos de produtos fitossanitarios em
cargas de polen coletadas por abelhas 4. mellifera (Bohme et al., 2018), nossos resultados
demonstraram que a mortalidade ap6s 32h de exposi¢@o de abelhas adultas 4. mellifera nao foi
influenciada pela alimentacdo com dieta contendo grios de poélen de plantas de soja, que
receberam tratamento de sementes com os inseticidas Fipronil, Thiamethoxam, Clothianidin e
Imidacloprid.

No entanto, o inseticida Thiamethoxam ¢é sabidamente toxico para as abelhas meliferas
quando empregado por meio de pulverizagdo, causando mortalidade e prejudicando a sua
capacidade de forragear em plantas (Giri et al., 2018). Este produto também pode causar déficit
de locomogdo em abelhas meliferas, em doses subletais (abaixo da qual geralmente é
empregada em campo). Ja o Fipronil, também em dose subletal, pode ndo apresentar prejuizos
na locomogao de abelhas, porém, este apresenta um aumento na mortalidade das mesmas apos
72h de exposi¢do, enquanto o tratamento testemunha se manteve estavel até 120h apos a
exposic¢ao inicial (Charreton et al., 2015).

Os inseticidas como os neonicotinoides Clothianidin, Imidacloprid e Thiamethoxam
podem causar diferentes efeitos nas abelhas em doses baixas como: hiperatividade, tremores,
extensdo da proboscide descontrolada, lentidio ou auséncia de movimentos, estes efeitos
podem ndo matar as abelhas de imediato, no entanto, atrapalham o seu o comportamento normal
e assim elas deixam de se alimentar mesmo quando existe uma fonte de alimento disponivel
(Baines et al., 2017).

A presenga de inseticidas Imidacloprid e o Thiamethoxam, ¢ relatada em graos de polen
e no néctar de flores de algoddo que receberam tratamento de sementes. Os autores calcularam

um coeficiente de risco de intoxicagdo com base na ingestdo didria das abelhas operarias e
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larvas e verificaram que a presenga destes produtos nos recursos florais oferece algum risco de
intoxicacao para as abelhas meliferas (Jiang et al., 2018).

No entanto, a curto prazo Souza et al., (2017) testando os neonicotinoides
Thiamethoxam, Imidacloprid, Clothianidin e o Fipronil na forma de tratamento de sementes de
algodao, onde ofereceram os graos de polen do algodoeiro para abelhas adultas de 4. mellifera,
nao observaram efeitos diferenciados na taxa de mortalidade das mesmas apos exposicao
inicial, corroborando com nossos resultados no presente estudo. E provavel que as abelhas
estudadas ndo ingeriram todos os graos de pdlen presentes na dieta, mas quando no campo as
abelhas tem a disposicao uma diversidade de fontes de recursos florais (pdlen e néctar) e a
ingestdo diaria de graos de polen de diferentes origens pode apresentar uma grande variedade
de produtos que podem agir sinergicamente com os produtos fitossanitarios e seus residuos. E
inegavel que os efeitos destes produtos sdo variaveis, e que mesmo em doses subletias podem
afetar o comportamento de forrageio das abelhas, o que pode representar um risco para a
coldnia, ja que ela depende das abelhas campeiras para coletar recursos florais para manutengao
e garantia da sobrevivéncia do grupo.

As abelhas, em campo, também estdo expostas aos efeitos das pulverizagdes de produtos
fitossanitarios que se deposita nos recursos florais, tanto de culturas circunvizinhas de cultivos
agricolas como das proprias plantas cultivadas, assim elas estariam expostas nao so aos residuos
dos tratamentos de sementes como aos residuos da pulverizacdo depositados no polen, cera, e
até mesmo nas proprias abelhas que estdo forrageando nessas culturas no momento das
aplicagdes o que as tornam expostas a uma enorme variedade de produtos fitossanitarios
(Stewart et al., 2014; Calatayud-Vernich et al., 2018).

Outra fonte de polen contaminado sdo as flores de plantas silvestres, que podem servir

como fontes atrativas para alimentacdo das abelhas, porém também podem oferecer uma gama
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de residuos ndo s6 de inseticidas como fungicidas, que acabam sendo coletados pelas operarias
e transportados para a colonia (David et al., 2016).

Deste modo, existe uma variedade de residuos presentes nas coldnias, tanto os
neonicotinoides e Fipronil, como herbicidas e fungicidas, incorporados aos produtos das
abelhas e nos recursos coletados por elas, como o polen, e quando as abelhas se alimentam
deste pdlen contaminado, isto se torna uma rota de exposicdo e intoxicacdo pelos produtos
fitossanitarios (Codling et al., 2016; Drummond et al, 2018).

Por outro lado, como nossos resultados demonstraram, a alimentacdo com dieta
contendo graos de polen de plantas de soja que receberam tratamento de sementes, ndo induziu
a mortalidade imediata de operarias de A. mellifera, dessa forma, no campo, as abelhas ao
coletarem ¢ manusearem esses graos de pdélen contaminados, acabam levando-os para colonia
para servir de alimento para os outros individuos que a compdem, como abelhas mais jovens,
rainha e larvas. Portanto, estudos que avaliem esta ingestdo a longo prazo e efeito sinérgico
destes produtos para a saude das abelhas e da colonia como um todo sdo necessarios para melhor
compreender os riscos dessa intoxica¢do a campo tanto das abelhas meliferas como de abelhas

nativas.
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CAPITULO V

Toxicidade de néctar de flores de soja (G/ycine max) que receberam tratamento de

sementes com inseticidas a Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae)

(De acordo com as normas do periddico “Bulletin of Entomological Research”, com
adaptacdes para as normas de “Redacdo de Tese” da Universidade Federal da Grande

Dourados)
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Toxicidade de néctar de flores de soja (G/ycine max) que receberam tratamento de

sementes com inseticidas a Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae)

RESUMO

Os riscos de intoxicagdo de Apis mellifera com produtos fitossanitarios pode ocorrer de
diferentes maneiras, e como seus residuos podem ser encontrados nos recursos florais das
plantas se faz necessarios trabalhos para avaliar os potenciais de intoxicagdo. Portanto o
objetivo foi avaliara a toxicidade para abelhas adultas a partir de macerados de flores de soja
contendo néctar, oriundas de plantas que receberam tratamentos de sementes. O experimento
foi desenvolvido em delineamento casualizado com seis tratamentos e¢ 12 repeticdes:
Thiamethoxam, Clothianidin, Imidacloprid, Fipronil, Testemunha (sem inseticida) e
Testemunha negativa (pasta candi). Foram selecionadas 150 flores por repeti¢do e retirada as
anteras para exclusdo dos grios de polen e depois maceradas, a essas foram incorporadas a 8g
de pasta candi (ag¢ucar + agua destilada). Apos o preparado da dieta foram agrupadas 10 abelhas
por gaiolas/repeticdo e oferecido o alimento, logo apés iniciou a avaliagdo da mortalidade. Para
analise dos dados, modelos lineares generalizados foram testados ¢ o modelo que melhor se
ajustou foi o beta binomial. Os tratamentos foram contrastados dentro de cada intervalo de
tempo pela sobreposicdo dos intervalos de credibilidade através da Inferéncia Bayesiana. A
probabilidade de mortalidade de A. mellifera foi similar em todos os tratamentos inclusive no
tratamento testemunha e na testemunha negativa, aumentando gradativamente ao longo do
tempo de exposicdo. Conforme comparagdo das médias do modelo beta-binomial os
tratamentos ndo diferiram significativamente entre si ao longo do tempo de exposi¢ao. Assim
a dieta contendo macerados das flores de soja, que receberam tratamento de sementes, ndo
influenciou na mortalidade das abelhas.

Palavras-chaves: Neonicotinoides, Fipronil, DCC.
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INTRODUCAO

Em 2018, a Unido Europeia proibiu o uso de alguns produtos a base de neonicotinoides
em campos abertos, usados na protecao de culturas (Commission Implementing Regulation,
2018a, b, c), enquanto no Brasil os produtos a base de Thiamethoxam, Clothianidin,
Imidacloprid e o Fipronil estdo em processo de reavaliacdo pelo mesmo motivo, porém, seguem
sendo permitido seu uso com algumas restricdes, como por exemplo, a proibicdo de
pulverizacdes na florada de culturas como algodoeiro e soja, em decorréncia das suspeitas de
serem causadores da intoxicacdo de abelhas A. mellifera em campo, e por serem apontados
como causadores do declinio global de polinizadores (Brasil, 2012; Brasil 2014; vanEngelsdorp
et al., 2009; Potts et al., 2010; Pires et a., 2016). Como os modelos agricolas entre estas duas
regides sdo muito diferentes, estudos regionalizados s@o necessarios para o entendimento do
problema.

Até o presente momento, no Brasil ndo se tem a comprovagdo que de o fenomeno que
relata o declinio de polinizadores conhecido como Desordem do Colapso das Coldnias (DCC)
estaria ligado diretamente a utilizacdo desses produtos. Por outro lado, existem relatos de perdas
de coldnias sem a identificagdo de um unico agente causador, o que vem sendo atribuido a
varios fatores como estiagens prolongadas, mudancgas genéticas, estresse de manejo, ataque de
patogenos e a intoxicagdo a campo de abelhas meliferas e polinizadores nativos (Pires et al.,
2016).

Tais suspeitas de intoxicagdo sdo levantadas devido seus residuos e metabolitos terem
sido identificados nos recursos florais como graos de pdlen e néctar de plantas cultivadas e
plantas silvestres (David et al., 2016; Moreno-Gonzalez et al., 2018), em gotas de gutacdo de
plantulas de milho (Tapparo et al., 2011) em produtos das abelhas como o mel (Sanchez-

Hernandez et al., 2016) e at¢ mesmo nas proprias abelhas proximas a plantios com sementes
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tratadas e de massas de polen retirado das colonias e das corbicolas de abelhas coletoras
(Stewart et al., 2014).

Existem evidéncias de residuos contidos no néctar de Canola que receberam tratamento
de sementes com inseticida Clothianidin, foram encontradas concentragdes em média de 0,6 ng
¢! mas podendo chegar a 2,4 ng g”!, abaixo do que é empregado para o tratamento de sementes
(Xu et al.,, 2016); as concentragdes encontradas variam bastante de 1,769 ng g' para
Imidacloprid e de 4,285 ng g*! para o Thiamethoxam, em néctar de flores de algoddo que foram
tratados (Jiang et al., 2018). No entanto, existem relatos de doses subletais de neonicotinoides
prejudicando fungdes motoras basicas das abelhas, o que pode prejudicar o seu comportamento
de forrageamento em campo afetando a colénia como um todo quando estas sdo intoxicadas
por inseticidas (Williamson et al., 2014; Baines et al., 2017).

Muitas sdo as rotas de exposi¢do de abelhas aos inseticidas empregados no campo ¢ o
tratamento de sementes representa um risco para contaminac¢ao no campo, quando seus residuos
sdo capazes de atingir as abelhas devido sua elevada toxicidade (Krupke et al., 2012). Assim
com base na evidéncia de que residuos de produtos fitossanitarios sdo encontrados nos recursos
florais de plantas que receberam tratamento de sementes, nosso estudo objetivou avaliar a
mortalidade de abelhas A. mellifera ap6s alimentagdo com macerados de flores de soja,
contendo os nectarios florais e extraflorais, oriundas de plantas cujas sementes receberam

tratamento de sementes com alguns neonicotinoides e Fipronil.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido em casa de vegetacdo e no Laboratério de
Entomologia Aplicada, ambos situados na Universidade Federal da Grande Dourados. Para o

desenvolvimento do experimento foram semeadas cinco sementes da soja BMX Potencia RR
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para cada tratamento em vasos (10L), preparados na proporg¢ao de 1:1:1 (solo, areia, substrato)
conforme recomendagdes agrondmicas para a cultura. Os tratamentos com produtos
fitossanitarios seguiram as recomendagdes em suas dosagens de bula/registro (Tabelal 1)
(Andrei, 2013). A testemunha ndo recebeu nenhum tratamento, e para a testemunha negativa,
somente pasta candi foi oferecida (agua destilada + acticar de confeiteiro).

As plantas de soja foram cultivadas em casa de vegetagdo, onde ocorreu a coleta diaria
das flores durante todo periodo de floragdo, essas flores foram acondicionadas em potes
plésticos e mantidos refrigerados a -19 °C. Posteriormente foram selecionadas 150 flores para
cada repeticao de cada tratamento. Dessas flores foram retiradas as anteras para exclusido dos
graos de polen, posteriormente foram maceradas e incorporada a pasta candi. Como tinhamos
outras estruturas junto da mistura (estigma, sépala, pétala, estilete, ovario), foi oferecido para
as abelhas somente a pasta candi (Testemunha negativa) para que pudéssemos ter certeza que a
mortalidade observada ndo foi causada pelas outras estruturas das flores. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente ao acaso com seis tratamentos (inseticidas em teste,
testemunha e testemunha negativa) e 12 repeti¢des cada, contendo 10 individuos por repeticio,
totalizando 120 abelhas por tratamento.

Para o estabelecimento desta metodologia foi realizado um pré-teste no qual foram
oferecidos para as abelhas dieta contendo apenas os nectarios das flores de soja, outra dieta
contendo macerados das flores que tiveram a antera excluida e somente pasta candi. Foi
observado que nao houve diferenca na mortalidade entre as duas dietas testadas, entdo se optou
por usar a dieta com os macerados em razdo da preparagdo da dieta ser mais rapida evitando
que as flores murchassem e ocorresse a evaporagdo o néctar, ja que a quantidade disponivel na

flor ¢ muito pequena.
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Tabela 1. Lista de produtos fitossanitarios utilizados no tratamento de sementes bem como suas

respectivas dosagens, classe inseticida e classificacdo toxicoldgica.

Tratamento Nome Dosagem Classe Classe toxicologica

(L. a.) comercial

Thiamethoxam  Cruiser® 105gi.a./100kg Neonicotinoide  III — Medianamente
350Fs sementes toxico

Clothianidin Poncho® 60gi.a./100kg  Neonicotinoide III — Medianamente
600Fs sementes toxico

Imidacloprid Provado®  120gi.a./100kg Neonicotinoide III — Medianamente

200Sc sementes toxico
Fipronil Regent® 50g i.a./100kg Pirazol IT — Altamente toxico
80Wg sementes
Testemunha - - - -
Testemunha - - - -
negativa

i.a. ingrediente ativo. Fonte: Andrei, 2013. Obs.: As sementes receberam tratamento industrial

em “zero dust”.

Para realizag@o dos testes foram coletadas operarias campeiras com mais de 21 dias de
idade diretamente no alvado da colmeia com os potes coletores, transportadas para o laboratério
e transferidas para as gaiolas de exposi¢ao (Patente n°: BR 10 2018 010112 9) (Souza et al.,
2018). Com essa idade pos-emergéncia elas desempenham o papel de coletoras (Free, 1980), ¢
estdo frequentemente em contado direto com plantas estando sujeitas a receberem algum tipo

de aplicagdo de produtos fitossanitarios ou de se contaminar com seus residuos. Assim foram
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agrupadas nas gaiolas, e para cada tratamento, oferecido o alimento de pasta candi com flores
maceradas incorporadas, para a avaliagdo da taxa de mortalidade. As avaliagdes iniciaram-se a
partir de 1 hora de exposi¢do e posteriormente, o intervalo foi aumentando gradativamente até
completar 32h (1h, 2h, 4h, 8h, 16h, 24h, 32h). Durante as avalia¢des foram consideradas mortas
as abelhas que permaneceram totalmente imoveis apods estimulo com um pincel dentro da
gaiola.

Analise dos dados

Para os dados de mortalidade de A. mellifera, modelos lineares generalizados foram
testados com distribuicdo binomial, beta binomial e quasibinomial com as fung¢des de ligacao
probit, cauchit e complemento log log. Todavia o modelo com distribuicdo do tipo beta
binomial foi o que melhor se ajustou aos dados de mortalidade; inseticidas e tempo de exposi¢ao
foram considerados como fatores na analise de deviance. A verificagdo da qualidade do ajuste
foi realizada com o grafico meio-normal de probabilidades com envelope de simulagdo
(Demétrio et al., 2014), utilizando o pacote “hnp” do R Core Team (2017). Modelos encaixados
foram construidos e comparados com o pacote “Imtest” do R Core Team (2017), a escolha do
melhor modelo foi dada utilizando como critérios os valores de AIC e teste de razdo de
verossimilhanga.

Os tratamentos foram contrastados dentro de cada intervalo de tempo por diferenga dos
intervalos de credibilidade (IC 95%). Os respectivos intervalos de credibilidade (ICR) foram
obtidos com a utilizacdo de inferéncia bayesiana. Nas analises foram utilizadas 30 mil
interagdes com o método de Monte Carlo e Cadeias de Markov MCMC com trés cadeias para
cada parametro e com burn-in de 5 mil amostras. Foram verificadas as convergéncias das
cadeias por meio de andlise grafica (ndo expostas nesse trabalho); para estimagdo dos

parametros utilizou-se o R Core Team (2017) com auxilio do pacote INLA.
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RESULTADOS

A probabilidade de mortalidade de 4. mellifera foi similar em todos os tratamentos

inclusive na testemunha e na testemunha negativa, aumentando gradativamente ao longo do

tempo de exposi¢do. 24h apos a exposicdo das abelhas ao alimento a probabilidade de

mortalidade na maioria dos tratamentos apresenta um pico em relacdo aos outros horarios de

avaliacdo, e esse aumento persiste igualmente para todos os tratamentos até final da exposi¢ao.

Assim foi possivel observar que ndo houve diferenca na probabilidade de mortalidade ao longo

do tempo de exposi¢do nos tratamentos propostos, pois a curva de mortalidade aumentou

gradativamente em todos eles ao longo do tempo (Figura 1).
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Figura 1. Probabilidade de mortalidade ao longo do tempo de exposicdo de A. mellifera a

alimentacdo com pasta candi e macerados de flores de soja incorporados, cujas sementes

receberam tratamentos com inseticidas.
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Contudo, € possivel observar que o Thiamethoxam ¢ o tratamento que tem a maior
probabilidade absoluta de mortalidade desde inicio das avaliagdes, chegando ao final do
periodo, com uma probabilidade estimada de 0,4 (40%) e manteve a probabilidade de
mortalidade maior, em relacdo a todos os tratamentos, porém, sem diferencas estatisticas
significativas com os demais tratamentos. A testemunha negativa foi o tratamento com a menor
probabilidade de mortalidade estimada até as 24h, e manteve abaixo de 0,1 (10%). Ao final das
avaliagOes as 32h, a probabilidade estimada permaneceu acima de 0,2 (20%) (Figura 1).

Também ¢é possivel observar que entre as primeiras horas de avaliagdo até as 8h, as
curvas de mortalidade dos tratamentos Fipronil e testemunha se sobrepdem, indicando um
padrdo semelhante no efeito sobre a mortalidade das abelhas, e logo apds esse periodo clas se
distanciam, porém, a partir das 16h, a testemunha comegca a ter um aumento na probabilidade
de mortalidade estimada que persiste até ao final das avaliagdes. Contudo, o Fipronil tem a
maior probabilidade absoluta de mortalidade estimada acima de 0,3 (30%) enquanto a
testemunha estd acima de 0,2 (20%). O tratamento com Clothianidin apresentou uma
probabilidade de mortalidade absoluta nas primeiras horas de avaliagdo abaixo de 0,1 (10%)
que persistiu até as 24h, e a partir dai aumentou repentinamente alcangando uma probabilidade
absoluta de mortalidade de 0,3 (30%). Enquanto que o tratamento com Imidacloprid se manteve
abaixo de 0,1 (10%) somente até as 16h e o risco da mortalidade estimada também de 0,3 (30%).

De acordo com as médias do modelo beta-binomial os tratamentos ndo diferiram
significativamente entre si ao longo do tempo de exposi¢do ao alimento inclusive a testemunha
negativa, desta forma, ¢ possivel observar que ocorreu uma mortalidade natural ao longo do
tempo. Ainda que as 32h ap6s exposicdo inicial, todos os tratamentos apresentaram diferenga
estatistica entre as médias das 24h, mas nao entre os tratamentos (Tabela 2).

O tratamento com Clothianidin foi o que mais variou, nas primeiras horas de avaliagao

(1h, 2h e 4h), os intervalos de credibilidade (IC) ndo foram gerados em razao da falta de
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variabilidade das médias, o que também foi possivel observar para Imidacloprid, Fipronil,
Testemunha ¢ a Testemunha negativa. No entanto, com Clothianidin houve diferencas
significativas entre os ICs das 16h, 24h e 32h apos a exposicdo inicial. Ja para as médias do
tratamento com Imidacloprid ndo houve diferenca significativa em nenhum dos horarios de
avaliacdo. Para o tratamento com Thiamethoxam, Fipronil, Testemunha e Testemunha negativa
a unica diferenca entre os horarios ocorreu as 32h, enquanto que para o tratamento com
Thiamethoxam as médias das duas primeiras horas ndo foram geradas devido a falta de

variabilidade (Tabela 2).
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1 Tabela 2. Médias da mortalidade de Apis mellifera ao longo do tempo de alimentacdo com extrato de flores de soja que receberam tratamento de

2 sementes com inseticidas, incorporado a pasta candi.

Tempo (horas)
fratamento 1h 2h 4h 8h 16h 24h 32h
Thiamethoxam 0.00** 0.00%* 0,83A 5,83Aa 13,33Aa 20,83Aa 40,00Ba
Clothianidin 0.00%** 0.00%* 0.00%* 5,00Aa 5,83Aa 7,50Ba 32,50Ca
Imidacloprid 0.00** 0.00%* 0.00%* 4,16Aa 7,50Aa 18,33Aa 31,66Aa
Fipronil 0.00** 0.00%* 0.00%* 3,33Aa 11,66 Aa 15,00Aa 33,33Ba
Testemunha 0.00** 0.00%* 0.00%* 3,33Aa 4,16Aa 12,50Aa 27,50Ba
Testemunha 0.00** 0.00%* 0.00%* 0,83Aa 2,50Aa 5,83Aa 25,83Ba
negativa

3 Meédias seguidas pelas mesmas letras maitisculas (dentro das linhas) e minusculas (dentro das colunas) ndo diferenciam entre si devido a
4 sobreposicao dos intervalos de credibilidade (IC 95%).
5  Meédias e IC 95% foram geradas pelo modelo beta-binomial com inferéncia bayesiana.

6  ** Intervalos de Credibilidade ndo gerados devido a falta de variabilidade.
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DISCUSSAO

Com os nossos resultados € possivel observar que a exposicdo das abelhas adultas de A.
mellifera a dieta contendo macerado das flores de soja ndo influenciou na mortalidade das
abelhas, mesmo quando essas plantas receberam tratamento de sementes com o Fipronil e os
neonicotinoides Thiamethoxam, Clothianidin e Imidacloprid. E ndo houve diferengas até
mesmo entre a testemunha negativa que continha apenas pasta candi, confirmando que as outras
estruturas da flor ndo influenciaram a mortalidade. A néo influéncia dos produtos fitossanitarios
na taxa de mortalidade das abelhas, pode ter sido em decorréncia da agdo sistémica desses
produtos, ja que quando aplicados em tratamento de sementes o produto ¢ absorvido e
translocado para todas as partes da planta (Simon-Delso et al., 2015), entdo ¢ provavel que a
quantidade do residuo do produto que chega até as flores e consequentemente ao néctar estaria
em concentragdes baixas que ndo ocasionou a intoxica¢do aguda das abelhas.

Conforme observado em outros estudos, o inseticida Imidacloprid pode ser toxico para
diferentes estagios de desenvolvimento de abelhas meliferas, desde a fase larval até os adultos
(Dai et al., 2017). Ele também ¢ relatado prejudicando a fecundidade de rainhas, o que tem um
impacto direto na manuten¢ao das coldnias, pois pode diminuir quantitativamente os individuos
produzidos pela colonia (Wu-Smart e Spivak, 2016). Seus residuos encontrados no néctar sdo
capazes de influenciar negativamente o comportamento de forrageamento de abelhas, mesmo
ndo causando mortalidade aguda, o que também influencia diretamente na sobrevivéncia das
abelhas (Gill et al., 2012). Apesar de ndo ser observada a mortalidade das abelhas quando
expostas a dieta, os residuos contidos nos recursos florais podem representar risco para a
coldnia como um todo a longo prazo, quando os recursos florais vao se acumulando e por sua

vez, os residuos dos inseticidas.
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O Imidacloprid ¢ considerado toxico para abelhas até mesmo em dose subletais, assim
como o Fipronil e prejudicam fun¢des motoras basicas como a capacidade de se locomover, o
que interfere diretamente na sua capacidade de coletar recursos, no entanto, sua toxicidade pode
ser maior por contato do que por ingestao (Bovi et al., 2018), assim as pulverizagdes podem ser
mais danosas do que o tratamento de sementes, corroborando os nossos resultados.

O inseticida Fipronil em dose subletais pode afetar a mortalidade de abelhas meliferas
que estdo infectadas com Nosema ceranae (Dissociodihaplophasida: Nosematidae) sugerindo
assim que a exposicao ao inseticida pode deixar as abelhas mais susceptiveis ao ataque de
patdgenos, logo uma alimentacdo contaminada seria um risco para as abelhas (Vidau et al.,
2011). O inseticida Clothianidin também ¢ relatado causando efeitos subletais em abelhas,
afetando sua resposta imune, comprometendo a imunidade do inseto e favorecendo a atividade
viral do virus da asa deformada (Di Prisco et al., 2013). Entdo como observado em nosso
trabalho, o alimento contendo residuos de produtos fitossanitarios pode nao levar as abelhas a
morte imediata, mas pode estar colaborando para que a imunidade do inseto seja comprometida
favorecendo a proliferacdo de patdogenos como observado por Vidau et al. (2011) e Di Prisco et
al. (2013), o que precisa ser melhor avaliado.

Thiamethoxam ¢ sabidamente toxico para as abelhas meliferas e nativas (Baines et al.,
2017), da mesma maneira que o Clothianidin e Imidacloprid afetam o desenvolvimento de
coldnias (Wood et al., 2018) e a termorregulacao de A. mellifera influenciando na sua atividade
de forrageio (Tosi et al., 2017). Souza et al. (2017), em estudos de alimentacdo com poélen de
algoddo contaminado, ndo observaram a mortalidade aguda de abelhas meliferas apds 32h de
exposicao e verificaram que as abelhas ndo estavam efetivamente coletando pdlen na cultura,
apenas néctar evidenciando a necessidade de testar a toxicidade desse recurso floral quando

estes sdo contaminados com produtos fitossanitarios.

84



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Baseado nos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que apenas para o
tratamento com Imidacloprid ndo existe diferenga significativa entre todos os horarios de
avaliacdo ap0s a alimentacdo inicial com o macerado de flores de soja que receberam tratamento
de sementes com inseticidas, em relagdo aos demais periodos de avaliacdo, mas ndo ocorrendo
diferenga em relacdo aos produtos. E mesmo para a Testemunha negativa que continha apenas
pasta candi, a mortalidade observada ndo diferiu do demais tratamentos, sugerindo que a taxa
de mortalidade das abelhas 4. mellifera nao foi influenciada pelo tratamento de sementes a
partir da exposicdo de macerados de flores de soja contendo os macerados de flores estaminadas
da planta.

Uma vez que ao se alimentar dos recursos contaminados, ndo houve um aumento
significativo na mortalidade das abelhas adultas em relagdo aos inseticidas e a testemunha, a
presenca ou ndo dos residuos torna-se apenas mais um fator a ser avaliado. Portanto ¢ preciso
identificar a nivel de campo quais recursos as abelhas estdo coletando nas culturas agricolas,
bem como a frequéncia das coletas, pois mesmo que os residuos sejam encontrados em recursos
florais de plantas cultivadas e plantas circunvizinhas as culturas tratadas, € mesmo que elas se
alimentem deles ¢ importante observar quanto desse alimento ela carrega para a colonia, pois
diferentes efeitos sdo observados no comportamento das abelhas o que pode comprometer o

desenvolvimento da colonia.
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CONSIDERACOES FINAIS

A exposicdo ao solo oriundo da semeadura da soja que recebeu tratamento de sementes,
em “zero dust” com os neonicotinoides Thiamethoxam, Clothianidin e Imidacloprid e o Fipronil
nao ofereceram risco de mortalidade aguda para operarias de 4. mellifera. Quanto a alimentacgao
com dieta contendo recursos florais (polen e néctar) de flores de soja que receberam tratamento
de sementes com os mesmos produtos fitossanitdrios também n@o houve influéncia na
mortalidade imediata das abelhas adulta. Porém, o efeito a longo prazo deve ser melhor
estudado pois as abelhas manuseiam esses recursos florais em campo e podem carregar eles
para a colonia o que pode representar um risco, ja que eles agem no sistema nervoso central do
inseto. Assim, novos estudos que avaliem esta ingestdo a longo prazo ¢ a sua influéncia para a
saude das abelhas ¢ da colonia sdo necessarios para compreender quais os riscos dessa
alimentagdo a campo.

Quanto a dindmica temporal das abelhas em um cultivo de soja de ciclo indeterminado
foi possivel observar que o horario ¢ o DAE em que a soja se encontrava influenciaram,
isoladamente, e que no inicio do florescimento a sua frequéncia ¢ mais intensa. Os horarios com
maior visitagdo foram das 11h as 13h, deste modo, a utilizagdo de produtos fitossanitarios nestes
horarios e nos primeiros dias da floragdo da cultura onde a visitagdo das abelhas é mais intensa
deve ser evitada, preferindo a utilizacdo desses produtos apds os 75 DAE de uma cultura de

ciclo indeterminado, afim de evitar a contaminag@o das abelhas em campo.
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