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RESUMO GERAL

OLIVEIRA, ALINE ARANTES. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
04 de fevereiro de 2023. Toxicidade de inseticida a base de Imidacloprido em
abelhas nativas e planarias de 4gua doce. Orientador: Dr. Althiéris de Souza Saraiva.
Coorientadoras: Dra. Marilene Silva Oliveira e Dra. Aline Silvestre Pereira Dornelas.

O aumento da populacdo requer, por consequéncia, aumento da produgdo agropecuaria,
em escala global. Diante disto, 0 aumento da produtividade agropecuéria esta, também,
associado ao uso intensivo e periddico de agrotoxicos. Entre os agrotoxicos amplamente
utilizados no controle de insetos-praga, ha os inseticidas neonicotinoides (NNIs) - uma
classe de maior expressividade quanto a sua utilizacdo em nivel mundial. Entre os
NNIs, destaca-se o Imidacloprido (IMI), inseticida de primeira geracdo, o qual é
utilizado numa ampla gama de culturas, apesar de ser restrito ou proibido em muitos
paises. Dados os potenciais efeitos adversos de IMI sobre organismos néo alvo, tornam-
se cada vez mais necessarios estudos que reportem concentrac@es seguras dos diferentes
compostos sobre organismos terrestres e aquaticos. Neste contexto, 0 presente estudo
visa a avaliar a toxicidade de inseticida a base de IMI sobre organismos ndo alvo,
terrestres (Tetragonisca weyrauchi, Tetragonisca fiebrigi, Tetragonisca angustula e
Tetragona clavipes), por meio de ensaios ecotoxicolégicos de Efeito Agudo Tdpico
(EAT), Efeito Agudo Residual (EAR), bem como ensaios agudos e cronicos para 0
organismo aquatico Girardia tigrina. Dados de concentragdes nominais evidenciaram
que as quatro espécies de abelhas T. weyrauchi, T. fiebrigi, T. angustula e T. clavipes,
apresentaram diferentes niveis de sensibilidade, quando expostas a baixas concentragdes
de IMI, com maior sensibilidade ao efeito residual. Do mesmo modo, mortalidade de G.
tigrina ndo foi observada em concentragfes ambientalmente relevantes de IMI. No
entanto, o inseticida afetou significativamente a locomocao, regeneracéo e fecundidade
da planéria. Com base nos resultados, os dados reportados neste estudo permitem inferir
sobre concentracdes letais (em 48 h - género Tetragonisca e 24 h - T. clavipes e G.
tigrina) que afetam 10% e 50% dos organismos-teste (EAT: 39,96 e 610 pg i.a./L,
EAR: 4,09 pg e 59,96 g i.a/L para T. weyrauchi; EAT: 22,20 e 518,09 ug i.a./L, EAR:
3,35e 98,85 ug i.a./L para T. fiebrigi; EAT: 8,97 e 85,84 ug i.a./L, EAR: 16,05 e 50,30
Mg i.a./L para T. angustula, EAT: 1,58 e 45,20 ug i.a./L, EAR: 0,18 e 15,26 g i.a./L
para T. clavipes; 69,0806 e 113,855 mg i.a./L para G. tigrina), ademais da CENO
(Concentracdo de Efeito Ndo Observado - 100 pg i.a./L) e CEO (Concentracdo de
Efeito Observado - 200 ug i.a./L) determinados para ensaios com G. tigrina, que
servirdo de base para a ecotoxicologia de modo a determinar concentracfes seguras e
ndo seguras de IMI sobre ndo-alvos. Espera-se ainda propor o uso de T. weyrauchi, T.
fiebrigi, T. angustula, T. clavipes e G. tigrina como bons bioindicadores de
contaminacgdo por IMI, adicionando informagGes que contribuam com a ecotoxicologia
e 0rgdos de protecdo ambiental.

PALAVRAS-CHAVE: Neonicotinoides; organismos terrestres; organismos aquaticos;
efeito letal; efeito sub-letal



GENERAL ABSTRACT

OLIVEIRA, ALINE ARANTES. Goiano Federal Institute, Rio Verde Campus, Goias
State (GO), Brazil, February 4, 2023. Insecticide toxicity based on imidacloprid on
native bees and freshwater flatworm. Advisor: Prof. Dr. Saraiva, Althieris de Souza.
Co-advisors: Prof. Dr. Oliveira, Marilene Silva; Prof. Dr. Dornelas, Aline Silvestre
Pereira.

The increase in population requires consequently an increase in agricultural production
on a global scale. So, the increase in agricultural yield is also associated with the
intensive and periodic use of agrochemicals. There are neonicotinoid insecticides
(NNIs), a class with higher expressiveness in terms of its use worldwide, among the
widely used agrochemicals for controlling pests. Imidacloprid (IMI) is a first-generation
insecticide highlighted among NNIs used in a wide range of crops, although it is
restricted or prohibited in many countries. Studies are increasingly needed to report safe
concentrations of different compounds on terrestrial and aquatic organisms due to the
potential adverse effects of IMI on non-target organisms. In this context, this study aims
to evaluate the toxicity of an IMI-based insecticide on terrestrial non-target organisms
(Tetragonisca weyrauchi, Tetragonisca fiebrigi, Tetragonisca angustula, and Tetragona
clavipes) through ecotoxicological tests of Acute Topical Effect (ATE), Acute Residual
Effect (ARE), as well as acute and chronic tests for the aquatic organism Girardia
tigrina. Nominal concentration data showed that the four species of bees, T. weyrauchi,
T. fiebrigi, T. angustula, and T. clavipes, exhibited different sensitivity levels when
exposed to low IMI concentrations with greater sensitivity to the residual effect.
Similarly, G. tigrina mortality was not found at environmentally relevant IMI
concentrations. However, the insecticide significantly affected the flatworm locomotion,
regeneration, and fertility. Considering the results, the data reported in this study allow
for inference about lethal concentrations (in 48 h, Tetragonisca genus and in 24 h, T.
clavipes and G. tigrine 9 species) that affect 10% and 50% of the test organisms (ATE:
39.96 and 610 pg a.i./L, ARE: 4.09 pg and 59.96 pg a.i./L for T. weyrauchi; ATE:
22.20 and 518.09 ug a.i./L, ARE: 3.35 and 98.85 pg a.i./L for T. fiebrigi; ATE: 8.97 and
85.84 ug a.i../L, ARE: 16.05 and 50.30 ug a.i./L for T. angustula; ATE: 1.58 and 45.20
Mg a.i./L, ARE: 0.18 and 15.26 g a.i./L for T. clavipes; 69,0806 and 113,855 mg a.i./L
for G. tigrina), in addition to the NOEC (No Observed Effect Concentration - 100 ug
a.i./L), and LOEC (Lower Observed Effect Concentration - 200 ug i.a./L) defined for
tests with G. tigrina, which will be applied on ecotoxicology to determine safe and
unsafe concentrations of IMI on non-targets. It is also expected to propose the use of T.
weyrauchi, T. fiebrigi, T. angustula, T. clavipes, and G. tigrina as good bioindicators of
IMI contamination, adding information that contribute to ecotoxicology and
environmental protection agencies.

KEYWORDS: Aguatic organisms, lethal effect, neonicotinoids, sub-lethal effect,
terrestrial organisms.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os inseticidas sdo produtos desenvolvidos estrategicamente para o controle de
insetos-praga que causam danos econémicos aos cultivos agricolas ou que afetam os animais
(SYNGENTA, 2022a). Por outro lado, 0 uso intensivo e rotineiro de inseticidas pode ter
como consequéncia a evolucdo da resisténcia de insetos-praga e o desenvolvimento de novos
produtos (compostos cada vez mais toxicos para pragas cada vez mais resistentes), o que
impacta mundialmente no fornecimento alimenticio e de insumos, bem como na economia de
diversos paises (PE, 2021; IRAC, 2022).

O uso intensivo de pesticidas (CABB, 2021), esta, entre outros fatores, relacionado
ao constante aumento populacional global (UN, 2022), com maior demanda por alimentos
(seguros) e consumidores mais exigentes (CABB, 2021). Por certo, pragas que carecem de
controle e normalmente elevado prego de produtos organicos. Notavelmente, tornam-se
necessarios cada vez mais estudos que visem a utilizacdo racional dos inseticidas. Isto dado
que, se por um lado ha uma demanda do aumento de produtividade; por outro lado, ha os
impactos associados (SYNGENTA, 2022b).

Entre os pesticidas mundialmente utilizados na produgdo agropecuéria, 0s
neonicotinoides (NNIs) tém representado a classe de inseticidas de maior crescimento
mundial (MA et al., 2021). Entre eles, podemos citar o Imidacloprido (IMI) (CALZA et al.,
2022), que surgiu em virtude da resisténcia de pragas e da necessidade de agrotdxicos que
fossem menos prejudiciais a0 meio ambiente. Sdo quatro as geragOes dos inseticidas NNIs, a
saber: primeira geragdo engloba compostos a base de IMI, Acetamiprido (ACE), Nitenpyram
(NTP) e Tiacloprido (TIA); segunda geracdo engloba compostos a base de Clotianidina
(CLO) e Tiametoxam (TMX); a terceira geragdo, compostos a base de Dinotefuran; e a
quarta geracdo de NNIs, compostos a base de Cycloxaprid, Guadipyr, Imidaclothiaz e
Paichongding (THOMPSON et al., 2020).

Neste cenario, os inseticidas a base de IMI, TMX, CLO s&o atualmente os inseticidas
NNIs mais comercializados (BORSUAH et al., 2020), sendo IMI o mais utilizado
(MORRISSEY et al., 2015; BASS et al., 2015; MA et al., 2021). Inseticidas a base de IMI
tém sido reportados com potencial para impactar organismos nao alvo, a exemplo de
invertebrados, tanto terrestres (WHITEHORN et al., 2012; SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2014;
PAGANO; STARA; ALIKO, 2020; CARNEIRO et al, 2022), quanto aquaticos
(STOUGHTON et al., 2008; ROESSINK; et al., 2013; GUO et al., 2020; SCHEPKER et al.,

2020). Como exemplo dos impactos de inseticidas NNIs sobre ecossistemas terrestres, a
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literatura cientifica tem reportado e chamado atencdo para o impacto sobre as abelhas
polinizadoras (TACKENBERG et al., 2020; WILLIS CHAN; RAINE, 2021; MEIKLE et al.,
2021). Estes insetos polinizadores tém sofrido forte declinio em muitos paises na ultima
década (AXEL; DEVILLERS., 2019; POTTS et al., 2010), inclusive no Brasil (COSTA,
BARCHUK; DO VALLE TEIXEIRA, 2020; IBAMA, 2022). A toxicidade para esses
organismos direcionou no Brasil trés inseticidas NNIs — IMI, TMX e CLO — para reavaliacdo
toxicoldgica no ambito da periculosidade ambiental (IBAMA, 2019).

No ambiente aquatico, inseticidas NNIs, até mesmo em baixas concentracdes, podem
impactar significativamente insetos aquaticos ndo alvo, como, por exemplo, o0s
Quironomideos (SARAIVA et al., 2017; KOBASHI et al., 2017; CAVALLARO et al., 2019;
BEENTJES et al., 2021) e outros organismos como Litopenaeus vannamei (causando estresse
oxidativo, reduzindo o desempenho do crescimento, imunidade e danos nos tecidos) (FU et
al., 2022), Daphnia magna (elevada taxa de mortalidade) (STINSON et al., 2022), Rana
pipiens (alteragdes comportamentais e bioacumula¢do) (CAMPBELL et al., 2021) e Danio
rerio (lesdes oxidativas) (DENG et al., 2022).

Para além dos efeitos adversos sobre organismos ndo alvo terrestres e aquaticos, 0s
NNIs podem, inclusive, apresentar efeitos prejudiciais a salde humana, o que carece de
atencéo cientifica (NEVES et al., 2020; PAGANO; STARA; ALIKO, 2020; BONMATIN et
al.,, 2021). Segundo a Embrapa (2022), o entendimento sobre as caracteristicas dos
agrotoxicos é importante para 0 monitoramento dos impactos ambientais. Neste contexto, a
Tabela 1 resume importantes informag6es do IMI.

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas e concentra¢Ges ambientais do Imidacloprido.

Pesticida IMI
Solubilidade em agua mg/L 610?

Kow 3,722

Log Kow 0,572
Potencial de Lixiviacao 3,69°
TY2campo (dias) 1742
TY249ua e sedimento (dias) 1292

Kq 0,956 a 4,18°
Koc 132 a 310°
Concentracédo ambientalmente relevante no solo (superficial) 903,31°
ng/kg

Concentragdo ambientalmente relevante na agua (superficial) 11,99 320

ng/L
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@Valores obtidos a partir de Lewis et al. (2016) — Pesticide Properties Database (PPDB); b |bama
(2019); ©Bonmatin et al. (2021); ¢ Pietrzak et al. (2019); fMorrissey et al. (2015) e Ma et al. (2021).

A abelha nativa jatai, género Tetragonisca, compreende trés espéecies: Tetragonisca
angustula [Latreille (Latreille, 1811) (Hymenoptera: Apidae)], Tetragonisca fiebrigi
[Schwarz (Schwarz, 1938) (Hymenoptera: Apidae)] e Tetragonisca weyrauchi [Schwarz
(Schwarz, 1943) (Hymenoptera: Apidae)] (BRASIL, 2022). Entre as abelhas nativas mais
importantes da América Latina, hd ainda a abelha Bora, do género Tetragona (Fabricius,
1804) (Hymenoptera: Apidae: Meliponini), espécie Tetragona clavipes (RS DUARTE;
SOARES, 2016). Essas abelhas (T. weyrauchi, T. fiebrigi, T. angustula e T. clavipes)
apresentam potencial de bioindicacdo para efeitos de inseticidas NNIs em ecossistema, em
razdo da sua importancia para a manutencdo dos agroecossistemas, efeito polinizador em
ampla gama de culturas, producdo de alimentos e outras matérias-primas, com manipulacéo
meliponéria simples (SLAA et al., 2006; VOSSLER et al., 2018; JACOB et al., 2019). Para
além disso, sdo organismos que apresentam sensibilidade a inseticidas (comportamento e
sobrevivéncia) (JACOB et al., 2019; PIOVESAN et al., 2020).

Adicionalmente, nos ecossistemas de agua doce tropical, a planaria de agua doce
Girardia tigrina [Girard (Girard, 1850) (Paludicola: Dugesiidae)] tem sido reportada como
boa indicadora para o biomonitoramento do impacto de pesticidas em ecossistemas de agua
doce (SARAIVA et al., 2018; LOPEZ et al., 2019; SARAIVA et al., 2020; DORNELAS et
al., 2021; PESTANA; OFOEGBU, 2021) através de ensaios ecotoxicologicos agudos e
crénicos em laboratério. De acordo com relatos cientificos, aspectos de sobrevivéncia,
alimentacéo, regeneracédo e reproducdo das planarias sdo pontos relevantes para qualifica-las
como bons indicadores biologicos da presenca de contaminantes (SARAIVA et al., 2018;
VILA-FARRE; RINK, 2018; WU; LI, 2018; LOPEZ et al., 2019a; OFOEGBU et al., 2019;
DORNELAS et al., 2021; OFOEGBU, 2021).

Diante do exposto e considerando o cenério produtivo do Sudoeste Goiano, com
potenciais efeitos deletérios de inseticidas NNIs sobre ecossistemas adjacentes aos cultivos
agricolas e organismos nao alvo, o presente estudo objetivou avaliar a toxicidade de
inseticidas NNIs a base de IMI sobre organismos terrestres ndo alvo (T. weyrauch, T.
fiebrigi, T. angustula e T. clavipes) e aquéticos (G. tigrina), com a utilizacdo de ensaios

ecotoxicoldgicos agudos e crénicos (para organismos aquaticos, apenas).


https://translate.googleusercontent.com/translate_f#5
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#5
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Uso de Agrotoxicos na Agricultura em Nivel Mundial com Enfase no

Brasil

Com o aumento da populagdo mundial (UN, 2022) e a consequente demanda por
alimentos, a agricultura tem se tornado cada vez mais importante para garantir a seguranca
alimentar (BRASIL; MAPA; EMBRAPA, 2019). O Brasil, como um dos principais
produtores agricolas do mundo, tem desempenhado papel fundamental neste cenario, com
recordes de exportacdes e crescimento constante na producdo agropecudria (CNA, 2022). No
entanto, a producdo em larga escala vem acompanhada do uso intensivo de agrotdxicos
(CARNEIRO et al., 2018; ALMEIDA et al., 2017; BOTELHO et al., 2020), os quais podem
trazer impactos negativos para 0 meio ambiente e para a salide humana.

A utilizacdo destes compostos se da devido a sua atuacdo como medida preventiva
em colheitas no intuito de controlar insetos-praga (EFSA, 2022a), que podem causar prejuizos
devastadores para a cadeia produtiva e a economia de um pais (CARTAXO et al., 2019). A
dependéncia de agrotoxicos na agricultura em muitos paises, apesar de seu uso efetivo, por
permitir a intensificacdo agricola e ganhos na produtividade ap6s a Segunda Guerra Mundial,
aponta para a responsabilidade ambiental (WORLD BANK, 2021). Ainda que haja
necessidade de producdo/consumo, diversos estudos reportam riscos associados aos
agrotoxicos (NEVES et al., 2020).

No Brasil, a palavra agrotoxicos é definida nos moldes da Lei Federal n° 7.802, de
1989 como sendo produtos fisicos, quimicos, bioldgicos, consumidos na agricultura, podendo
ser substancias e produtos, dispostos como desfolhantes, dessecantes, estimulantes e
inibidores de crescimento. Esta Lei, no artigo 1°, dispde sobre “A pesquisa, a experimentacéo,
a producdo, a embalagem e rotulagem, o transporte, 0 armazenamento, a comercializacdo, a
propaganda comercial, a utilizagdo, a importacao, a exportacdo, o destino final dos residuos e
embalagens [...]”. Ainda, para atuag¢do conjunta visando a transparéncia e a orientagao para 0s
registros nacionais, o0 MAPA fornece importantes informacdes para a cadeia produtiva
brasileira, sobre defensivos/produtos afins, pragas, ingredientes e relatorios de acordo com as
bulas aprovadas. Nos Estados Unidos, a palavra é tida como substancias ou misturas, com
ingredientes ativos ou ndo, visando a erradicar, precaver, ou afastar insetos ou pragas (US-
EPA, 2022).

Para o IRAC (2022), a resisténcia das pragas aos mais diversos inseticidas é um
desafio global. As consequéncias dessa resisténcia incluem a aplicagdo de produtos com
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maior frequéncia, o uso de doses acima das recomendadas no rétulo, a utilizagdo indevida da
mistura de produtos e troca de produtos (geralmente por um produto mais caro e/ou mais

toxico), na intencdo de alcancar um controle satisfatorio de uma determinada praga.

2.2 Uso de Inseticidas Neonicotinoides na Agricultura

Os NNIs sdo comumente utilizados no tratamento foliar e de sementes (NAUEN;
KOOB; ELBERT, 1998, JESCHKE et al., 2011), visando ao aumento da produtividade de
grdos (WANG et al., 2018). Atualmente, sdo considerados a classe mais importante a nivel
global (MA et al., 2021) e a mais eficaz em comparacdo com outros agrotoxicos presentes a
época de sua origem (JESCHKE et al., 2011), estando presentes no mercado global desde
1990, tendo sido desenvolvido, entre outros objetivos, para minimizar 0s impactos aos
ecossistemas (ESKENAZI; BRADMAN; CASTORINA, 1999; MORRISSEY et al., 2015).

Inseticidas da classe dos NNIs sdo aplicados em ampla variedade de culturas para
controle de uma extensa gama de insetos-praga (NAUEN; KOOB; ELBERT, 1998;
JESCHKE et al., 2011). Como exemplo dos NNIs existentes, tem-se o IMI, pertencente a
primeira geracdo de NNIs, de relevante impacto mercadolégico, mas também ambiental
(JESCHKE; NAUEN, 2008; MORRISSEY et al., 2015; BASS et al., 2015; MA et al., 2021;
CHC, 2022; UE, 2022; US-EPA, 2022).

No geral, os NNIs sdo substancias neurotoxicas (CASIDA; DURKIN, 2013;
CASTILHOS et al., 2019), que agem no sistema nervoso central do inseto (ELBERT et al.,
2008; RAYMANN et al., 2018), mimetizam a acdo de Acetilcolina (ACh) e ndo séo
degradados pela enzima Acetilcolinesterase (AChE), ao passo que bloqueiam os receptores
nicotinicos, causando hiperexcitabilidade do sistema nervoso central, provocando constantes
estimulos (contracdes musculares), com paralisia e morte do inseto (MATSUDA et al., 2001;
TOMIZAWA; CASIDA, 2005; ELBERT et al., 2008; UPL, 2017; MA et al., 2021).

Quando os NNIs séo absorvidos pelo cultivo, eles séo transportados por toda a planta
- folhas, flores, sementes, caules e galhos (ELBERT et al., 2008; UE, 2022). Na agricultura,
estes compostos sdo usualmente utilizados no tratamento de sementes, tratamento foliar, com
vistas ao controle de pragas sugadoras e perfuradoras, incluindo outros organismos presentes
no solo, como larvas, vermes e besouros (US-EPA, 2022), até o armazenamento de graos,
sendo ainda aplicados em animais de interesse zootécnico (para o controle dos insetos que 0s

acometem).
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Pela sua representatividade no cenario do agronegécio, o Sudoeste Goiano destaca-se
na producdo de grdos e de cana-de-agucar, que, associado aos recordes produtivos, o uso de
inseticidas é essencial para adequadas produtividades. Por outro lado, dados cientificos que
reportam os potenciais impactos ambientais destes compostos quimicos sobre organismos ndo
alvo ainda sdo escassos na literatura. Adicionalmente, um levantamento prévio feito no
Sudoeste Goiano (Apéndices A e B), permitiu identificar que os inseticidas da classe dos
NNIs sdo amplamente utilizados para controle de pragas em monoculturas exploradas na
Regido Sudoeste do Estado de Goias, com destaque para inseticidas a base de IMI.

Considerando o uso de inseticidas a base de IMI, na Regido Sudoeste do Estado de
Goias, o composto Imidagold 700 WG foi o objeto de estudo desta pesquisa, dada sua
representatividade no cenario Regional, Estadual e Nacional, no @mbito da producéo agricola.
Imidagold 700 WG ¢ indicado para as culturas de algodao, batata, cana-de-agucar, cebola,
citros, crisantemo, feijdo, fumo, meldo e tomate para combater as seguintes pragas: pao-de-
galinha (Euetheola humilis), tripes (Frankliniella schultzei), tripes (Thrips palmi), pulgéo
verde (Myzus persicae), cupim (Heterotermes tenuis), tripes (Thrips tabaci), minadora-das-
flores (Phyllocnistis citrella), pulgdo preto (Toxoptera citricida), Cigarrinha da cvc
(Oncometopia facialis), cochonilha orthezia (Orthezia praelonga), cochonilha pardinha
(Selenaspidus articulatus), mosca branca (Bermisia tabaci), mosca branca (Bermisia tabaci
raca B), vaquinha verde amarela (Diabrotica speciosa), cigarrinha verde (Empoasca
kraemeri), broca do fumo (Faustinus cubae), pulgdo das infloerescéncias (Aphis gossypii)
(UPL, 2022).

2.3 Impacto de Inseticidas a Base de Imidacloprido no Ambiente Terrestre
e Aquatico

Ao considerar o impacto dos pesticidas no ecossistema terrestre, as abelhas tém sido
alvo de intensa preocupagdo em todo o mundo. Em levantamento feito pela Agriculture
Organization of the United Nations, 90% dos vegetais responsaveis pelo fornecimento
alimentar mundial, quantificados em 100 espécies, carecem da polinizacdo de abelhas em 71
dessas espécies e culturas (EFSA, 2022). Pesquisas recentes mostram que a utilizacdo de IMI
tem reduzido significativamente colonias de abelhas em todo o mundo (RAYMANN et al.,
2018; MA et al., 2021). Nos ultimos 10 a 15 anos, esses importantes organismos
polinizadores, imprescindiveis para a manutencdo do ecossistema, com grande valor

ecoldgico e econdmico, tém apresentado perdas e enfraquecimento (EFSA, 2022b). Tal
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declinio pode estar intimamente relacionado com a utilizacdo de inseticidas ligados a
producédo (DECOURTYE; DEVILLERS, 2010). Segundo o Ibama (2022), o efeito produzido
por trés inseticidas NNIs (IMI, TMX e CLO) em abelhas polinizadoras no Brasil, para além
do que tem sido reportado na literatura cientifica internacional, culminou em reavaliacdo
toxicoldgica.

No ambiente aquatico, os inseticidas sdo reportados por impactar organismos
importantes para a manutencdo do bioma. Em pesquisa conduzida com trés grupos
taxonébmicos diferentes, que incluem Insecta, Filo Mollusca e Filo Annelida, foram
comprovados efeitos prejudiciais (BORSUAH et al., 2020). Adicionalmente, a aplicacdo
intensa e periddica levou o IMI a lista de maior reincidéncia em aguas superficiais em todo o
mundo (MANDAL; SINGH; PURAKAYASTHA, 2017; MA et al., 2021). Recomendaces
previamente aprovadas fizeram com que a Unido Europeia adotasse e publicasse
recomendacOes de substancias a serem monitoradas em aguas superficiais, entre elas os NNIs
(IMI, TIA, TMX, CLO e ACE) (EC, 2022). Por conta de propriedades fisico-quimicas como
solubilidade e persisténcia, além de concentracdes ambientais com elevada toxidade, o IMI é
considerado um contaminante emergente pela Uniéo Europeia (CIRCACBC, 2018; MA et al.,
2021).

A grande utilizacdo desses produtos quimicos tem como consequéncia 0S mais
diversos efeitos ao ecossistema, sendo contaminante do solo pela formacdo de residuos e de
agua por lixiviacdo para corpos d’agua (DORNELAS et al., 2021). A lixiviagdo ou
escoamento de pesticidas merece destaque no que concerne a contaminagdo ambiental, pois,
no primeiro caso (lixiviacdo), o impacto ocorre pelo movimento desses compostos ao longo
do perfil do solo, com substancias que tendem a contaminar aguas subterraneas, que
alimentam aquiferos; no segundo caso (escoamento), o dano ocorre pela contaminag¢do por
movimentacdo da &gua na superficie, o que favorece a contaminacdo de &guas superficiais
(BELCHIOR et al., 2017; EMBRAPA, 2022).

Para avaliacdo do indice de contaminacdo de aguas subterraneas, tem sido utilizado o
indice de GUS (Groundwater Ubiquity Score), sendo o IMI um possivel agente causador de
contaminacdo das aguas subterrneas (ISMAEL; ROCHA, 2019). Considerando o indice
supramencionado, quanto maior o valor de GUS, ou seja, elevada meia vida do agrotdxico e
reduzida absor¢do molecular de matéria organica no solo, maior sera a contaminacdo das
aguas subterraneas em decorréncia do potencial de lixiviagdo no perfil do solo (RUY; REIS,
2012; ISMAEL; ROCHA, 2019).
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2.4 Bioindicadores de Contaminagdo Ambiental

Por definicdo, bioindicadores normalmente sdo organismos ou processos bioldgicos
usados como medida do impacto de contaminantes ambientais (indicados pela anélise em
organismos ou ambientes), também conhecidos como biomonitoramento (AL-KHAZRAJI;
THAKIR; EL-HADEET], 2020). Na escolha do organismo teste, devem ser consideradas suas
caracteristicas fisioldgicas e comportamentais (para determinado experimento), relevando a
sensibilidade do organismo (KUMAR; SOLANKI; KUMAR, 2012; AL-KHAZRAJI,
THAKIR; EL-HADEETI, 2020). Na ecotoxicologia, 0 homem faz parte de um ecossistema,
coexistindo com outros seres, e nesse meio, ao examinar 0 impacto quimico, seus efeitos e a
responsabilidade do homem tornam-se importantes estudos com utilizacdo de técnicas
ecotoxicoldgicas (TRUHAUT, 1977; VASSEUR; MASFARAUD; BLAISE, 2021). Nesse
sentido, ante a utilizagdo de bioindicadores de contaminacdo ambiental, no presente caso, as
abelhas nativas (T. weyrauchi, T. fiebrigi, T. angustula e T. clavipes) e a planaria de agua
doce tropical (G. tigrina), serd avaliada a toxicidade aguda (T. weyrauchi, T. fiebrigi, T.
angustula, T. clavipes e G. tigrina) e cronica (G. tigrina) de inseticida a base de IMI.

Neste estudo, a abelha jatai, invertebrado terrestre, tem potencial para se tornar
bioindicador de contaminacdo por inseticidas NNIs, em razdo da sua extrema importancia
global (EFSA, 2022b) e da sua abundancia em Regides Neotropicais (MALAGODI-BRAGA,;
PEIXOTO KLEINERT, 2004), como as areas do Cerrado. T. clavipes € uma espécie de
abelha sem ferrdo, nativa da América do Sul, familia Meliponina, considerada a mais
importante das Americas Tropicais. T. angustula, também pertencente a tribo Meliponini
(JACOB et al.,, 2019), é polinizadora de uma grande variedade de espécies vegetais
(GARIBALDI et al., 2014), apresenta adaptabilidade a diferentes meios, produz alimentos e
outros derivados, além de ser de facil manipulacio (MALAGODI-BRAGA; PEIXOTO
KLEINERT, 2004; SLAA et al., 2006; VOSSLER et al., 2018; JACOB et al., 2019).

As planarias ganharam notoriedade na ecotoxicologia, sendo reconhecidas como
bons bioindicadores. As planarias tém extraordinéria capacidade de regeneracdo
(NEWMARK; ALVARADO, 2002; REDDIEN; SANCHEZ ALVARADO, 2004;
PESTANA; OFOEGBU, 2021). Sado animais invertebrados, predadores, do filo dos
Platelmintos, que se reproduz de forma sexuada e assexuada, importante no ecossistema, com
capacidade de adaptar constantemente seu sistema nervoso, com base na alimentagédo
(POIRIER et al., 2019). Para além disso, planarias sdao organismos de facil manipulagdo e
baixo custo para pesquisas (BUTTARELLI; PELLICANO; PONTIERI, 2008; RODRIGUES
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etal., 2016; OFOEGBU et al., 2016; SARAIVA et al., 2018; POIRIER et al., 2019; LOPEZ et
al., 2019; OFOEGBU et al., 2019; SARAIVA et al., 2020).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a toxicidade de inseticida a base de IMI sobre organismos ndo alvo terrestres
(T. weyrauchi; T. fiebrigi, T. angustula e T. clavipes) e aquéticos (G. tigrina), mediante
abordagem ecotoxicolégica.

3.2 Especificos

e Avaliar a toxicidade aguda de inseticida a base de IMI em T. weyrauchi, T. fiebrigi, T.
angustula e T. clavipes, através de efeito topico, visando a determinacao da CLso;

e Auvaliar a toxicidade aguda de inseticida a base de IMI em T. weyrauchi, T. fiebrigi, T.
angustula e T. clavipes, através de efeito residual (susceptibilidade oral), visando a
determinacéo da CLso;

e Avaliar a toxicidade aguda de inseticida a base de IMI em G. tigrina, visando a
determinacéo da CLso;

e Auvaliar a toxicidade cronica (efeito subletal) de inseticida a base de IMI sobre a
locomocdo, regeneracdo, reproducdo (fecundidade, apenas) de G. tigrina, visando a
determinacdo da Concentracdo de Efeito Ndo Observado e Concentracdo de Efeito

Observado.
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CAPITULO |

4. ARTIGO DE REVISAO

CONTAMINACAO AMBIENTAL POR INSETICIDAS
NEONICOTINOIDES: A ECOTOXICOLOGIA COMO FERRAMENTA
DE BIOMONITORAMENTO

RESUMO

Nas ultimas décadas, os inseticidas da classe dos neonicotinoides (NNIs) tém sido
mundialmente utilizados para controlar insetos-praga nas lavouras. No entanto, o uso de
ingredientes ativos pertencentes a classe dos NNIs tem sido relatado como potenciais
causadores de impactos sobre a biodiversidade, como ecossistemas terrestres e aquaticos, em
areas adjacentes a cultivos agricolas. Fato é que muitos paises, inclusive desenvolvidos,
acabaram proibindo ou restringindo o uso de alguns inseticidas NNIs (Bélgica, Croacia,
Dinamarca, Finlandia, Franca, Alemanha, Lituania, Poldnia, Roménia, Eslovaquia, Espanha e
Canada). No Brasil, trés principios ativos desta classe de inseticidas estdo em reavaliacéo
toxicoldgica quanto aos riscos ambientais, incluindo Tiametoxam (TMX), Imidacloprido
(IMI) e Clotianidina (CLO). Os Estados Unidos buscam “mitigagcdes”, OU Seja, cumprir as
obrigacdes impostas na Lei de Espécies Ameacadas (ESA) da Agéncia de Protecdo Ambiental
(EPA), sem sobrecarregar indevidamente a agricultura e outros usuarios de pesticidas. A
Rdssia ndo restringe, porém faz recomendacdes para sua utilizacdo. Danos a organismos nao
alvo ndo passam despercebidos e sdo questionados por estudos que evidenciam efeitos
negativos. Ha de se considerar que os polinizadores denotam relativa sensibilidade aos NNIs,
ainda que em baixas concentragdes, com efeitos letais e subletais. Notavelmente, apesar de os
efeitos indiretos raramente serem observados em organismos especificos como minhocas,
planédrias e crustaceos, sdo relatadas comunicagdes de neurotoxicidade e distarbios
comportamentais em organismos nao alvo. Diante do exposto, 0 objetivo desta revisdo de
literatura foi abordar os potenciais impactos dos inseticidas NNIs em um contexto de
compilacdo de dados e discussdo das informacdes abordadas em publicacdo cientifica que
vise contribuir para com 6rgaos de protecdo ambiental e outros estudos cientificos ou afins.

PALAVRAS-CHAVE: Biodiversidade; pesticidas; impactos potenciais; neonicotinoides
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ABSTRACT

In last decades, neonicotinoids (NNIs) class insecticides have been globally used to control
insect pests in crops. However, the use of NNIs active ingredients has been reported as
potential causes of impacts on biodiversity, including terrestrial and aquatic ecosystems in
areas adjacent to agricultural crops. Many countries, including developed ones as Belgium,
Croatia, Denmark, Finland, France, Germany, Lithuania, Poland, Romania, Slovakia, Spain,
and Canada, have ended up banning or restricting the use of some NNIs insecticides. In
Brazil, three active principles of this insecticide class, including Thiamethoxam (TMX),
Imidacloprid (IMI), and Clothianidin (CLO), are undergoing toxicological reassessment
regarding environmental risks. The United States is looking for "mitigations”, that is, to fulfill
the mandatory imposed by the Endangered Species Act (ESA) of the Environmental
Protection Agency (EPA) without improperly overloading farming and other pesticide users.
Russia does not restrict but makes recommendations for its use. Damage to non-target
organisms is not overlooked and is discussed by studies that point negative effects. It must be
considered that pollinators show relative sensitivity to NNIs even at low concentrations with
lethal and sublethal effects. Notably, communications of neurotoxicity and behavioral
disorders on non-target organisms are reported, although indirect effects are rarely found in
specific organisms such as earthworms, flatworms, and crustaceans. Considering the above,
this literature review aimed to address the potential impacts of NNIs insecticides in a context
of data compilation and discuss the information found in scientific publications, aiming to
contribute to environmental protection agencies and other scientific or related studies.

KEYWORDS: Biodiversity, neonicotinoid, agrochemicals, potential impacts.
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4.1 Uso dos Inseticidas Neonicotinoides na Producédo Agropecuéria

Pode-se afirmar que a pesquisa cientifica tem focado no uso dos inseticidas que
impactem menos a biodiversidade, ao passo que no cenario atual os neonicotinoides (NNIs)
tém sido considerados uma das classes de inseticidas mais utilizadas para o controle de
insetos-praga, com relevante destaque a nivel mundial. Essa classe de inseticida foi
desenvolvida tendo como base a molécula de nicotina sintética, que surgiu em meados de
1990 (MORRISSEY et al., 2015). Esses compostos foram desenvolvidos por quimicos da
Shell Chemical Company, contendo ingredientes ativos heterociclicos de nitrometilenos.

Com relacdo ao modo de acdo, os NNIs mimetizam a acdo da Acetilcolina (Ach),
porém ndo sdo degradados pela enzima Acetilcolinisterase (AchE), causando bloqueio do
neuronio receptor, levando o inseto a fortes contragfes musculares com consequente paralisia
e morte (NAUEN et al.,, 2003; HS; SN, 2018; HLADIK; MAIN; GOULSON, 2018;
TAILLEBOIS et al., 2018). Os NNIs sdo amplamente utilizados para o controle e prevencédo
de insetos indesejaveis (no local e cultivo), com eficacia frente a diversos insetos-praga, como
cigarrinha do algodao (Cicadellidae), cujo principal método de controle é feito pelo inseticida
neonicotinoide IMI (SAEED; RAZAQ; HARDY, 2016). Doencas de citros ocasionadas pelas
bactérias huanglonbing, transmitidas pelo inseto-praga psilideo Diaphorina citri, sdo
usualmente controladas por meio do TMX (ASSALIN et al., 2017). Bemisia tabaci,
popularmente chamada de mosca-branca, uma das principais pragas agricolas, por transmitir
toxinas que provocam o amadurecimento irregular da cultura (LOURENCAOQO; NAGAI, 1994;
SILVA et al., 2009), é controlada por inseticidas NNIs, como o IMI (CAHILL et al., 1996).

Essa classe de inseticidas também ¢é utilizada para fins zootécnicos (criacdo de
animais com fins econémicos), bem como na medicina veterindria (animais silvestres e
domesticados pelo homem), visando ao controle de carrapato, pulgas e vermes (PISA et al.,
2014). Neste sentido, o objetivo desta reviséo de literatura foi abordar os potenciais impactos
dos inseticidas NNIs em um contexto de compilacdo de dados e de discussdo das informacdes
em publicacdo cientifica que visem a contribuir com 6rgdos de protecdo ambiental e estudos

cientificos ou afins.

4.2 Histdria e Legislacdo dos Neonicotinoides no Brasil e no Mundo

No Brasil, a obrigatoriedade do uso de agrotoxicos foi introduzida na década de 1960
para aumentar a oferta de alimentos e matérias-primas (CAMPANHOLA; BETTIOL, 2003).
Em 1965, foi instituido o Sistema Nacional de Crédito Rural (SNRC), introduzindo pacotes
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tecnoldgicos para insumos quimicos (BB, 2004). Em 1975 foi instituido o Il Plano Nacional
de Desenvolvimento (PND), Programa Nacional de Defesa Agropecuéria, para tornar
obrigatorio o uso de agrotoxicos e fabricas para a producdo de insumos quimicos na
agropecudria brasileira. De fato, somente em 1989 foi implantada Legislacdo Federal
referente ao uso adequado dos agrotoxicos, Lei 7.802, que estabelece medidas/defini¢des no
sentido de os agrotoxicos terem a finalidade de alterar a composicdo do meio ambiente
(BRASIL, 1989; PELAEZ; TERRA; SILVA, 2010).

A legislacdo que regula o uso de agrotoxicos no Brasil difere muito das politicas
publicas adotadas por paises desenvolvidos, como, por exemplo, a Unido Europeia. Estudos
apontam que os valores de residuos de agrotoxicos autorizados no Brasil sdo muito superiores
aos limites estabelecidos pela Unido Europeia (EM), principalmente ao considerar efeitos
sinérgicos e antagdnicos (GONCALVES, 2016).

Em janeiro de 2016, nos Estados Unidos o inseticida neonicotinoide IMI entrou em
reavaliacdo toxicologica pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US-EPA),
por apresentar riscos potenciais aos polinizadores (US-EPA, 2022), com previsao de findar a
reavaliacdo em 2024 (US-EPA, 2022). No Canada, este mesmo ingrediente ativo estd em
reavaliacdo toxicoldgica e com restricdes de uso pela Agéncia Reguladora de Manejo de
Pragas do Ministério da Saude do Canada (Health Canada’s Pest Management Regulatory
Agency — PMRA) (PMRA, 2022).

Em raz&o dos riscos associados, os pesticidas da classe dos NNIs foram restritos ou
proibidos em vérios paises nos dltimos anos. No Brasil, trés inseticidas NNIs estdo em
reavaliacdo toxicologica pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (TMX, CLO e IMI), justamente pelo fato de pesquisas cientificas evidenciarem o
impacto destes compostos sobre abelhas. Nos Estados Unidos, a US-EPA finalizou duas
etapas do processo de reavaliagdo ambiental destes compostos e constatou que parte de um
grupo dos NNIs, que inclui os mesmos ingredientes ativos em reavaliagdo no Brasil (TMX,
CLO e IMI), provavelmente afete negativamente habitats criticos (EPA, 2022). Por conta
dessas descobertas, a US-EPA (2022) deu inicio a uma nova consulta formal conjunta com
outros Orgdos de protecdo ambiental, que prevé propor aces em 2023 para reducdo da
aplicabilidade dos NNIs para espécies em risco (tendo como base previsdo de avaliacdo
bioldgica — projeto em andamento).

Em 2013, esses trés ingredientes (TMX, CLO e IMI) foram proibidos pela Comissao
Europeia (2022). E por ndo haver medidas efetivas de controle, a utilizagdo de tais produtos

estd condicionada a uma autorizacdo de emergéncia pelos Estados-Membros (Beélgica,
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Croacia, Dinamarca, Finlandia, Franca, Alemanha, Lituania, Polonia, Roménia, Eslovaquia e
Espanha), bem como a uma restricdo nos cultivos de campos abertos (EM, 2022). Na RdUssia,
embora ndo haja restricdes, sdo desenvolvidos estudos e recomendada a aplicacdo de NNIs
por gotejamento (PESTICIDY-RU, 2022).

4.3 Efeitos de Indiretos de Neonicotinoides Sobre a Saide Humana

Apo6s aplicacdo nas lavouras, os inseticidas NNIs sdo absorvidos pelos tecidos da
planta e podem sistematicamente se deslocar ao longo da cultura (MA et al.,, 2021),
ocasionando contaminacao de organismos ndo alvo, principalmente em areas adjacentes aos
cultivos agricolas — com especial atencdo para as areas de monocultura, levando sua
contaminagdo para niveis troficos mais elevados (WOOD; GOULSON, 2017). Tais
compostos podem resultar na toxicidade de curto e longo prazo, de modo a afetar
drasticamente a organizacdo biologica, modificando a forma e dindmica da cadeia alimentar
(SHEN et al., 2022).

Ha relatos de danos indiretos em diversas matrizes ecolégicas (HERBERT et al.,
2021) e, consequentemente, no corpo humano, com ocorréncias adversas; podendo causar
problemas respiratérios e sintomas de neurotoxicidade (LI; ROBINSON; KANNAN, 2022).
Os inseticidas, ao entrar no corpo humano, se metabolizam mediante o citocromo P450,
levando a uma biotransformacdo que produz metabolitos de meia vida varidveis (LI; LIN;
LIU, 2022). Embora os NNIs sejam amplamente detectados no ecossistema e no corpo
humano, em concentragdes que variam de centenas de niveis nanomolares a micromolares, ha
auséncia de estudos sobre toxicologia e mecanismos a satde humana (LI et al., 2022).

Grande parte dos NNIs, apds ingeridos, sdo secretados pela urina, porém a pequena
porcentagem ainda presente no organismo, especialmente os metabdlitos, pode exercer efeitos
adversos (ZHANG; LU, 2022). Pesquisa conduzida nas Filipinas mostrou residuos de NNIs
em 81% das amostras humanas, coletadas para teste (BONMATIN et al., 2020). Outros
estudos demonstram a evolucéo de cancer de mama em niveis de exposicdo (LI et al., 2022).

H& ainda risco associado aos indices de homeostase da insulina e de glicose
(VUONG; CAIl ZHANG; CHEN, 2022), ocorréncia em plasma seminal, com reducdo na
qualidade reprodutiva (WANG et al., 2022), efeitos que variam de agudos a crénicos, entre
eles, cardiovasculares, neuroldgicos, genéticos e defeitos congénitos (THOMPSON et al.,
2020).
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4.4 O Impacto dos Inseticidas Neonicotinoides no Meio Ambiente

No ambito dos inseticidas utilizados para o controle de insetos-praga na producéo
agropecuéria, os NNIs representam uma das classes de inseticidas mais utilizadas nesta Gltima
década (MORRISSEY et al., 2015; HLADIK; MAIN; GOULSON, 2018). De fato, o uso
indiscriminado destes compostos pode causar efeitos deletérios ao meio ambiente, como, por
exemplo, a contaminacdo dos corpos hidricos decorrente de fatores fisico-quimicos do
composto (solubilidade, movimentagéo, aderéncia), quando o inseticida entra em contato com
0 meio aquatico através do escoamento superficial, precipitacdo pluviométrica e deposicdo
atmosférica, apds a pulverizacdo de inseticida sobre a lavoura (GUPTA et al., 2002;
HAYASAKA et al., 2012; RABY et al., 2018; SGOLASTRA et al., 2020; SOUZA et al.,
2020).

Em nivel mundial, os inseticidas NNIs vém contribuindo para o desaparecimento de
colbnias de abelhas, grandes polinizadoras de plantas agricolas. As abelhas tém grande
importancia para a agricultura e para a producdo de alimentos, visto serem essenciais na
polinizacdo das culturas. E, nesse cenario produtivo, as abelhas nativas tém conquistado seu
espaco pela facilidade de manuseio e manipulacdo, contribuindo para o aumento da
produtividade e para a melhoria da qualidade dos frutos (GALLAI et al., 2009; GIANNINI et
al., 2015; PIRES et al., 2016). As abelhas estdo também diretamente ligadas ao sistema
econdmico, em decorréncia da producdo de substancias como a propolis, mel, cera e cerume —
tanto para consumo, quanto para a producao de insumos, alimentos e medicamentos.

Em razdo da perda de colbnias, alguns paises restringiram ou proibiram o uso de
agrotoxicos da classe NNIs (GONCALVES, 2016). O declinio das populacGes de abelhas
também pode estar associado a perda de habitat, levando a reducdo dos recursos alimentares
por conta da expansdo dos sistemas agricolas, desenvolvimento urbano e remogdo do
ambiente natural pelas atividades humanas (HAGEN et al., 2012).

Foi relatado que o uso indiscriminado de pesticidas leva a um declinio nas
populacdes de abelhas, chamado de DCC (Declinio do Colapso de Coldnias) ou CCD (Colony
Collapse Desorder) (DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH, 2007). A contaminagdo
desses invertebrados geralmente ocorre em areas agricolas (IMPERATRIZ-FONSECA;
SEGUI; FRANCOY, 2012). Do ponto de vista econdmico e ambiental, o impacto dos
agrotoxicos NNIs é preocupante, motivo de a comunidade cientifica estar mais atenta e a

pesquisa ser cada vez mais necessaria.
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45 A Ecotoxicologia como Ferramenta de Biomonitoramento de

Contaminacdao por Inseticidas Neonicotinoides

A ecotoxicologia € a ciéncia responsavel por estudar os efeitos da utilizacdo das
substancias quimicas naturais ou artificiais no organismo dos seres vivos e no meio ambiente,
possibilitando medir o grau de toxicidade sobre o organismo estudado (TRUHAUT, 1977,
MAGALHAES; FILHO, 2008). Adicionalmente, entende-se como toxicidade o efeito
negativo de algumas substancias ou produtos em relacdo ao organismo (BRASIL; IBAMA,
2019b).

Em estudos de toxicidade aguda, a CLso € observada onde a concentracdo de um
contaminante responsavel pela morte de 50% dos organismos avaliados é determinada por
meios estatisticos (SARAIVA et al., 2017; RABY et al., 2018; BRASIL; IBAMA, 2019;
SILVA et al.,, 2021; STINSON et al.,, 2022). Ensaios de toxicidade crbnica avaliam
concentracdes sub-letais de xenobidticos que possam afetar parametros comportamentais (por
exemplo, locomocgdo e alimentagdo) (SILVA et al., 2021); fisiolégicos (por exemplo,
crescimento, desenvolvimento e reproducdo) (OFOEGBU et al., 2016; DORNELAS et al.,
2021; LOPEZ et al., 2021; DORNELAS et al., 2022; REIS et al., 2022); e bioquimicos (por
exemplo, o sistema nervoso, mecanismos de defesas, através de atividades enzimaticas,
metabolismo e reservas energéticas) (SARAIVA et al., 2017).

Assim, para estudos de toxicidade crbnica, a faixa de estudo geralmente é
determinada pelas Concentracbes de Efeito Ndo Observado (CENO) (MAGALHAES;
FILHO, 2008) e Concentracdo de Efeito Observado (CEO) (KOBASHI et al., 2017; IBAMA,
2019b; DORNELAS et al., 2021). Especialmente para inseticidas da classe dos NNIs, estudos
ecotoxicoldgicos sdo fundamentais para o biomonitoramento de ecossistemas terrestres e
aquaticos por meio de testes de toxicidade com organismos que habitam os respectivos
ecossistemas (PERRY et al., 2021). Na ultima década, publicacBes cientificas em todo o
mundo usaram a ecotoxicologia como a principal ferramenta de biomonitoramento ambiental
para avaliar, prever ou detectar efeitos de xenobioticos (Apéndice F).

A fauna edéafica (organismos que habitam o solo) (NIVA; BROWN, 2019),
polinizadores (abelhas), bem como ecossistemas de agua doce (algas, insetos, vermes,
crustaceos, anfibios, peixes, entre outros), tém sido amplamente estudados para avaliagdo dos
potenciais riscos associados a toxicidade de inseticidas NNIs, e 0s impactos ndo somente
sobre 0 organismo, mas também em nivel populacional e, consequentemente, sobre

comunidades e ecossistemas. Deste modo, o volume de dados produzidos pela ciéncia da



30

ecotoxicologia no ambito dos efeitos deletérios dos inseticidas NNIs tem contribuido
sobremaneira com agéncias de protecdo ambiental em todo o mundo, culminando na
reavaliacdo toxicologica de ingredientes ativos pertencentes a esta classe de inseticidas e até
mesmo na restricdo ou proibicdo do uso, dados os potenciais efeitos para 0 ecossistema
terrestre e aquatico (HALLMANN et al., 2014).

E nesta perspectiva que apresentamos um compilado de informages de base
cientifica com valores de CLso ou CEso, CENO, CEO, DLso, para organismos de solo e
polinizadores (Tabela 1), para vertebrados e invertebrados de agua doce (Tabela 2).

Tabela 1 - Resumo das espécies testadas e condi¢fes associadas para andlise atualizada da
toxicidade de neonicotinoides em organismos de solo e abelhas (2019 a 2022).

Pesticida Espécie Parametro Duragdo Mensuracgéo Toxicidade Referéncia
do teste
Imidacloprido Allolobophora Sobrevivéncia CL50 10,7 mg/kg Gasparic et al.
caliginosa (2022)
(minhoca)
Lumbricus terrestris
(minhoca)
Imidacloprido Eisenia andrei Reproducéo 8 CENO 0,20 a 0,30 mg/kg Loon; Vicente;
(minhoca) semanas CE10 0,30 mg/kg Gestel (2022)
Clotianidina CENO 0,125 a 0,30 mg/kg
CE10 0,70 mg/kg
Tiacloprido CENO 0,125 a 0,30 mg/kg
CE10 0,10 mg/kg
Clotianidina Eisenia andrei CE50 4,35 mg/kg Bandeira et al.
(minhoca) (2021)
Enchytraeus 33,5 mg/kg
crypticus
Folsomia candida 0,11 a 0,28 mg/kg
(colémbolo)
Proisotoma minuta 0,11 a 0,28 mg/kg
(colémbolo)
Sinella curviseta 0,11 a 0,28 mg/kg
(colémbolo)
Acetamiprido Folsomia candida CL50 0,12 mg/kg Silvaetal.
(colémbolo) (2020)
Imidacloprida CE50 0,25 mg/kg
Clotianidina Eisenia andrei CL50 0,07 mg/kg
(minhoca) CE50 0,05 mg/kg
Acetamiprido
CL50 0,80 mg/kg
CE50 0,35-0,40 mg/kg
Imidacloprido Eisenia foetida Sobrevivéncia CL50 7,24 mg/kg Brasil (2019?)
(minhoca)
Imidacloprido Maioria dos estudos Sobrevivéncia DL50 3,7 ng/abelha EFSA (2022)
com Apis mellifera
Tiametoxam (abelha) 5,0 ng/abelha
Racdinotefuram  Apis mellifera Sobrevivéncia - 24h DL50 0,021 pg/abelha Zhang et al.
R-Dinotefuram  (abelha) oral 0,079 pg/abelha (2021)
S-Dinotefuram 0,004 pg/abelha
Apis cerana 0,050 pg/abelha
(abelha) 0,228 pg/abelha
0,002 pg/abelha
Imidacloprido Apis mellifera Sobrevivéncia CEO < 2,5 ng/abelha Ibama (2019%)
(abelha)
Acetamiprido Tetragonisca Sobrevivéncia 24h CL50 173,26 pg/L Jacob et al.
Imidacloprido angustula (abelha) 1,70 pg/L (2019)
Tiacloprido 54,09 pg/L
Tiametoxam 0,28 pg/L
Imidacloprido Apis mellifera Sobrevivéncia 48h DL50 0,0049 pg/abelha Brasil (2019b)

(abelha)

0,0034 pg/abelha
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Tabela 2 - Resumo das espécies testadas e condi¢fes associadas para andlise atualizada da
toxicidade de neonicotinoides em vertebrados e invertebrados aquaticos (2019 a 2022).

Pesticida Espécie Parametro Duragéo Mensuragéao Toxicidade Referéncia
do teste

Acetamiprido Danio rerio (peixe — Resposta - CE 1.70E-01 mg/L ~ Naumann et al.

Imidacloprido  vertebrado) bioldgica CE 1.00E-05 mg/L ~ (2022)
Oreochromis niloticu

Nitempiram (peixe — vertebrado) CE 5.00E-01 mg/L
Gobiocypris rarus (peixe

Tiacloprido — vertebrado) CE 2.00E-02 mg/L

Tiametoxam Danio rerio (peixe — CE 4.62E-02 mg/L
vertebrado)

Gobiocypris rarus (peixe
— vertebrado)

Imidacloprido  Danio rerio (peixe — Sobrevivéncia 96h CL50 150 mg/L Di-Paola et al.
vertebrado) CENO 75e100 mg/L  (2022)

Tiametoxam Peixe (vertebrado) Sobrevivéncia - CL50 >111.000 pg/L  Brain; Prosser

CENO 1700 pg/L (2022)

Imidacloprido CL50 >100.000 pg/L

CENO 9.000 pg/L
Clotianidina CL50 > 91.400 pg/L
CENO 9.700 pg/L
Dinotefuram CL50 >99.100 pg/L
CENO 6.360 pg/L
Acetamiprido CL50 100.000 pg/L
CENO 19.200 pg/L
Sulfoxaflor CL50 266.000 ug/L
CENO 650 pg/L
Tiacloprido CL50 19.700 pg/L
CENO 918 pg/L

Acetamipride Silurana tropicalise (rA—  Sobrevivéncia 24h CL50 >100mg/L Saka; Tada

Clotianidina vertebrado) (2021)

Dinotefuram

Imidacloprido

Acetamiprido Danio rerio (peixe — Sobrevivéncia 48h CE50 754ppm Malhotra et al.

Clotianidina vertebrado) 96h CL50 0,1e 1,0 ppm (2021%)

Acetamiprido Silurana tropicalis (ra —

Dinotefuram vertebrado)

Imidacloprido

Acetamiprido Clarias gariepinus 96h CL50 265,7 ppm
(peixe — vertebrado)

Tiametoxam Girardia tigrina Sobrevivéncia 96h CL50 77,6 mg/L Barbosa et al.
(platelminto - CENO - 7,8 mg/L (2022)
invertebrado) Regeneracio

CEO - 7,8 mg/L
Alimentagdo

Imidacloprido Chironomus xanthus Sobrevivéncia 48h CL50 23,72 pug/L Melo et al.
(dipteros — invertebrado) (2022)

Clotianidina Penaeus monodon Sobrevivéncia 48h CL50 190 pg/L Butcherine et al.

Tiametoxam (camardo — invertebrado) 390 pg/L (2021)

Acetamiprido 408 pg/L

Imidacloprido 500 pg/L

Clotianidina Hyalella azteca Sobrevivéncia 7d CL50 4,0 ug/L Bartlett et al.

Acetamiprido (crustaceo — 4,7 ng/L (2019)

Dinotefuram invertebrado) 60 pg/L

Tiacloprido 68 ug/L

Imidacloprido 230 pg/L

Tiametoxam 290 pg/L

4.6 Discussao

A utilizacdo NNIs tem se tornado cada vez mais frequente na producéo agropecuaria
pela sua eficacia no controle de insetos-praga (SILVA et al., 2020; TASMAN; RANDS;
HODGE, 2020; ZHANG et al., 2021). Esses compostos sdo derivados da nicotina sintética e

imitam a acdo da acetilcolina, causando bloqueio do neurdnio receptor e, consequente, morte
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do inseto (RABY et al., 2018; TASMAN; RANDS; HODGE, 2020). Além disso, 0os NNIs sdo
amplamente utilizados para controle de insetos-praga nas culturas, como a mosca-branca e a
cigarrinha do algoddo (MORRISSEY et al., 2015; RABY et al. 2018; UPL, 2020), bem como
para fins zootécnicos e na medicina veterinaria (ENSLEY, 2012; WANG et al., 2018). A
historia do uso de agrotoxicos no Brasil remonta a década de 1960, com a introducéo do
SNRC e a obrigatoriedade do uso de insumos quimicos na agropecuaria (CAMPANHOLA,;
BETTIOL, 2003; BB, 2004). A legislacao federal referente ao uso adequado dos agrotoxicos
foi implementada em 1989 pela Lei 7.802 (BRASIL, 1989; PELAEZ; TERRA; SILVA,
2010).

No entanto, no Brasil alguns pesticidas desta classe tém fortes recomendagdes para
sua utilizacdo ou estdo em reavaliacdo toxicoldgica (IBAMA, 2022). O uso dos NNIs também
é questionado a nivel internacional, tendo sido proibido em alguns paises da Unido Europeia
(EC, 2022). A Unido Europeia considera o uso dos NNIs prejudicial aos insetos polinizadores,
0 que pode ter consequéncias negativas para a biodiversidade e para a producédo agricola. Em
resumo, a utilizacdo de NNIs tem sido amplamente debatida e questionada, tanto a nivel
nacional como internacional, sendo necessaria uma avaliagdo rigorosa dos impactos desse
inseticida sobre a producdo agropecuéria e 0 meio ambiente.

Com base em nosso estudo, a toxicidade de diferentes pesticidas em espécies de
minhocas e colémbolos, bem como em abelhas, foi avaliada por diversos pesquisadores. Em
geral, os resultados indicam que os pesticidas IMI e CLO sdo altamente toxicos para as
minhocas, com CLso e CEso variando entre 0,07 mg/kg e 33,5 mg/kg (BRASIL, 2019; SILVA
et al. 2020; BANDEIRA et al. 2021; GASPARIC et al., 2022; LOON; VICENTE; GESTEL,
2022). Ja em abelhas, a toxicidade varia entre os diferentes pesticidas, com o IMI e 0 TMX
sendo considerados 0s mais toxicos, com DLso de < 2,5 ng/abelha e 5,0 ng/abelha,
respectivamente (BRASIL, 2019; IBAMA, 2019; JACOB et al., 2019; ZHANG et al. 2021,
EFSA, 2022). Além disso, os resultados também sugerem que os colémbolos apresentam uma
sensibilidade moderada a CLO, com CEso variando entre 0,11 e 0,28 mg/kg (SILVA et al.,
2020; BANDEIRA et al. 2021).

Em relacdo as abelhas da espécie Tetragonisca angustula, o IMI é menos tdxico
quando comparado ao TMX, com CLso de 1,70 pg/L, enquanto a CLso do TMX é igual a 0,28
ug/L (JACOB et al., 2019). Conforme dados apresentados para T. angustula, 0 TMX se
mostrou mais téxico, seguido pelo IMI e TIA, e o ACE foi 0 menos téxico destes quatro
pesticidas (JACOB et al. 2019). Os dados sugerem que os pesticidas IMI, CLO e ACE tém

diferentes niveis de toxicidade para diferentes espécies de minhocas e colémbolos (SILVA et
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al. 2020; BANDEIRA et al. 2021; GASPARIC et al., 2022; LOON; VICENTE; GESTEL,
2022).

A toxicidade de pesticidas para organismos de solo e terrestres varia amplamente. O
IMI é altamente toxico para minhocas como Allolobophora caliginosa, Lumbricus terrestris e
Eisenia foetida, com CLso de 7,24 mg/kg e 10,7 mg/kg, respectivamente (BRASIL, 2019;
SILVA et al. 2020; BANDEIRA et al. 2021; GASPARIC et al., 2022; LOON; VICENTE;
GESTEL, 2022). A CLO ¢ altamente toxica para a minhoca Eisenia andrei (apresentou
grande sensibilidade), com CEso de 0,05 mg/kg (CLso de 0,07 mg/kg) a 4,35 mg/kg, mas €
menos toxica para colémbolos (CEso variando de 0,11 a 0,28 mg/kg) (BRASIL, 2019; SILVA
et al. 2020; BANDEIRA et al. 2021; GASPARIC et al., 2022; LOON; VICENTE; GESTEL,
2022), embora os colémbolos tenham grande sensibilidade por serem parentes filogéneticos
dos insetos (SILVA et al.,, 2020). O ACE foi moderadamente tdxico para minhocas e
colémbolos, com CLso e CEso variando entre 0,12 mg/kg a 0,80 mg/kg e 0,35-0,40 mg/kg,
respectivamente (BRASIL, 2019; SILVA et al. 2020; BANDEIRA et al. 2021; GASPARIC et
al., 2022; LOON; VICENTE; GESTEL, 2022).

Os resultados dos estudos com animais aquaticos mostram que a toxicidade dos
pesticidas varia entre 0s organismos testados, com concentracgdes letais que variam de acordo
com o tipo de pesticida e a espécie de animal testada (BARTLETT et al. 2019; SAKA;
TADA, 2021; BUTCHERINE et al., 2021; MALHOTRA et al., 2021; BARBOSA et al.,
2022; MELO et al., 2022; NAUMANN et al., 2022; DI-PAOLA et al., 2022; BRAIN;
PROSSER, 2022). Segundo Morrissey et al. (2015), pesquisas indicam ainda que insetos das
ordens Ephemeroptera, Trichoptera e Diptera parecem ser mais sensiveis aos NNIs, enquanto
aqueles pertencentes a Crustacea parecem ser menos sensiveis. A toxicidade dos pesticidas
também varia entre os grupos de vertebrados e invertebrados (WANG et al., 2018; RABY et
al., 2018; SILVA et al., 2020; DI-PAOLA et al. 2022). Em geral, conforme a Tabela 2, o0s
pesticidas mostraram ser mais toxicos para os invertebrados do que para os vertebrados.

Este estudo mostra a toxicidade de diferentes pesticidas para varios organismos de
solo e terrestres (minhocas, colémbolos e abelhas) e aquaticos vertebrados e invertebrados
(peixes, rds, planéria, camardo e crustaceo) com diferentes parametros e duracfes de teste. A
medida de toxicidade varia de estudo para estudo, mas inclui CLso, CEso, DLso, CEO, CENO.
No entanto, € importante destacar que a toxicidade dos pesticidas pode variar entre espécies e
depende de muitos fatores, como a dose, a duracdo do teste e a via de exposi¢do. Tendo estes
resultados como referéncia, conclui-se que os pesticidas apresentam impactos significativos

na saude de espécies importantes do ecossistema, como minhocas, abelhas, rés, peixes,
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planérias, camardes, dipteros e crustaceos, sendo necessério considerar a toxicidade desses
produtos. Além disso, pode-se destacar a importancia de pesquisas futuras para avaliar a
toxicidade de outros pesticidas e para o desenvolvimento de alternativas mais sustentaveis e
seguras para a agricultura. Importante enfatizar que a avaliacdo continua dos impactos dos
NNIs na producdo agropecuéria e no meio ambiente é crucial para garantir a seguranca

ambiental e a salide humana, equilibrando-se com a eficacia no controle de insetos-praga.

4.7 Consideracoes

A utilizacdo dos NNIs tem sido objeto de ampla controveérsia pelos seus impactos
tanto na producéo agricola quanto no meio ambiente. Em algumas nagdes, o uso de NNIs é
proibido, uma vez que é considerado prejudicial aos insetos polinizadores, incluindo abelhas
(ANDERSON, DUBETZ, PALACE, 2015; IBAMA, 2022; EC, 2022). Este estudo apresenta
evidéncias robustas de que a utilizacdo dos NNIs pode ter impacto negativo na biodiversidade
ao avaliar a toxicidade dos pesticidas em diferentes espécies e constatar que a toxicidade varia
significativamente entre elas (MORRISSEY et al., 2015; SILVA et al., 2020). Contudo, é
importante ressaltar que as abelhas sdo uma das espécies mais afetadas pela utilizagdo dos
NNIs (TASMAN; RANDS; HODGE, 2020; JACOB et al., 2019; ZHANG et al., 2021), e 0
declinio de suas populagdes tem implicaces graves para a polinizacdo e, consequentemente,
para a producéo agricola. Além disso, a contaminacao do solo e da agua por NNIs pode ter
impactos negativos na saide humana (MORRISSEY et al., 2015; THOMPSON et al., 2020;
STINSON et al., 2022). Por fim, é vital que as decisdes regulatérias relacionadas aos NNIs
sejam tomadas com base em evidéncias cientificas solidas e que sejam implementadas

medidas para minimizar seus impactos negativos.
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CAPITULO 11

5. ARTIGO TECNICO

CAPTURA E MANEJO DE ABELHAS NATIVAS: UM GUIA NO
AMBITO DE MANUTENCAO DE CULTURAS PARA USO EM
ENSAIOS LABORATORIAIS

RESUMO

No grupo dos insetos, as abelhas nativas sdo imprescindiveis ao atuar no setor
econdmico e ecossistémico. De alto valor comercial, produzem mel (com caracteristicas
medicinais Unicas, antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatérias e hidratantes),
além de serem importantes polinizadoras, que cooperam na diversificacdo biologica das
plantas, e respondéncias ecoldgicas entre espécies nativas ou exoticas. No entanto, esses
organismos tém sofrido declinio a longo prazo e em escala, pelo que estudos
laboratoriais com abelhas nativas tém sido cada vez mais comuns e necessarios, ao
passo que informacdes técnicas sdo, em sua maioria, avulsas. Neste sentido, dada a
escassez e as limitagdes de guias técnicos voltados para captura, criacdo e manutencao
de abelhas nativas com a finalidade de estudos laboratoriais, 0 presente estudo objetivou
elaborar um guia técnico nesta vertente, com vistas a auxiliar pesquisadores e técnicos
atuantes em estudos com abelhas nativas. No presente Guia Técnico, 0 processo de
captura utiliza garrafas PETs e caixas Tetra Pak, visando reduzir, reaproveitar e
readaptar, pelo que apresenta baixo custo e, também, assinala alternativas de poucos
gastos para obtencdo e criagdo das abelhas nativas, contribuindo ainda para com o
agroecossistema e 0 meio ambiente.

PALAVRAS-CHAVE: Abelhas sem ferrdo, guia técnico, colbnias, uso laboratorial



42

ABSTRACT

In the insect group, native bees are essential to act in the economic and ecosystem
sector. They produce honey of high commercial value with unique medicinal properties,
antioxidants, antimicrobials, anti-inflammatory, and moisturizing properties, and are
important pollinators, contributing to the plant biological diversity and the ecological
interdependence between native and exotic species. However, these organisms have
been experienced long-term and scaled decline, and lab studies on native bees have
become increasingly common and needed, while technical information is mostly
isolated. In this sense, this study aimed to develop a technical guide in this field to assist
researchers and technicians who are involved in studies with native bees, because there
are scarcity and limitations of technical guides focused on capturing, breeding, and
maintaining native bees for lab studies. In this Technical Guide, the capture process
uses Polyethylene Terephthalate bottles and Tetra Pak boxes of low cost, aiming at
reducing, reusing, and readapting the material, indicating low-cost alternatives for
getting and beekeeping native bees, contributing to the agroecosystem and the
environment.

KEYWORDS: Colonies, lab usage, stingless bees, technical guide.
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5.1 Importancia e Relevancia

A agricultura tem se beneficiado significativamente da polinizacdo por abelhas
sem ferrdo, que fornecem insumos para a producéo de fibras, 6leos e biocombustiveis,
além da producdo para consumo (EMBRAPA, 2022?). A criagdo de abelhas nativas para
fins de producdo tem se mostrado uma alternativa popular pela sua facilidade de
manutencdo (IBAMA, 2022) e pelo menor tempo despendido (EMBRAPA, 2022b). A
aquisicdo por ninhos de captura (Anexo A) é regulamentada pela Resolugdo CONAMA
n° 346, de 2004, permitindo até 49 coldnias. No entanto, alguns estados dispdem de
legislacao especifica (ABELHA, 2022?).

Este estudo foi conduzido como parte do projeto de mestrado da Aline Arantes
de Oliveira, orientado pelo Professor Dr. Althiéris de Souza Saraiva, envolvendo
mestrandos, graduandos e meliponicultores, com colaboracdo entre os Campi IF Goiano
— Campus Campos Belos e IF Goiano Campus Rio Verde. O objetivo principal é
disseminar conhecimentos inovadores e praticas sustentaveis e economicamente viaveis,
no dmbito da criagcdo de abelhas nativas do Brasil. Este guia, baseado na literatura
técnica e cientifica, bem como no conhecimento técnico e empirico, fornece
informacdes importantes sobre a captura e manejo dessas abelhas para uso em ensaios
laboratoriais. A exemplo da coleta de abelhas na entrada das coldnias, que pode ser
utilizada para diversos estudos, incluindo identificacdo de patdgenos, estudos genéticos,
estudos de ecotoxicologia e estudos de comportamento, como a comunicacao entre as
abelhas, a divisdo de tarefas e a dindmica das colonias. E importante mencionar que
informacdes sobre a manipulagdo de abelhas sem ferrdo sdo escassas na forma de guias
técnicos relacionados a cultura para estudos em ambito laboratorial, como testes de
ecotoxicidade.

5.2 Etapas para Captura, Manejo e Criacdo de Abelhas Nativas Sem
Ferrdao — Com Enfoque em Ninhos

1° Passo — Ninhos-isca ou ninhos-armadilhas

Ninhos-isca (ou ninhos-armadilha) € uma técnica importante para coletar
abelhas sem ferrdo para fins de pesquisa e ensaios ecotoxicoldgicos. Essa técnica
consiste em criar condigdes de habitats naturais que sejam atraentes para as abelhas e

estimulem a nidificacgéo.
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Uma das formas mais comuns de criar esses habitats simulados é o uso de
ninhos-isca ou ninhos-armadilha. Esses ninhos podem ser feitos com diversos materiais,
mas as alternativas mais comuns sdo garrafas PET e Tetra Pak, pois sdo baratas e
sustentaveis (EMBRAPA, 2022b). Para atrair as abelhas, é possivel utilizar diferentes
tipos de atrativos, incluindo capim cidreira, propdlis, atrativo comercializado ou de
fabricacdo prépria, sendo alguns mais recomendados quando se almeja uma espécie

especifica.

2° Passo — Instalacéao

A instalacdo dos ninhos-isca deve ser feita em locais estratégicos com tendéncia
ao favorecimento da captura (areas com boa densidade de abelhas nativas, como
florestas ou campos com grande variedade de plantas), em arvores entrelacadas
(entroncamentos) (AMA, 2023), variacdo em altura (os ninhos podem ser enterrados ou
com 1 a 2 metros de altura, ou mais de 4 metros de altura, caso das Scapitotrigonas),
normalmente livres de sol e chuva (FORJAZ, 2022). E recomendavel diversificar
tamanhos e alturas para aumentar as chances de captura de diferentes espécies.

A instalacdo dos ninhos nas proximidades das colénias méae pode favorecer a
captura, dentro de uma distancia de cerca de 200 metros (AMA, 2022). As iscas podem
ser presas com fita adesiva, plastico PVC, barbante, arame ou encaixe natural em
entroncamentos de arvores ou aterros. Além disso, é possivel fazer a captura em

ambientes urbanos, como blocos de concreto, espacos entre casas, postes etc.

3° Passo — Acompanhamento
O acompanhamento provém do conhecimento, cuja relacdo das abelhas com o
ambiente ocorre de diferentes formas, cada colénia com sua especificidade/aptidao.
Porém, as condicdes da coldnia, se estdo evoluindo ou ndo, evidenciam a necessidade de
acOes preventivas e/ou corretivas, que as deixem fortes, com elevada produgdo (POTTS
et al., 2016). Nao ha um caminho que direcione a decisdo correta. No entanto, segundo a
Associagdo Brasileira de Estudos das Abelhas (2022b), alguns indicadores podem
auxiliar. Ou seja, rapidas inspec¢des, no sentido de evitar resultados negativos. Devem-se
observar:
1. Crias como ovos, larvas e pupas (como indicador de danos, doencas ou inimigos

naturais);
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2. Potes de alimentos como mel e polen (denotam a salde e a eficacia das
campeiras);

Presenca da rainha e postura;

Tamanho populacional;

Existéncia da realeira (trigoniformes);

Sinal de predadores ou aflicBes (doencas);

Situacdo dos quadros de cria, nichos, caixa, divisorias;

© N o 0o bk~

Enfraquecimento das abelhas/coldnia (a unido de coldnias é uma boa alternativa,
vez que diminui 0 nimero de col6nias, aumenta a populacdo, tornando-as mais
produtivas e resistentes as adversidades); e

9. O manejo adequado, que depende do objetivo almejado.

4° Passo — Como identificar a captura?

Para reproducdo de enxames nativos ha duas maneiras: mediante uma rainha e
milhares de operarias (fémeas) ou producdo de zangbes (machos); em uma relagdo
mutualistica de troca energética entre as operarias produtoras (que trabalham) e os
zangOes, que asseguram a reproducdo, em diferentes col6nias (LEMANSKI;
FEFFERMAN, 2017). No entanto, existem técnicas de reproducdo artificial ou forcada,
que ndo recomendamos neste e estudo.

O processo de enxameacdo, divisdo natural da colbnia, estd diretamente
relacionado a colénia como um todo, ndo apenas a rainha (SILVA et al., 2021), quando
ocorre uma superpopulacdo colonial, ou seja, quando a colbnia atinge seu limite
maximo, o que incorre em riscos de eficiéncia e eficacia. A enxameacdo esta
correlacionada em um contexto generoso de doacdo de fontes alimentares, pélen e
néctar, além de cera (UDAYAKUMAR; SHYLESHA; SHIVALINGASWAMY, 2021).

O inicio ocorre pela identificacdo necessaria de nova moradia. Parte das
abelhas operarias deixa a “colonia-mae” em busca de lugar propicio a uma nova
residéncia (nidificagdo). Para que essa divisdo ocorra, a nova moradia carece de
insumos da colénia mae (doadora), entdo a ‘“colonia-mie” e a “colbnia-filha”
permanecem conectadas por alguns dias (UDAYAKUMAR; SHYLESHA;
SHIVALINGASWAMY, 2021). Apds a organizacdo do novo “habitat — ninho”, uma
comitiva de operérias e uma rainha virgem migram para o novo local (FRANCISCO et

al., 2006). Posteriormente, a rainha virgem serd fecundada em um voo denominado
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“nupcial” por um zangdo. Ao final da fecundagéo, a rainha, agora uma poedeira, retorna

a coldnia e passa a exercer sua fungio de postura e controle (VILLAS-BOAS, 2012).

5° Passo — Quando transferir para caixa racional?

O processo de enxameacdo da col6nia mée para a colonia filha € de efeito
continuo, e o tempo e a duracdo dependem da espécie, na condicdo de dias a meses.
Nesse sentido, o responsavel pela armadilha deve periodicamente verificar se houve
nidificacdo, aguardar determinado prazo, normalmente superior a 60 dias, visto que,
antes desse periodo, o ninho filho depende do ninho mée e ainda ndo iniciou o primeiro
ciclo de nascimentos, para posteriormente transferir (EMBRAPA, 2022D).

A nidificacdo pode levar mais de 50 dias, incluindo mais de 20 dias para a
formacdo da rainha, mais 5 dias para a postura ap6s fecundacao, cerca de 25 dias para

emergirem novas abelhas ap6s a postura dos ovos.

6° Passo — Como transferir?

A transferéncia deve ser feita nos dias em que a temperatura estiver acima de
23 °C (a depender da regido — normalmente entre 8h e 11h da manhd), para nédo
descompensar a temperatura interna. Segundo Embrapa (2009), para evitar perdas de
campeiras, operarias e guardas, & necessario identificar a espécie, observar as
caracteristicas do ninho e utilizar os materiais necessarios (caixa racional ou colmeia —
termo usualmente utilizado para definicdo da estrutura quando se refere a abelhas
nativas, fita adesiva, estilete e sugador entomoldgico). Algumas simples etapas
asseguram a saude da coldnia:
1. A nova coldnia deve ser transferida com os discos de cria e a rainha;
2. Para a transferéncia da rainha, invélucros podem ser utilizados, de modo
a evitar acidentes ou rejeicdo da coldnia por conta do cheiro das méos do
meliponicultor;
3. Os discos de cria devem ser alocados na posi¢do em que se encontravam
na coldnia filha, sendo necessério que haja espaco suficiente para o livre
deslocamento das abelhas;

4. O espaco pode ser estabelecido ao colocar pedacos de cerume;
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Os discos de cria de coloragdo escura, que sdo 0s mais novos, ndo podem
sofrer impactos ou virados ao reves, pois as larvas constantes nos ovos
poderdo morrer afogadas no alimento larval,

No ato da transferéncia, propolis e cerume devem ser alocados na nova
morada;

Um sugador de insetos (entomoldgico) poderd ser utilizado para
transferéncia das novas operarias (recém emergidas que ndo voam);
Colbnias que tiveram potes de alimentos abertos ou expostos devem ser
manuseados, e 0s potes mais comprometidos, removidos imediatamente,
por atrair inimigos naturais;

Potes intactos ou com pequenos desgastes podem ser recuperados e
retornar para a colonia;

Em transferéncias, o tubo de entrada do ninho deve ser removido e
transferido para a nova caixa;

O tubo de entrada deve permanecer na mesma posi¢cdo anterior a
transferéncia a fim de facilitar o reconhecimento da moradia e agilidade
no retorno aos trabalhos;

O manejo de transposi¢do usualmente recomendado deve ser feito ao cair
da noite, fechando a entrada das abelhas com pequenos panos, esponja de
aco ou materiais semelhantes;

Deve-se ainda respeitar um intervalo de 15 dias da transferéncia em si, do
transporte do ninho para o local definido;

Ou seja, transpde-se (em local definitivo) e/ou transfere-se para a caixa

racional apds 2 semanas, a pelo menos 1 km do local de origem);

15. A coldnia deve ser inspecionada (condicdo de transporte), as frestas

16.

17.

vedadas e os nichos lacrados ou selados com fita adesiva que sustente o
transporte;

E importante observar que as espécies ndo devem receber mais espaco do
que 0 necessario; e

Se necessario, uma fonte adicional de alimento também deve ser

fornecida.
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7° Passo — Cuidados necessarios (inimigos naturais)

Em primeiro lugar, para os principais inimigos naturais (homem, formigas e
forideos), simples técnicas sdo resolutivas (SANTOS et al., 2021). No entanto, outros
organismos carecem de atencdo, incluindo aranhas e lagartos (VALE et al., 2019).

Com relevante destaque, tem-se o “homem” que, ao retirar mel e manipular de
forma inadequada, é capaz de enfraquecer, bem como deixar as abelhas susceptiveis a
predadores (MIRANDA et al., 2016; ROSA et al., 2019). Para proteger da acéo
humana, ninhos, iscas e caixas carecem de identificacdo (informativos). Nao menos
importante, a instalagdo “adequada” ¢ outro método eficaz contra esse inimigo, devendo
ser priorizadas areas restritas “controladas”, proximas a ambientes naturais (TEIXEIRA,
2013; KALUZA et al., 2018).

Para o controle de formigas, graxa, 6leo queimado ou dgua, no suporte, pés ou
borda de acesso das caixas mostram boa contencdo (BECKER et al.,, 2015).
Recomenda-se que as caixas/ninhos com abelhas ndo tenham contato direto com o solo.
Sugere-se ainda destruir ninhos de formigas nas proximidades das colonias, capinas
frequentes para prevenir a camuflagem de inimigos naturais, suportes e cavaletes
(EMBRAPA, 2004), salvo para espécies que nidificam diretamente no solo.

Em relacdo aos forideos, uma “caga-forideos” simples ¢ eficaz. A armadilha é
confeccionada com um pequeno recipiente (garrafa PET reaproveitada). O frasco é
perfurado na tampa ou na lateral, em tamanho grande o suficiente para entrada dos
forideos, mas que impeca a entrada de abelhas (CONTRERA; VENTURIERI, 2008).
Recomenda-se a adigdo a “meio pote” de vinagre de vinho tinto (OLIVEIRA;
VENTURIERI; CONTRERA, 2013). Posteriormente, deve-se alocar na colonia, refere-
se a armadilha. Se necessario, os forideos poderdo ser removidos via sugador-
entomoldgico feito com mangueira transparente e pote reciclado (CAMARGO et al.,
2015).

Inclusive, as aranhas podem cagar mediante estratégia de “senta e espera”, pelo
que “carece” de extrema atengdo, bastando, no entanto, remové-las (EMBRAPA, 2009).
Lagartos e lagartixas sdo predadores com poder devastador (VALE et al., 2019). Para
afastar esses inimigos, instale um pequeno funil na entrada da caixa (gargalo de uma
garrafa PET), impedindo o acesso as abelhas (CARVALHO-ZILSE et al., 2005).
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8° Passo — Cientista consciente — O que fazer?

Para garantir o bom manejo dos ensaios ecotoxicoldgicos, é importante ser um
cientista consciente e adotar préticas sustentaveis e éticas. Algumas orientacdes
incluem:

1. Priorizar alternativas agroecoldgicas, como recomendado pelo Ministério do

Meio Ambiente (BRASIL, 2004);

2. Seguir as orientacdes do Manual do Ibama (BRASIL; IBAMA, 2019);
3. Prover fontes alimentares adequadas, como xarope artificial e polen, quando

necessario (MMA, 2012);

4. Buscar alternativas preventivas e resolutivas para lidar com inimigos naturais,

pragas e outras espécies de abelhas (BECKER et al., 2015);

5. Realizar manutencdo semanal ou diaria, conforme necessario, para garantir o

bom andamento do meliponario; e

6. Buscar sempre se atualizar com as novas informagcdes cientificas e tecnoldgicas

para melhorar as técnicas e métodos de coleta e manejo das abelhas.

9° Passo — Devo fornecer fonte energética ou proteica? O que € isso?

Em épocas de entressafra quando a disposi¢cdo alimentar € baixa (florada),
fontes alimentares complementares (energética e proteica) devem ser adotadas. Ao
considerar que as campeiras (operarias) estdo livres, sendo passiveis da busca por
alimento, concebe-se que esses organismos polinizadores sejam semidomesticado por
receberem alimentacdo complementar, diferente de outros animais. Fornecer essas
fontes assegura o fortalecimento e o desenvolvimento das col6nias (FREITAS et al.,
2020).

A receita de xarope é de simples preparo, bastando dissolver aglcar em agua
na proporcdo de 1:1, até solubilizar completamente (EMBRAPA, 2022c). Acucar
refinado deve ser evitado, por ter produtos quimicos. Diversos modelos de
alimentadores podem ser utilizados para o fornecimento do xarope. O modelo mais
utilizado e de baixo custo consiste em um pequeno recipiente ou tampa plastica, de
material resistente, de tamanho apropriado e compativel com o tamanho dos potes de
alimentos da colonia (EMBRAPA, 2022c). O material resistente impede que seja

destruido pela mandibula das abelhas.
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Para evitar afogamento no xarope por escorregamento, pedagos de palito de
picolé, palito rolico de madeira, cera, cerume ou algoddao sdo boas alternativas.
Pesquisas de meliponicultores e cientistas apontam alternativas que substituem o pélen
natural ou bee bread, por exemplo o polen de Apis. Observagdo: por ser floral e sem
processamento, o polen de Apis pode ser utilizado como cossubstituto, desde que tenha
procedéncia, para ndo haver contaminacdo da coldnia por doencas advindas de Apis

para as ASF.

5.3 Coleta de Abelhas

A coleta de abelhas para fins de ensaios ecotoxicolégicos é uma etapa
fundamental para garantir a qualidade dos resultados obtidos. Segundo Jacob et al.
(2019), para esses ensaios, devem ser utilizadas abelhas operérias coletadas da entrada
do ninho de pelo menos de trés coldnias saudaveis, com a finalidade de assegurar uma
padronizacdo eficaz. Além disso, € importante utilizar gaiolas experimentais em
recipientes de facil limpeza e com adequada ventilacdo, de acordo com as orientagdes
da OECD (1998). Recomendacdes:

1.Verifique as condicdes climaticas e outros fatores ambientais antes de
conduzir o experimento e evite condi¢cdes adversas como tempestades,
chuvas intensas ou altas temperaturas (BRASIL; IBAMA, 2019);

2.Faca a captura em horarios especificos, como no inicio da manha ou final
da tarde, quando as abelhas estdo menos ativas, ou colete as abelhas no
dia que antecede os ensaios experimentais, para aclimatacédo e reducéo
de estresse (PIOVESAN et al., 2020);

3.Selecione o periodo ideal para a coleta, evite coletas no inicio da
primavera e final do outono, levando em consideracdo a fisiologia, a
fase de vida das abelhas e a disponibilidade de individuos adultos e
saudaveis (OECD, 1998);

4.Utilize equipamentos de captura especificos, como redes entomoldgicas
(tela em jungdo com frasco para coleta de abelhas que retornam a
colénia), piramide (bastante viavel para captura de forrageiras ao sair
da colonia) (SCHEINER et al., 2013);
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5.Para a confeccdo da piramide, utilize material transparente que favorecga a
passagem da luz (sugerem-se: altura de 24,5 cm; apice de 3,5 cm x 3,5
cm; e base de 18 cm x 18 cm) (SCHEINER et al., 2013);

6.Utilize gaiolas experimentais e recipientes de facil limpeza e com
adequada ventilagdo, como frascos PET de 250 mL, conforme
recomendacdes da OECD (1998);

7.Certifique-se de seguir as normas de seguranca e bem-estar animal
durante a captura (BRASIL, 1991); e

8.Respeite as leis e regulamentacdes locais e evite captura excessiva para
garantir a preservacdo das espécies de abelhas (BRASIL; IBAMA,
2019).

5.4 Principais Erros

1.

Captura de individuos doentes ou debilitados: A verificacdo da salude de abelhas
é fundamental antes de fazer qualquer tipo de coleta ou manejo em ensaios
laboratoriais, pois abelhas debilitadas ou doentes podem apresentar resultados
falsos, prejudicando a precisdo dos experimentos e a validade dos resultados
obtidos (OECD, 2017; JACOB et al., 2019).

Manejo inapropriado: O manejo inadequado das abelhas pode prejudicar a
precisdo dos experimentos laboratoriais, por isso € importante seguir
recomendac0es especificas para 0 manejo para cada espécie (BECKER et al.,
2015; OECD, 2017; FREITAS et al., 2020).

Falta de consideracdo pelas condi¢fes climaticas e sazonais: As condi¢des
climéaticas podem afetar significativamente a captura e o manejo de abelhas
(ASSIS et al., 2021).

N&o relevar o periodo: Alguns testes com abelhas podem ser afetados se
conduzidos durante certos periodos do ano, como no inicio da primavera e final
de outono, pois esses periodos podem afetar a fisiologia das abelhas (OECD,
1998).

Falta de planejamento: O planejamento adequado é crucial para a obtencdo de
resultados precisos e confiaveis na realizacdo de pesquisas (ASKIE; GHERSI;
SIMES, 2006).
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5.5 Importancia dos Meliponarios nas Instituicdes de Ensino

A importancia desses espacos nas instituicdes de ensino € imensuravel, pois
permite aos estudantes e pesquisadores a oportunidade de estudar as abelhas de perto e
compreender melhor suas caracteristicas e comportamentos (ALBERTO et al., 2012;
SILVA; SANTOS; TEIXEIRA, 2021). Além disso, meliponéarios didaticos sdo
fundamentais para o desenvolvimento de novas técnicas de manejo de abelhas, para a
preservacdo de polinizadores, para a producdo de mel e outros produtos derivados
dessas espécies (PEREIRA; SOUZA; LOPES, 2010; BENDINI et al., 2020).

5.6 Consideracoes

Os meliponineos tém uma importancia significativa para a sociedade, desde
aspectos econdmicos até processos ecossistémicos (BASRAWI et al., 2017; PEREIRA
SILVA; LIMA; PAZ, 2012). E é fundamental que antes de qualquer procedimento de
captura de abelhas, seja evidenciada a importancia de preservar a espécie em questao,
garantindo alimentos de qualidade (FLETCHER et al., 2020), manutencdo da
diversidade de plantas nativas e rendimentos para os meliponicultores, tanto para as
populagdes tradicionais quanto para as pesquisas (EMBRAPA, 2022%). A manutencéo
dos servicos dos meliponineos, tanto os diretos (como mel, coldnias e subprodutos)
quanto os indiretos (como polinizagdo, educacéo, turismo e paisagismo), tem se tornado
cada vez mais importante (POTTS et al., 2016), especialmente & medida que a
comunidade cientifica tem evidenciado a perda continua de habitats, manejos
inadequados e o crescente numero de doencas e pragas que afetam esses polinizadores,
seja por fatores causais ou naturais, 0 que por si s6 ndo resolve o problema (VILLAS-
BOAS, 2012).

No entanto, a integracdo entre a ciéncia, agOes sociais e governamentais e
métodos educacionais para 0 manejo correto pode tornar a convivéncia entre
polinizadores, plantas e seres humanos mais harmdnica, proporcionando beneficios
mutuos (ROSA et al., 2019). Além disso, hd uma necessidade crescente de pesquisas em
ecossistemas afetados por atividades antropicas, com o objetivo de melhorar ou reduzir
danos ambientais.

Quanto aos ensaios ecotoxicoldgicos, a OECD (2022) considera guias técnicos
fundamentais para padronizar os testes e identificar e caracterizar potenciais perigos. E
importante lembrar que avaliagdes ecotoxicoldgicas podem ter implicacGes legais
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(dependendo do pais ou regido), tornando ainda mais importante que qualquer método
de monitoramento seja padronizado e bem conhecido, como o Guia apresentado. Assim,
0 presente guia é uma ferramenta valiosa para auxiliar 0s pesquisadores e
meliponicultores na captura e manutengdo de abelhas nativas, contribuindo para a

preservacao desses polinizadores e seus ecossistemas.
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CAPITULO I11

6. ARTIGO ORIGINAL — EXPERIMENTO I

SENSIBILIDADE DE ABELHAS MELIPONINI DO GENERO
Tetragonisca A TOXICIDADE DE IMIDACLOPRIDO

RESUMO

As abelhas nativas sdo polinizadoras eficazes na Regido Neotropical e podem ser
bioindicadoras ambientais, pois ajudam a equilibrar as comunidades florais e manter a
diversidade em ambientes naturais. Contudo, esses organismos polinizadores tém
diminuido pela potencial exposicdo a agrotoxicos comumente usados no
agroecossistema, incluindo os neonicotinoides (NNIs). O Imidacloprido (IMI) tem sido
relatado por causar efeitos a polinizadores ndo alvo, enquanto a comunidade cientifica
tem destacado a necessidade de estudos ecotoxicolégicos com abelhas nativas sem
ferrdo pela falta de informacdes sobre os efeitos de pesticidas nesses invertebrados.
Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o EAT (Efeito Agudo Tépico) e
EAR (Efeito Agudo Residual) de inseticidas a base de IMI nas abelhas sem ferrdo T.
weyrauchi, T. fiebrigi e T. angustula para determinar a CL10 e CLso sobre 0s organismos
expostos. Nos ensaios de efeito topico e residual, T. weyrauchi, T. fiebrigi e T.
angustula foram expostas em gaiola experimental com capacidade de 250 mL, por 48h
(com base na literatura cientifica). Em ambos os ensaios, foram utilizadas oito
concentragdes nominais de inseticida a base de IMI [Imidagold 700 WG® - 4, 8, 16, 32,
64, 128, 256, 512 pg/L de ingrediente ativo (i.a.)], mais o tratamento de controle,
apenas agua destilada, com trés repeticbes por tratamento e 10 organismos por
repeticdo. No ensaio topico, T. weyrauchi, T. fiebrigi e T. angustula foram expostas as
respectivas concentrac@es através de volume conhecido de névoa contaminada de 350
uL durante 1 min. Para o teste de efeito residual, foram oferecidos as abelhas 2 mL de
solucéo de sacarose contaminada com as respectivas concentragdes de IMI. Para EAT, a
CLio e a CLso, apds 48h do inseticida a base de IMI sobre as abelhas, foram
determinadas, respectivamente, como segue: 39,96 e 610 pg i.a./L para T. weyrauchi;
22,20 e 518,09 ug i.a./L para T. fiebrigi; 8,97 e 85,84 ug i.a./L para T. angustula. Por
outro lado, CL1o e CLso, ap6s 48h do EAR do inseticida a base de IMI sobre as trés
especies de abelhas, sdo reportadas, respectivamente, como mais toxicas, em
comparacdo com o EAT, tendo sido aplicados 4,09 e 59,96 ug i.a/L para T. weyrauchi;
3,35 € 98,85 g i.a./L para T. fiebrigi; 16,05 e 50,30 pg i.a./L para T. angustula. Para o
EAT e EAR, a espécie que apresentou maior sensibilidade a toxicidade aguda de IMI
foi T. angustula. Assim, 0s ensaios com o inseticida padrdo de referéncia Dimetoato
(DM) confirmaram maior sensibilidade de T. angustula em comparagdo com as outras
duas espécies, uma vez que dados de CL1o e CLso, ap0s 48h, estimaram valores de EAT,
respectivamente, de 33,30 e 54,08 ug i.a/L para T. weyrauchi; de 20,20 e 39,56 ug i.a./L
para T. fiebrigi; e de 10,83 e 23,09 ug i.a./L para T. angustula. Ja a CL1o e CLso de 48h,
no EAR foram estimados, respectivamente, 13,83 e 39,07 ug i.a/L para T. weyrauchi;
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14,02 e 41,95 pg i.a./L para T. fiebrigi; e 4,04 e 18,85 pg i.a./L para T. angustula. Este
estudo agrega importantes informagcfes no ambito da ecotoxicidade dos NNIs em
abelhas sem ferrdo, uma vez que baixas concentracdes do inseticida a base de IMI
afetam a sobrevivéncia de T. weyrauchi, T. fiebrigi e de T. angustula, principalmente
quando expostas ao efeito residual.

PALAVRAS-CHAVE: Ecotoxicologia; organismos ndo alvo; sobrevivéncia; efeito
topico; efeito residual
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ABSTRACT

Native bees are effective pollinators in the neotropical region and can be environmental
bioindicators because they help to balance floral communities and maintain diversity in
natural environments. However, these pollinating organisms have declined due to the
potential exposure to agrochemicals commonly used in the agroecosystem, such as
neonicotinoids (NNIs). The Imidacloprid (IMI) has been reported to cause effects on
non-target pollinators, while the scientific community has highlighted the need for
ecotoxicological studies with native stingless bees due to the lack of information on the
pesticide effects on these invertebrates. Thus, this paper aims to evaluate the Acute
Topical Effect (ATE) and Acute Residual Effect (ARE) of IMI-based insecticides on
stingless bees, Tetragonisca weyrauchi, Tetragonisca fiebrigi, and Tetragonisca
angustula, to determine the LCio0 and LCso on the exposed organisms. In topical and
residual effect tests, T. weyrauchi, T. fiebrigi, and T. angustula were exposed in an
experimental cage with capacity of 250 mL, for 48 h (according to the scientific
literature). In both tests, eight nominal concentrations of IMI-based insecticide were
used [Imidagold 700 WG®, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, and 512 pg/L of active ingredient
(a.1.)] and the control treatment (distilled water only) with three replicates per treatment
and ten organisms per replicate. In the topical test, T. weyrauchi, T. fiebrigi, and T.
angustula were exposed to the respective concentrations through a known volume of
contaminated mist of 350 pL for 1 min. Bees were fed with 2 mL of sucrose solution
contaminated with the respective IMI concentrations for the residual effect test. After 48
h of IMI-based insecticide on the bees, 39.96 and 610 pg a.i./L for T. weyrauchi; 22.20
and 518.09 ug a.i./L for T. fiebrigi; and 8.97 and 85.84 ug a.i./L for T. angustula were
determined for ATE, LCio, and LCso. Furthermore, LCio and LCso are reported,
respectively, as more toxic after 48 h of the ARE of IMI-based insecticide on the three
species of bees, compared to the ATE, which are 4.09 pg and 59.96 pg a.i./L for T.
weyrauchi; 3.35 e 98.85 ug a.i./L for T. fiebrigi; and 16.05 e 50.30 ug a.i./L for T.
angustula. T. angustula was the species that showed the greatest sensitivity to the acute
toxicity of IMI for the ATE and ARE. Thus, tests with the standard reference insecticide
Dimethoate (DM) confirmed greater sensitivity of T. angustula compared to the other
two species, since, after 48 h, LCi0 and LCso data estimated EAT values, respectively, at
33.30 and 54.08 g a.i./L for T. weyrauchi; 20.20 and 39.56 pg a.i./L for T. fiebrigi; and
10.83 and 23.09 pg a.i./L for T. angustula. The LCio and LCso of 48 h in the ARE were
estimated, respectively, at 13.83 and 39.07 ug a.i./L for T. weyrauchi; 14.02 and 41.95
ug a.i./L for T. fiebrigi; and 4.04 and 18.85 ug a.i./L for T. angustula. This study adds
important information regarding the ecotoxicity of NNIs on stingless bees, since low
concentrations of the IMI-based insecticide affect the survival of T. weyrauchi, T.
fiebrigi. and T. angustula, mainly when exposed to the residual effect.

KEYWORDS: Ecotoxicology, non-target organisms, residual effect, survival, topical
effect.
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6.1 Introducao

A agricultura tem se tornado cada vez mais dependente de agrotdxicos para
aumentar a produtividade e intensificar a producdo (IRAC, 2022). No entanto, 0 uso
excessivo e incorreto desses produtos pode trazer impactos negativos para a
biodiversidade e para a salde humana. Um dos tipos de agrotoxicos que tém recebido
atencéo crescente séo os neonicotinoides (NNIs), considerados a classe mais importante
a nivel global (MA et al., 2021). Esses produtos foram introduzidos no mercado
mundial na década de 1990 (MORRISSEY et al., 2015; TAIRA et al.,, 2021) e
apresentam quatro geracodes, sendo que a primeira geracao, como o Imidacloprido (IMl),
tem apresentado impacto relevante tanto no mercado quanto no ambiente (THOMPSON
et al., 2020).

@) Imidacloprido, 1-(6-chloro-3-pyridylmethyl)-N-nitroimidazolidin-2-
ylideneamine, tem sido considerado um inseticida imprescindivel no controle de
insetos-praga que podem causar prejuizos significativos nos cultivos agricolas em todo
0 mundo (FU et al.,, 2022; STINSON et al., 2022). Esse composto atua no sistema
nervoso do inseto, mimetiza a acdo de Acetilcolina (ACh), causando blogueio nos
neurdnios receptores (gera hiperexcitabilidade — constantes contragdes musculares),
resultando em paralisia e morte (UPL, 2017; MA et al., 2021).

Devido as suas propriedades fisico-quimicas, como solubilidade e persisténcia,
bem como concentra¢@es ambientais, o IMI é considerado contaminante emergente pela
Unido Europeia (MA et al., 2021), com utilizacdo restrita e estratégias em cultivos de
campos abertos (BERNARDES et al., 2022). O IMI é particularmente toxico para
invertebrados (incluindo artropodes), alguns crustdceos, com menor afinidade para
mamiferos (MORRISSEY et al. 2015). No Brasil, o impacto do IMI em abelhas
polinizadoras culminou em reavaliacdo toxicoldgica (IBAMA, 2021).

As abelhas sem ferrdo, do género Tetragonisca (Hymenoptera, Apidae,
Meliponini) (JACOB et al., 2019), apresentam coloracdo amarela e mesespisternos, que
permitem diferenciacdo a olho nu (COSTA, 2019), pelo que tendem a ser robustas,
resistentes ao frio e calor, sendo, portanto, consideradas praticamente de ampla
distribuicdo geografica. Cabe ressaltar ainda a importancia das abelhas nativas, ndo
somente na polinizacdo dos cultivos agricolas, mas também na manutencdo dos

agroecossistemas (fator econdémico) e para a industria alimenticia e farmacéutica (efeito
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medicinal da substancia prépolis, polen e mel) (VOSSLER et al., 2018; CHAM et al.,
2019; JACOB et al., 2019).

As abelhas sem ferrdo, conhecidas popularmente por jatai, sdo nativas e
pertencentes a tribo dos meliponideos (Lepeletier, 1836), catalogadas como fauna do
Brasil. A espécie Tetragonisca angustula tem maior abundancia na Regido Neotropical
(MALAGODI-BRAGA; KLEINERT, 2004; JACOB et al., 2019). No Brasil, T.
angustula distribui-se no Norte, Nordeste, Sul, Sudeste e Centro Oeste; ja as T. fiebrigi
sdo mais reincidentes na Regido Sul, Sudeste e Centro-Oeste; enquanto as T. weyrauchi
sdo usualmente encontradas na Regido Norte e Centro-Oeste (BRASIL, 2022).

O IMI apresenta potencial letal para esses organismos, além de comprometer o
comportamento e o desenvolvimento, dado o seu modo de acdo no sistema nervoso
central, ocasiona ainda alteracbes na morfologia, na integracdo sensorial e na
aprendizagem, a exemplo do que foi reportado em Melipona quadrifasciata (MMA,
2012; IBAMA, 2021; BERNARDES et al., 2022). A longo prazo, a toxicidade de IMI
em Osmia lignaria (abelha nativa) foi reportada por aumentar a competitividade
masculina (reduz a qualidade dos espermatozoides), com danos na capacidade
locomotora (EUA e Canada), além de efeitos no comportamento, forrageamento e
construcdo de ninhos (ANDERSON; HARMON-THREATT, 2021).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o EAT e EAR de
inseticidas a base de IMI nas abelhas sem ferrdo T. weyrauchi, T. fiebrigi e T. angustula

para determinar a CL1o e a CLso sobre 0S organismos expostos.

6.2 Material e Métodos
6.2.1 Cultura de Abelhas

Para os ensaios ecotoxicologicos em laboratorio, as abelhas foram previamente
capturadas (Apéndice H), com a utilizacdo de ninhos-armadilha (comercializados, bem
como iscas caseiras, em garrafas de Polietileno Tereftalato — PET ou embalagem Tetra
Pak) e de caixa isca (madeira ou papeldo, com cera alveolada e propolis).

As abelhas foram transferidas e ambientadas (periodo para estabilizacdo e
aumento populacional) no Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano
(IF Goiano) — Campus Rio Verde. Posteriormente, foram alocadas em casas de madeira,

bem como caixas de eucalipto rosa, impermeabilizadas com cera alveolada.
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Frequentemente os suportes das casas e caixas eram monitorados e envolvidos com anel
de graxa para controle e combate de inimigos naturais (EMATER, 2021).

As abelhas operarias foram coletadas diretamente da entrada do ninho de trés
colbnias saudaveis (JACOB et al., 2019) de cada espécie, com efetiva padronizacdo
(EPPO, 2010). A identificacdo foi feita previamente com base na coloragdo do
mesepisterno (COSTA, 2019). Posteriormente, elas foram acondicionadas em caixa
entomoldgica e, em seguida, encaminhadas para analise especializada no departamento
de Zoologia da Universidade de Brasilia (UnB), mantidas em colecdo bioldgica de
referéncia. O material foi etiquetado e tombado como T. angustula, T. fiebrigi e T.
weyrauchi. Preliminarmente, os seguintes registros foram apresentados: UnB205428 e
UnB205436.

6.2.2 Aquisicéo dos Inseticidas

A escolha do inseticida a base de IMI foi feita a partir de levantamento prévio
em estabelecimentos credenciados para comercializacdo de agrotdxicos no Sudeste
Goiano, de modo que o composto de consideravel representatividade (maior nimero de
aplicacbes e culturas utilizadas) foi determinado para utilizacgdo nos ensaios
ecotoxicoldgicos. Apds levantamento, foi determinado que o Imidagold 700 WG®
(Imidacloprido 70%, granulado dispersivel, UPL do Brasil Indlstria e Comércio de
Produtos Agropecuarios S. A., ltuverava, SP, Brasil) apresentou relevante utilizacao.

Para controle positivo em ensaios com T. weyrauchi, T. fiebrigi e T. angustula,
foi utilizado o Agritoato 400, ingrediente ativo Dimetoato (O,O-dimetil S-
metilcarbamoilmetil fosforoditioat — 40%), o qual foi adquirido por doagcdo da Sumito
Chemical Brasil. O referido inseticida é usual padrdo de referéncia para testes
ecotoxicoldgicos com abelhas (OECD, 1998).

6.2.3 Ensaios de Toxicidade Aguda

Os ensaios experimentais ocorreram no laboratdrio de Aguas e Efluentes (Sala
de Bioensaios) do IF Goiano — Campus Rio Verde. Para o teste de toxicidade aguda,
270 exemplares de T. weyrauchi, T. fiebrigi e T. angustula, foram expostos ao efeito
topico e residual, em gaiolas de plastico (250 mL), forradas com papel de filtro
comercial (80g qualitativo 70mm — Unifil), mais alimentador/bebedouro (tubos de

microcentrifuga transparentes, com capacidade de 2 mL) contendo algoddo (a fim de
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prevenir mortes por afogamento), ao passo que o nimero de abelhas vivas e mortas foi
registrado ao fim de 48h (OECD, 1998) (Anexo C). Também, para EAT e EAR, as
abelhas foram consideradas mortas quando nao reagiram a estimulos (JACOB et al.,
2019).

Em ambos os ensaios, EAT e EAR, para cada espécie de abelha, Apéndice C,
foram utilizadas oito concentragfes nominais de inseticida a base de IMI (Imidagold
700 WG® - 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 g i.a./L), mais o tratamento controle, apenas
agua destilada, com trés repeticGes por tratamento e 10 organismos por repeticdo
(OECD, 1998). Do mesmo modo, ensaios de EAT e EAR foram conduzidos para
avaliacdo da toxicidade letal do inseticida padrdo de referéncia, utilizando oito
concentracfes nominais de inseticida a base de DM (4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 ug
i.a./L), mais o tratamento controle, apenas agua destilada, com trés repeticbes por
tratamento e 10 organismos por repeticdo (OECD, 1998).

Para EAT (Apéndice G), T. weyrauchi, T. fiebrigi e T. angustula foram
expostas a um volume conhecido de névoa contaminada (350 pL — gama encontrada no
ambiente e polen) (ASSIS et al., 2022), durante 1 min, tendo o ensaio sido
acompanhado por 48h. Em EAR, que se refere a susceptibilidade oral, os organismos
foram privados de alimentacdo durante os 30 min que antecediam 0 ensaio
experimental. A dieta foi entdo contaminada com concentracdo adequada (2 mL de
xarope) e fornecida as abelhas em comedouro (tubo transparente de microcentrifuga

com capacidade de 2 mL), forrado de algodao para evitar afogamento.

6.2.4 Analise Estatistica dos Dados

As CLio e CLso de IMI e DM sobre T. weyrauchi, T. fiebrigi e T. angustula
(EAR e EAT) foram estimadas por analise de Probit, com utilizacdo do software
estatistico Minitab 14 (Minitab Inc., State College, PA, USA).

6.3 Resultados
Para EAT (Tabela 1; Figuras 1 a, b, ¢), a CL1o-4sh € a CLso-4sh do inseticida a

base de IMI sobre as abelhas foram determinadas, respectivamente, como segue: 39,96
e 610 pg i.a./L para T. weyrauchi; 22,20 e 518,09 ug i.a./L para T. fiebrigi; e 8,97 e
85,84 ug i.a./L para T. angustula. Por outro lado, CL1o-4sh € CLso-4sn EAR (Tabela 2,

Figuras 2 a,b, ¢) do inseticida a base de IMI sobre as trés espécies de abelhas sdo
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reportadas, respectivamente, como mais toxicas, em comparagdo com o EAT, a saber:
4,09 e 59,96 g i.a/L para T. weyrauchi; 3,35 e 98,85 g i.a./L para T. fiebrigi; e 16,05 e
50,30 ug i.a./L para T. angustula. A mortalidade no controle ndo excedeu 10%, limite
de normalidade, de acordo com as diretrizes 213 e 214 da OCDE. Durante a exposi¢édo

ndo houve recusa alimentar.

Tabela 1 - Efeito Agudo Tépico de inseticida a base de Imidacloprido sobre abelhas do
género Tetragonisca.

Anélise de Probit — 95% Intervalo de Confianca: Mortalidade (48h); Observacdes (N = 30) versus

Concentracfes
Concentracédo Letal — CL (%) Concentracao Erro Limite Limite
Estimada (ug Padréo Inferior Superior
i.a/L)
Tetragonisca weyrauchi
10 39,96 11,48 19,00 64,75
50 610,00 230,45 337,10 1735
Tetragonisca fiebrigi
10 22,20 7,53 9,00 38,59
50 518,09 205,21 277,43 1540,55
Tetragonisca angustula
10 8,97 2,55 4,47 14,40
50 85,84 14,55 62,06 123,03

Tabela 2 - Efeito Agudo Residual de inseticida a base de Imidacloprido sobre abelhas
do género Tetragonisca.

Anélise de Probit — 95% Intervalo de Confianca: Mortalidade (48h); Observacgdes (N = 30) versus
Concentracfes

Concentracéo

Concentracéo Letal — CL (%) Esti irr:\ltlj_z; (ng Plazcg:go I';;g'i?r Sbg::?gr

Tetragonisca weyrauchi

10 4,09 1,29 1,72 6,79

50 59,92 20,55 34,89 155,98

Tetragonisca fiebrigi

10 3,35 1,29 1,18 6,19

50 98,85 37,62 53,80 276,71
Tetragonisca angustula

10 16,05 2,49 11,16 20,98

50 50,30 5,47 40,70 62,90
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Figura 1 - Mortalidade de abelhas do género Tetragonisca expostas a concentragoes
letais topicas de inseticida a base de Imidacloprido — a) T. weyrauchi; b) T. fiebrigi; ¢)
T. angustula. Andlise de Probit — 95% Intervalo de Confianca: Mortalidade (48h);
Observacdes (N = 30).
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Figura 2 - Mortalidade de abelhas do género Tetragonisca expostas a concentracdes
letais residuais de inseticida a base de Imidacloprido — a) T. weyrauchi; b) T. fiebrigi; )
T. angustula. Analise de Probit — 95% Intervalo de Confianca: Mortalidade (48h);
Observagoes (N = 30).

Para EAT e EAR, T. angusula foi a espécie mais sensivel a toxicidade aguda
do IMI. Nesse contexto, testes utilizando o inseticida padrdo de referéncia DM
confirmaram a maior sensibilidade de T. angustula em relacdo as outras duas espécies,
vez que dados de CLio-4sh € CLso-4sh EAT (Tabela 3; Figura 3 a,b,c) foram estimados,
respectivamente, como 33,30 e 54,08 pg i.a/L para T. weyrauchi; 20,20 e 39,56 ug
i.a./L para T. fiebrigi; 10,83 e 23,09 ug i.a./L para T. angustula. Ja a CL1o-48nh € CLs0-48n
EAR (Tabela 4; Figura 4 a, b, ¢) foram estimados, respectivamente, 13,83 e 39,07 ug
i.a./L para T. weyrauchi; 14,02 e 41,95 ug i.a./L para T. fiebrigi; e 4,04 e 18,85 pg i.a./L
para T. angustula. A mortalidade no controle ndo excedeu 10%. Durante a exposicao

ndo houve recusa alimentar.

Tabela 3 - Efeito Agudo Topico de inseticida a base de Dimetoato sobre abelhas do
género Tetragonisca.

Andlise de Probit — 95% Intervalo de Confianca: Mortalidade (48h); Observacfes (N = 30) versus
Concentracfes

Concentracdo Erro Limite Limite

-1 _ (0)
Concentragao Letal -~ CL (%) Estimada Padréo Inferior Superior
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10
50

10
50

10
50

(ngi.alL)
Tetragonisca weyrauchi

33,30 3,51
54,08 3,75
Tetragonisca fiebrigi
20,20 2,34
39,56 3,32
Tetragonisca angustula
10,83 1,39
23,09 2,01

25,05
46,91

15,20
33,52

7,88
19,40

39,43
62,57

24,56
47,15

13,42
27,65

Tabela 4 - Efeito Agudo Residual de inseticida & base de Dimetoato sobre abelhas do

género Tetragonisca.

Anélise de Probit — 95% Intervalo de Confianca: Mortalidade (48h); Observac6es (N = 30) versus

Concentracfes
Concentracao . .
Concentracédo Letal — CL (%) Estimada Errg L|m|_te L|m|Fe
. Padrao Inferior Superior
(ngi.alL)
Tetragonisca weyrauchi
10 13,83 2,10 9,62 17,91
50 39,07 3,99 31,88 48,11
Tetragonisca fiebrigi
10 14,02 2,13 9,81 18,22
50 41,95 4,46 34,02 52,13
Tetragonisca angustula
10 4,04 0,92 2,31 5,92
50 18,85 2,43 14,44 24,29
a) b) Y
999 99 o9y
§ 95| g 95 5: 95
? 804 ? 20 § 804
1 10 106 1004 1 10 100 1000 1 10 100

Concentraghes pg/l

Concentraches pg/L

Concentragbes pg/l

Figura 3 - Mortalidade de abelhas do género Tetragonisca expostas a concentracdes
letais topicas de inseticida a base de Dimetoato — a) T. weyrauchi; b) T. fiebrigi; c) T.
angustula. Andlise de Probit — 95% Intervalo de Confianca: Mortalidade (48h);

Observagoes (N = 30).
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Figura 4 - Mortalidade de abelhas do género Tetragonisca expostas a concentragoes
letais residuais de inseticida a base de Dimetoato — a) T. weyrauchi; b) T. fiebrigi; ¢) T.
angustula. Analise de Probit — 95% Intervalo de Confianga: Mortalidade (48h);
Observacdes (N = 30).

6.4 Discussao

Nossos dados evidenciaram elevada toxicidade de IMI sobre as trés espécies de
abelha do género Tetragonisca. Foram observadas mortalidades em concentracdes ja
reportadas nos ambientes, tais em sementes e colheitas (1 a 51 pg/L e 61 a 127 ug/L de
IMI, respectivamente) (TASMAN et al., 2021), bem como no solo (903,31 pg/kg)
(BONMATIN et al., 2021) e na agua (11,9 pg/L) (PIETRZAK et al., 2019).

Estudos relatando a sensibilidade de abelhas nativas a agrotoxicos, a exemplo
de T. weyrauchi, uma espécie restrita a determinadas regiGes geograficas e com habito
de nidificacdo diferente das outras duas espécies, ainda sdo escassos na literatura
cientifica (CORTOPASSI-LAURINO; NOGUEIRA-NETO, 2003). Em estudo
conduzido pelo Ibama (2022), a concluséo de risco do IMI que se estende a essas
abelhas polinizadoras nativas se dd mediante fator 10 de seguranca, divisibilidade para
se considerar uma maior “sensibilidade” na auséncia de estudos especificos para esses
organismos. Sabe-se que as abelhas sem ferrdo tendem a ser mais sensiveis aos
pesticidas em comparacdo com as Apis, abelhas com ferrdo, mais resistentes as
mudancas e as alterac6es climaticas (CHAM et al., 2019; BERNARDES et al., 2022).

Diante da limitacdo de dados ecotoxicoldgicos para com organismos nativos, o
presente estudo evidencia EAT do IMI para T. angustula < T. fiebrigi < T. weyrauchi,
na devida ordem de sensibilidade. Por outro lado, 0 EAR de IMI seguiu a ordem de
sensibilidade como segue: T. angustula < T. weyrauchi < T. fiebrigi. A mesma
tendéncia no ambito da sensibilidade das espécies em estudo ocorreu quando foram
expostas a0 DM, o que valida nossos dados. E de amplo conhecimento que o DM ¢é

usual padrdo de referéncia (ou padrdo toxico) para estudos ecotoxicologicos com
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abelhas, dadas sua letalidade e proibi¢do em diversos paises. No entanto, outros padroes
tém aceitabilidade, quando da presenca de dados da resposta a uma dose (OECD, 1998),
mas nao restritivo. Deste modo, o presente estudo permitiu comparar a toxicidade do
IMI com o DM, vez que foram utilizadas a mesma gama de concentracbes nominais.
Ambos os compostos foram mais tdxicos para as trés espécies de abelhas no efeito
residual, em comparagdo com maior toxicidade para o DM a baixas concentragoes.

Entre os escassos estudos de NNIs com abelhas do género Tetragonisca, Jacob
et al. (2019) reportaram alta toxicidade de IMI e DM para T. angustula com CLso-24n de
1,70 ng i.a./uL (altamente toxico a baixas concentragdes, danos no comportamento,
inferindo impactos nas fun¢des motoras) ¢ 7,81 ng i.a./uL, respectivamente. E de se
considerar que o composto comercial utilizado pelos autores foi 0 Provado®, ao passo
que é conhecido que diferentes formulag6es comerciais de pesticidas, embora com
mesmo ingrediente ativo, podem ocasionar maior ou menor toxicidade em razdo dos
ingredientes inertes de cada composto (PUGLIS; BOONE, 2011; COSSI et al., 2020), o
que evidencia a necessidade de estudos que avaliem diferentes formulagcdes comerciais
de IMI e seus efeitos sobre diferentes espécies de abelhas nativas. Além disso, como
ndo ha protocolos padrdo para ensaios ecotoxicologicos com abelhas nativas, as
metodologias de exposicdo acabam por diferir, seja no tempo, seja no método.

Outra observacédo, parte do relato de Melo et al. (2022), reconhecendo que
embora a resisténcia dos insetos aos inseticidas seja afamada, pouca informacao esta
disponivel sobre a sensibilidade intergeracional. Nessa perspectiva, a massiva e
periodica aplicacdo de IMI poderia ocasionar aumento da sensibilidade de organismos
ndo alvo, como abelhas. Estudo de Van Gestel et al. (2017) em Folsomia candida ao
longo de trés geragdes mostrou reducdo da CLso de IMI (declinio de 0,44 mg/kw de solo
seco para 0,21 mg/kw de solo seco na geragédo F2).

O IMI como agonista nos receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR), ao
atuar no sistema nervoso central dos insetos, imitando a acdo da ACh nas transmissoes
sinapticas, induz danos nos sistemas sensorial e motor (BERNARDES et al., 2022).
Vale lembrar que, nos insetos, os NAChRs atuam como agonistas parciais ou
superagonisticos do neurotransmissor ACh. E os NNIs de primeira geracdo, como IMl,
tém ligacdo de superagonistas, que se ligam aos nAChRs dos insetos. Zhang et al.
(2018) e Melo et al. (2022) relataram que as diferencas de sensibilidade ou resisténcia
entre espécies sdo justificadas pela afinidade agonista da substancia ativa aos nAChRs.
A acdo agonista possivelmente esta correlacionada com o efeito do inseticida (tipo e
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ingrediente), variando de parcial a total (baixa eficacia do IMI, porém alta toxicidade)
(MMA, 2012). N&o sendo seletivo, os efeitos do IMI sdo estendidos a organismos nao
alvo, vertebrados, invertebrados e até mamiferos (IBAMA, 2019; CAMPBELL et al.,
2021; ZHANG et al., 2022; CARNEIRO et al., 2022). Portanto, a dinamica
populacional de T. weyrauchi, T. fiebrigi e T. angustula, pode ser afetada pelo IMI.

O atual estudo do Ibama (2021) sobre reavaliacdo do risco ambiental de IMI
(de Apis mellifera) demonstrou toxicidade associada em abelhas, mas este procedimento
de reavaliacdo ndo foi concluido pela necessidade de exclusdo (Parecer Técnico Final).
Em referida reavaliacdo, Claudianos et al. (2006) perceberam sensilibidade de abelhas
ante a auséncia de genes para desintoxicacdo. A ordem Hymenoptera, em geral, pode
ser considerada particularmente vulneravel aos efeitos de pesticidas porque seus
genomas contém poucos genes que codificam enzimas de detoxificacdo de
xenobidticos. Ensaios de laboratério e de campo com Bombus terrestris em
concentracOes realistas mostraram reducdo no crescimento e producdo de 85% das
abelhas rainhas (WHITEHORN et al., 2012), indicando toxicidade significativa,
reforcando os dados desse estudo.

Embora o IMI tenha sido estrategicamente desenvolvido com agdo de contato
(com o corpo do inseto) e ingestdo (quando aplicado sobre a planta, vez que é
sistematicamente absorvido e se espalha ao longo de folhas, caules, raizes e sementes)
(SC, 2020), nossa pesquisa sugere que essas abelhas nativas sejam mais sensiveis a
ingestdo de alimento contaminado, quando em comparacao ao efeito de contato (névoa
contaminada). Em resumo, estudos de EAT e EAR com abelhas nativas de 3 diferentes
espécies, de acordo com os dados de CLio e CLso, denotam a relevancia da nossa
pesquisa, uma vez que possivelmente contribuirdo com a ecotoxicologia e com a
conservacdo das espécies de abelhas Meliponini, com vistas ao conhecimento de
concentragOes toxicas e ndo toxicas a sobrevivéncia e ao desenvolvimento destes
organismos polinizadores.

No entanto, sugerem-se estudos complementares visando a verificar a
sobrevivéncia, comportamento, genotoxicidade, mutagenicidade, = parametros
fisiologicos e bioquimicos de pesticidas em abelhas polinizadoras nativas. Investigacoes
cientificas a nivel individual, populacdo ou de ecossistema, sdo ferramentas
fundamentais a ecotoxicologia para o diagndstico, 0 monitoramento e a prospeccao de

impacto ambiental.
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CAPITULO IV

7. ARTIGO ORIGINAL - EXPERIMENTO Il

BAIXAS CONCENTRAGOES DE IMIDACLOPRIDO AFETAM A
SOBREVIVENCIA DE Tetragona clavipes NUM CURTO PERIODO
DE EXPOSICAO (24H)

RESUMO

Embora os pesticidas neonicotinoides (NNIs) sejam reportados como essenciais para o
controle de insetos-praga no ambito da producéo agricola e pecuaria, estudos relataram
efeitos negativos sobre abelhas, principalmente Apis mellifera, enquanto outras espécies
de abelhas ainda sdo pouco investigadas. Nesse sentido, o objetivo deste estudo é
fornecer informacGes sobre os riscos associados a sobrevivéncia de abelhas nativa
expostas a baixas concentragcdes de Imidacloprido (IMI - Imidagold 700 WG). Para
ensaios de efeito agudo tdpico e efeito agudo residual (EAT - contato e EAR - ingestdo),
a espécie Tetragona clavipes foi submetida a alimento ou névoa contaminada pelo
periodo de 24 horas. No EAT e EAR, foram utilizadas oito concentra¢gbes nominais de
inseticida a base de IMI [Imidagold 700 WG® - 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 pug/L de
ingrediente ativo (ia)], mais o tratamento controle (dgua destilada), em triplicada e com
dez abelhas em cada unidade experimental (gaiola PET 250 mL — forrada com papel
filtro). No teste de efeito topico, T. clavipes foi exposta as respectivas concentracdes,
através de volume conhecido de névoa contaminada (350 pL durante 1 min). Com
relacdo ao efeito residual, alimentos contaminados (2 mL de solucdo de sacarose),
foram ofertados as abelhas. A CLio-24n, CLs0-24n, CLg0-24n em EAT do inseticida a base
de IMI frente as abelhas foram determinadas, respectivamente, como segue: 1.58, 45.20
e 1290.21 pg i.a./L. Por outro lado, as CL10 - 24n, CLso - 24n, CLoo - 24n, EAR do inseticida
a base de IMI, foram reportadas, respectivamente, como mais toxicas, em comparacao
ao EAT, ou seja, 0.18, 15.26 e 1264.19 ug i.a./L. As informacdes aqui obtidas séo
essenciais para a promocdo da sustentabilidade, seguranca alimentar e preservacdo do
ecossistema. Isso porque baixos niveis de IMI afetam a sobrevivéncia das abelhas
investigadas, implicando danos irreversiveis em menos de 24 horas.

PALAVRAS-CHAVE: Polinizadores, abelhas, neonicotindides, ecotoxicologia, efeito
agudo
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ABSTRACT

Studies have reported negative effects on bees, mainly Apis mellifera, whereas other bee
species are still poorly investigated, although neonicotinoid (NNIs) agrochemicals are
reported as essential for insect pest control in agricultural and livestock yield. In this
sense, this study aims to provide information on the risks associated with the survival of
native bees exposed to Imidacloprid (IMI - Imidagold 700 WG®) low concentrations.
For acute topical effect (ATE) and acute residual effect (ARE) (ATE, contact; ARE,
ingestion) tests, the Tetragona clavipes species was subjected to contaminated bee food
or contaminated mist for 2 h. In the ATE and ARE, eight nominal concentrations of
IMI-based insecticide [Imidagold 700 WG®, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, and 512 ug/L of
active ingredient (a.i.)] were used plus the control treatment (distilled water) in triplicate
with ten bees in each experimental unit (250 mL PET cage, lined with filter paper). T.
clavipes was exposed to the respective concentrations through a known volume of
contaminated mist (350 pL for 1 min) for the topical effect test. Contaminated bee food
(2 mL of sucrose solution) was offered to the bees for the residual effect. The LCao-24n,
LCs0-24n, LCo0-24n In ATE of the IMI-based insecticide against bees were determined,
respectively, as 1.58, 45.20 and 1290.21 pg a.i./L. On the other hand, the LC10-24h, LCso-
24h, LCo0-24n, and ARE of the IMI-based insecticide were reported, respectively, as more
toxic compared to the ATE, that is, 0.18, 15.26, and 1264.19 ug a.i./ L. The information
acquired here is essential for promoting sustainability, food safety, and preserving the
ecosystem, because low levels of IMI affect the investigated bee survival, involving
irreversible damage in less than 24 h.

KEYWORDS: Acute topical effect, bees, ecotoxicology, neonicotinoids, pollinators.



75

7.1 Introducéo

Tetragona clavipes (Fabricius, 1804) é uma abelha sem ferrdo (Hymenoptera:
Apidae: Meliponini), nativa da América do Sul, pertencente a tribo Meliponini,
considerada a mais importante do continente americano tropical (RS DUARTE;
SOARES, 2016). Considerada como social, T. clavipes é popularmente conhecida como
“Bora”, “Vora” e “Jataizao” (BECKER et al., 2015). No Brasil, tem ampla distribuicdo
geogréfica (RODRIGUES et al., 2007). O grupo do qual faz parte tem como
caracteristica operarias com cerdas alongadas e asas hialinas, sendo composto por mais
quatro espécies: Tetragona perangulata (Cockerell, 1917), Tetragona quadrangula
(Lepeletier, 1936), Tetragona mourei sp. novembro e Tetragona korotaii sp. novembro
(NOGUEIRA; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2022). As abelhas do género Tetragona séo
responsaveis por até 90% da polinizacao de arvores nativas (RODRIGUES et al., 2007).

A polinizacdo € um dos processos mais importantes proporcionados pela
biogeocenose (PONCIANO; MAY, 2021), imprescindivel para a reproducdo sexuada
das plantas (VILLAS-BOAS, 2018). Por isso, é considerado um servico importante
(BUCHMANN; NABHAN, 1996; EMBRAPA, 2022) e, em casos extremos, um
declinio pode levar a extingdo de plantas e animais, causando alteracdes nas funcGes da
paisagem e do ecossistema (KEVAN; VIANA, 2003). Das cerca de 250.000 espécies de
angiospermas modernas, cerca de 90% sdo polinizadas por animais, principalmente
insetos (COSTANZA et al., 1996, KEARNS; INOUYE; WASER, 1998). Este é o
resultado de uma relacdo baseada na troca de recompensas entre angiospermas e
visitantes florais (RAMALHO, M.; IMPERATRIZ-FONSECA, 1991).

Mais de 1.200 espécies de vertebrados (BUCHMANN; NABHAN, 1996) e
cerca de 100.000 espécies de invertebrados polinizadores, principalmente insetos, estdo
envolvidos nesse processo (ROUBIK, 1989). Na maioria dos ecossistemas do mundo, as
abelhas sdo os organismos polinizadores (BIESMEIJER; SLAA, 2007). Em 2006, a
América do Norte foi marcada por um traumatico evento. Com base em relatérios de
apicultores comerciais dos Estados Unidos, foram descritas alarmantes perdas de
colénias de abelhas (NINO, 2022). De 1985 a 2007, pesquisadores presenciaram o
mesmo fendmeno em 18 paises europeus (Austria, Bélgica, Repulblica Checa,
Dinamarca, Inglaterra, Finlandia, Luxemburgo, Paises Baixos, Noruega, Polonia,
Portugal, Escocia, Eslovaquia, Suécia, Grécia, Italia, Pais de Gales e Alemanha)

(POTTS et al., 2010). Esse fenbmeno € definido como o Transtorno do Colapso de
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Colbnias (CCD), sendo caracterizado pela perda rapida e inexplicavel de adultos no
ninho (VAN ENGELSDORP et al., 2008; RATNIEKS; CARRECK, 2010; US-EPA,
2022). Segundo Chauzat et al. (2009), o uso indiscriminado de agrotéxicos na
agricultura esta diretamente vinculado a este fendmeno. A utilizacdo anual de
agrotoxicos no Brasil € superior a 300 mil toneladas de produtos industrializados,
expressos em ingredientes ativos, representando mais de 130 mil toneladas de uso anual
(SPADOTTO; GOMES, 2022).

Diversos estudos evidenciam que o inseticida a base de Imidacloprido (IMI),
em decorréncia de sua acdo extremamente toxica, estd mundialmente vinculado ao
desaparecimento de colbnias de abelhas (NINO, 2022). Assis et al. (2022) observaram
que os neonicotinoides (NNIs), a base de IMI, apresentam risco para mais de 50% das
espécies de abelhas ndo Apis. Segundo Jacob et al. (2019), o IMI apresenta alta
toxicidade aguda oral para abelhas nativas e reducdo da atividade locomotora. Outro
disturbio causado pela contaminacédo por agrotéxicos da classe dos NNIs ocorre durante
a entrada da abelha na colméia, quando as abelhas podem ser atacadas e rejeitadas pelas
abelhas guardias (JOHANSEN; MAYER; JOHANSEN, 1990).

Além de efeitos letais e subletais, os agrotoxicos, principalmente os de efeito
neurotdxico, potencializam o efeito dos herbicidas, reduzindo o numero de flores
silvestres, afetando areas de nidificacdo, destruindo massivamente os habitats naturais
das abelhas (OSBORNE; WILLIAMS; CORBET, 1991; KLEIN et al., 2020; MELO et
al., 2022). Neste sentido, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a toxicidade aguda tépica
e residual de Imidagold 700 WG® sobre a abelha nativa T. clavipes ao fim de 24h de

exposicao.

7.2 Material e Métodos
7.2.1 Cultura de Abelhas

Para execucgdo dos ensaios ecotoxicoldgicos em laboratério, as abelhas foram
coletadas in loco, transferidas e ambientadas no Instituto Federal de Educacao, Ciéncia
e Tecnologia Goiano — Campus de Campus Belos.

As operarias foram coletadas diretamente da entrada do ninho de trés col6nias
saudaveis (JACOB et al., 2019), com efetiva padronizagdo (EPPO, 2010). A
identificacdo foi feita por especialista do Departamento de Zoologia da Universidade de
Brasilia - UnB.
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7.2.2 Aquisicéo dos Inseticidas

Mediante levantamento prévio, determinou-se que o Imidagold 700 WG® (70%
de Imidacloprido, granulado, UPL do Brasil Industria e Comércio de Produtos
Agropecuarios S.A., ltuverava, SP, Brasil) denotou relevante utilizacdo no Sudoeste
Goiano. Com relacdo ao padrdo de referéncia, para ensaios com T. clavipes, foi
utilizado o Agritoato 400, ingrediente ativo Dimetoato (O,O-dimetil S-
metilcarbamoilmetilfosforoditioato — 40%), recebido por doagdo da Sumito Chemical
do Brasil. Este pesticida € um padrdo de referéncia usualmente utilizado em testes

ecotoxicoldgicos com abelhas (OCDE, 1998).

7.2.3 Ensaios de Toxicidade Aguda

Todos os ensaios foram conduzidos nos laboratorios do IF Goiano - Campus
Campos Belos, no Laboratério de Agroecossistemas e Sala de Ensaios
Ecotoxicoldgicos.

Para avaliacdo da toxicidade aguda, exemplares de T. clavipes foram
acondicionados em gaiolas experimentais (250 mL) forradas com papel de filtro (80g
qualitativo 70mm - Unifil), acopladas a alimentadores/bebedouros (tubos de
microcentrifuga transparentes, com capacidade de 2 mL) contendo algoddo (a fim de
prevenir mortes por afogamento), tendo o numero de abelhas vivas e mortas sido
registrado ao fim de 24h (OECD, 1998). Também, para EAT e EAR, as abelhas foram
consideradas mortas quando nao reagiram a estimulos (JACOB et al., 2019).

Em ambos os ensaios, EAT e EAR, para cada espécie de abelha, Apéndice C,
foram utilizadas oito concentragcbes nominais de inseticida a base de IMI (Imidagold
700 WG® - 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 ug i.a./L), mais o tratamento controle, apenas
agua destilada, com trés repeticdes por tratamento e 10 organismos por repeticdo
(OECD, 1998). Do mesmo modo, ensaios de EAT e EAR foram conduzidos para
avaliacdo da toxicidade letal do inseticida padrdo de referéncia Dimetoato, utilizando
oito concentragcdes nominais de inseticida a base de DM (Agritoato 400 - 4, 8, 16, 32,
64, 128, 256, 512 ug i.a./L), mais o tratamento controle, agua destilada, com trés
repeticOes por tratamento e 10 organismos por repeticdo (OECD, 1998).

Para EAT (Apéndice G), exemplares T. clavipes foram expostos a um volume
conhecido de névoa de 350 puL (ASSIS et al., 2022), durante 1 min, e o ensaio foi
acompanhado por 24h. Em EAR, que se refere a susceptibilidade oral, os organismos
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foram privados de alimentacdo durante os 30 min que antecediam 0 ensaio
experimental. Ap6s 0 periodo de ambientacdo, o alimento a ser ofertado (2 mL de
xarope) foi contaminado com as respectivas concentracdes e, em seguida, oferecido as

abelhas.

7.2.4 Analise Estatistica dos Dados

As CL10-24n, CLs0-24n € CLgo-24n de IMI e DM sobre T. clavipes (EAR e EAT)
foram estimadas por analise de Probit, com utilizacdo do software estatistico Minitab 14
(Minitab Inc., State College, PA, USA).

7.3 Resultados

Para EAT (Tabela 1; Figura 1 a e b), as CLio-24n, CLs0-24n € CLoo-24n dO
inseticida a base de IMI sobre as abelhas foram determinadas, respectivamente, como
segue: 1.58, 45.20 e 1290.21 ug i.a./L. Por outro lado, as CL10-24n, CLs0-24n € CLogo-24h,
EAR (Tabela 2; Figura 2 a,b) do inseticida a base de IMI sobre T. clavipes sdo
reportadas, respectivamente, como mais toxicas, em comparacdo ao EAT, a saber: 0.18,
15.26 e 1264.19 pg i.a/L. A mortalidade no controle ndo excedeu 10%. Durante a

exposicdo, ndo houve recusa alimentar.

Tabela 1 - Efeito Agudo Topico de inseticida a base de Imidacloprido sobre Tetragona
clavipes.

Andlise de Probit - 95% Intervalo de Confianca: Mortalidade (24h); Observagdes (N = 30) versus
Concentracdes

Concentracéo Letal — CL (%) Concentragéo Erro Limite Limite
Estimada (ug Padréo Inferior Superior
i.a/L)
Tetragona clavipes
10 1,58362 0,880704 0,349102 3,74973
50 45,2017 10,1953 28,4526 71,8288
90 1290,21 717,999 544,602 5858,81

Tabela 2 - Efeito Agudo Residual de inseticida a base de Imidacloprido sobre Tetragona
clavipes.

Andlise de Probit - 95% Intervalo de Confianga: Mortalidade (24h); Observagdes (N = 30) versus
Concentracoes

Concentracéo Letal — CL (%) Concentracéo Erro Limite Limite
Estimada (ug Padrao Inferior Superior
i.a/L)
Tetragona clavipes
10 0,184379 0,198113 0,0065309 0,868590

50 15,2673 5,26677 6,18756 27,5661
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Figura 1 - Mortalidade de abelhas Tetragona expostas a concentracdes letais tdpicas de
inseticida a base de Imidacloprido. Analise de Probit — 95% Intervalo de Confianca:
Mortalidade (24h); Observacdes (N = 30).
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Figura 2 - Mortalidade de abelhas Tetragona expostas a concentracOes letais residuais
de inseticida a base de Imidacloprido. Analise de Probit — 95% Intervalo de Confianca:
Mortalidade (24h); Observacdes (N = 30).

Testes com o inseticida padrdo de referéncia DM confirmaram maior
sensibilidade de T. clavipes em comparacdo com IMI, vez que os dados de CLio-24h,
CLso-24n € CLgo-24n, — EAT (Tabela 3; Figura 3) foram estimados, respectivamente, como
0.94, 7.13 e 53.96 pg i.a/L. J& as CL1o-24n, CLso-24n € CLgo-24n - EAR (Tabela 4; Figura)
foram estimadas, respectivamente, como 7.42, 16.27 e 35.70 ug i.a/L. A mortalidade no
controle ndo excedeu 10%. Durante a exposicdo, ndo houve recusa alimentar.

Tabela 3 - Efeito Agudo Topico de inseticida a base de Dimetoato sobre Tetragona
clavipes.

Andlise de Probit - 95% Intervalo de Confianca: Mortalidade (24h); Observacdes (N = 30) versus
Concentracdes

Concentracéo Letal — CL (%) Concentracao Erro Limite Limite
Estimada (ug Padréo Inferior Superior
i.a/L)
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Tetragona clavipes

10 0,944476 0,425845 0,280883 1,90493
50 7,13947 1,49245 4,29259 10,2278
90 53,9686 13,1085 36,1095 99,7652

Tabela 4 - Efeito Agudo Residual de inseticida a base de Dimetoato sobre Tetragona
clavipes.

Analise de Probit - 95% Intervalo de Confianca: Mortalidade (24h); Observacdes (N = 30) versus
Concentracoes

Concentracéo Letal — CL (%) Concentracao Erro Limite Limite
Estimada (ug Padrao Inferior Superior
i.a./L)
Tetragona clavipes
10 7,42187 1,01066 5,29421 9,30306
50 16,2793 1,44547 13,5972 19,4944
90 35,7074 4,87257 28,4755 50,0982
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Figura 3 - Mortalidade de abelhas Tetragona expostas a concentracdes letais topicas de
inseticida & base de Dimetoato. Analise de Probit — 95% Intervalo de Confianca:
Mortalidade (24h); Observacdes (N = 30).
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Figura 4 - Mortalidade de abelhas Tetragona expostas a concentracOes letais residuais

de inseticida a base de Dimetoato. Analise de Probit — 95% Intervalo de Confianca:
Mortalidade (48h); Observacdes (N = 30).
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7.4 Discussao

Embora os efeitos do IMI sobre abelhas Apis sejam notavelmente conhecidos,
0 mesmo ndo ocorre com abelhas nativas (IBAMA, 2022). Além disso, nossos
resultados apresentam duas vertentes pouco exploradas: susceptibilidade oral e
exposicdo a névoa contaminada (efeito tépico e residual), com determinacédo das CL.o-
24h, CLs0-24n € CLgo-24h.

Nossos dados mostram que o IMI é altamente téxico para T. clavipes
(toxicidade letal) em concentracBes passiveis de serem encontradas nos ambientes,
como nas sementes e sistema produtivo (1 — 51 pg/L e 61 a 127 pg/L de IMI,
respectivamente) (TASMAN et al., 2021), no solo seco (903,31 ug/kg) (BONMATIN et
al., 2021) e no ecossistema aquatico (11,9 ug/L) (PIETRZAK et al., 2019).

O teste de toxicidade aguda residual evidenciou maior toxicidade do IMI apo6s
a ingestdo do alimento contaminado em comparacdo ao efeito topico (névoa
contaminada). Tal fenébmeno é compativel com informacGes de Jacob et al. (2019),
ainda que o estudo tenha sido conduzido com a abelha jatai, Tetragonisca angustula
(diante da inexisténcia de protocolo padréo para estudos com finalidade ecotoxicoldgica
com abelhas do género Tetragona, as metodologias experimentais poderdo diferir,
incluindo a metodologia, o produto comercial ou o tempo de exposicao).

Além disso, nossos dados de efeito tdpico sdo compativeis com o de outros
insetos (CLso 12.9 — 19.9 pg/L) (PESTANA et al., 2009; AZEVEDO-PEREIRA;
LEMOS; SOARES, 2011). Insetos presentes no ecossistema aquatico sdo vulneraveis
aos NNIs, com toxicidade aguda em concentragGes abaixo de 20 pg/L (ANDERSON;
DUBETZ; PALACE, 2015). Concentracdes que variam de 25 a 50 pg/L de IMI, ao
serem combinadas com outro fator estressante, como &caros, sdo fatais para espécies
como Apis melifera (MA et al., 2021). Nas concentracGes e 10 a 40 pg/L, reportou-se
reducdo na sobrevivéncia de zangdes e de Apis cerana (abelha nativa) (TAN et al.,
2014; TASMAN; RANDS; HODGE, 2020).

Vale lembrar que a estrutura dos NNIs tem semelhanga com a nicotina, sendo
conhecidos como moléculas sintéticas. Quando da ingestdo, se ligam ao sitio dos
receptores nicotinicos de acetilcolina (NACHRs), ndo podem ser degradados e
ocasionam constantes contragdes musculares, com consequente paralisia e morte do
inseto (BRAUN; GRONEBERG; KLINGELH, 2022). Apesar de os nACHRs serem

mais frequentes em insetos, também sdo encontrados no sistema nervoso central e
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periférico de mamiferos. Estima-se, em termo geral, que os insetos sejam de cinco a dez
vezes mais susceptiveis aos NNIs, quando comparados a outros organismos
(TOMIZAWA; CASIDA, 2005).

Entre os pesticidas, os “NNIs” do subgrupo nitroguanidina, que incluem o IMl,
sdo significativamente mais toxicos para abelhas (IBAMA, 2019). Em nAChRs de
insetos, os efeitos agonisticos dos NNIs podem incluir atividade parcial, total ou
exagerada (TAN; GALLIGAN; HOLLINGWORTH, 2007). Nas abelhas Apis melifera,
o IMI ativa os nAChRs, causando uma corrente interna nas células Kenyon, induzindo
de 24 a 55% das correntes de pico induzidas pela acetilcolina (ACh) (DEGLISE;
GRUNEWALD; GAUTHIER, 2002). Porém, o IMI pode ainda atuar como agonista
total nos neurdnios do lobo antenal de abelhas, hipotetizando diferentes a¢bes do IMI
em diferentes receptores nicotinicos (NAUEN; EBBINGHAUS-KINTSCHER;
SCHMUCK, 2001).

Em abelhas, os NNIs tendem a reduzir o teor de ACh secretado no processo
nutricional, impactando no tamanho da glandula hipofaringea, ocasionando deficiéncias
de desenvolvimento no interior da colonia (GRUNEWALD; SIEFERT, 2019).
Aparentemente a a¢do agonista dos NNIs esta relacionada a estrutura do composto e aos
subtipos de NAChRs (TAN; GALLIGAN; HOLLINGWORTH, 2007). Inseticidas NNIs
danificam o sistema nervoso central dos insetos, interrompendo o0 mecanismo de agédo
do nAChR por meio de ligacéo irreversivel, resultando em paralisia e morte (COSTA et
al., 2015).

Além disso, insetos polinizadores, Hymenoptera em geral e abelhas Apis em
particular, podem ser considerados vulneraveis aos inseticidas porque seus genomas tém
poucos genes codificadores de enzimas anti-xenobidticas em comparagcdo com outros
insetos (IBAMA, 2019). Deste modo, entender as caracteristicas do composto e 0 modo

de acdo parece um importante fator a ser considerado.
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CAPITULO V

8. ARTIGO ORIGINAL — EXPERIMENTO 111

EFEITO DE IMIDACLOPRIDO SOBRE A PLANARIA Girardia
tigrina: ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS DE SOBREVIVENCIA,
LOCOMOCAO, REGENERACAO E FECUNDIDADE

RESUMO

A contaminacdo de corpos d'dgua é uma das principais causas de perda da
biodiversidade aquatica, e testes ecotoxicoldgicos sdo considerados uma ferramenta
valiosa para andlise dos riscos a biota presente nesses ecossistemas. Entre 0s compostos
mais comumente encontrados em ecossistemas de agua doce, tem-se o Imidacloprido
(IMI), contaminante emergente (aguas superficiais), com diversos produtos comerciais.
O IMI é inseticida sistémico de amplo espectro usualmente utilizado no tratamento de
sementes, tratamento foliar, com vistas ao controle de pragas sugadoras e perfuradoras,
incluindo outros organismos presentes no solo, como larvas, vermes e besouros. No
entanto, estudos evidenciam potencial toxicidade sobre organismos ndo alvo. Deste
modo, o0 presente estudo objetivou analisar a toxicidade aguda e crénica de inseticida a
base de IMI (Imidagold 700 WG®) sobre a planaria de agua doce tropical Girardia
tigrina, mediante ensaios ecotoxicoldgicos. No ensaio de toxicidade aguda, 0s
organismos foram submetidos as seguintes concentragdes: 50, 70, 98, 137.2, 192.08,
268.91, 376, 527 mg i.a./L de IMI, mais tratamento controle (apenas ASTM). Para
avaliacdo de efeitos crénicos, exemplares G. tigrina foram expostos as concentracées de
100, 200, 400, 800, 1.600 pg i.a./L, mais o tratamento controle (apenas ASTM).
Resultados de toxicidade aguda evidenciaram que o IMI n&o afetou a sobrevivéncia de
G. tigrina em concentracdes ambientalmente relevantes, com CLso 24h de 113,855 mg
i.a/L. Por outro lado, parédmetros de locomocdo (CEO igual a 200 pg i.a./L),
regeneracdo de quimiorreceptores/fotorreceptores (CEO igual a 200 pg i.a/L) e
reproducdo nos fazem especular sobre potenciais danos neurotoxicos induzidos pela
exposicao de planarias de dgua doce a concentracdes ambientalmente relavantes de IMI.
Estudos com esses organismos poderéo servir de fonte informativa para a compreensao
do efeito de neonicotinoides em invertebrados aquaticos, que ndo sejam somente insetos
ndo alvo. Nosso estudo mostra que concentracdes de IMI ja reportadas em aguas
superficiais (320 pg/L) poderiam afetar planarias em ambito comportamental
(locomogdo), fisioldgico (regeneracdo) e reproducdo (fecundidade). Nesse sentido, ao
considerar a importancia de planarias nos ecossistemas de agua doce tropical e pela
posicéo trofica que ocupa, destacamos aqui a importancia de G. tigrina como potencial
organismo bioindicador de contaminacéo por IMI.

PALAVRAS-CHAVE: Neonicotinoides, sobrevivéncia; locomogdo; regeneracao;
reproducéo
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ABSTRACT

Water body contamination is one of the main causes of aquatic biodiversity loss, and
ecotoxicological tests are considered a valuable tool for analyzing risks to biota in these
ecosystems. Imidacloprid (IMI) is an emerging contaminant in surface waters with
many commercial products among the most found compounds in freshwater
ecosystems. The IMI is a systemic insecticide of wide spectrum used in seed and foliar
treatment to control sucking and piercing pests, including other organisms present in the
soil, such as larvae, worms, and beetles. However, studies show potential toxicity to
non-target organisms. Thus, this study aimed to analyze the acute and chronic toxicity
of Imidacloprid-based insecticide (Imidagold 700 WG®) on the tropical freshwater
flatworm Girardia tigrine through ecotoxicological tests. In the acute toxicity test, the
organisms were subjected to the concentrations of 50, 70, 98, 137.2, 192.08, 268.91,
376, and 527 mg a.i./L of IMI plus the control treatment (ASTM only). G. tigrina
specimens were exposed to concentrations of 100, 200, 400, 800, and 1,600 ug a.i./L
plus the control treatment (ASTM only) for chronic effect evaluation. Acute toxicity
results showed that IMI has not affected the survival of G. tigrina in environmentally
relevant concentrations with LCso 24 h of 113,855 mg a.i./L. On the other hand,
locomotion parameters (LOEC, Lowest Observed Effect Concentration equal to 200 pg
a.i./L), chemoreceptors/photoreceptors regeneration (LOEC equal to 200 pg a.i./L), and
reproduction generate speculation about potential neurotoxic damage induced by the
freshwater flatworm exposure to IMI environmentally relevant concentrations. Studies
with these organisms could be an informative source to understand the neonicotinoid
effect on aquatic invertebrates, not just non-target insects. This study shows that IMI
concentrations already reported in surface waters (320 pg/L) could affect flatworm in
behavioral (locomotion), physiological (regeneration), and reproductive (fertility)
context. In this sense, the importance of G. tigrina is highlighted as a potential
bioindicator organism of IMI contamination, considering the flatworm importance in
tropical freshwater ecosystems and its trophic position.

KEYWORDS: Locomotion, neonicotinoids, regeneration, reproduction, survival.
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8.1 Introducéo

Os neonicotinoides (NNIs) sdo uma classe de inseticidas sintéticos,
considerada a mais utilizada no mundo (SIVITER; MATTHEWS; BROWN, 2022), em
virtude de sua alta solubilidade, bem como da sua toxicidade para invertebrados
(YUAN et al., 2022) e da baixa toxicidade para mamiferos (FAN et al., 2022). Os NNIs
atuam no sistema nervoso central do inseto (JACTEL et al., 2019; LIAO et al., 2022),
sdo agonistas de receptores nicotinicos de acetilcolina (NAChR), pertencente ao Grupo 4
(modulador competitivo) (IRAC, 2015), fazendo o nome (NNIs) mengdo a novos
inseticidas nicotinicos (EC, 2022). Os produtos dessa classe sdo utilizados para o
combate a insetos-praga (Aphis gossypii, Frankliniella schultzei, Thrips palmi, Myzus
persicae, Heterotermes tennuis, Thrips tabaci, Phyllocnistis citrella, Toxoptera
citricida, Oncometopia facialis, Orthezia praelonga, Selenaspidus articulates, Thrips
palmi) (UPL, 2022), no tratamento de sementes, bem como na pulverizacao de cultivos
agricolas, protegendo sistemicamente a producéo, ao passo que reduz gastos com outros
insumos (BERHEIM et al., 2019), sendo ainda utilizados como medicamentos
veterinarios (VMPs) (EC, 2022). Sua origem data de 1990 (TAIRA et al., 2021), sendo
considerada a classe mais utilizada mundialmente (PAN, 2022).

A exemplo de NNIs, tem-se o Imidacloprido (IMI), 1H-Imidazol-2-amina, 1-
[(6-cloro-3-piridinil)metil]-4,5-dihidro-N-nitro- (EPA, 2022), cloro-nicotinil sisttmico
(DIYPESTCONTROL, 2022), que apresenta alta solubilidade em agua, que, combinado
com baixo Ko (132 a 310), evidencia risco de contaminacdo de &guas subterraneas
(lengol freatico) por lixiviagdo, e com moderado valor de Kow (3,7) combinado com a
rapida fotodegradacdo em &gua e em solo, indica baixo potencial de bioacumulacdo
(IBAMA, 2020). Esse ingrediente ativo é persistente no solo e moderadamente movel
(LEWIS et al., 2021). Devido a reportes de alta toxicidade e restricdes da UE, foi
proibido na Franca desde 2018 (SLABY et al., 2022). Estudos denotam o IMI em
concentragdes de até 320 ug/L em &guas superficiais (MA et al., 2021), o que esta
elevadamente acima do limite de referéncia de 0,01 pg/L, estabelecido pela EPA
(STINSON et al., 2022).

No ambiente aquatico, as principais vias de contaminacdo dos organismos
ocorrem por contato direto e alimentacdo (agua ou por sedimento) (ANDERSON;
DUBETZ; PALACE, 2015). Embora o IMI apresente maior toxicidade para

invertebrados, sugere-se neurotoxidade em peixes-zebra e ativacdo dos receptores
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nicotinicos de acetilcolinesterase em outros organismos aquaticos (STINSON et al.,
2022). Mamiferos tendem a ser menos sensiveis do que insetos (EFSA, 2022). No
crustaceo Litopenaeus vannamei, foram reportados riscos de declinio e reducdo na
expectativa de vida quando expostos a concentragdes de 54,14 pg/L de IMI, com
reducdo de peso na faixa de 5,41- 54,14 ug/L de IMI (FU et al., 2022).

A planaria Girardia tigrina [Girard (Girard, 1850) (Paludicola: Dugesiidae)]
(Anexo B), ¢ um animal invertebrado, do filo dos Platelmintos, considerada presa, bem
como predadora, que, no ecossistema, se alimenta de lixo, larvas, vermes e tem sistema
nervoso central semelhante ao dos mamiferos (BERHEIM et al., 2019). Planérias tem
sido usualmente reportadas como potenciais bioindicadoras do impacto de inseticidas
em ecossistemas de 4gua doce (SARAIVA et al., 2018; LOPEZ et al., 2019; SARAIVA
et al.,, 2020; DORNELAS et al., 2021; PESTANA; OFOEGBU, 2021) por meio de
ensaios ecotoxicolégicos rapidos e de baixo custo. Estudos tém mostrado que
parametros de sobrevivéncia, alimentacdo, regeneracdo e reproducdo de planarias sdo
aspectos importantes para um bom organismo bioindicador de contaminacdo por
xenobi6ticos (SARAIVA et al., 2018; VILA-FARRE; RINK, 2018; WU; LI, 2018;
LOPEZ et al., 2019; OFOEGBU et al., 2019; DORNELAS et al., 2021; PESTANA;
OFOEGBU, 2021; DORNELAS et al., 2022).

Considerando a importancia produtiva e econémica dos NNIs, bem como os
impactos em organismos aquaticos ndo alvo, o presente estudo visou a avaliar a
toxicidade de IMI em G. tigrina, atraveés de parametro de sobrevivéncia, bem como

parametros de locomocao, regeneracao e fecundidade.

8.2 Material e Métodos

8.2.1 Aquisicao do Produto Comercial

O composto comercial a base de IMI utilizado para os testes experimentais foi
o Imidagold 700 WG® (Imidacloprido 70%, granulos dispersiveis, UPL do Brasil
Industria e Comércio de Produtos Agropecudrios S. A., ltuverava, SP, Brasil), adquirido

da Agroquima Produtos Agropecuarios Ltda.

8.2.2 Aquisicéo e Manutencado da Cultura
As planérias foram adquiridas de uma cultura estabelecida no Laboratoério de

Aguas e Efluentes (Sala de Bioensaios) do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e



91

Tecnologia Goiano- Campus Rio Verde. Os organismos foram cultivados em meio
cultura ASTM (ASTM, 1980) pelo Grupo de Pesquisa em Conservacdo de
Agroecossistemas e Ecotoxicologia (CAE), alimentados uma vez por semana com
figado bovino (ad libitum), com posterior troca do meio de cultura, sendo mantidos em
temperatura constante de 22 + 1 °C.

8.2.3 Ensaios Agudos

Os ensaios (Apéndice D) foram conduzidos com oito concentracGes de
Imidagold 700 WG® (50, 70, 98, 137.2, 192.08, 268.91, 376, 527 mg i.a./L de IMI),
mais tratamento controle, meio ASTM. Os organismos foram alocados em recipientes
de Polietileno Tereftalato — PET com capacidade de 25 mL, contendo 20 mL das
respectivas solugbes experimentais. Cada tratamento constitui-se de 5 repeticdes com
quatro planéarias por repeticdo. Para a determinacdo da CLso, foram tabulados os dados
obtidos apds um periodo de observacdo de 24h. A mortalidade foi determinada quando
da exposicdo a luz os organismos apresentavam degeneracdo ou estavam imoveis
(SARAIVA et al., 2018; OFOEGBU et al., 2019b).

8.2.4 Ensaios Cronicos de Regeneracdo e Locomocao

Tendo como referéncia os dados de CLso e 0s dados reportados na literatura
cientifica para outros organismos aquaticos, foram determinadas as concentracfes para
ensaios de toxicidade crénica (100, 200, 400, 800, 1600 pg i.a./L), respectivamente.

Para os ensaios de locomocdo e regeneracdo com G. tigrina, foram utilizados
organismos de 1 (x 0,1) cm de comprimento. As planarias foram expostas durante 08
dias a 05 diferentes concentracfes subletais de IMI (100 mL), mais o tratamento
controle em meio ASTM (ASTM, 1980), alocadas em recipientes de Polietileno
Tereftalato — PET. A exposic¢do dos organismos foi realizada em temperatura controlada
de 22 + 1 °C, fotoperiodo escuro. O desenho experimental (Apéndice E) consistiu de
grupos de 3 repeticdes (10 organismos por repeticdo), com 30 organismos por
tratamento (SARAIVA et al., 2018). As planarias foram submetidas a dieta zero pelo
periodo de uma semana antes dos ensaios experimentais (SIMAO, 2020; DORNELAS
etal., 2021).
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8.2.4.1 Atividade Locomotora

Para avaliacdo de locomocdo, 15 planarias por tratamento, do total de 30
planérias expostas, foram alocadas individualmente (um organismo por repeticdo, total
de 15 repeticdes) em placas de Petri (@ =7,5 cm) contendo 100 mL das respectivas
solucgdes experimentais supramencionadas, para determinacdo da distancia percorrida. A
avaliacao foi feita utilizando papel milimetrado (0,5 cm de espacamento entre as linhas
de grade), em recipiente circular (300 mm), com diametro e quantidade de meio ASTM
suficiente que permitissem o livre deslocamento da planaria. Apds alocacdo e adaptacao
(1 min), os organismos expostos foram observados por 2 minutos para posterior calculo
do deslocamento (adaptado de LOPEZ et al., 2019).

8.2.4.2 Regeneracdo — Quimiorreceptores e Fotorreceptores

As 15 planarias remanescentes do ensaio de locomocao foram utilizadas para
avaliacdo da regeneracdo da cabeca (através de quimiorreceptores e fotorreceptores). Os
organismos foram decapitados (corte Unico) abaixo dos quimiorreceptores e,
posteriormente, transferidos individualmente para um recipiente de Polietileno
Tereftalato — PET, contendo 20 mL de das respectivas solugbes experimentais -
tratamentos. A regeneracdo foi avaliada pela contagem do numero de horas até a
formagcdo completa de novos fotorreceptores e quimiorreceptores (adaptado de
SARAIVA et al., 2018; LOPEZ et al., 2019).

8.2.5 Exposicao Cronica para Avaliacdo da Reproducéao

Planarias adultas, em fase reprodutiva, foram selecionadas (1,5 + 0,1 cm de
comprimento total) e expostas a cinco concentra¢fes (100, 200, 400, 800 e 1.600 pg
i.a./L) de IMI, mais tratamento controle, apenas meio ASTM, pelo periodo de quatro
semanas (LOPEZ et al., 2019; DORNELAS et al., 2021; SIMAO et al., 2021). No
presente experimento, foram utilizados 30 organismos por tratamento, separados em
grupos de 3 repeticdes com 10 planarias por repeticdo (sub-repeticdo). O ensaio
experimental foi conduzido no escuro e avaliado diariamente.

A fecundidade foi avaliada segundo metodologia de Knakievicz et al. (2006).
Foi determinada pela divisdo do nimero de casulos colocados pelas planarias por dia,
pelo nimero de planérias por tratamento (DORNELAS et al., 2022). Os organismos
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foram expostos em recipientes de vidro com 100 mL de solugdo experimental, em

temperatura controlada 22 + 1 °C.

8.3 Analise Estatistica

A CLso de IMI sobre G. tigrina foi estimada por andlise de Probit, com
utilizacdo do software estatistico Minitab 14 (Minitab Inc., State College, PA, USA).
Para os ensaios de toxicidade crbnica, foi feita a ANOVA (analise de variancia),
seguida do teste de post hoc de Dunnet para comparagdo com o controle. Antes da
realizacdo da ANOVA, seus pressupostos foram atendidos, a saber: analise de
homogeneidade de variancia, teste de Bartlett; e normalidade dos dados, teste de
Kolmogorov-Smirnov. Dados de regeneracdo ndo atenderam aos pressupostos da
ANOVA e foram analisados por estatistica ndo paramétrica pelo teste de Kruskal-
Wallis, seguido de teste post hoc de Dunns. Os dados foram analisados pelo software
GraphPad Prism, verséo 7.0, para Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).

8.4 Resultados

Ao fim de 24 horas de exposicéo, as CLio, CLsoe CLgo foram iguais a 69.0806,
113.855, 187.649 mg i.a/L (IC 95% - 54,9543-80,2634; 100,707-129,126; 160,594-
238,727), respectivamente. Nenhuma mortalidade foi observada no tratamento controle.
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Figura 1 - Mortalidade de planarias Girardia tigrina expostas a concentracGes letais de
inseticida a base de Imidacloprido. Analise de Probit — 95% Intervalo de Confiancga:
Mortalidade (24h); Observacdes (N = 20).
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8.4.1 Efeito Cronico do Inseticida Imidagold 700 WG
8.4.1.1 Atividade Locomotora

A locomocdo de G. tigrina foi significativamente afetada apds 8 dias de

exposicdo ao IMI (F 5,83 = 27.35; p < 0,0001), com CENO igual a 100 pg i.a./L e CEO
igual a 200 pg i.a./L.
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Figura 2 - Efeito crénico de Imidacloprido em Girardia tigrina — locomogéo total (cm),
no escuro. Os dados sdo apresentados como média + SEM, n = 15, apds 8 dias de

exposicdo. *Indica diferenca significativa em relacdo ao tratamento controle (ASTM =
0), p <0.001 (teste de Dunnett’s).

8.4.1.2 Regeneracao — Quimiorreceptores e Fotorreceptores
A regeneracdo de quimiorreceptores e de fotorreceptores (H = 69.43, p <
0,0001, teste de Kruskal-Wallis, Figura 3), em comparacdo com o0s tratamentos

controle, foi significativamente afetada - CENO igual a 100 pg i.a./L e CEO igual a 200
pg i.af/L.
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Figura 3 - Regeneraces, medidas em dias até as formacbes completas dos

quimiorreceptores e fotorreceptores (8 dias de exposicdo) - a) Quimiorreceptores; b)
Fotorreceptores. Os dados sdo apresentados como média £ SEM, n = 15. *Indica
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diferenca significativa em relacdo ao tratamento controle (p < 0,001, teste de Kruskal-
Wallis).

8.4.1.3 Reproducao — Fecundidade

Planarias expostas ao tratamento de controle (ASTM) apresentaram maior taxa
de fecundidade. A medida que aumentava o periodo de exposicdo, a taxa de
fecundidade era reduzida. A taxa de fecundidade (Fc) de G. tigrina foi
significativamente reduzida apds exposicdo ao IMI, com reducdo de 36% na maior

concentracdo, em comparagdo com o tratamento controle.
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Figura 4 - Taxa de fecundidade de Girardia tigrina apresentada como equacgdo de

regressdo linear (n=15 planarias, pelo periodo de quatro semanas). R> = 0.92, p =
0.01149.

8.5 Discussao

O presente estudo evidencia que ClLso de 113.855 mg i.a/L excede
concentragdes ambientalmente relevantes em &4guas superficiais de até 320 pg/L
(MORRISSEY et al., 2015; MA et al., 2021), o que reporta tolerancia de G. tigrina a
concentragfes de IMI consideradas letais para outros organismos aquaticos. Como no
caso dos insetos aquaticos Aedes aegypti (48 h CLso: 44-360 pg/L), Chironomus dilutus
(14 d CLso: 1,52 pg/L) e Chironomus tentans (96 h CLso: 2.65-5.75 pg/L), crustaceo
Hyalella azteca (96h CLso: 65.3 pg/L) (KOBASHI et al., 2017) e invertebrado
Litopenaeus vannamei (96 h CLso: 162.43 pg/L) (FU et al., 2022). Sabe-se que pela
finalidade inseticida do composto, o IMI tende a ser mais toxico para insetos (UPL,
2022), invertebrados e alguns crustaceos com menor afinidade para mamiferos
(MORRISSEY et al., 2015). Segundo Barbosa et al. (2022), as planarias (G. tigrina)

apresentam maior tolerancia aos NNIs, Tiametoxam — TMX, em comparacdo com
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outras espécies alvo e ndo alvo, como Diptera, Coleoptera, Lepidoptera, Hymenoptera,
Homoptera e Hemiptera, mas ndo sdo mais tolerantes que as espécies de coledpteros
Callosobruchus maulates, Adalia bipunctata e Coccinella undecimpunctata. Estudo
também conduzido por Saraiva et al. (2016) com o neonicotinoide TMX reforca a
afirmacgdo (CLso 96h > 60.000 pg/L).

Possivelmente, a presenca elevada de subtipos de nAChR nas planérias seja a
principal causa para a observacdo de locais com baixa afinidade de ligacdo aos NNIs
(MALHOTRA et al., 2022; MELO et al., 2022a; MELO et al., 2022b; BARBOSA et
al., 2022). Esta caracteristica pode ser explicada pela diversidade funcional dos subtipos
de nAChR presentes em planarias, permitindo uma ampla gama de respostas celulares
aos estimulos acetilcolinérgicos. Portanto, a compreensdo da presenca e da funcéo dos
subtipos de nAChR em planarias € de grande importancia para o avango do
conhecimento sobre a fisiologia destes organismos e seu papel na regulagédo da
comunicacéo celular.

No ambito de toxicidade letal, nosso estudo sugere que a G. tigrina seja mais
tolerante aos NNIs, quando comparada a algumas espécies (MORRISSEY et al., 2015;
UPL, 2022; BARBOSA et al.,, 2022). A baixa sensibilidade de G. tigrina ao IMI
também pode estar relacionada a mecanismos de detoxificacdo eficientes presentes em
seu sistema (como exemplo, citocromo P450), capazes de inativar ou excretar o
contaminante antes que ele cause danos irreparaveis aos tecidos (BASS et al., 2015;
HAGSTROM; COCHET-ESCARTIN; COLLINS, 2016; SARAIVA et al., 2018).

Por outro lado, parametros comportamentais (especificamente para
locomocdo), fisioldgicos (especificamente para regeneracdo) e de reproducdo
(especificamente para fecundidade) denotam potenciais danos neurotdxicos induzidos
pela exposicao de planérias de agua doce em concentragBes ambientalmente relevantes
de IMI (a partir de 200 pg/L i.a.). A toxicidade subletal do IMI nesse organismo muito
provavelmente se da em decorréncia do produto utilizado (ingrediente ativo -
potencializadores) e modo de agdo (agente neurotoxico), embora o dano causado ndo
seja de efeito letal e imediato (IRAC, 2015; SARAIVA et al.,, 2016; MELO et al.,
2022). A planaria tem um sistema nervoso central semelhante ao do homem, assim tem
sido usualmente utilizada em estudos de neurotoxicidade (POIRIER et al., 2019). Sabe-
se ainda que parametros crénicos de planarias sdo sensiveis a pesticidas neurotoxicos
(RODRIGUES et al., 2016).
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E como esperado, os endopoints sdo mais sensiveis quando comparados a
dados de sobrevivéncia (OFOEGBU et al., 2016; RODRIGUES et al., 2016; SARAIVA
et al.,, 2018; SARAIVA et al., 2020; DORNELAS et al., 2020; SILVA et al., 2021;
REIS et al., 2022). Além disso, metodologias com inclusdo de planérias de 4gua doce
tém sido despertadas em todo o mundo, pois a sensibilidade e a relevancia observadas
em determinado parametro, como, por exemplo, a locomog¢édo, podem evidenciar
alteracdes nos niveis mais elevados de organizacdo biologica por resultarem de uma
série de processos bioguimicos e fisioldgicos ocasionados pelo estresse ambiental
(MALTBY et al., 2002; HELLOU, 2011; LOPEZ et al., 2021). A avaliagdo de
toxicidade cronica é fundamental para previsdo de efeitos adversos dos pesticidas em
populacdes naturais, bem como para o funcionamento do ecossistema (HANAZATO,
2001; RELYEA; HOVERMAN, 2006; SHUMAN-GOODIER; PROPPER, 2016;
LOPEZ et al., 2019).

Em nosso estudo, a distancia percorrida foi significativamente afetada. Embora
as planarias se locomovam principalmente por deslizamento (batimento), o
comportamento locomotor estd diretamente relacionado ao funcionamento do sistema
nervoso (NISHIMURA et al., 2007; LOPEZ et al., 2021), ao passo que contracdes
musculares podem ser empregadas involuntariamente por hiperexcitabilidade.
Possivelmente o IMI cause danos ao sistema nervoso central das planarias ao interferir
na funcdo dos NnAChR, o que pode levar a diminuicdo da transmissdo nervosa e a
manifestacdo de sintomas como paralisia e perda de reflexos. Notavelmente, efeitos
crénicos que afetam a dindmica populacional - sobrevivéncia a curto e longo prazo, bem
como na reproducdo, podem ocorrer como resultado do comprometimento da atividade
locomotora, que também pode afetar negativamente o comportamento predatério,
alimentacdo e a capacidade de escapar de predadores e crescimento (OVIEDO et al.,
2008; CLAUDE AMIARD-TRIQUET, 2009; INOUE et al., 2015; SARAIVA et al.,
2020; DORNELAS et al.,, 2021). Além disso, outros trabalhos relatam efeitos
toxicologicos dos NNIs na reproducdo de organismos ndo alvo (ALEXANDER,;
HEARD; JOSEPH M. CULP, 2008; FERREIRA-JUNIOR et al., 2018).

O IMI também afetou a capacidade de regeneracdo de G. tigrina. Sabe-se que a
capacidade de regeneracdo da planaria pode ser afetada em consequéncia da acdo do
IMI no sistema nervoso central, alterando a atividade dos neurdnios e perturbando a
comunicacdo celular, necessaria para que a regeneracdo seja eficiente. Relevante

lembrar que a capacidade de regeneracdo da planaria € uma habilidade complexa
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resultante da acéo das células totipotentes (células-troco - neoblastos) presentes em seus
tecidos (ROSSI et al. 2008; REDDIEN, 2018; PEARSON, 2022). E a exposi¢do a
contaminantes pode afetar esta capacidade, mas a extensdo da recuperacdo depende da
natureza e da toxicidade do contaminante (LOPEZ et al., 2019; SARAIVA et al., 2020;
SILVA et al., 2021; DORNELAS et al., 2021).

Nosso estudo tem grande relevancia ao evidenciar que, embora a planaria seja
tolerante a concentragdes ambientalmente relevantes de IMI no @mbito de sobrevivéncia
(evidenciado pela CLso), concentragdes encontradas no ambiente podem ocasionar
efeitos na capacidade locomotora, reprodutiva e regenerativa de planarias — o que
poderia, no ambiente natural, impactar o funcionamento dos ecossistemas de agua doce
tropical. Neste sentido, além de demonstrar a toxicidade crénica em potencial de IMI
sobre G. tigrina, nosso estudo revela o potencial deste organismo em ensaios

ecotoxicoldgicos com contaminantes emergentes, tais como NNIs.
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9. CONCLUSAO GERAL

Embora muitas informacdes e caracteristicas apresentadas neste estudo sejam
comumente relacionados aos impactos de agrotdxicos no ecossistema, 0 assunto tema
ndo esta nulo, uma vez que a demanda mundial requer eficacia e eficiéncia produtiva,
que, estrategicamente, se vincula a diversos pesticidas, incluindo os pertencentes a
classe dos NNIs, com varios produtos comerciais. Neste sentido, delinear os potenciais
efeitos de IMI sobre organismos ndo alvo terrestres e aquaticos contribui com a ciéncia
da ecotoxicologia no ambito da preservacao ambiental e de espécies importantes para a
cadeia trofica.

Salienta-se que as abelhas nativas mostraram diferentes sensibilidades ao IMI e
ao inseticida padrdo de referéncia DM. Como h& escassez de dados cientificos em
relacdo a esses polinizadores (T. weyrauchi, T. fiebrigi, T. angustula e T. clavipes), este
estudo passa a adicionar importantes informacdes, tendo em vista que IMI afeta a
sobrevivéncia desses invertebrados a baixas concentracdes, inclusive aquelas previstas
para ser encontradas no ambiente. No que tange & espécie G. tigrina, ndo houve
mortalidade. No entanto, foram evidenciados danos em parametros comportamentais
(locomocao), fisioldgicos (regeneracdo) e reproducao (fecundidade). O comportamento
tem significante papel na sobrevivéncia de diversos animais face a interagdes com
predadores e outros niveis tréficos, com implicacdes ecoldgicas (LOPEZ et al., 2021).
Além disso, a regeneracao e a reproducdo das planarias se refletem na conservagédo e no
equilibrio do ecossistema (SILVA et al., 2021).
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APENDICE A - LEVANTAMENTO REGIONAL

IMIDACLOPRIDO

Cidade Nomes comerciais Qtd. |Valor

Cacu Cigaral 1 kg R$ 112,00
Cacu Diamantebr 1L R$ 104,00
Cacu Imidacloprid Nortox 480 1L R$ 104,00
Cacu Imidacloprid Nufarm 700 WG | 1 kg R$ 112,00
Cacu Imidagold 700 WG 1 kg R$ 112,00
Cacu Nuprid 700 WG 1 kg R$ 112,00
Cacu Evidence 700 WG 1 kg R$ 201,66
Jatai Diamantebr 1L R$ 87,00
Jatai Galedo 1L R$ 108,00
Jatai Imidagold 700 WG 1 kg R$ 102,00
Jatai Sombrero 1L R$ 112,00
Rio Verde |Imidacloprid Nufarm 700 WG |1 kg R$ 115,00
Rio Verde |Diamantebr 20 L R$ 2.838,90
Rio Verde |Imidacloprid Nortox 480 5L R$ 780,00
Rio Verde |Imidagold 700 WG 1kg R$ 150,00
Rio Verde |Granary 1kg R$ 120,20
Rio Verde |Much 600 FS 1L R$ 134,50

TIAMETOXAM
Cidade Nomes comerciais Qtd. | Valor
Cacu Actara 250 WG 1kg | R$ 239,00
Cacu Cruiser 350 FS 1L | R$ 353,00
Rio Verde |Cruiser 350 FS 5L | R$ 340,00

CLOTIANIDINA
Cidade Nomes comerciais Qtd. Valor
Cacu Inside FS 1L R$ 739,00




128

APENDICE B - FORNECEDORES, CULTURAS E INSETOS-ALVO

NOMES COMERCIAIS FORNECEDORES | CULTURAS | INSETOS-ALVO
Cigaral 1 6 8
Diamantebr 3 1 3
Evidence 700 WG 3 29 28
Galedo 1 7 11
Granary 1 11 24
Imidacloprid Nortox 480 2 11 30
Imidacloprid Nufarm 700 WG 2 8 8
Imidagold 700 WG 3 10 16
Much 600 FS 1 9 16
Nuprid 700 WG 1 8 8
Sombrero 1 7 15
INSETICIDAS - IMIDACLOPRIDO
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APENDICE C - DESENHOS EXPERIMENTAIS (AGUDO - ABELHAS)

TRATAMENTOS REPLICAS
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APENDICE D - DESENHOS EXPERIMENTAIS (AGUDO - PLANARIAS)

Bn B Bu B B Bn Bu Bu B

TRATAMENTOS
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IMI (192.08 mgi.a/L)
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APENDICE E — DESENHOS EXPERIMENTAIS (CRONICO - PLANARIAS)

TRATAMENTOS

ASTM

IMI (100 pg i.a./L)

IMI (200 pg i.a./L)

IMI (400 pg i.a./L)

IMI (800 pg i.a./L)

IMI (1600 pg i.a./L)
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APENDICE F - GRAPHICAL ABSTRACT (BIOMONITORAMENTO)
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APENDICE G — APARATO EXPERIMENTAL (NEVOA)

Aparato Experimental — Abelhas (névoa)

Solucoes de teste

Névoa de 350 microlitros/min




134

APENDICE H - COMPILADO DE IMAGENS (ORGANISMOS TESTE -
ABELHAS)
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ANEXO A - ORGANISMO TESTE (CAPTURA DE ABELHAS)

Dério, B. M.; Oliveira, A. A. (2021, novembro 27). Captura de abelha nativa — IF
Goiano Campus Rio Verde. WhatsApp. Imagem eletronica.
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ANEXO B — ORGANISMO TESTE (PLANARIA)

Farache, F.; Oliveira, A. A. (2022, janeiro 27). Cultura de planarias do Grupo CAE - IF
Goiano Campus Rio Verde. WhatsApp. Imagem eletrénica.



ANEXO C - CRONOGRAMA EXPERIMENTAL (ABELHAS)

T. angustula
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