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RESUMO:

O atual cenéario de uso intensivo de agrotoxicos no Brasil em areas agricolas que ofertam flores
atrativas a abelhas requer informacgdes biologicas sobre abelhas sem ferrao brasileiras bem
como o desenvolvimento de testes que possam ser utilizados para estudos de avaliacao de risco
de abelhas sem ferrao durante o estagio imaturo, a fim de que 6rgaos publicos responsaveis pela
seguranca ambiental fagcam uso para fins de calculos em avaliagdes de risco. Dessa forma, o
presente estudo teve como objetivos: (i) apresentar dados biologicos de abelhas sem ferrdo e
(i1) desenvolver um protocolo de criagao larval in vitro de Melipona scutellaris. Para tanto, (i)
favos de cria e operdrias adultas de M. scutellaris, Scaptotrigona postica e Tetragonisca
angustula foram avaliados quanto ao alimento consumido por larvas (uL e mg) e por adultas
(mg) e verificou-se também a massa corporal (mg) de operarias forrageiras e; (i) prop0s-se um
método de criacao larval de M. scutellaris, testando-se quatro vezes experimentos in vitro de
maneira sequencial, avaliando-se parametros como taxa de defecacao, pupacao, emergéncia e
mortalidade e morfometria de operarias recém emergidas. (i) Os valores médios, seguidos de
seus desvios padrdo, do (a) volume e da (b) massa de alimento larval por célula de cria, do (c)
consumo diario de xarope e da (d) massa corporal individual por operaria forrageira foram,
nesta ordem, M. scutellaris: (a) 130.58 + 0.52, (b) 158.04 + 5.18, (c) 35.06 £ 9.15 e (d) 76.65
+2.9; S. postica: (a) 25+ 1.14, (b) 32.5+0.8, (¢) 9.45+2.41 e (d) 17.02 £ 0.35 ¢; T. angustula:
(a)5.6£0.77,(b) 7.96 +£1.03,(c) 7.23+ 1.74 e (d) 4.1 = 0.37. (i1) As taxas de emergéncia/larvas,
de emergéncia/pupas e mortalidade/larvas foram, em média, de 80,2%, 92,61% e 7,42% nos
bioensaios, respectivamente. As analises histologicas e morfométricas indicaram operarias
emergidas in vitro com os parametros avaliados similares as in vivo. Os resultados fornecem
subsidios essenciais para a caracterizagdo dos riscos de exposi¢do de abelhas sem ferrdao a
agrotoxicos. Os dados da quantidade de alimento consumido por larva e de xarope por operaria

forrageira e massa corporal de individuos adultos, combinados com informacdes sobre as



concentracdes destas substancias em culturas agricolas que ofertam flores atrativas para
abelhas, poderao ser utilizadas para céalculos de risco. Somado a isso, o protocolo de criagdo in
vitro desenvolvido apresentou uma taxa de emergéncia muito satisfatoria, corroborando estudos
prévios com outras espécies de abelhas sem ferrdo, bem como produziu operarias recém
emergidas com pardmetros semelhantes aquelas provenientes de condigdes naturais,
possibilitando, dessa forma, sua utilizacdo em testes de toxicidade.

Palavras-chave: agrotoxicos, analise de risco, método in vitro, polinizadores.



ABSTRACT:

The current scenario of intensive use of pesticides in Brazil on crops which offer attractive
flowers to bees requires biological information about Brazilian native bees, as well as the
development of tests which may be used for assessment risks studies on stingless bees during
their immature phase, in order to public authorities responsible for environmental safety use
them for calculations on risk assessments. Thus, the present study aimed: (i) to show biological
data of stingless bees and (ii) to develop an in vitro larval rearing protocol of Melipona
scutellaris. For this, (i) the food consumed by larvae (uL e mg) and by adults (mg) and the body
mass (mg) of forager workers of M. scutellaris, Scaptotrigona postica and Tetragonisca
angustula were assessed and; (i) it was developed a larval rearing protocol of M. scutellaris,
testing four times sequentially the in vitro experiments, evaluating parameters as defecation
rate, pupation, emergence, and mortality and morphometry of newly emerged workers. (i) The
mean values, followed by standards deviation, of (a) volume and of (b) mass of larval food by
brood cell, of (c) syrup daily consumption and of (d) individual body mass by forager worker
were, in this sequence, M. scutellaris: (a) 130.58 £0.52, (b) 158.04 £ 5.18, (¢) 35.06 £9.15 and
(d) 76.65 £ 2.9; S. postica: (a) 25 £ 1.14, (b) 32.5 £ 0.8, (c) 9.45 £ 2.41 and (d) 17.02 £0.35 ¢;
T. angustula: (a) 5.6 £ 0.77, (b) 7.96 £ 1.03, (c) 7.23 + 1.74 and (d) 4.1 + 0.37. (ii)) The
emergence/larva, emergence/pupa and mortality/larvae rates were an average of 80.2%, 92,61%
e 7,42% on bioassays, respectively. The histological and morphometric analyzes indicated
newly emerged workers in vitro with the patterns assessed similar to in vivo. The results provide
essential subsidies for the characterization of the risks of exposure of stingless bees to
pesticides. The amount of food consumed by larvae and syrup by forager workers and the body
mass of adult individual’s data, combined with information about the concentrations of these

substances on crops which offer attractive flowers for bees, may be



used for risk calculations. In addition, the in vitro rearing protocol developed showed a
satisfactory emergence rate, corroborating previous studies with other species of stingless bees,
as well as produced newly emerged workers with similar patterns to those from natural
conditions, allowing its use in toxicity tests.

Keywords: Agrochemicals, in vitro method, risk analysis, pollinators.
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INTRODUCAO GERAL

O processo de fecundacao das angiospermas tem seu inicio com a formagao dos graos
de pdlen e dos 6vulos nas flores, € entdo, ocorre a polinizagdo. O ato consiste na transferéncia
dos graos de polen, localizados nas anteras, para o estigma da mesma flor (autopolinizagao),
para flores diferentes da mesma planta (geitonogamia), ou para flores diferentes de plantas
diferentes (xenogamia ou polinizagdo cruzada). As anteras representam a parte sexual
masculina das flores e o estigma, area receptiva dos graos de polen, representa a parte sexual
feminina (DELAPLANE et al., 2013). A polinizagdo permite a unido entre os gametas, sendo
que, ¢ considerada parte indispensavel para o processo reprodutivo das plantas com flores,
sendo o processo de polinizacdo cruzada o mais eficiente dentre todos, por possibilitar a
variabilidade genética entre as plantas (SOUZA, 2009).

O sucesso reprodutivo da maioria das angiospermas, considerando sistemas agricolas e
naturais, necessita mais da poliniza¢ao do que de outros fatores, como: condi¢des climéticas e
fertilidade do solo, sendo assim, a polinizagdo ¢ considerada um servigo imprescindivel
(NABHAN; BUCHMANN, 1997). Além disso, a poliniza¢dao ocorre a partir de agentes, que
sdo classificados como bidticos e abidticos. Os agentes abidticos (sem vida) sdo a dgua € o
vento, ja os agentes bidticos (apresentam vida) estdo sujeitos a usar os recursos fornecidos pelas
plantas ao longo de todo seu ciclo de vida como forma de alimento (BIESMEIJER et al., 2006).

A polinizagao bidtica ocorre por intermédio de aves, mamiferos e insetos, entretanto, os
insetos se sobressaem ao desempenhar essa funcao. Estima-se que 352 mil espécies de
angiospermas necessitam dos servigos ecossistémicos prestados pelos agentes polinizadores e,
cerca de 308 mil espécies de plantas com flores mantém relacdo de dependéncia com estes
agentes, representando entdo 87,5% de todas as espécies vegetais (OLLERTON et al., 2011).

As abelhas representam o grupo mais importante de agentes polinizadores, pois se

comparadas com outros agentes, realizam a polinizagdo de mais espécies de plantas do que
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qualquer outro grupo. Na verdade, em termos evolutivos, as abelhas e plantas floristicas
diversificaram-se juntas ao longo dos ultimos 80 milhdes de anos, portanto, as abelhas
desenvolveram partes bucais, corbicula, cerdas no corpo e outros apéndices com adaptagdes
para transportar polen e néctar. Em contrapartida, as flores desenvolveram atrativos para as
abelhas, como cores nas pétalas e odores, além de recompensas como o polen das flores, rico
em proteinas e o néctar, fonte de agucares (IMPERATRIZ-FONSECA, 2006).

A perpetuagdo das espécies vegetais, via reproducdo sexuada, se da principalmente pela
polinizacdo. Caso ndo ocorra polinizagcdo das espécies floristicas, ocorre perda ou diminui¢ao
da variabilidade genética, aumento no numero de frutos com ma formagao, diminui¢cdo da
producdo agricola, e por consequéncia, a forte relagdo entre planta e polinizador pode causar a
extingdo de toda uma populacdo. Isso acaba atingindo também a fauna dependente de seus
produtos, gerando desequilibrio ecoldgico, alteragdes no solo e nos regimes de aguas (KERR
et al., 2001; KEVAN, 2002; NOCELLI et al., 2012).

Outro viés dessa dependéncia entre planta e polinizador foi expressado pela Plataforma
Intergovernamental de Biodiversidade e Servigos Ecossistémicos - IPBES (2016), a qual foi
evidenciou que 75% da alimentagdo humana depende direta ou indiretamente de plantas
polinizadas por agentes bidticos, principalmente abelhas. Portanto, se considerarmos sistemas
agricolas, visando melhoria na producao e na qualidade dos frutos e sementes por intermédio
de abelhas como agentes polinizadores, precisamos ter em mente o uso de espécies com ampla
distribuicao geografica, além de conhecer e dominar o manejo e multiplicagdo de ninhos
(IMPERATRIZ-FONSECA, 2006).

Apis mellifera ¢ uma espécie generalista, que tem a capacidade de coletar alimento em
diversos tipos de flores, por este motivo ¢ reconhecida como o polinizador agricola mais
utilizado no mundo, visto que sua distribuicdo geografica ¢ global (GALLAI et al., 2009;

BRITTAIN, C; POTTS, 2011). No entanto, esta espécie nao ¢ nativa do Brasil, sendo assim, ¢
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valido ressaltar que ao usar esta espécie em areas de cultivo aumenta-se a competi¢dao pela
busca de alimentos para as espécies sem ferrao (IBAMA, 2017).

O Brasil, devido as suas proporgdes continentais e riqueza de ecossistemas, pode ser
considerado privilegiado por abrigar cerca de cinco mil espécies de abelhas (PEDRO;
CAMARGO, 1999). Sao encontradas aproximadamente 192 espécies descritas e 33 géneros de
abelhas sem ferrao no Brasil, sendo estas espécies de extrema importancia para a manutengao
da biodiversidade, pois sdo responsaveis por aproximadamente 40 — 90% da polinizacdo da
vegetacao nativa, dependendo do ecossistema considerado (KERR et al., 2001; SILVEIRA;
MELO; ALMEIDA, 2002).

Em seu modelo sistematico encontra-se a subfamilia Apinae abrangendo dezenove
tribos, onde localiza-se a tribo Meliponini. Esta tribo engloba as abelhas chamadas de
eussociais, ¢ isso significa que exibem habitos sociais avangados, contendo uma rainha
incumbida pela reproducdo e operarias encarregadas por todas as outras tarefas do ninho, como
seguranca, limpeza, alimentacao dos imaturos, potes de mel, constru¢do de favos ou discos de
cria, e o forrageamento, que ¢ uma das fungdes mais importantes para a colonia, pois consiste
na busca por polen, néctar e outros materiais necessarios para a dindmica do ninho (KEER,
1996; NOGUEIRA-NETO, 1997; SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002; IMPERATRIZ-
FONSECA, 2006; MICHENER, 2007).

As abelhas da tribo Meliponini sdo também conhecidas como abelhas sem ferrao, pelo
fato de possuirem ferrdo atrofiado. Costumam nidificar em troncos ocos, galhos de arvores,
buracos no chao, cupinzeiros abandonados e em ninhos de outros animais. Atualmente ¢ comum
encontrar ninhos em buracos derivados de construcdes, neste caso, muros, postes, paredes etc.
(SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002).

No contexto da polinizacdo, Melipona scutellaris, Tetragonisca angustula e

Scaptotrigona postica se mostram como interessantes espécies a serem utilizadas como
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organismos-modelo para diversos estudos brasileiros, uma vez que, além de comporem a fauna
nativa, sdo reconhecidas como polinizadoras efetivas de cultivos agricolas como berinjela
(NUNES-SILVA et al., 2013), maca (VIANA et al., 2014), morango (MALAGODI-BRAGA;
KLEINERT 2004; ROSELINO et al. 2009), tomate (DEL SARTO et al. 2005), pepino (dos
SANTOS et al. 2008) e pimentao (CRUZ et al. 2005).

Além disso, M. scutellaris, natural do nordeste do Brasil (NOGUEIRA-NETO, 1997),
possui ainda a capacidade de realizar a “polinizacao por vibragdo”, ato que consiste em vibrar
a musculatura tordcica para agitar as anteras, o que possibilita a saida do podlen. Esse tipo de
polinizacdo ¢ essencial para plantas com anteras poricidas, onde o polen apenas ¢ liberado por
poros apicais (HEARD, 1999; NUNES-SILVA; HRNCIR; IMPERATRIZ-FONSECA, 2010).
Além disso, M. scutellaris tem sido reconhecida como potencial polinizador em éreas agricolas
e produtor de mel, pois, apresentam facil domesticagdo e manejo devido a auséncia de ferrao
funcional, e ainda, ¢ uma das trés espécies de Melipona mais manipuladas pelo homem
(NOGUEIRA-NETO, 1997; KEER et al., 2001; SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002;
EVANGELISTA-RODRIGUES et al., 2008).

Os meliponineos, assim chamadas todas as abelhas que pertencem a tribo Meliponini,
chegam a polinizar em areas agricolas, cerca de 66% das 1.500 espécies cultivadas no mundo
(KREMEN; WILLIAMS; THORP, 2002). Além disso, em ecossistemas terrestres podem ser
utilizados como bioindicadores, principalmente em estudos ecotoxicoldogicos (MALASPINA,
SILVA-ZACARIN, 2006).

Com a finalidade de aumentar a producao agricola houve ampliagdo nas areas de cultivo
e, visando priorizar a quantidade e a qualidade da producdo agricola o uso de agrotoxicos se
tornou uma ferramenta recorrente. Além disso, o uso excessivo e indiscriminado destes
produtos causa impactos ambientais deixando residuos no solo, no ar, na 4gua e até mesmo nas

plantas (FERNANDEZ et al., 2001). Com base nessas informagdes, é valido evidenciar que a
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aplicacdo destes produtos exibe um grande espectro de agdo, ou seja, além de atingir as pragas
agricolas também sao capazes de atingir insetos benéficos, como as abelhas, excelentes agentes
polinizadores de sistemas naturais e agricolas (SPADOTTO et al., 2004).

No Brasil, a produgdo agricola ¢ basicamente baseada no uso agrotoxicos, sendo que,
segundo dados publicados pelo IBGE (2015), entre os anos de 2002 e 2012 o uso de insumos
agricolas mais que dobrou. Houve um salto de 2,7 quilos por hectare em 2002 para 6,9 quilos
por hectare em 2012 (IBGE, 2015). Em vista disso, quando abelhas sdo expostas a inseticidas,
caso seu efeito nao seja letal, podemos observar efeitos subletais, nem sempre perceptiveis, que
podem agir tanto no comportamento quanto na fisiologia das abelhas (SPADOTTO et al.,
2004). Por consequéncia, comprometem a estrutura social € o desenvolvimento da colonia
(NOMINATO, 2012).

As abelhas podem entrar em contato com este inseticida via oral, pois quando se trata
de um ingrediente ativo sistémico, ele pode ser translocado pela planta e chegar ao néctar e
polen, assim as abelhas terdo contato com ele durante sua alimentagao individual (GOULSON,
2013). Outra forma da abelha entrar em contato com esse inseticida ¢ através da aplicagao foliar,
quando ¢ pulverizado sobre a planta ou através da deriva proveniente da aplicacao nas sementes
(FAIRBROTHER et al., 2014) ou seja, € um inseticida sistémico por contato e ingestao
(IUPAC, 2015), podendo afetar todos os individuos da colonia que se alimentardo desses
recursos potencialmente contaminados. Além do inseticida em si, metabolitos destes compostos
também ja foram encontrados no néctar, no poélen coletado pelas forrageiras e na cera produzida
pelas operarias (BLACQUIERE et al., 2012).

Segundo Rotais et al. (2005) a contaminacao das abelhas pode ocorrer através do contato
direto com os inseticidas durante a pulverizagao no periodo de florada, ou quando coletam

polen, néctar e outros recursos florais contaminados com inseticidas e levando posteriormente,
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a contaminacdo das larvas que consomem o alimento larval que sera elaborado com os
ingredientes que foram estocados no interior da coldnia.

Um problema, comumente reportado no Brasil, ¢ a mortalidade em massa de abelhas,
onde apicultores encontram, muito préximo de suas colmeias, um expressivo numero de
operarias mortas que, muitas vezes leva a perda total da colonia. Os registros dessas ocorréncias
também sdo acerca de A. mellifera, mas criadores de abelhas sem ferrdo (meliponicultores),
também tém feito seus registros com suas abelhas. A mortalidade massiva e repentina das
abelhas tem sido atribuida, em 80% dos casos, ao uso incorreto de agrotoxicos (MAP, 2016).

Os dados sobre toxicidade de agrotoxicos para larvas de abelhas foram produzidos
principalmente para 4. mellifera, pois a mesma ja conta com um método de criagdo adotado
mundialmente (AUPINEL et al., 2005; AUPINEL et al., 2007; OECD, 2013).

Contudo, esse método desenvolvido para larvas de 4. mellifera ndao se mostra adequado
para ser utilizado e adotado para as abelhas sem ferrdo uma vez que os sistemas de alimentagao
larval diferem entre os grupos: enquanto em A. mellifera a alimentagdo ocorre de forma
progressiva, em abelhas sem ferrdo ocorre de forma massiva (NOGUEIRA-NETO, 1953;
MICHENER 1974; SAKAGAMI, 1982). Além disso, outros fatores também evidenciam as
diferencas, a exemplo do tempo de desenvolvimento, condi¢cdes de umidade relativa do ar e

temperatura.
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OBJETIVOS E ORGANIZACAO GERAL DA DISSERTACAO

Com base na atual necessidade de conhecimento sobre informacdes biologicas acerca
de abelhas sem ferrdao e na demanda para a realizagao de estudos na fase imatura de espécies de
abelhas brasileiras, a presente pesquisa tem como objetivos principais: (i) fornecer dados que
sirvam para preencher lacunas no conhecimento sobre a biologia de trés espécies de abelhas
sem ferrdo (M. scutellaris, S. postica e T. angustula); (i1) desenvolver um protocolo de criagao
in vitro de larvas da espécie de abelha sem ferrdo M. scutellaris, que possa vir a ser
utilizado/adaptado em bioensaios toxicoldgicos em abelhas sem ferrao.

A dissertacao sera apresentada em dois capitulos. O primeiro apresenta parametros
biologicos como a quantidade de alimento consumida por larvas e operarias forrageiras e a
massa corporal de individuos adultos das trés espécies de abelhas sem ferrdo mencionadas
acima. Este capitulo ja se encontra nas normas do periddico Sociobiology para publicacdo em
formato de “Short Note”.

O segundo apresenta um protocolo in vitro para criagdo de larvas de M. scutellaris, com
potencial para ser utilizado em futuros bioensaios de toxicidade, e sera submetido ao periodico

Plos Biology.
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Capitulo 1

Biological Data of Stingless Bees with Potential Application in Pesticide Risk Assessments

AS DORIGO!, AS ROSA-FONTANA!", IF CAMARGO?, RCF NOCELLI?, O

MALASPINA!

ICentro de Estudos de Insetos Sociais - CEIS, Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP-SP), Rio Claro, SP, Brasil.
’Departamento de Ciéncias da Natureza, Matematica e Educacdo, Universidade Federal de Sdo

Carlos (UFSCar-SP), Araras, SP, Brasil.

Abstract - Due to the current practice of intensive pesticide use in Brazil on crops with flowers
that are attractive to bees, biological information about Brazilian native bees is required in order
for public authorities that are responsible for environmental safety to use them for calculations
of risk assessments. Thus, the present study aimed to obtain biological data on stingless bees:
Melipona scutellaris, Scaptotrigona postica and Tetragonisca angustula. The food consumed
by larvae and by adults and the mass of forager workers were obtained. The results provide
essential inputs for the risk assessment of stingless bee exposure to pesticides., combined with
information about the concentrations of these substances in crops with flowers that are attractive
to bees, may be used in risk calculations.

Keywords: model organism, pesticides, pollinators, risk assessment, sensitivity to pesticides,

stingless bees’ larval food.
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Brazil has the greatest global richness of stingless bees (Michener 2013) and is also the
world's largest consumer of pesticides (MAPA 2017). Therefore, it is essential that
ecotoxicological information on native fauna be made available to agencies responsible for
environmental assessments of pesticides, represented in the case of Brazil by the Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis (IBAMA). According to IBAMA
(2017), among the main limitations for pesticide risk assessments for native bees is the lack of
basic data on the biology of these bees, such as food consumption at different life phases and
the mass of the individuals. In addition, the safety of the current use of the exotic species, Apis
mellifera, as a substitute for the other native species of Brazil in these assessments is questioned.

Melipona scutellaris, Tetragonisca angustula and Scaptotrigona postica are interesting
species to be used as model organisms for risk assessment because in addition to composing
the native Brazilian fauna, they are recognized as effective pollinators of agricultural crops
(Slaa et al. 2006) and because there is a need for biological data on stingless bee species, which
may be useful for carrying out risk assessments for native species (IBAMA 2017). Based on
the data gaps mentioned, the present study aimed to provide data to fill the gaps in knowledge
about the biology of stingless bees.

To quantify the larval food consumed by brood cell, as well as the daily syrup
consumption and the individual mass of worker foragers, three non-parental colonies of each
species, maintained at Universidade Estadual Paulista, Rio Claro, Brazil, were used. To
measure the amount of larval food consumed per brood cell, the food of 20 cells per colony was
collected by random selection. With an automatic micropipette, the food from each colony was
homogenized in Eppendorf microtubes with volumetric graduation. They were weighed in an
analytical balance before and after the food collection. The total volume and mass were divided

by the number of brood cells to estimate the amount of individual food per cell.
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To estimate the food consumption and individual mass of worker foragers, individuals
from the three species (total number/species = 30 for each test) were collected at the entrances
of the nests when they left to forage. The mass of the individuals was verified using an analytical
balance. To check the food consumption, 10 individuals from the same colony were placed on
plastic perforated pots for air circulation. Syrup feeders (sugar and water 1:1, v:v), simulating
nectar, were placed on the pots, and the bees fed ad libitum. For 4 days, every 24 hours, the
feeders were weighed using an analytical balance in order to verify daily consumption.

In addition to the establishment of the data for the stingless bee species, the same data
for honey bees were taken from literature, in order to compare them to the first ones.

The mean values of the larval food consumed by brood cell, the daily syrup consumption
by forager workers, the individual mass of the bees and the data taken from literature are shown

in the Table 1.

Table 1. Amount of larval food consumption by cell, daily syrup consumption and individual weight of forager
workers. + indicates standard deviations values. “—” indicates absence of data.

Volume of larval =~ Mass of larval Daily syrup Individual mass
food by brood food by brood consumption by  of forager worker
cell (uL) cell (mg) worker (mg) (mg)
Melipona scutellaris 130.58 £0.52 158.04+5.18 35.06+£9.15 76.65+2.9
Scaptotrigona postica 25+1.14 32.5+0.8 9.45+2.41 17.02 £ 0.35
Tetragonisca angustula 5.6+0.77 7.96 +1.03 7.23+1.74 4.1+0.37
Apis mellifera 1607 - 507 79.1+4.9%

T The data of volume of larval food by brood cell, daily syrup consumption by worker and individual weight of
forager worker were obtained, respectively, from Aupinel (2005), Cresswell et al. (2012) and Blatt and Roces
(2001).

These results provide essential inputs for the risk assessments of exposure of stingless
bees to pesticides. The data on the amount of food consumed by larvae and syrup by forager
workers, combined with information on the concentrations of these substances in agricultural
crops with flowers that are attractive to bees, may be used for risk assessments. Understanding
this relationship is extremely relevant since Brazil currently bases its protocols on standards of

the OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development), which uses A.
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mellifera as a model organism. These protocols were adopted by the United States EPA
(Environmental Protection Agency) for the schematization of risk assessment, which was used
as a reference for the current Brazilian risk assessment scheme. Nevertheless, among the main
uncertainties noted by IBAMA (2017), the use of A.mellifera stands out, since stingless bees
are part of the native pollinator fauna. One way to remedy this issue would be to carry out a
comparison of A.mellifera with native species regarding the toxicity of and exposure to
pesticides, and our work provides important information that contributes to this evaluation. The
differences between the groups are evident in biological parameters, such as their larval feeding
systems. While A4.mellifera nurse workers progressively deposit the food to the brood, in
stingless bees, they do it all at once, depositing all the food that will be consumed (Velthuis
1998). In addition, the volume of food consumed by the brood also differs between groups: in
A.mellifera, each larva consumes a total of 160 ul (Aupinel 2005), and in the stingless bee
species, M.scutellaris, S.postica and T.angustula, each larva ingests 130.58, 25 and 5.6 pl,
respectively. The nectar consumption by the forager workers and the individual mass of the
bees also give rise to the uncertainty about using A.mellifera as a study model in Brazil.
According to Cresswell et al. (2012), one forager worker of A.mellifera consumes a daily
average of 50 mg of nectar and weighs on average of 79.1 mg, showing greater food
consumption and body mass comparing to stingless bees (Table 1).

In addition to that, the mass of individuals presented herein may be a relevant factor in
the sensitivity of the different species to a particular type of pesticide, for example. Comparing
the sensitivity of bee species to exposure to pesticides, a meta-analysis study conducted by
Arena and Sgolastra (2014) indicated the sensitivity of stingless bees was in general higher than
bumblebees. In addition, Devillers et al. (2003) suggested the sensitivity of different bee species

is generally inversely proportional to their mean body mass.
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Nevertheless, it is interesting to observe that, in the workers of the species of smaller
body size of this study, T.angustula, the amount of food consumed corresponds to twice the
body mass, compared to the other species of stingless bees and also to A.mellifera. This is an
interesting point to be considered for future investigations regarding species-sensitivity.

In this work, some information required for the characterization of pesticide exposure
risks to stingless bees was presented. Although there is a high richness of stingless bee species
in Brazil, little is known about their basic biological data (IBAMA 2017). For the inclusion of
native species in risk assessments of pesticides in Brazil, it is necessary that this approach

continues in future studies.
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Capitulo 2

Protocolo de criacio larval in vitro de Melipona scutellaris para estudos

toxicologicos

AS DORIGO, AS ROSA-FONTANA, HMS LIMA, TC GRELLA, JSG TEIXEIRA,

RCF NOCELLI, O MALASPINA

1. INTRODUCAO

As abelhas s3o, entre os insetos, um dos grupos mais estudados, cujos trabalhos
publicados abarcam uma vasta gama das subareas das ciéncias biologicas. As abelhas formam
um grupo monofilético, compartilham um ancestral comum com as vespas (ROUBIK, 2006),
pertencem a classe Insecta e estdo inseridas na ordem Hymenoptera (NOGUEIRA-NETO,
1997; SILVA, 2006). Estima-se que existam mais de quatro mil géneros e cerca de 20 mil
espécies de abelhas distribuidas nas diferentes regidoes do mundo (MICHENER, 2013; SILVA
et al, 2014). O Brasil, devido as suas propor¢des continentais e riqueza de ecossistemas, pode
ser considerado privilegiado neste aspecto, por abrigar aproximadamente 5.000 destas espécies
distribuidas em cinco familias (SILVA et al, 2014).

A familia Apidae, que contém as abelhas corbiculadas, possui trés subfamilias, dentre
elas Apinae composta por 19 tribos, incluindo Meliponini (popularmente conhecidas como
abelhas sem ferrdo, meliponineos, abelhas nativas ou abelhas indigenas). Este grupo
compartilha com a tribo Apini (que inclui a espécie Apis mellifera) habitos altamente sociais
(eussociais), contendo uma rainha incumbida pela reproducdo e operarias encarregadas por
todas as outras tarefas do ninho, como defesa, limpeza, alimentacao da cria, constru¢do de favos
ou potes de mel, construgdo de favos ou discos de cria, e o forrageamento. O forrageamento ¢
uma das fung¢des mais importantes para a colonia, pois consiste na busca por pdlen, néctar e

outros materiais necessarios para a sobrevivéncia do ninho. E comum a presenca de corbicula
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nas fémeas, que ¢ uma concavidade onde ¢ possivel transportar o polen e outras substancias
para o ninho (KERR; CARVALHO; NASCIMENTO, 1996; NOGUEIRA-NETO, 1997,
MICHENER, 2000; SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002; IMPERATRIZ-FONSECA;
NUNES-SILVA, 2010).

As abelhas da tribo Meliponini, que compreendem o género Melipona e todos os demais
géneros (MICHENER, 2000) de abelhas sem ferrao, sao assim chamadas por apresentarem seu
actleo (ferrdo) atrofiado, o que impede que as mesmas ferroem (NOGUEIRA- NETO, 1997).
Atualmente existem 32 géneros com 409 espécies descritas de abelhas sem ferrdo sociais
(excluindo-se os grupos extintos) (CAMARGO E PEDRO, 2013), dentre as quais pode-se citar
a espécie Melipona scutellaris, conhecida como urugu ou urugu nordestina. Tal espécie, foco
de estudo do trabalho, ¢ endémica do nordeste do pais, mas tem se adaptado bem ao sudeste,
onde foi introduzida por meliponicultores (VIANA, 2010).

Essa espécie apresenta um elevado potencial como agente polinizador e produtor de
mel, além de apresentar facil manejo, pois nao ferroa (NOGUEIRA-NETO, 1997), sendo ainda
considerada uma espécie potencial para ser utilizada como polinizador em ambiente protegido
ou campo aberto (IMPERATRIZFONSECA; SARAIVA; DE JONG, 2006). Além dessas
justificativas para o uso desta espécie como modelo de estudo, M. scutellaris tem a capacidade
de realizar a “polinizacao por vibracao, ato que consiste em vibrar a musculatura toracica para
agitar as anteras, o que possibilita a liberacdo do podlen. Este sistema ¢ essencial para plantas
com anteras poricidas, onde o pdlen apenas ¢ liberado por poros apicais (HEARD, 1999;
NUNES-SILVA; IMPERATRIZ-FONSECA, 2010).

A elevada riqueza e diversidade de espécies de abelhas sem ferrdo faz-se importante
para a manutencdo da biodiversidade, pois sdo responsaveis por aproximadamente 40 — 90%
da polinizagdo de 4arvores nativas dependendo do ecossistema considerado e,

consequentemente, pela producao de frutos e sementes. Em relagdo ao Brasil, de 141 culturas,
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85 dependem dos polinizadores, € os servicos de polinizacdo geram um mercado de
aproximadamente US$45 bilhdes anuais (GIANNINI et al., 2015). Os meliponineos chegam a
polinizar, em areas agricolas, cerca de 66% das 1.500 espécies cultivadas no mundo, resultando
em uma estimativa de 15 a 30% da producao mundial de alimentos (KLEIN et al., 2002).

Porém, tal servico ecossistémico prestado de forma gratuita por esses polinizadores tem
diminuido, o que gera, consequentemente, impactos negativos como a perda de valor
econdmico das culturas, o que pode levar a um impacto social significativo, com a falta de
alimento e também ao decréscimo e extingdo de varias espécies vegetais (BRITTAIN E
POTTS, 2011; KLATT et al., 2013).

As abelhas estdo suscetiveis a acao de agrotoxicos durante a pulverizacao no periodo de
florada, quando realizam o forrageamento, ou pela ingestdo de polen e néctar contaminados
com esses compostos (RORTALIS et al., 2005). Em funcao do habito eussocial destas abelhas,
além das forrageiras estarem em contato direto com inseticidas no campo, quando retornam a
colmeia, podem levar recursos florais potencialmente contaminados com residuos que serao
posteriormente processados pelas operarias nutridoras e oferecidos as crias (VILLA et al., 2000;
RORTALIS et al., 2005, HARTFELDER et al., 2006). Sendo assim, ¢ importante enfatizar que
os diferentes estagios de desenvolvimento desses polinizadores sdo relevantes para avaliagdo,
o que inclui a exposi¢cdo durante a fase larval, através da ingestdo de residuos (ROSA et al.,
2016).

O sistema digestorio ¢ o primeiro a entrar em contato com os agrotoxicos quando
ingeridos. Uma vez que esses inseticidas chegam na hemolinfa do inseto adulto, uma parcela
do inseticida ingerido alcanga o cérebro, 6rgao alvo da molécula, o qual ¢ protegido pela
barreira hematopoiética. O cérebro ¢ o centro de associacao dos insetos, ele recebe estimulos
de 6rgaos sensoriais da cabeca e de partes posteriores do corpo por meio de interneurénios que

compde a cadeia nervosa ventral. Nas abelhas ¢ composto por regides que contém corpos
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celulares, que sdo chamadas de somata ou prolongamentos celulares, chamadas de neurdpilas
(CHAPMAN, 1998).

Ele ¢ formado pela fusdo de trés ganglios, o tritocérebro, deutocérebro e protocérebro.
E neste Gltimo que se encontram os lobos 6pticos, uma estrutura que se apresenta em camadas
devido a disposicao das células e seus prolongamentos. Essa regido ¢ composta pela retina e
por células fotorreceptoras e responsavel pelo processamento visual, os lobos opticos direito e
esquerdo estao interligados pela ponte cerebral, formada por uma massa de neurdpilas (RIBI et
al., 2008). O proteocérebro também contém os corpos pedunculados (Figura 1), os centros mais
importantes de processamento, aprendizagem e memoria, distribuidos em dois pares com
grande volume e grande quantidade de células e sinapses (CRUZ-LANDIN, 2009). Cada corpo
pedunculado ¢ constituido por uma neurdpila em forma de célice e preenchido por corpos
celulares, chamados células de Kenyon (FARRIS, 2005; FAHRBACH, 2006; SOUZA, 2009).
O calice ¢ dividido em anéis de neurdpila que ficam em torno dos corpos celulares, sendo eles
os labios, que formam a borda do célice, o colar e o anel basal, que ¢ o fundo do célice de onde

partem os pedunculos (Figura 1).

Figura 1: Esquema (A) e foto (B) do cérebro de abelha M. scutellaris , corado em Hematoxilina e Eosina (HE).
(Bo — Borda; CK — C¢lulas de Kenyon; Co — Colar; Ba — Base). Esquema (A) adaptado de neurobiologie.

Além das alteragdes histologicas, a sensibilidade dos organismos a disturbios

ambientais durante o desenvolvimento pode ter como consequéncia uma tendéncia a mudangas
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morfologicas em resposta a essas perturbagdes, o que € conhecido como instabilidade no
desenvolvimento. Essa instabilidade ¢ expressa fenotipicamente através da variagao dentro do
individuo e pode ser mensurada através da assimetria flutuante em organismos bilaterais,
parametro considerado indicador de alteragdes ambientais (DONGEN, 2006). Considerando
que o fenotipo ¢ onde o resultado da perturbacao sera observado, a presenga de alteragdes em
relevantes marcadores morfologicos como distancia intertegular e largura da cabega (BOSCH;
VICENS, 2002; LIMA et al., 2011; LIMA et al., 2013; ROSA et al., 2016) e/ou tamanho e
forma das asas indicaria que o organismo esta sob pressao de algum tipo de estressor ambiental
(COSTA, 2008).

Os dados sobre toxicidade de agrotdxicos para abelhas foram produzidos principalmente
com a utilizagdo da espécie 4. mellifera, pois ela se difundiu por todo o mundo e conta com
uma bem-sucedida tecnologia de criagao e manejo, que possibilita sua criagdo em larga escala
e o transporte seguro de uma colmeia-padrao as areas agricolas (IMPERATRIZ-FONSECA,
2004). Além disso, a maioria dos trabalhos existentes abordam individuos adultos
(CRESSWELL et al., 2012; TOME et al., 2012; GOULSON, 2013; COSTA et al., 2014;
THOMPSON et al., 2014; DIVELY et al., 2015; KESSLER et al., 2015; JACOB et al., 2015;
SOARES et al., 2015).

O método para criagdo larval de 4. mellifera ja esta padronizado pela Organizagdo para
Cooperagao ¢ o Desenvolvimento Economico, (OECD, 2013), baseados nos trabalhos de
Aupinel et al. (2005) e Aupinel et al. (2007). Esses protocolos foram adotados pela agéncia
ambiental dos Estados Unidos para a esquematizacao de avaliagdo de risco, que foi adotada
como referéncia para o atual esquema de avaliacdo de risco no Brasil. No entanto, dentre as
principais incertezas apontadas pelo IBAMA (2017), destaca-se sua utilizagcdo, uma vez que as

abelhas sem ferrdo fazem parte da fauna nativa de polinizadores. Uma forma de sanar essa
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davida seria a realizacdo de uma comparacao de A. mellifera com as espécies sem ferrdao, no
que se refere a toxicidade e exposi¢do aos agrotoxicos.

O desenvolvimento de métodos para estudos com larvas possibilitou uma melhor
avaliacdo e representagdao do que acontece na colonia com as larvas que sao contaminadas com
inseticidas trazidos pelas operarias. Entretanto, enfatiza-se a necessidade do desenvolvimento
e padronizagdo de métodos de criagdo in vitro para abelhas sem ferrao, uma vez que os sistemas
de alimentacdo larval diferem entre os grupos: enquanto em 4. mellifera as operarias nutrizes
depositam o alimento as crias de forma progressiva (HAYDAC, 1970), em abelhas sem ferrao
elas o fazem de uma tnica vez, depositando todo o alimento que serd consumido (ROUBIK,
1982; HARTFELDER, 2006).

O primeiro método de criagao de abelhas sem-ferrao foi descrito por Camargo et al.
(1972), mas este apresentava algumas deficiéncias que inviabilizavam a obtencdo de
individuos recém-emergidos em numero suficiente para a realizagdo de testes de toxicidade.
Atualmente, estudos realizados por Menezes et al. (2013), apresentaram adaptacdes ao
método descrito por Camargo et al. (1972) e aplicaram a criagdo in vitro de rainhas de
Scaptotrigona aff. depilis. Os resultados mostraram boa taxa de emergéncia, adequagdes na
umidade relativa do ar e na quantidade de alimento durante o experimento, e também ocorreu
que as abelhas emergidas in vitro foram caracterizadas como semelhantes as abelhas
emergidas naturalmente (in vivo), o que abriu novas possibilidades para os testes com
meliponineos. Porém, ndo existe padronizagdo para operarias at¢ o momento.

As evidéncias existentes ¢ a demanda para a realizagdo de estudos com meliponineos
vem aumentando substancialmente. Os 0rgaos responsaveis pela seguranca ambiental requerem
bioensaios apenas com A. mellifera, mas existe uma pressao crescente para que os testes passem
a ser realizados com espécies brasileiras, principalmente aquelas com potencial para os servicos

de polinizacdo. A padronizacao de um método de criagdo para meliponineos pode simular os
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efeitos reais destes compostos quimicos em abelhas sem ferrao, contribuindo na construgao de

acoes regulatorias que auxiliem na conservacao de polinizadores.

2. OBJETIVOS:
2.1. OBJETIVO GERAL
O objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo de criagdo in vitro de larvas de
M. scutellaris, a fim de propor sua aplicabilidade em testes de toxicidade de agrotoxicos.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
2.2.1.Avaliar as taxas de mortalidade de larvas, e as taxas de emergéncia relativa a
larvas e a pupas dos individuos.
2.2.2.Avaliar o tempo de duragdo dos individuos até o periodo de pupacgao, defecagado e
mudanca de coloracdo de olhos das pupas, a fim de verificar o tempo de
desenvolvimento do primeiro instar larval até a emergéncia de adultos.
2.2.3.Avaliar a morfologia de individuos recém emergidos provenientes da criacao in
vitro e de favos naturais (in vivo) para checar a representatividade dos primeiros
em relacao ao segundo.
2.2.4.Determinar a concentracao letal média (Clso) do inseticida padrao Dimetoato para

validacao do método proposto.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Procedimentos precedentes aos bioensaios in vitro
Antes de dar inicio aos experimentos, a altura e o diametro das células de favos naturais
foram mensurados com auxilio de paquimetro digital, a fim de se reproduzir as dimensdes das

células em placas de acrilico para os experimentos, como mostra a figura 2.

Melipona scutellaris.
Diametro: 7,4 mm; altura: 10,8 mm.
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Figura 2: Placa de acrilico utilizada para bioensaios larvais.

3.2. Descricao do protocolo proposto

Os favos contendo larvas de M. scutellaris foram coletados no meliponario do
Departamento de Biologia da “Universidade Estadual Paulista Jalio de Mesquita Filho”,
campus de Rio Claro, no qual foram selecionadas trés colonias nao parentais, em condigdes
ideais para a coleta, sendo as mesmas saudaveis, com grande niumero de individuos e com
rainha jovens e fortes que podem ser identificadas pela coloragdo de seu abdémem e pelo
desgaste de suas asas, pois rainhas com abdomen escuro e asas mais curtas ¢ desgastadas sao
consideradas rainhas velhas e sua postura pode ser menor. A coleta dos favos foi realizada de

modo que nao prejudicasse a sanidade das colonias, abrindo-se as caixas com cuidado para nao
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danificar os potes de mel e poélen (Figura 3A).

A técnica adotada para os bioensaios in vitro foi baseada no método desenvolvido por
Menezes et al. (2013) para criagdo de rainhas de Scaptotrigona aff. depilis, adaptando-se a
técnica para o desenvolvimento de operarias de M. scutelllaris.

Para mensurar a quantidade de alimento larval por célula de cria, o alimento de 20
células por coldnia escolhidas aleatoriamente foi coletado. Os favos coletados ja estavam
operculados e continham ovos recém ovipositados. Com auxilio de micropipeta automatica, o
alimento proveniente de cada colonia foi homogeneizado em microtubos tipo eppendorf com
graduacao volumétrica. Os mesmos foram pesados em balanga analitica antes e depois da coleta
do alimento. O volume e peso total foram divididos pelo nimero de células de cria, estimando-
se a quantidade de alimento individual por célula.

Durante a manipulagao dos favos para retirada do alimento e larvas, a sala foi mantida
umida para evitar que o alimento, os ovos ¢ larvas desidratassem. Para isso foi utilizado um
recipiente com agua mantida em fervura por dois ebulidores elétricos € um umidificador de ar
(Figura 3B).

Antes da transferéncia do alimento e das larvas, foram preparadas as placas de acrilico
com 100 cavidades, as quais simulavam as células de cria, sendo as mesmas lavadas,
esterilizadas e acondicionadas em placas de Petri de vidro (1,5x20 cm) tampadas com o fundo
preenchido por agua destilada. Este procedimento ¢ essencial para manter a umidade entre
95+5% dentro da placa nos primeiros 5 dias de incubacio.

Sendo assim, favos de cria foram coletados das coldnias mantidas nas caixas racionais
e levados ao laboratorio. Foram coletados dois tipos de favos de cria, um contendo ovos para a
retirada de alimentos e outro contendo larvas de primeiro instar. As células contendo ovos
foram desoperculadas, os mesmos foram removidos, € o alimento larval foi coletado com o

auxilio de micropipeta automatica, sendo retirados 13 mL de alimento de cada coldnia,
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totalizando 36 mL.

Em seguida, todo o alimento coletado foi misturado e homogeneizado para ser
distribuido pelas placas com auxilio de uma micropipeta de repeti¢cao, sendo depositados 130uL
de alimento larval dentro de cada cavidade da placa de acrilico (Figuras 3C e 3D) e logo apds
as larvas foram transferidas com auxilio de uma agulha apicola. Durante a transferéncia de
larvas ndo ¢ possivel distinguir os favos em que irdo emergir operarias, rainhas ou machos.
Apos realizada a transferéncia (Figuras 4A, 4B e 4C) as placas de Petri foram preenchidas com
agua destilada e mantidas em estufa incubadora B.O.D (Biochemical oxygen demand) a 30°C
e umidade relativa do ar a 95% (Figuras 4D, 4E e 4F). As condicdes de temperatura e umidade
da B.O.D foram mantidas até o final dos experimentos.

Apos 5 dias de incubagdo, ou quando se notou o consumo total de alimento pelas larvas,
a umidade dentro das placas foi reduzida para 75% e para isso foi adicionado a placa de Petri
uma solucao de cloreto de sodio (NaCl). A reducdo da umidade se deu devido a ambientagao
dos bioensaios serem o mais proximo possivel do que ocorre na colonia € como explicado em
Menezes et al. 2015, com o passar dos dias ha uma reducao gradual na quantidade de cera
depositada na operculagdo dos favos e isso faz com que a umidade interna da célula seja
reduzida.

Os experimentos foram repetidos quatro vezes, em intervalos que nao prejudicassem o
desenvolvimento das colonias, sendo que cada um deles foram utilizadas 3 placas, totalizando
a transferéncia de 1.200 larvas.

A fim de avaliar a viabilidade da utilizacdo de ovos na criacdo in vitro, foram
adicionadas nos dois primeiros experimentos uma 4 placa, também com 3 repeti¢des e cada
uma contendo 20 ovos transferidos, totalizando 120 ovos. Em geral cada execucdao do
experimento durou em média 45 dias com intervalos de 1 més entre eles, a fim de ndo prejudicar

as colonias.



Figura 3: Representagdo das fases experimentais da criagdo in vitro de abelhas da espécie Melipona scutellaris.
(A) Coleta de favos na caixa racional. (B) Preparagdo do ambiente para transferéncia. (C) e (D) Distribuiggo de
alimento nas placas de acrilico.
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Figura 4: Representacdo das fases experimentais da criagdo in vitro de abelhas da espécie Melipona scutellaris.

(A) Desoperculacédo do favo. (B) e (C) Transferéncia das larvas. (D) Acréscimo de agua destilada a placa de
Petri. (E) Larvas transferidas. (F) Experimento em andamento.
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3.3. Verificacao dos parametros estabelecidos

Para verificar a funcionalidade deste método, varios parametros foram observados e
registrados ap0s a transferéncia e alimentacao das larvas, os quais sao indicativos da progressao
das fases do desenvolvimento larval como: defecacao, taxa de pupacgao, taxa de emergéncia de
adultos e mortalidade de larvas.

No dia seguinte a transferéncia, com o auxilio de um estereomicroscopio, as larvas que
ndo sobreviveram ao manuseio foram removidas, anotando-se o numero amostral de cada
colonia. A taxa de mortalidade comegou a ser contabilizada a partir do segundo dia de
transferéncia, uma vez que a mortalidade durante as primeiras 24 horas foi atribuida ao
manuseio das larvas durante a transferéncia e ndo ao experimento em si. Os outros parametros

foram sendo avaliados de acordo com o progresso do teste.

3.4. Analises morfométricas
3.4.1.Distancia intertegular e largura da cabeca

Foram analisadas a distancia intertegular e largura da cabeca tanto para abelhas emergidas
in vitro como para abelhas emergidas in vivo, para que houvesse uma comparagao que pudesse
provar a semelhanga entre elas e a fim de verificar possiveis deformidades provenientes da
criagdo in vitro (Figura 5A e 5B). Para tanto, foram utilizadas 10 abelhas por colonia,
totalizando 30 individuos por experimento. Machos e rainhas emergidos foram excluidos destas
analises, utilizando-se entdo, apenas operarias. As medidas foram feitas através de imagens
obtidas por um estereoscopico com camera acoplada (Leica M 205 C) e pelo software LAS

V4.8 utilizando o modulo de medidas do proprio software.
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Figura 5: Largura da cabega e distancia intertegular de operarias de M. scutellaris criadas in vitro e in
vivo. (A) abelha emergida in vitro. (B) abelha emergida in vivo. Valores dentro dos retangulos indicam
as médias das medidas morfométricas.

3.4.2.Simetria de Asas

Com o mesmo propdsito do item anterior, foram analisadas possiveis assimetrias nas
asas anteriores de abelhas emergidas in vitro e in vivo. Para cada procedimento, foram utilizadas
10 abelhas por coldnia, totalizando 30 individuos por experimento. Machos e rainhas emergidos
foram excluidos destas analises, utilizando-se entdo, apenas operarias. Asas anteriores dos
individuos foram removidas, montadas em laminas e fotografadas com uma camera digital
acoplada a um estereomicroscopio. A partir delas foi construido um arquivo .tps com o auxilio
do software tpsUtil versdao 1.40 (Rohlf, 2008). Onze marcos anatdmicos das jungdes das
nervuras das asas foram estabelecidos (Figura 6), com o software tpsDig versao 2.12 (Rohlf,
2008), e foram avaliados parametros como tamanho do centroide (raiz quadrada da soma das
distancias quadradas dos marcos anatomicos ao centroide, ou centro de massa) e forma das asas

(KLINGENBERG et al., 1998).



43

Figura 6: Marcos anatdomicos das junc¢des das nervuras das asas de operarias de M. Scutellaris com 24h de

emergidas.

3.5. Analises histologicas

Foram analisados cortes histologicos dos cérebros das abelhas emergidas in vitro e
abelhas emergidas in vivo, para que houvesse uma terceira comparagdo para a afirmacdo da
semelhanca entre elas e a fim de verificar possiveis alteragdes provenientes da criagdo in vitro.

Foram dissecadas abelhas recém emergidas in vivo e in vitro, sendo 5 abelhas por
colonia, totalizando 15 abelhas. Os cérebros retirados, foram fixados em paraformoldeido
tamponado a 4% por 24 horas e estabilizados em Tampao Fosfato de Sédio (PBS), pH 7,4 ¢ 0,1
M também por 24 horas. Em seguida seguiu-se o protocolo padrao para inclusdo em historesina
Leica para analises morfoldgicas. Foram realizadas sec¢des de Sum de espessura obtidas a partir
de um microtomo (Leica), tais seccdes foram colocadas em laminas histologicas, as quais
passaram pela dupla coloragdo com Hematoxilina e Eosina, na mesma lamina.

A coloracdo de Hematoxilina e Eosina foi realizada de acordo com o protocolo
estabelecido por JUNQUEIRA; JUNQUEIRA (1983). Sendo assim, as laminas foram
mergulhadas em dgua destilada por 1 minuto, coradas com hematoxilina aquosa por 10 minutos,

lavadas em 4agua destilada por 5 minutos, e com agua corrente por 1 minutos. ApoOs estes
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procedimentos, foram coradas com eosina por 5 minutos e novamente lavadas com agua
corrente por 1 minutos. Posteriormente, foram secas € montadas em DPX, meio de montagem
permanente. Apds a secagem das laminas, os cortes foram analisados e fotografados em foto-
microscopio de luz Olympus utilizando-se o programa DP Controller para aquisi¢ao das

imagens.

3.6. Determinacao CLso do inseticida dimetoato

Os procedimentos para a determinacdo da CLso via oral basearam-se no protocolo da
OECD - Organization for Economic Cooperation and Development (2014). Inicialmente o
inseticida dimetoato (Dimetoathe Pestanal da empresa Sigma-Aldrich, Brasil), foi diluido em
agua e depois adicionado ao alimento larval, sendo as larvas transferidas em seguida. Porém,
apos 24 horas, observou-se que o conteudo do alimento larval havia sido separado da parte
liquida, ficando apenas na parte inferior da célula. Dessa forma, as larvas tinham acesso
somente a parte aquosa, o que causou 100% de mortalidade nas larvas transferidas, pois as
mesmas se alimentavam somente da agua contaminada que ficou por cima do alimento que
solidificou no fundo da placa.

Nos bioensaios seguintes, o inseticida foi diluido diretamente no alimento larval e,
posteriormente, sucessivas diluicdes foram realizadas no alimento para atingir as concentragdes
a serem oferecidas as larvas (272 ng ingrediente ativo/puL alimento, 136 ng i.a./uL alimento, 68
ng i.a./uL alimento, 34 ng i.a./uL alimento, 17 ng i.a./uL alimento, 8,5 ngi.a./uL alimento, 4,25
ng i.a./uL alimento, 2,125 ng i.a./uL alimento) (Figura 7). A mortalidade dos individuos foi
registrada 24 horas apos o término da alimentagdo (168h apos a transferéncia das larvas) e

submetida a anélise probit do software R®.
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DIMETOATO

Alimento

10.920 pL de 7.500uLde  7.500uLde  7.500uLde  7.500pLde  7.500uLde  7.500pLde  7.500 uLde | larval sem
alimentolarval  alimento larval alimento larval alimentolarval alimentolarval alimentolarval alimentolarval alimento larval ia

10mL Alimento larval
+
10 mg Dimetoato

ao mae
1000 ng/pL
272 ng/mL
136 ng/mL
68 ng/mL
34 ng/mL
17 ng/mL
8,5 ng/mL
4,25 ng/mL
2,125 ng/mL
CONTROLE

Solug:

- 3 placas por concentragao
- 10 larvas por placa
- TOTAL 270 larvas

Figura 7: Cascata de Diluico utilizada para a determinagdo da CLso do dimetoato.

3.7. Analises estatisticas

Os dados referentes a emergéncia das abelhas relativa ao nimero de larvas transferidas,
a emergéncia das abelhas relativa ao numero de pupas e a mortalidade das larvas no 5° dia de
experimento (pos consumo de todo alimento oferecido) foram submetidos a analise estatistica
utilizando o software R® (R Core Team 2016).

Para cada um dos trés parametros citados acima, foram realizados testes de associacao
entre os diferentes bioensaios de padronizagdo. A probabilidade de associagdo (p-valor) foi
obtida pelo qui-quadrado de Pearson ou o teste exato de Fisher, de acordo com a composi¢ao
dos dados analisados (tamanho da amostra e frequéncia esperada), sendo que p <0,05 foi
considerado significativo. Como as comparagdes multiplas foram realizadas, os valores de p
foram ajustados pelo método da taxa de descoberta falsa (FDR) de Benjamini-Hochberg.

Em relacdo a morfometria das asas, uma ANOVA padrao para assimetria flutuante foi
utilizada para a anélise do tamanho do centroide (PALMER AND STROBECK 1986), e uma

ANOVA Procrustes correspondente foi utilizada para analisar a forma das asas
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(KLINGENBERG et al., 1998). Em cada anélise foram avaliados os parametros “individual”
(indica comparagdo entre os individuos sem distinguir os lados) e “lado” (representa o lado
direito e esquerdo do mesmo individuo). Essas anélises foram conduzidas no software R versao
3.4.3.

Foi utilizado o teste t para amostras independentes (com significancia ao nivel de 0,05)
para comparar as médias da distancia intertegular e da largura da cabeca obtidas nos
experimentos in vitro ¢ dos favos in vivo. Todas as andlises foram realizadas no software
GraphPad Prism 7.

Para analise e determinacao da CLso, os dados de mortalidade foram observados a cada
24 horas e foram submetidos a analises estatisticas utilizando o software R (R Core Team
2016). Para cada tempo observado (de 24 a 168 horas), foram realizados testes de associacao
entre as concentragdes de dimetoato testadas. A probabilidade de associacdo e ajustes foram
realizados da mesma forma como para as taxas de emergéncia e mortalidade relativas, descritas
acima.

Os valores da concentracao letal média (CLso) para o dimetoato foram determinados
com os dados de mortalidade observados em 144 e 168 horas, que correspondem a 24 ¢ 48
horas, respectivamente, apds o consumo total de alimento contaminado com o inseticida pelas
larvas. Os valores de CLso, bem como, o intervalo de confianca a 95% e os valores de qui-

quadrado foram estabelecidos a partir do trabalho de Pacheco e Rebelo (2013).
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4. RESULTADOS
4.1. Desenvolvimento

As execucoes dos testes do Unico tratamento realizado com M. scutellaris indicaram
uma média de 80,2 % de emergéncia de individuos relativa a larvas, 92,61% relativa a pupas e
uma média de 7,42% de mortalidade de larvas (tabela 1). As anélises comparativas através do
qui-quadrado entre todos os experimentos executados, demonstraram que todos sdo
semelhantes estatisticamente (tabela 2). A tabela 3 apresenta os eventos que ocorrem durante o
desenvolvimento de acordo com o protocolo proposto. Cada fase ¢ representada nas figuras 8
e 9. Em relagdo as duas tentativas de transferéncias de ovos, a taxa de sobrevivéncia foi proxima

de zero.

Tabela 1. Parametros que validam o protocolo de desenvolvimento de criagdo de proposto para Melipona

scutellaris.

Taxa de Taxa de .
. N N Mortalidade de

Experimento emergéncia/ larvas emergéncia/ pupas larvas (%)*
(%)* (%)* ’

1 77,87 £ 8,18 89,14 £ 3,19 8,64 +6,02

2 76,38 £ 6,13 94,05 £ 8,4 10,17 £5,56

3 78,88 +£7,22 93,54 + 3,48 6,71 £ 4,82

4 87,83 £9,64 93,72 £ 6,93 4,16 +1,02
Média 80,2% 92,61 7,42%

*As primeiras taxas foram calculadas através da comparacdo da taxa de emergéncia em relagdo ao nimero de
larvas vivas; no segundo em relac@o ao numero de pupas vivas e o terceiro foram calculadas as mortalidades

gerais no periodo de larva,
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Tabela 2. Valores da probabilidade de associacdo (p-valor) entre os experimentos in vitro realizados com Melipona
scutellaris. Os valores foram obtidos pelo qui-quadrado de Pearson ou o teste exato de Fisher, de acordo com a

composi¢do dos dados analisados (tamanho da amostra e frequéncia esperada), sendo que p <0,05 foi considerado

significativo.
Comparacgoes Taxa de emergéncia/ Taxa de emergéncia/ Mortalidade de larvas
larvas pupas
T1xT2 0,783 0,48 0,789
T1xT3 0,783 0,48 0,581
T1x T4 0,147 0,67 0,417
T2 x T3 0,672 1 0,5
T2 x T4 0,139 1 0,401
T3 x T4 0,192 1 0,581

Tabela 3. Eventos que ocorrem durante o desenvolvimento de acordo com o protocolo proposto para Melipona
scutellaris.
* Os ntimeros ordinais indicam os dias exatos em que ocorreram os eventos.

+ indica os valores de desvios padrdo das médias.

Teste = Duracio
D}lragao (}a ~ Pupa olho Pupa olho Pupa olho Pupa olho até a
alimenta¢io  Defecacdo* b % % % % A
. ranco rosa marrom preto emergéncia
(dias) :
(dias)
T1 5 7° 15° 18° 20° 24° 40
T2 4 7° 16° 18° 20° 25° 38
T3 5 9° 16° 22° 24° 27° 45
T4 5 5° 17° 19° 21° 23° 43

Média 4,8 +0,45 7+1,41 15,8+0,84 18+1,74 21,2+1,65 24,6+1,5 41,4427
dia

Figura 8: Fases larvais do desenvolvimento de operarias de Melipona scutellaris. (A) Ovo; (B) Larva com 24h
apos a eclosio;
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Figura 9: Fases de pupas do desenvolvimento de operarias de Melipona scutellaris. (A) Pupa de olho branco; (B)
Pupa de olho rosa; (C) Pupa de olho marrom; (D) Pupa de olho preto.

4.2. Morfologia
4.2.1.Distancia Intertegular e largura da Cabeca
A média da distancia intertegular para o método in vitro, foi 2.58mm e para o método
in vivo 2.67mm. J4 para a largura da cabega, in vitro foi 3.68mm e in vivo 3.70mm. O teste t
indicou ndo haver diferenca significativa entre os métodos in vivo e in vitro, sendo o valor de p

> 0,05 (Figura 10).
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Figura 10: Medidas morfométricas (média em milimetros) de operarias de Melipona scutellaris criadas in vitro e in vivo. (DI
— Distancia intertegular; LC — Largura da cabeca).
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4.2.2.Assimetria de asas

Em relacdo a morfometria de asas dos individuos emergidos da criagdo in vitro, o
tamanho do centroide ndao apresentou diferenga estatistica em nenhum dos efeitos avaliados
(ANOVA “individual”: F = 1,24, p>0,1; lado: F = 0,31, p>0,5). Com relagdo ao padrao de
venacao de asas, a ANOVA Procrustes indicou uma sutil diferenca em “lado”, mas nao deve
ser considerada como significativa, em funcao da baixa magnitude do valor de “F” (“lado”: F
=1,71, p<0,05). Uma diferenca significativa foi verificada no efeito “individual” (“individual”:
F = 1,49, p<0,0001).

Com relagdo aos individuos emergidos da criacao in vivo, o efeito “individual” nao
apresentou diferenga estatistica nem para o tamanho do centroide nem para o padrao de venagao
de asas. O efeito “lado” indicou uma sutil diferenca em ambas as analises, mas nao deve ser
considerada como significativa, em fungao da baixa magnitude do valor de “F” (“lado: tamanho
do centroide”: F = 4,96, p<0,05; “lado: padrao de venacao de asas”: F = 1,89, p<0,05).

Tabela 4. ANOVA do tamanho do centroide e padrio de venagdo de asas de operarias de Melipona scutellaris

emergidas in vitro e in vivo.

Parametros Efeito In vitro In vivo
Tamanho do centroide' Individual® 7816.99 5833.10
Lado® 1943.21 28047.35%*
Padrio de venacdo de asas' Individual® 0.00%** 0.00
Lado® 0.00%* 0.00%*
*P<0,0005

! Tamanho do centroide e o padrio de venagdo de asas foram analisados pela ANOVA padrio para assimetria
flutuante e a ANOVA Procrustes correspondente, respectivamente. *“Individual” indica a comparagdo entre
individuos sem distingdo dos lados; *Lado” representa a comparagdo entre os lados esquerdo e direito de um

mesmo individuo; os niimero correspondem aos valores dos quadrados médios.
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4.2.3.Analises histologicas do cérebro de abelhas emergidas in vivo e in vitro.

Em relacdo a caracterizagdo dos cérebros das abelhas recém emergidas, ndo foram
encontradas alteracdes que pudessem indicar alguma diferenca histologica entre os orgaos
provenientes de ambos os tratamentos (in vitro versus in vivo). Sendo assim, os cérebros das
abelhas emergidas in vitro quanto in vivo podem ser considerados semelhantes, uma vez que
suas c¢lulas apresentaram caracteristicas ultraestruturais tipicas semelhantes: células compactas
e células ndo compactas, sendo as células compactas localizadas no centro do corpo
pedunculado e as células ndo compactas nas duas laterais como mostrado na figura 11. Ha
também a semelhanca entre as larguras das faixas de células compactas e a presenga de ntcleos

picnoéticos, o que € caracteristica normal nos cérebros de M. scutellaris como visto por Grella

(2017).

Figura 11: Cérebro de Melipona scutellaris recém-emergidas criadas in vivo e in vivo. (A; B e C) Corpo
pedunculado de abelhas emergidas in vitro provenientes de 3 coldnias diferentes. (D;E;F) Corpo pedunculado de
abelhas emergidas in vivo provenientes de 3 coldnias diferentes. Legenda: CKn - Células de Kenyon ndo
compactas; CKc - Células de kenyon compactas; CK - Células de Kenyon; Co- Colar; Ba — Base.
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4.3. CL 50 dimetoato
Com base nos ensaios de toxicidade, o valor de CLso determinado foi de 27,48 ng
dimetoato/pL de dieta, sendo os limites inferiores e superiores 19,8 e 35,16 ng dimetoato/puL

de dieta, respectivamente (Tabela 5 e Figura 12).

Tabela 5. Toxicidade oral do inseticida dimetoato para larvas de Melipona scutellaris. CLs -
concentracdo letal média em ng i.a./uL de dieta; ICosy- Intervalo de confianca a 95%; GL- graus de
liberdade; X*m - qui-quadrado modelo

Tempo CLs IC 959 GL X’m
(horas)
144 27,48 19,8 — 35,16 25 23,5
168 27,48 19,8 — 35,16 25 23,5
! L ! ! ! !
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Figura 12. Toxicidade oral do inseticida dimetoato para larvas de Melipona scutellaris.
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5. DISCUSSAO

Os quatro experimentos apresentados neste trabalho foram realizados de maneira
sequencial e suas taxas de sobrevivéncia foram aumentando gradativamente de acordo com a
progresso dos experimentos, atingindo taxa de sobrevivéncia média de 80,2%. Outros trabalhos
ja realizados com larvas de abelhas sem ferrdo conduzidos por Prato (2010), Menezes et al.
(2013) e Rosa et al. (2016) obtiveram uma média de 76,4% de sobrevivéncia, o que mostra que
este trabalho possui um resultado muito satisfatorio e pode ser considerado representativo para
futuras aplicagdes em bioensaios de estudos de toxicidade em abelhas sem ferrdo em estagio
imaturo.

De acordo com a OECD (2014), que utiliza a espécie A. mellifera (com método de
criacdo ja padronizado) como organismo-modelo para testes de toxicidade, a dieta contaminada
deve ser oferecida as larvas do 3° ao 6° dia do periodo de alimentacdo, observando-se a
mortalidade cumulativa deste o 4° até o 8° dia, periodo que corresponde a fase de alimentagao
progressiva destas abelhas. Este método corresponde ao protocolo ainda em fase final de
validacdo, por se tratar de exposi¢ao repetida do agrotdxico as larvas. Entretanto, se formos
considerar o método ja validado com exposi¢ao unica (OECD, 2013), a mortalidade nas placas
controles ndo deve ultrapassar 15% entre as réplicas. Essa padronizacdo utilizou essencialmente
como base os estudos de Aupinel et al. (2005) e Aupinel et al. (2007). Em seu trabalho de
padronizagdo de método para criacdo in vitro de A. mellifera, Aupinel et al. (2005) obteve a
maior taxa de emergéncia de adultos em relacdo as larvas foi de 69,7% e em relagdo as pupas
de 87,34%.

Comparativamente ao protocolo da OECD e ao trabalho de Aupinel et al. (2005), o
tratamento Uinico executado com operarias de M. scutellaris, ou seja, a transferéncia de alimento
e adi¢do de NaCl ao final da alimentagdo, produziu resultados muito satisfatorios, acima dos

estabelecidos (10,69% de mortalidade de larvas, 80,2% de emergéncia relativa a larvas e
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87,49% em relacdo a pupas).

Um ponto essencial para o sucesso da criacdo in vitro ¢ a recomendacdo da nao
utilizacdo de ovos para transferéncia in vitro, em funcdo das taxas de emergéncia terem se
apresentado, em todos os casos, proximas de zero. Ovos e larvas necessitam manter contato
com o ar para a respiracdo, o que ¢ facilmente compreensivel em grupos de abelhas que
possuem aprovisionamento progressivo do alimento larval, como ocorre em 4. mellifera e em
espécie do género Bombus, e também em grupos de abelhas com aprovisionamento massivo de
alimento so6lido. No entanto, em abelhas sem ferrdo, o alimento larval ¢ liquido, e a posi¢cao do
ovo sobre o alimento nesta consisténcia requereu adaptacdes evolutivas para este grupo
(VELTHUIS, 1998). De acordo com Velthuis (1998), os ovos entram em contato com o fluido
por apenas cerca de um sétimo do seu comprimento € 5% de seu volume. Dessa forma, no
presente estudo, a manipulacdo com a agulha apicola pode ter submergido os ovos mais do que
o permitido, acarretando a mortalidade ainda neste estagio de desenvolvimento.

O alto sucesso na taxa de sobrevivéncia também se deu devido ao uso das placas de
acrilico confeccionadas especialmente para a execu¢do desses bioensaios, pois a mesma
simulava as condic¢des reais das colonias e quando utilizadas outras placas ja existente, como
exemplo a placa Elisa de 96 pogos a taxa de emergéncia era bem menor a obtida com a placa
de acrilico confeccionada nas medidas ideais dos favos.

As diferengas minimas de duragdo de cada fase do desenvolvimento proveniente da
transferéncia larval provavelmente se deram pela transferéncia de algumas larvas com pouco
mais ou pouco menos de 24 horas, que pode ocorrer devido a construgdo do favo que € realizada
de forma discoidal com a postura de ovos pela rainha de dentro para fora (Figura 13). Sendo

assim, o ovo ovipositado no centro do favo serd um pouco mais velho que o das bordas do favo.
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Figura 13: Forma discoidal do favo de cria de Melipona scutellaris.

Com relacdo as andlises morfologicas, a comparagdo das medidas de distancia
intertegular e da largura da cabega ndo apresentaram diferengas estatisticas significativa, e as
caracterizacoes histoldgicas também nao apresentaram diferencas na estrutura do o6rgao
analisado (cérebro) entre abelhas emergidas in vitro e in vivo. Quanto a assimetria flutuante, o
padrao de venagao de asas indicou uma diferencga estatistica significativa no efeito “individual”
no tratamento in vitro, o que € esperado em individuos na natureza, uma vez que essas variacoes
ocorrem naturalmente em funcao de fatores de estresse ambiental, a exemplo de poluigdo,
restri¢ao na disponibilidade de alimento, etc. (KLINGENBERG, 2015). Os demais parametros
e efeitos avaliados mostraram-se similares entre os tratamentos.

Dessa forma, os resultados gerados com M. scutellaris, tanto no que se refere as taxas
de emergéncia e mortalidade quanto as analises morfologicas comparativas, permitem que as
abelhas emergidas in vitro possam representar as abelhas emergidas in vivo em bioensaios.
Assim, esta técnica pode ser proposta para utilizagdo como protocolo de criacdo in vitro para

individuos deste género e também adaptada para outros géneros de abelhas sem ferrao, podendo
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ser aplicada em testes toxicoldgicos.

A partir dos testes executados in vitro no presente estudo, infere-se a potencial nao
utilizagao do mesmo método in vitro padronizado para 4. mellifera em abelhas sem ferrao, uma
vez que seus sistemas de desenvolvimento larval diferem em varios aspectos, principalmente
quando se trata de alimentacdo e tempo de desenvolvimento. Enquanto em A. mellifera a
alimentacdo ocorre de forma progressiva, a qual consiste nas abelhas nutridoras alimentarem
as crias diariamente, em abelhas sem ferrdo ocorre de forma massiva, sendo o alimento
depositado de uma tnica vez antes da oviposi¢ao da rainha (VELTHUIS, 1998). Além disso, o
volume de alimento consumido pelas crias também difere entre os grupos: em A. mellifera cada
larva consome um total de 160 pL. (AUPINEL, 2005) e na abelha sem ferrao M. scutellaris,
cada larva ingere 130,6 pL.

Além da quantidade de alimento ser um fator limitante para a utilizagdo do método
descrito pela OECD na criagdo larval dos meliponineos, a constituicao da dieta proposta nao
representaria o habito alimentar dessas abelhas. O alimento larval dos meliponineos ¢
constituido por grande quantidade de polen, sendo que em Melipona marginata este
componente alcan¢a 50% do volume do alimento larval, como verificado por Rensi (2006) e
em M. scutellaris 31% (MENEZES et al. 2010). J4 no método descrito para 4. mellifera
(AUPINEL, 2005) e utilizado pela OECD, o alimento ¢ feito em laboratério, sendo composto
por uma mistura de D-glucose, D-frutose, extrato de levedura e geleia real, sendo a geleia real
produto produzido pelas abelhas da espécie A. mellifera, nao estando presente nas colonias de
M. scutellaris.

Outro fator que se pode citar ¢ a diferenca no tempo de alimentacao, pois no método
descrito por Aupinel et al. (2005) as larvas de 4. mellifera sao alimentas por 6 dias e as de M.
scutellaris sao alimentadas uma tnica vez € consomem o alimento em aproximadamente 5 dias.

Neste trabalho também foi percebido uma diferenca de 15-20 dias no tempo total de



57

desenvolvimento entre as espécies. Dessa forma, evidencia-se a importancia do
estabelecimento de um método que atenda a criacao de abelhas sem ferrao.

Outro ponto que evidencia as diferencas entre os bioensaios larvais € o fato de que o
protocolo estabelecido para 4. mellifera se utiliza de uma solucao esterilizadora durante a
execugdo dos testes, sendo essa dispensada na criacdo larval de abelhas sem ferrdao, pois a
func¢do dessa solucdo ¢ a limpeza e esterilizacdo do material do bioensaios, contra fungos que
poderiam danificar o bioensaios. Porém, para abelhas sem ferrdo do género Scaptotrigona, os
fungos vivem em simbiose com as larvas, como verificado por Menezes et al. (2015),
impossibilitando, dessa forma, sua utilizagdo para testes com abelhas deste grupo.

O presente estudo verificou que a CLso do inseticida dimetoato para larvas da espécie
M. scutellaris ¢ de 27,48 ng i.a./uL de dieta para os tempos de 144h e 168h. A avaliagdo da
toxicidade dos inseticidas pode ser feita de duas maneiras: a partir de testes de determinacao de
dose ou de concentragdo letal (DL e CL). Quando a quantidade de inseticida utilizada ¢
conhecida e entra em contato apenas uma vez com o individuo, utiliza-se o termo DL. Quando
os individuos sdo expostos ao agente quimico em uma determinada concentragdo por um
periodo especifico de tempo, o termo mais adequado ¢ CL (CAMPOS; ANDRADE, 2001), o
que ¢ apresentado neste trabalho.

O dimetoato ¢ o inseticida padrdao para uso em testes toxicoldgicos com larvas de
abelhas, uma vez que a sua agdo na taxa de mortalidade larval foi definida nos trabalhos
realizados por Aupinel et al. (2007a; 2007b). Esse inseticida ¢ a substancia quimica utilizada
como referéncia/padrao nos bioensaios toxicoldgicos com larvas de 4. mellifera para a
avaliacdo de risco dos agrotoxicos nas abelhas pela OECD (2012). Tal molécula foi escolhida
devido aos testes de toxicidade por contato (DL) e oral (CL) aguda para abelhas operarias de

A. mellifera europeia terem sido determinadas entre maio e outubro nos anos de 1981 4 1992
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(63 testes de contato e 62 orais) usando métodos laboratoriais padronizados na Inglaterra e
Alemanha por Gough et al. (1994), mostrando variagdes nao significantes nas CLs e DLs.

O método aqui descrito de suma importancia para a realizagdo de futuros bioensaios
toxicoldgicos com larvas de M. scutellaris podendo ser adaptado para outras espécies de
abelhas sem ferrdo. As larvas podem ser expostas aos inseticidas através da ingestao do
alimento larval que sera elaborado com os ingredientes (pdlen e mel) que foram estocados no
interior da colonia (BABENDREIER et al., 2004; ROTALIS, et al., 2005). Além da possibilidade
de contaminagao via ingestao de alimento, outra rota de exposicao possivel para larvas ¢ através
do contato direto que elas tétm com o alimento, a cera e as abelhas que possam estar
contaminados (WU et al., 2011), sendo assim o inseticida entra em contato com tegumento,
podendo entrar em contato direto com a hemolinfa do individuo.

Portanto, este trabalho traz evidéncias da relevancia do protocolo descrito, mostrando a
diferenca entre este € 0 método descrito para A. mellifera, indicando assim a importancia de
testes serem padronizados para abelhas sem ferrdo, devido a diferenca em sua biologia e,
principalmente, devido a diferenca na alimentacdo, tanto por quantidade de alimento, quanto
por modo de alimentacao.

Essa proposta ¢ essencial, pois, de acordo com a OECD, para a validagdo de um método
e para que o mesmo seja considerado como protocolo validado, vérios laboratérios em
diferentes localidades devem desenvolver a mesma proposta (chamada de “ring-tests™), a fim

de se encontrar os mesmos resultados.
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6. CONCLUSAO

O protocolo descrito no presente estudo para M. scutellaris apresentou taxas de
desenvolvimento satisfatorias, bem como produziu operarias recém emergidas com dimensoes
semelhantes aquelas produzidas em condi¢des naturais, possibilitando dessa forma, sua
utiliza¢ao em testes de toxicidade. Outra evidéncia da relevancia do método para esta espécie e
dos demais que estdo sendo produzidos ¢ que podemos notar a diferencga entre este o método
descrito A. mellifera, mostrado assim a importancia de testes serem padronizados para abelhas
sem ferrdo, devido a diferenca em sua biologia e, principalmente, devido a diferenca na
alimentacdo, tanto por quantidade de alimento, quanto por modo de alimentacgao.

Estes resultados sdo os primeiros passos para uma proposta de desenvolvimento de
“ring-tests” entre diferentes laboratorios para que, num futuro proximo, possa ser levado como

proposta para a inclusao deste grupo de abelhas como protocolo na OECD.
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