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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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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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