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RESUMO

A abelha Apis mellifera tem sua grande importancia por ser o polinizador
economicamente mais valioso para as culturas em todo o mundo, garantindo a poliniza¢ao
cruzada e aumentando a produtividade de frutos. Por outro lado, a agricultura cada vez mais
desenvolve produtos quimicos a fim de controlar plantas daninhas, fungos e inseto-praga para
garantir a produtividade. Os inseticidas sdo utilizados em grande escala no interior do estado de
Sao Paulo, nas culturas de citrus para o controle do greening. As aplicagdes normalmente sdao
feitas por avides e como resultado do efeito deriva, uma mortandade expressiva ¢ observada em
apiarios proximos das plantacdes. As abelhas meliferas podem entrar em contato com tal agente
quimico através de suas atividades de coleta de agua, resinas vegetais, polen e néctar. A
intoxicagdo resultante desta exposicdo pode ser letal, o que ¢ facilmente detectavel, ou causar
efeitos na fisiologia e no comportamento do inseto. Esses, que por sua vez sdo dificilmente
detectaveis, como paralisia, desorientacdo ou mudangas comportamentais, porém podem
comprometer toda a estrutura social da coldnia, por esta razao objetivou-se estudar os efeitos do
inseticida Tiametoxam no comportamento de abelhas A. mellifera. Individuos recém-emergidos e
com 10 dias de idade de A. mellifera foram testados. Aplica¢des de 1pl de Tiametoxam, diluido
em acetona, foram feitas no lado dorsal do térax com um microaplicador. Preliminarmente,
observou-se a DLs, vinte e quatro horas apds o tratamento topico. Verificou-se que a DLs, para
abelhas africanizadas recém-emergidas ¢ 8 ng/abelha, e para abelhas africanizadas com 10 dias de
idade ¢ 18 ng/abelha. Os comportamentos foram analisados 1 hora apos a aplica¢do do inseticida
com doses que correspondem a DLso DLso/10, DLso/50 e DLso/100, além do grupo controle. No
teste de reflexo de extensdo da probdscide, houve comprometimento do comportamento nas
doses de 8 e 18 ng/abelha, em operarias recém-emergidas e operarias com 10 dias de idade,
respectivamente. E no comportamento de locomocao houve alteracdo apenas na dose de 18
ng/abelha, em operarias com 10 dias de idade. Os métodos utilizados mostraram-se como uma
importante ferramenta para estudos toxicoldgicos. O inseticida afetou a sobrevivéncia e
comportamentos das abelhas testadas, e também apresentou efeitos deletérios em doses pequenas.
Ressaltando a importancia do estudo para novas pesquisas e preservagao das abelhas.

Palavras chaves: Tiametoxam; Comportamento; Dose Letal; Dose Subletal; Apis mellifera.



ABSTRACT

The bee Apis mellifera has a great importance because it is the most economically
valuable pollinator for crops worldwide, ensuring cross-pollination and increasing fruit yield.
Moreover, agriculture increasingly develops chemicals to control weeds, fungi and insect pests to
ensure productivity. Insecticides are used on a large scale in the state of Sdo Paulo, in cultures of
citrus for control of greening. Applications are usually made by aircraft and as a result of the
effect derives a significant mortality is observed in apiaries near the plantations. Honey bees can
get in contact with such chemical agent through their activities of water harvesting, plant resins,
pollen and nectar. Intoxication resulting from this exposure can be lethal, which is easily
detectable, or cause effects on the physiology and behavior of the insect. These, in turn are hardly
detectable, such as paralysis, disorientation, behavioral changes, but can compromise the entire
social structure of the colony, therefore aimed to study the effects of the insecticide
Thiamethoxam behavior of honeybees A. mellifera. Newly emerged individuals and with 10 days
of age were tested. Applications of 1 pL. de Thiamethoxam, diluted in acetone, were made on the
dorsal thorax with a microapplicator. Preliminarily, it was observed LDs, twenty four hours after
topical treatment of Thiamethoxam. It was found that the LDs, for newly emerged honeybees is 8
ng/bee and for honeybees with 10 days of age is 18 ng/bee. The behaviors were analyzed 1 hour
after application of insecticide at doses corresponding to LDs¢/100, LDs¢/50, LDsy/10 and LDs,
besides the control group. In the test reflex proboscis extension, there was impairment of
behavior at doses of 8 and 18 ng/bee workers in newly emerged workers and 10 days of age,
respectively. And in locomotor behavior was no change only at a dose of 18 ng/bee workers at 10
days of age. The methods used were as an important tool for toxicological studies. The
insecticide affecting survival and behavior of the bees tested, as well as deleterious effects in
small doses. Underscoring the importance of the study for further research and conservation of
bees.

Keywords: Thiamethoxam; Behavior; Lethal Dose; Sublethal Dose; Apis mellifera.
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1. INTRODUCAO

Os polinizadores sdo imprescindiveis para a poliniza¢dao de 35% das culturas agricolas de
importancia economica, além também de promoverem a poliniza¢do de areas naturais/florestas
(KLEIN et al., 2007). Dentre os polinizadores, destacam-se as abelhas sociais Apis mellifera por
serem altamente eficazes, apresentarem produtos de grande valor econdmico, além de
aumentarem a produg¢do agricola (MORSE e CALDERONE, 2000).

Recentemente, cientistas identificaram um fendomeno denominado “colony collapse
disorder” (CCD) nos Estados Unidos, onde apicultores chegaram a perder de 80 a 100% de suas
colmeias (OLDROYD, 2007). As causas desta alta mortalidade ainda ndo estdo bem esclarecidas.
Sabe-se apenas que, em muitos casos as operarias campeiras, encarregadas de coletar o néctar e o
polen, pela perda da capacidade de voo ou por desorientacdo, ndo conseguem retornar as
colméias (OLDROYD, 2007).

Dentre os varios grupos de inseticidas, destaca-se os neonicotinoides que representam
uma das classes de inseticidas mais utilizada nas ultimas trés décadas nos campos de cultivo
(TOMIZAWA e CASIDA, 2005). O Tiametoxam, um neonicotinoide de segunda geracdo e
fabricado/comercializado pela Syngenta Protecao de Cultivos LTDA com o nome comercial de
Actara®, tem acdo sistémica, podendo ser aplicado tanto por via terrestre quanto aérea, este
produto ¢ utilizado em diversas culturas, como: citros, café, cana-de-agucar, arroz, abacaxi.

Tomando-se que os inseticidas sistémicos, em particular, se difundem ao longo de todos
os tecidos vegetais de acordo com o desenvolvimento da planta, eventualmente néctar e polen
podem ser contaminados (RORTAIS et al., 2005, apud HENRY, 2012). Nesse contexto, as
abelhas sdo constantemente vitimas do uso de inseticidas para combater insetos-praga nas
plantagdes presentes nas areas onde forrageiam. E embora apenas uma classe de operarias que
realizam a atividade de forrageamento entra em contato com tais produtos, toda a colonia esta
exposta a sua agdo, pois os demais individuos se alimentam de pdlen e néctar que podem estar
contaminados (PHAM-DELEGUE et al., 2002).

Contudo, além de controlar os insetos-praga este composto pode também afetar as
abelhas. Além do efeito letal, os inseticidas podem apresentar efeitos subletais, que ¢ dificilmente
detectavel, podendo influenciar tanto a fisiologia quanto no comportamento das abelhas,

comprometendo o desenvolvimento e a estrutura social da colonia (PHAM-DELEGUE et al.,



2002).

Para avaliagdo dos efeitos de doses subletais de inseticidas podem ser realizados testes
comportamentais, tais como: condicionamento de extensao da probodscide e atividade locomotora.
Tal método visa reproduzir em laboratorio a interagdo entre abelhas e uma fonte de alimento,
permitindo correlagdes entre comportamento e mecanismos fundamentais do processo de
aprendizagem (MENZEL, 1993; MENZEL; MULLER, 1996).

O Brasil, mesmo sendo um dos paises de maior diversidade de espécies, apresenta poucos
estudos a respeito sobre esse tema. Na UNESP, Rio Claro, encontra-se um dos primeiros grupos
de pesquisa brasileiro realizando pesquisa no assunto. Assim sendo, esse trabalho ¢ de grande
relevancia na geragao de conhecimento, para a melhor compreensao dos efeitos toxicologicos de
inseticidas largamente utilizados nos sistemas agricolas, sobre o comportamento das abelhas e

para preservagao desses importantes polinizadores.
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2. REVISAO DE LITERATURA

As abelhas africanas (Apis mellifera scutellata) foram introduzidas no Brasil em 1956 no
Horto de Camaqua na Regido de Rio Claro — SP com o intuito de se executar um programa de
melhoramento genético que fosse capaz de aumentar a produ¢ao de mel do pais, associado a uma
baixa agressividade. Entretanto, devido a uma manipulacdo incorreta ocorreu a enxameacao de
26 colonias. Isto levou ao inicio de um processo de cruzamentos naturais com as abelhas de
origem européia que haviam sido trazidas pelos imigrantes a partir de 1840, propiciando a
formagdo de um hibrido, que foi chamado de abelha africanizada, Apis mellifera. Pouco a pouco,
os apicultores se conscientizaram que estas abelhas poderiam ser controladas e exploradas com
éxito (SOARES, 1998). Atualmente, a apicultura brasileira se caracteriza por ser mais moderna,
atualizada e com uma significativa preferéncia dos apicultores (TOLEDO et al. 2004).

A. mellifera (Hymenoptera: Apidae) sdo importantes produtoras de mel e cera
principalmente (BROMENSHENK et al., 1996). Além disso, sdo importantes polinizadoras de
diversos cultivos. A polinizagdo, por sua vez, contribui para a manuten¢ao das plantas nativas
(MALASPINA e ZACARIN, 2006) e ¢ fundamental na condug¢do de muitas culturas agricolas
(WILLIAMS et al., 1991; SHEPHERD et al., 2003). Embora muitos grupos de insetos sejam
conhecidos como polinizadores, as abelhas constituem, provavelmente, o grupo mais importante
em quantidade e diversidade (BAWA et al., 1985), o que esté relacionada a sua dependéncia das
flores para obtencdo de recursos alimentares, ao seu comportamento de forrageamento e
constancia floral (CORBET et al., 1991).

Apesar dos beneficios proporcionados pelas abelhas ao homem, tem havido um
decréscimo no ntimero de espécies de abelhas, provavelmente por causa da destrui¢do de seus
habitats causada pelo desmatamento, e do uso indiscriminado de inseticidas para proteger uma
variedade de cultivos comerciais (MALASPINA e ZACARIN, 2006). As abelhas podem ser
consideradas um inseto particularmente vulneravel aos inseticidas, pois seu genoma tem poucos
genes decodificando enzimas capazes de metabolizar tais produtos quando comparados a outros
insetos (CLAUDIANOS et al. 2006).

O uso de inseticidas € o principal método de controle de pragas no Brasil, entretanto, tem
sido ecologicamente incorreto, levando a problemas como resisténcia de certas pragas aos

mesmos, deflagracdo de pestes secundarias, efeitos antagonicos em organismos nao alvos,
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geracdo de residuos e perigos diretos a aqueles individuos onde se aplicaram os inseticidas.
(RAMALHO et al., 1996).

No Brasil, ndo ha mecanismo formal de monitoramento das populagdes de abelhas
produtoras de mel. Nao ¢ conhecido, por exemplo, se essa populagdo tem decrescido, como em
outros paises. Em 2006, apicultores dos Estados Unidos sofreram com declinios das populacdes
de abelhas produtoras de mel expostas aos inseticidas e espécies parasitas (Varroa jacobsoni), tal
evento ficou conhecido como “Colony Collapse Disorder” (CCD) (RUCKER et al., 2012). Com a
auséncia de dados de monitoramento das abelhas no Brasil, ¢ dificil estimar o impacto que os
inseticidas tém nas populacdes de abelhas. Estudos sugerem que a exposi¢do a certos inseticidas
em niveis recomendados pela EMBRAPA/CNPA para o controle de pragas teria levado a
decréscimos das populagdes de abelhas brasileiras no nordeste (ABRAMSON et al., 1999).
Também nao existem muitos estudos relatando os efeitos de inseticidas no comportamento das
abelhas produtoras de mel. Uma das influéncias da toxicidade dos inseticidas no comportamento
¢ verificada no sistema motor ¢ em seu aprendizado (ABRAMSON et al., 1999), que por sua vez
tem sido estudado amplamente, a partir de diferentes experimentos dirigidos (McCABE et al.,
2007).

Nesse contexto, o desaparecimento de varias espécies de abelhas dos campos de cultivo
vem preocupando muitos pesquisadores mundialmente. O “Colony Collapse Disorder” (CCD) foi
identificado também na Alemanha, Suica e Peninsula Ibérica. Contudo as causas desta alta
mortalidade ainda ndo estdo bem esclarecidas, sendo uma das hipoteses a intoxicacao das abelhas
por inseticidas, cada vez mais utilizados na agricultura.

No Brasil, principalmente nas regides Sudeste e Centro Oeste, o sumico das abelhas
comeca a ser motivo de preocupacio (GUIMARAES, 2007), pois se acredita que no Brasil esse
fenomeno seja decorrente do intenso uso de inseticidas nas plantacdes e de infec¢des por
patégenos. Contudo, o CCD ainda ndo foi oficialmente constatado no Brasil (GUIMARAES,
2007).

As abelhas campeiras ndo sdo as unicas expostas aos inseticidas, abelhas nutridoras
recém-emergidas e larvas que se alimentam de polen e néctar estocado nos favos também estdo
sendo expostas aos agrotoxicos. A divisdo de cada tarefa estd relacionada com a idade do
individuo e com a necessidade da colonia, com o componente genético e com fatores ambientais

(CALDERONE; PAGE, 1992). De forma geral, as abelhas mais velhas, com idade média de 37,9
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dias, realizam as atividades de coleta, enquanto as mais novas sdo encarregadas de trabalhos
dentro da colonia, como por exemplo: atender a cria (média de idade de 12,6 dias), atender a
rainha (média de idade de 17,1 dias), construir favos (média de idade de 15,2 dias) e montar
guarda (média de idade de 19,0 dias) (WINSTON, 2003). Desse modo, as larvas em todo o seu
desenvolvimento e as operarias que executam o trabalho dentro da colonia podem entrar em
contato com esses produtos.

E provavel que a concentragdo dessa exposicdo possa variar, sendo que a quantidade de
compostos quimicos, a persisténcia dos residuos e a freqiiéncia de sua aplicagdo nas plantacdes
nao sao informagdes suficientes para estipular com precisdo essa concentragdo, uma vez que oS
compostos quimicos podem ser acumulados por um longo tempo no interior da coldnia, onde
estdo sujeitos aos processos de degradacao/concentracao (CHAUZAT et al., 2006).

No Brasil, recentemente tém ocorrido muitos relatos de apicultores sobre a mortalidade
subita de suas abelhas em diversas regides do pais, como no interior do Piaui, no interior do Rio
Grande do Sul, Minas Gerais e no interior Estado de Sdo Paulo. Os relatos ocorridos no Estado de
Sao Paulo estdo localizados na regido central do estado, nas cidades de Rio Claro, Sao Paulo,
Pirassununga, Araras, Mogi Mirim, Piracicaba, Brotas, Boa Esperanca do Sul, Sdo Rita do Passa
Quatro, Sao Carlos e Tabatinga. Segundo informagdes obtidas junto aos apicultores, as perdas
e/ou prejuizos foram cerca de 400 colméias para cada caso. Para o caso da cidade de Boa
Esperanga do Sul, foi verificada a presenca de Tiametoxam (0,04 mg/kg/abelha) em operarias
mortas e coletadas no apidrio nas proximidades da plantagdo de citros (MALASPINA et al., 2008
aeb).

Dentre os varios tipos de inseticidas, os neonicotinoides sdo uma das classes mais
importantes de inseticidas das tltimas trés décadas e sdo usados para controlar insetos-praga. O
Tiametoxam faz parte deste grupo quimico, sendo usado como inseticida em diversas culturas,
como por exemplo, citros, café, cana-de-agucar, arroz, abacaxi, entre outras, atuando de modo
sistémico na planta e podendo ser aplicado via aérea ou via terrestre. Além disso, de acordo com
o cadastro de produtos formulados do Sistema Agrofit, o classifica como mediamente toxico e
perigoso ao meio ambiente.

Tiametoxam ¢ um inseticida que age por contato e ingestdo, possui acdo sistémica, € a
molécula mimetiza a acetilcolina e compete pelos receptores nicotinicos de acetilcolina na

membrana pos-sinaptica (FERNANDES-BUZZERIO et al., 2005, apud MAEZUKA, 2008).
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A grande parte dos inseticidas e acaricidas (aproximadamente 90%) sdo neurotdxicos, ou
seja, atuam no sistema nervoso central podendo agir na voltagem-dependente dos canais de sddio
como o DDT e os piretroides, nos receptores do acido gama-aminobitirico (GABA) como os
policlorocicloalcanos e Fipronil e no sistema colinérgico como inibidores da acetilcolinesterase
representados pelos organofosforados e metilcarbamatos, ou como agonisitcos dos receptores
nicotinicos de acetilcolina como os nicotinoides e neonicotinoides (CASIDA; QUISTAD, 1998,
TOMIZAWA; CASIDA, 2003). O grande uso desses inseticidas se deve a sua rapida a¢do no
combate as pragas e por atuar em locais ultra-sensiveis que mesmo o menor dano pode resultar
efeitos letais (CASIDA; QUISTAD, 2004). A selecdo de inseticidas com baixos danos aos
mamiferos e potencialmente eficazes para pragas ¢ o requerimento essencial para seguranga e
efetividade dos pesticidas.

Os neonicotinoides sdo os mais novos e a maior classe de inseticidas desenvolvidos nas
ultimas trés décadas. Representam de 11 a 17% do faturamento anual do mercado de inseticida
(em torno de US$ 1 bilhdo). Sdo prontamente absorvidos pelas plantas e agem contra um niimero
variado de insetos pragas como sugadores, afideos, moscas brancas, tripes, minadores de folhas,
besouros e alguns lepidopteros e sdo efetivos no tratamento de sementes. Sdo principalmente
utilizados como sistémicos de plantas, ou seja, quando aplicados nas sementes, solo ou folhagens
eles se deslocam no interior da planta promovendo uma prote¢do a longo prazo contra tais
insetos-pragas (FORD; CASIDA, 2008, MAIENFISCH et al., 2001, TOMIZAWA; CASIDA,
2005). Por serem sistémicos, os neonicotinoides podem ser translocados para o polen e o néctar,
que podem ser coletados pelas abelhas forrageiras e serem levados a coldnia e armazenados para
alimentar os individuos que a integram.

Os neonicotindides agem principalmente nas regides da neurodpila dos lobos antenais, que
sdo estruturas cerebrais formadas por prolongamentos dos neurdnios olfatorios que recebem os
estimulos captados pela antena (MAIENFISCH et al., 2001).

A maneira classica para avaliar o efeito letal de um inseticida ¢ através da determinagdo
da toxicidade aguda medida pela DLs, ou seja, a dose capaz de induzir 50% de mortalidade em
animais testados, ou pela CLsy que ¢ a concentragdo capaz de induzir a mortalidade de 50% da
populacao testada.

Os procedimentos para a determina¢do da DLs (dose capaz de ocasionar a mortalidade de

50% da populag@o) ¢ um método laboratorial, com o objetivo de avaliar a toxicidade aguda por
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contato de inseticidas e outras substancias quimicas em abelhas domésticas operarias adultas, sdo
testes baseados principalmente no protocolo da Organizagdo Européia e Mediterranea de
Protecao de Plantas (EPPO) que visam avaliar os efeitos colaterais dos produtos para prote¢do de
plantas e abelhas.

Atkins et al. (1981, apud DEVILLERS, 2002) classificaram os inseticidas de acordo com
sua toxicidade aguda em abelhas: altamente toxicos (DLsy < 2 pg/abelha). Neste caso, grandes
perdas sdo esperadas se estes produtos forem utilizados quando as abelhas estiverem presentes;
moderadamente toxicos (DLsp =2 a 11 pg/abelha). Estes produtos podem ser utilizados préximos
as abelhas desde que a dosagem, tempo de exposi¢do e método de aplicacdo estiverem corretos;
relativamente nao-toxicos (DLsp > 11 pg/abelha) que podem ser utilizados proximos as abelhas
com minimo de dano.

O Tiametoxam ¢ comercializado no Brasil pela Syngenta Prote¢do de Cultivos Ltda nas
formulagdes: pd dispersivel - Cruise® (700g/kg); granulado - Actara® 10 GR (10g/kg);
granulado dispersivel - Actara® 250 WG (250g/kg). O produto Cruise® ¢ utilizado para o
tratamento de sementes, o Actara® 10 GR ¢é utilizado em tratamento terrestre € o Actara® 250
WG ¢ utilizado em aplicacdes terrestres e aéreas (BRASIL, 2008).

Segundo Pereira (2010), testes fazendo-se aplicacdo topica do inseticida Tiametoxam em
A. mellifera forrageiras mostraram uma DLs, no valor de 17 ng/abelha. Levando em consideragdo
que, dependendo do cultivo e diluicdo dos produtos Actara® 10 GR e Actara® 250 WG, tais
produtos podem atingir a concentracao de aplicagdo variando entre 500 e 1000 pg/mL, valores os
quais excedem o valor da DLsj para abelhas em 29,4 e 58,8 vezes, respectivamente (PEREIRA,
2010).

Para obter eficientemente alimento das flores, insetos coletores de néctar aprendem a
associacdo entre o alimento e indicadores florais, como o odor floral, cor e forma, que sdo
memorizados e posteriormente associados com a recompensa alimentar (MENZEL, 1999).
Conhecendo o odor do alimento durante o forrageamento facilita o retorno aquela proveitosa
parte floral (von FRISCH, 1919).

Estudos cléssicos do condicionamento do olfato de varias espécies de insetos t€m sido
relatados (TAKEDA, 1961; BITTERMAN et al., 1983; LALOI et al., 1999; WATANABE et al.,
2003; DALY e SMITH, 2000; KAISER et al., 2003; CHABAUD et al., 2006), mostrando que

eles todos sao capazes de associar um odor com uma recompensa (McCABE, 2007).
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O aprendizado associativo das operarias estudado pelo condicionamento do REP pode
apresentar um valor ecologico significativo por se tratar de um pré-requisito para o sucesso do
forrageamento de toda colonia (DECOURTYE et al., 2005).

O condicionamento do olfato dos insetos em condigdes controladas de laboratorio, como a
resposta a extensdo da proboscide, permite estudos quantitativos de habilidades cognitivas sob
condi¢gdes controladas, capacitando correlagdes posteriores entre comportamento € 0S
mecanismos fundamentais do processo de aprendizagem (MENZEL, 1999). Em sociedades de
insetos com alto grau de organizacdo isso ajuda a entender analises do comportamento social,
assim como transferéncia de informacdes e comunicagdo entre eles (FARINA et al., 2005;
GRUTER et al., 2006) por causa da habilidade de algumas espécies de transferir associagdes
gustativas nos diferentes contextos comportamentais (GERBER et al. 1996; SANDOZ et al.
2000; CHAFFIOL et al., 2005).

Abelhas podem ser treinadas para associar um odor com uma recompensa de sacarose. A
obtengao de solugdo de sacarose ocorre a partir do toque das antenas das abelhas, o que instiga a
extensdo da probodscide (FRINGS, 1944), que por sua vez, ¢ um mecanismo para estudo do limiar
de respostas as concentragdes de acucar, como aquelas encontradas no néctar (PAGE Jr et al.,
1998). Este reflexo e sua variagao podem ser direta ou indiretamente, resultado de variacao no
gendétipo e dos liquidos que as forrageadoras coletam (PANKIW et al., 1998), ja que algumas
abelhas respondem a 4gua isolada e outras ao aumento das concentracdes de acucar. Esse fato
demonstra que as abelhas forrageadoras sdo capazes de perceber diferengas nas concentragdes de
acucar do néctar e conseqiientemente ajustarem seu comportamento de forrageamento e
recrutamento. As respostas correlacionam com os tipos de materiais coletados (pdlen, néctar ou
agua), estabelecendo uma demonstragdo de como as variagdes das respostas podem levar a uma
divisao de trabalho (PAGE Jr et al., 1998).

O condicionamento da proboscide ¢ um confidvel e sensivel indicador para a
determinacdo dos efeitos de toxinas no aprendizado de abelhas européias (TAYLOR et al., 1987;
MAMOOD e WALLER 1990; STONE et al., 1997).

Neste panorama, estudos comportamentais em insetos nao alvos, tais como as abelhas,
associando-se aos testes de toxicidade, sdo de grande importancia para a elucidacdo da acao
desses compostos nos insetos polinizadores, além de fornecer subsidios para a avaliagdo de como

esses organismos estao respondendo a perturbagdes dos ecossistemas contaminados.
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo determinar a DLsy do inseticida Tiametoxam em
operarias de A. mellifera recém-emergidas e operarias com 10 dias de idade, bem como avaliar os
efeitos de doses subletais deste inseticida no reflexo da extensdo da proboscide (REP) e na

atividade motora destas abelhas em condi¢des de laboratorio.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta das abelhas

Para as analises propostas, individuos recém-emergidos de A. mellifera foram coletados
diretamente de favos de 3 colonias, com condicdes fisiologicas adequadas, livre de doencas e
com uma rainha em franca postura no apidrio do Departamento de Biologia, UNESP - Rio Claro.
A coleta dos favos fez-se somente durante a estagdo quente, entre Setembro e Maio.
Primeiramente, para os testes com operarias recém-emergidas, 2 favos contendo em sua maioria
pupas prestes a eclosdo foram coletados de uma coldonia por vez e armazenados em estufa B.O.D.
a 32,5°C £ 1,0 com 70% = 5% de umidade relativa. Apos 24 horas, todas as abelhas recém-
emergidas foram coletadas para os testes. As abelhas ndo utilizadas foram devolvidas para a
colonia. Dessa forma obteve-se certeza que todas as abelhas tinham a mesma idade.

Para os experimentos com operarias com 10 dias de idade utilizaram-se as mesmas
coldnias e favos também contendo em sua maioria pupas prestes a eclosao foram coletados entre
Setembro e Maio. Os favos foram mantidos em estufa B.O.D. a 32,5°C £ 1,0 com 70% =+ 5% de
umidade relativa e, apds 24 horas, as abelhas emergidas foram coletadas e marcadas na parte
dorsal do térax com tinta branca atdxica e devolvidas para a colonia logo em seguida. Apos 10
dias foram novamente coletadas a fim de realizar os experimentos. Procedeu-se de tal forma para
se coletar as abelhas diretamente na colOnia e para garantir que possuissem 10 dias de idade.

Todos os testes foram realizados nos laboratorios do Centro de Estudos de Insetos Sociais

do Instituto de Biociéncias da UNESP de Rio Claro.

4.2. Preparacéo do ingrediente ativo

A solucdo principal, da qual foram feitas as diluigdes, constou da diluicdo de 0,01 g do

ingrediente ativo em 100 mL de acetona, resultando na concentracdo de 100 pg/mL. Até a sua

utilizagdo, a solugao foi mantida em vidro ambar e em camara fria (3,0 °C).
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4.3. Determinagéo da DLsg para 24 horas

Os procedimentos para a determinacdo da DLs (dose capaz de ocasionar a mortalidade de
50% da populacdo) seguiram o protocolo da OECD (1998).

Para cada concentragdo testada e para o grupo controle, 3 repeticdes de 20 operarias,
foram transferidas para potes plasticos com volume de 500 mL perfurados na regido da tampa
para que ocorresse circulagdo de ar. Em cada pote existia um recipiente contendo algodao
previamente umedecido e outro recipiente contendo pasta candi para que as abelhas se
alimentassem ad libitum (figura 1).

Nas abelhas do grupo experimental foi feita uma aplicagdo topica (com auxilio de uma
micropipeta) de 1 pL da solugdo contendo a substincia a ser testada na parte dorsal do térax e
transferidas para os potes plasticos. Ja as abelhas do grupo controle receberam 1 pL de acetona.
No caso das abelhas com 10 dias de idade, tal aplicacdo foi feita na parte inferior do térax, ja que
na parte dorsal havia marcacao prévia.

Todos os testes foram conduzidos em estufas bacteriologicas (B.O.D.) com temperatura
de 32,5°C £ 1,0 e com 70% + 5 de umidade relativa.

Inicialmente foi realizado um teste piloto para determinar as doses a serem utilizadas nos
testes.

Na Tabela 1 encontram-se as concentragdes obtidas a partir da solugcdo principal para
determinar a DLs, do Tiametoxam sobre as operarias recém-emergidas de A. mellifera. Na Tabela
2 encontram-se as concentragdes obtidas a partir da solugdo principal para determinar a DLsy do
Tiametoxam sobre as operarias com 10 dias de idade de A. mellifera. Encontram-se também

descritas as doses aplicadas nas abelhas, ja que foi aplicado 1 pL da solugao.



Tabela 1. Concentragdes obtidas e respectivas doses de Tiametoxam aplicadas nas operarias
recém-emergidas de A. mellifera para determinac¢do da DLs, (24 horas).

Concentracao Dose

1 pg/mL 1,0 ng/abelha
5 pg/mL 5,0 ng/abelha
10 pg/mL 10,0 ng/abelha
15 pg/mL 15,0 ng/abelha
20 pg/mL 20,0 ng/abelha
25 ng/mL 25,0 ng/abelha
30 pg/mL 30,0 ng/abelha

Tabela 2. Concentragdes obtidas e respectivas doses de Tiametoxam aplicadas nas operarias
com 10 dias de idade de A. mellifera para determinagdo da DLs( (24 horas).

Concentracgdo Dose

5 pg/mL 5,0 ng/abelha
10 ng/mL 10,0 ng/abelha
15 pg/mL 15,0 ng/abelha
20 pg/mL 20,0 ng/abelha
25 pg/mL 25,0 ng/abelha
30 pg/mL 30,0 ng/abelha

35 pg/mL 35,0 ng/abelha
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Figura 1: Procedimento para determinagdo da DLs, utilizando-se
potes plésticos, tampa com algoddo umedecido e tampo com pasta
candi.

4.4. Testes Comportamentais

Para a realizagdo dos testes, doses subletais (DLso, DLso/10, DLso/50, DLs¢/100) do
ingrediente ativo foram aplicadas topicamente no toérax de A. mellifera. As abelhas receberam 1
pL da solucdo sendo que o grupo controle recebeu somente acetona.

As avaliagdes comportamentais foram realizadas 1 hora apds a aplicacdo do ingrediente
ativo, pois a partir desse tempo houve grande mortalidade das abelhas recém-emergidas do grupo
DLso.

4.4.1. Reflexo da Extensdo da Proboscide (REP)

As operarias foram presas em tubos de plastico (ponteiras cortadas de pipeta) de modo a
permitir o livre movimento das antenas e das pecas bucais. Para avaliar o reflexo de extensdo da
proboscide foram oferecidas concentracdes crescentes de sacarose para as operarias de ambas as
idades (Mc CABE et al., 2007; PAGE; ERBER; FONDRK, 1998; PANKIW; WADDINGTON;
PAGE, 1999).

Antes do inicio do bioensaio propriamente dito, foi oferecida as abelhas somente agua
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para verificar existéncia de pré-sensibilizagdo. Em seguida, usou-se a série de concentracdes 0.1,
0.3, 1.0, 3.0, 10.0, 30.0 e 50.0 % (peso/peso) de solu¢do de sacarose. Entre cada solugdo foi
apresentada 4gua como controle. Em cada concentragdo, a propor¢cdo de abelhas que
apresentaram extensao da proboscide foi registrada.

Cada solucao de sacarose foi aplicada na antena da abelha uma tnica vez, através de uma
zaragatoa embebida na solugdo, em intervalos de 3 minutos. Considerou-se uma resposta positiva
somente quando as abelhas estenderem completamente suas proboscides (figura 2). Apos a
extensdo foi permitido que a abelha se alimentasse por 3 segundos. A auséncia de apenas uma
resposta entre as concentracdes foi tolerada. As abelhas que apresentaram auséncia de resposta
em concentragdes consecutivas, ou as que responderam na primeira apresentacdo de dgua nao
foram consideradas para analise (PEREIRA, 2010).

Foi realizado a comparacdao das proporgdes de respostas de extensdo da proboscide nos
grupos experimentais e controle para cada solugdo de sacarose apresentada, ou seja, foi analisada
a propor¢ao de abelhas que responderam a concentragdo de 0,1%, depois as abelhas que
responderam a concentracdo de 0,3% e sequencialmente até finalizar com as abelhas que
responderam a concentragdo de 50,0%.

Em cada teste, foram utilizadas aproximadamente 80 abelhas para cada uma das quatro
concentracdes (DLsg, DLs¢/10, DLs(/50, DLs/100) mais o grupo controle, para cada um dos dois

grupos de idade das abelhas, resultando em 640 abelhas aproximadamente (figura 3).
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Figura 2: Teste de Reflexo da Extensdo da Proboscide. Imagem esquerda ndo houve
resposta (oferecido 4gua), imagem direita houve resposta (oferecido sacarose 50%).

Figura 3: Conjunto de abelhas para realizagdo do teste de
reflexo de extensao da proboscide para recém-emergidas.

4.4.2. Atividade de locomogéo

O teste de atividade motora foi feito em uma caixa de madeira (50 x 30 x 4 cm). Na parte

frontal foi colocado um vidro para permitir a visualizagdo das abelhas. A caixa também
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apresentava 6 divisdes internas formando raias de 50 x 5 x 4 cm (figura 4). Apo6s a aplicacao das
doses do principio ativo as abelhas foram liberadas nestas divisdes através de aberturas na parte
inferior. A caixa foi posicionada verticalmente e na parte superior foi colocada uma lampada
fluorescente o que levou as abelhas subirem em direcdo a ela devido a fototaxia positiva
(LAMBINI et al., 2001) motivo pelo qual os testes foram realizados em ambiente com auséncia
de luz. Uma tela de nylon foi colocada apds a marca de 50 cm para impedir que as abelhas
chegassem até a lampada (PEREIRA, 2010).

No teste com recém-emergidas foram utilizadas 16 abelhas para cada uma das 4
concentragdes (DLsyp, DLso/10, DLs¢/50, DLso/100) mais o grupo controle. E no teste com
operarias de 10 dias de idade foram utilizadas 37 abelhas para cada uma das 4 concentracdes
mais o grupo controle, totalizando 265 abelhas. Simultaneamente eram liberadas 6 abelhas e seu
comportamento filmado. Posteriormente, foi estimada a velocidade de cada abelha para percorrer

os 50 centimetros (PEREIRA, 2010).

Figura 4: Raia utilizada para os testes de
atividade locomotora (PEREIRA, 2010).

4.5. Analise estatistica

Para a determinacdo da DLsy, os dados foram analisados através do método Probit
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(FINNEY, 1952) utilizando o programa BioStat (AnalysSoft, 2008).

No teste de avaliagdo do reflexo de extensao da proboscide foi realizada inicialmente uma
comparacdo entre os grupos de abelhas experimentais (DLsg, DLso/10, DLso/50, DLs¢/100 € o
grupo controle) através do teste do qui-quadrado para cada uma das concentragdes de sacarose.
Nos casos em que ocorreu diferenca significativa foi feito, posteriormente, um teste analogo ao
teste de Dunnett, onde houve as transformagdes das proporgdes em arcseno, para verificar qual
dose aplicada diferiu do grupo controle (ZAR, 1999).

No teste de locomocao foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal — Wallis, ja que os
dados apesar de apresentarem distribui¢do normal, ndo apresentaram variancias homogenias
(ZAR, 1999). Nos casos em que ocorreu significancia nos resultados, foi realizado o teste de
Dunn para verificar qual concentragdo do principio ativo que apresentava diferenca significativa

em relagdo ao grupo controle.

5. RESULTADOS

5.1. Determinac¢ao da DLs,

5.1.1. Recém-emergidas

Os dados de mortalidade observados no bioensaio, apos 24 horas para cada uma das doses

testadas foram submetidos a analise Probit, obtendo-se uma DLsy no valor de 7,85 ng/abelha com

um intervalo de confianga de 7,25 a 8,47 ng/abelha (tabela 3 e figura 5).

5.1.2. Operérias com 10 dias de idade

Os dados de mortalidade observados no bioensaio, apds 24 horas para cada uma das doses

testadas foram submetidos a andlise Probit, obtendo-se uma DLsy no valor de 17,76 ng/abelha

com um intervalo de confianga de 15,76 a 20,11 ng/abelha (tabela 4 e figura 6).
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Tabela 3: Resultado da analise Probit para a determinag¢do da DLsy em 24 horas do Tiametoxam
aplicado em recém emergidas de A. mellifera.

Intervalo de
N o B x2 GL DLso Confianca
Inferiror | Superior
60 1,0821 43771 39171 5 7,854 7,2541 8,4727

N: numero de individuos; a: coeficiente de regressao; B: coeficiente angular; y2: qui-quadrado;
GL.: graus de liberdade; DLsp, Intervalo de Confianca Inferior e Superior = ng/abelha.

— Linha de regressao —l— Pontos experimentais

80+

Resposta

1 1 1
0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 1.1 1.2
Log10(Estimulo (Dose))

Figura 5: Regressdo realizada pela analise probit a partir da mortalidade
registrada para a determinagdo da DLsy 24 horas apds a aplicagdo topica do
Tiametoxam.
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Tabela 4: Resultado da analise Probit para a determinag¢do da DLsy em 24 horas do Tiametoxam
aplicado em nutridoras de 10 dias de A. mellifera.

Intervalo de

N ¢ B r GL DLso Confianca
Inferiror | Superior
54 1,33 2,937 2,4199 4 17,7648 | 15,7685 | 20,1191

N: numero de individuos; a: coeficiente de regressao; B: coeficiente angular; y2: qui-quadrado;
GL.: graus de liberdade; DLsg, Intervalo de Confianga Inferior e Superior = ng/abelha.

Resposta

—— Pontos experimentais

Linha de regressao

90-
80-
70-
60-
50
40-
30-
20-
10-

07 08 09 1

1 I 1 [}
11 12 L3 14 18 16 L7

Log10(Estimulo (Dose))

Figura 6: Regressdo realizada pela analise probit a partir da mortalidade
registrada para a determinagdo da DLsy 24 horas apods a aplicacdo topica do
Tiametoxam.
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5.2. Testes comportamentais

5.2.1. Reflexo da Extenséo da Proboscide

e Operarias recém-emergidas

Os resultados obtidos, através do teste estatistico analogo ao Dunnet, mostram que o
grupo de abelhas o qual recebeu a dose de 8 ng/abelha apresentou diferenga estatistica
significativa na propor¢ao de REP quando foram oferecidas as concentracdes de 1,0; 3,0; 10,0;

30,0 e 50,0% de sacarose (tabela 5 e figura 7).

e Operarias com 10 dias de idade

Os resultados obtidos, através do teste estatistico analogo ao Dunnet, mostram que o
grupo de abelhas o qual recebeu a dose de 18 ng/abelha apresentou diferenca estatistica
significativa na propor¢do de REP quando foram oferecidas as concentragoes de 1,0, 3,0, 10,0

30,0 e 50,0% de sacarose (tabela 6 e figura 8).



Tabela 5: Proporgao de abelhas (%) que apresentaram reflexo de extensdao da probodscide
nos grupos que receberam as doses do Tiametoxam e grupo controle 1 hora apos a
aplicagdo. * = diferenga significativa quando comparada com o grupo controle.
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Dose do principio ativo (ng/abelha)
Sacarose

Controle 0,08 0,16 0,8 8

(%)
(n=78) (n=79) (n=80) (n=80) (n=58)

0,1 2,56 1,27 2,5 2,5 0
0,3 1,28 6,33 7,5 12,5 0
1,0 28,2 30,4 25 42,5 1,72%
3,0 67,9 69,6 63,8 68,8 17,2%
10,0 94,9 79,7 86,3 73,8 22.4%*
30,0 96,2 88,6 95 90 36,2%
50,0 89,7 87,3 88,8 85 27,6*

=@=(ont. == 0,08 ng/abelha ===0,16 ng/abelha =#= 10,8 ng/abelha === 8 ng/abelha

100
&0
~— 60
=
*
= a0
=4 . *
* l/\ﬂ
20 : :
W
0 o o T . T T T T 1
0.1 0.3 1 3 10 30 50

Concentracio Sacarose (%)

Figura 7: Propor¢ao de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da
proboscide (REP) durante a apresentacdo das diferentes concentracdes de
sacarose. As curvas representam o grupo controle e as demais doses de
Tiametoxam aplicados topicamente 1 hora antes do teste. * = diferenca
significativa quando comparada ao grupo controle (Dunnet, p <0,05).
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Tabela 6: Propor¢ao de abelhas (%) que apresentaram reflexo de extensdo da proboscide
nos grupos que receberam as doses do Tiametoxam e grupo controle 1 hora apos a aplicacao.
* = diferenca significativa quando comparada com o grupo controle.

Dose do principio ativo (ng/abelha)
Sacarose
Controle 0,18 0,36 1,8 18,0
(%)
(n=74) (n=70) (n=75) (n=74) (n=65)
0,1 0 0 0 0 0
0,3 2,7 0 4,0 0 0
1,0 4,05 1,43 5,33 2,7 4,62
3,0 9,46 14,3 8.0 4,05 4,61
10,0 41,9 40,0 32,0 35,1 23,07
30,0 59,5 55,7 533 52,7 35,4%
50,0 74,3 61,4 58,7 60,8 40,0*
=@ Cont. =fi=0,18 ng/abelha === 0,36 ng/abelha ==¢==1,8 ng/abelha === 18 ng/abelha
100
80
= 60
S
=
= 40
20
0 - I
0.1 0.3 1 3 10 30 50
Concentracao Sacarose (%)

Figura 8: Propor¢do de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da
probdscide (REP) durante a apresentagdo das diferentes concentracdes de
sacarose. As curvas representam o grupo controle e as demais doses de
Tiametoxam aplicados topicamente 1 hora antes do teste. * = diferenca
significativa quando comparada ao grupo controle (Dunnet, p <0,05).
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5.2.2. Teste de locomogéo

e Operarias recém-emergidas

Comparando as velocidades médias dos grupos de abelhas no teste realizado 1 hora apds a
aplicagdo topica do inseticida, verificou-se, através do teste de Kruskal-Wallis (H = 10,7047, GL
=4, p = 0,0301, n = 16), que ndo houve diferenga significativa entre os grupos de abelhas

testados (DLso, DLs¢/10, DLso/50, DLs¢/100 e grupo controle) (figura 9).

e Operarias com 10 dias de idade

Comparando as velocidades médias dos grupos de abelhas no teste realizado 1 hora apos a
aplicagdo topica do inseticida, verificou-se, através do teste de Kruskal-Wallis (H = 24,6340, GL
=4, p < 0,0001, n = 37), diferenca significativa entre os grupos de abelhas testados (DLso,
DLs¢/10, DLs¢/50, DLso/100 e grupo controle). Na comparacao feita entre os grupos, realizada
através do método de Dunn, verificou-se que a diferenga significativa ocorre entre a velocidade
média das abelhas do grupo controle e a velocidade média das abelhas do grupo onde foi aplicada

a dose de 18 ng/abelha (figura 10).
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Figura 9: Velocidade média das abelhas. Os Box-plots
representam o grupo controle e as demais doses do Tiametoxam
aplicado topicamente 1 hora antes do teste.

Controle 0,18 ng/abelha 0,36 ng/abelha 1,8 ng/abelha 18 ng/abelha

Figura 10: Velocidade média das abelhas. Os Box-plots
representam o grupo controle e as demais doses do Tiametoxam
aplicado topicamente 1 hora antes do teste. * = diferenca
significativa quando comparada ao grupo controle (Teste
Kruskal-Wallis; Dunn, n =37, p < 0,05).
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho verificou-se a DLsy para abelhas operarias recém-emergidas no valor de 8
ng/abelha, e para abelhas operarias com 10 dias de idade no valor de 18 ng/abelha. Pereira (2010)
obteve para o mesmo inseticida o valor de 17 ng/abelha para abelhas adultas. Tais resultados tao
proximos podem ser devido as abelhas de 10 dias de idade ja apresentarem caracteristicas
fisiologicas semelhantes as abelhas adultas, reagindo igualmente as doses aplicadas de
Tiametoxam.

Levando em consideracdo as diversas variagdes relatadas da atividade de enzimas
responsaveis pela desintoxicagdo em abelhas e outros insetos, além de também haver diferencas
entre individuos de sexo e idades diferentes, pode-se sugerir que os diferentes valores de DLs
encontrados para recém-emergidas e abelhas de 10 dias de idade no presente trabalho foi
influenciado por diferengas na atividade enzimatica.

Segundo Gilbert e Wilkinson (1974), utilizando-se preparacdes de intestino médio, nao
foram observadas diferengas significativas na atividade enzimatica de oxidases microssomais
(epoxidase, hidroxilase e 0-demeth-ylase) entre zangdes e operarias, porém mostraram uma
variacdo na capacidade de metabolizar diferentes substratos empregados. Essas enzimas sdo
conhecidas por desempenhar um papel importante na desintoxicagdo de inseticidas. Estudos in
vitro para avaliar a atividade microssomal da oxidase entre larvas de zangdes ¢ larvas de
operarias de A. mellifera também exibiram diferencas (GILBERT e WILKINSON, 1974). As
mesmas respostas na atividade microssomal da oxidase durante o desenvolvimento da abelha
parecem semelhantes aos reportados para varios outros holometdbolos, tais como mosca
doméstica (YU et al. apud GILBERT ¢ WILKINSON, 1974) e lagarta “southern armyworm”
(Spodoptera eridania (Stoll), Insecta: Lepidoptera: Noctuidae) (KRIEGER et al. apud GILBERT
e WILKINSON, 1974).

Variagdes na capacidade de desintoxicagdo também foram encontradas em estudo entre
colonias de A. mellifera. Smirle e Winston (1987) constataram diferengas nas taxas de atividade
enzimatica em coldnias distintas, onde individuos de colonias que possuiam maior nivel de
atividade enzimatica tinham maior resisténcia ao diazinon.

A capacidade de desintoxicagdo diminuiu em abelhas operarias mais velhas e foi

associada com a perda de proteinas do intestino médio. Porém, na analise da atividade especifica
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das enzimas por miligrama de proteina (glutathione S-transferases e oxidases de fung¢des mistas),
apresentaram niveis crescentes de atividade em abelhas recém-emergidas a abelhas forrageiras de
A. mellifera. Indicando que as abelhas adultas compensam a perda de proteinas através do
aumento da atividade dessas enzimas (SMIRLE e WINSTON, 1988).

Os valores de DLs) obtidos para Tiametoxam relatados por alguns autores, como Iwasa et
al. (2004) no valor de 29,9 ng/abelha, e Senn et al. (1998 apud IWASA et al., 2004) no valor de
24 ng/abelha. Essa diferenca observada entre os valores obtidos neste trabalho com os valores
registrados por esses autores pode ser resultado de diversos fatores que podem influenciar tais
testes, como a variabilidade genética de cada populacio de abelha testada, as variagdes
ambientais dos locais de origens dessas populagdes e até mesmo a manipulacdo durante a
execucao da metodologia empregada.

Na relacdo entre dose e mortalidade pode ser observada uma taxa de mortalidade
crescente quando aumenta a concentragdo do inseticida. Tal comportamento pode estar
relacionado com a presenga e agdo de varios metabolitos. Com baixas doses ocorre acdo de
poucos metabodlitos que atuam juntamente com o composto inicial sendo responsavel pela alta
mortalidade. Doses maiores podem desencadear a acdo de enzimas desintoxicadoras que reduzem
a mortalidade das abelhas (PEREIRA, 2010).

Hideo (2003) estimou a CLsy do inseticida Tiametoxam para toxicidade oral, obtendo os
valores de: 4,70x107, 7,40x107, 8,14x107, 10,10x107 mg/mL para recém-emergidas com idades
de 7, 14 e 21 dias, respectivamente. Para toxicidade por contato os valores obtidos foram: 3,21,
3,50 e 4,51 mg/mL para as mesmas idades. Na comparacdo com os resultados obtidos nesse
trabalho, verifica-se que as concentra¢des usadas estdo bem abaixo da CLsp, para micrograma
aplicado no térax do individuo em cada teste.

Abelhas adultas de A. mellifera marcadas com microchip expostas a dose ndo letal (1,34
ng) de Tiametoxam provocaram alta mortalidade devido a falha no retorno para colmeia, em
niveis que poderiam colocar a colonia em risco de colapso (HENRY et al., 2012).

Laurino et al. (2011) observaram que o Tiametoxam (Actara® 25 WQ), através de testes
de ingestdo, mostrou-se letal para abelhas A. mellifera adultas até 72 horas do inicio do teste.
Além de ter causado 100% de mortalidade das abelhas testadas dentro de 6 horas na concentragao
de 0,5 ppm, a qual ¢ 200 vezes menor do que a utilizada no campo. O produto também causou

mortalidade estatisticamente significativa até 0,1 ppm, uma concentragdo 1000 vezes menor do
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que a utilizada no campo. E através de testes de contato, o mesmo produto mostrou-se 100% letal
as 6 horas apds aplicagdo na concentracao de 100 ppm, e as 72 horas na concentragao de 10 ppm,
e at¢ mesmo na concentracdo de 2 ppm o inseticida apresentou mortalidade estatisticamente
significativa.

Analisando as DLs), quando feito tratamento tdpico de diversos inseticidas
neonicotinoides em A. mellifera, nota-se uma ampla variagdo quanto a dose. Como por exemplo:
Imidacloprido — 17,9 ng/abelha; Clotianidina — 21,8 ng/abelha; Dinotefuram — 75,0 ng/abelha;
Nitempiram — 138,0 ng/abelha; Acetamiprido — 7,1 pg/abelha e Tiacloprido — 14,6 pg/abelha
(TIWASA et al.2004, apud PEREIRA, 2010).

e Inseticida e Comportamento

Nos testes com Tiametoxam, o ingrediente ativo interferiu no comportamento no periodo
analisado. Para as operarias recém-emergidas a dose de 8 ng/abelha prejudicou a percepcao das
concentracdes no teste de REP 1 hora apds a aplicagdo do ingrediente ativo ( tabela 5 e figura 3).
E para as operdrias com 10 dias de idade a dose de 18 ng/abelha alterou a percepcao das
concentracdes no teste de REP 1 hora apos a aplicagao do ingrediente ativo (tabela 6 e figura 4).
Pereira (2010) relatou comprometimento do comportamento no teste de REP 1, 4 e 24 horas apos
a aplicagdo topica do Tiametoxam, na dose de 17 ng/abelha, em abelhas operarias adultas. Além
disso, Pereira (2010) também verificou comprometimento da atividade locomotora nos testes
realizados 1 e 4 horas apo6s a aplicagdo topica do Tiametoxam, na dose de 17 ng/abelha, em
abelhas adultas.

Assim como observado por El Hassani et al. (2008), na analise da influéncia de doses
subletais de Tiametoxam no comportamento de aprendizagem olfativa, realizado 3 horas apos o
tratamento topico e oral com o Tiametoxam nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 ng/abelha, foi constatado
que o ingrediente ativo ndo provocou qualquer alteragdo no comportamento das abelhas tratadas
em relacdo ao controle. O ingrediente ativo Tiametoxam, nessas mesmas doses, também nao
provocou qualquer alteragdo nos comportamentos de REP e locomogao.

Segundo Aliouane et al. (2009), apds realizar tratamento cronico por 11 dias com
aplicagdo topica do inseticida Tiametoxam (1,0 e 0,1 ng/abelha), observaram que nao prejudicou

o comportamento de locomogao e nem o reflexo de extensao de proboscide nos testes realizados
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no 12° dia. Ja no teste com tratamento oral o inseticida comprometeu apenas o comportamento de
REP na dose de 1,0 ng/abelha.

Simulagdes de atividade de campo em laboratorio feitas com o neonicotinoide
Imidacloprido em colonias de Bombus terrestris mostraram significativa redugdo na taxa de
nascimento e também queda de 85% na produ¢do de novas rainhas, dada a escala de uso dos
neonicotinoides, sugere-se que eles podem ter um impacto negativo consideravel sobre as

populagdes de abelhas selvagens do género Bombus em todo o mundo desenvolvido.
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7. CONCLUSAO

Os métodos de analise dos comportamentos empregados com doses subletais do inseticida
apresentaram-se como importante ferramenta para estudos toxicoldgicos. Vale ressaltar que a
determinacdo do valor da DLs, valor referéncia para que ndo se tenha duvida da utiliza¢do de
doses subletais. As andlises a priori sdo fundamentais, pois os valores descritos na literatura sao
variaveis que, provavelmente, sdo devidos a diversos fatores, tais como a variabilidade genética
da populagao testada, da metodologia empregada e até mesmo as condigdes ambientais.

O inseticida Tiametoxam além de afetar na sobrevivéncia das operarias recém-emergidas
e com 10 dias de idade de Apis mellifera, também apresentou efeitos deletérios quando presentes
em pequenas doses.

Para as operarias recém-emergidas, a dose correspondente a DLsg (8 ng/abelha) prejudicou
o comportamento de reflexo de extensdo da proboscide no teste 1 hora apods a aplicacdo do
ingrediente ativo. No teste de atividade locomotora, estatisticamente, as doses correspondentes a
DLso, DLs¢/10, DLso/50 e DLs¢/100, em relagdo ao grupo controle, ndo apresentaram efeito
prejudicial.

Para as operarias com 10 dias de idade, a dose correspondente a DLsy (18 ng/abelha)
prejudicou tanto o comportamento de reflexo de extensdo da probdscide quanto a atividade
motora no teste realizado 1 hora ap6s a aplica¢do do ingrediente ativo.

Contudo, considerando a real importancia das abelhas como polinizadores niao s6 de
culturas, mas também de plantas nativas, tal estudo mostrou-se de grande importancia para a
preservagdao desses individuos, verificando que o inseticida Tiametoxam nas doses testadas
prejudica a atividade apicola; também foi possivel notar que as abelhas recém-emergidas foram
mais sensiveis a exposi¢ao do produto do que as abelhas com 10 dias de idade. Os resultados
obtidos podem ser extrapolados para outras abelhas, como as abelhas nativas, podendo ser
utilizado como respaldo cientifico em politicas visando a preservacdo de polinizadores, bem

como da biodiversidade em geral.
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