
FACULDADE DE BIOCIÊNCIAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM ZOOLOGIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TOXICIDADE DE INSETICIDAS ORGANOFOSFORADOS PARA AS 

ABELHAS SEM FERRÃO Scaptotrigona bipunctata e Tetragonisca 

fiebrigi 

 

 

 

 

 

 

Andressa Linhares Dorneles 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

PONTIFÍCIA UNIVERSIDADE CATÓLICA DO RIO GRANDE DO SUL 

Av. Ipiranga 6681 – Caixa Postal 1429 

Fone (51) 3320-3500 - Fax (51) 3339-1564 

90619-900 Porto Alegre – RS 

Brasil 

2015 



PONTIFÍCIA UNIVERSIDADE CATÓLICA DO RIO GRANDE DO SUL 

FACULDADE DE BIOCIÊNCIAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM ZOOLOGIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TOXICIDADE DE INSETICIDAS ORGANOFOSFORADOS PARA AS 

ABELHAS SEM FERRÃO Scaptotrigona bipunctata e Tetragonisca 

fiebrigi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Andressa Linhares Dorneles  

Orientador: Dra. Betina Blochtein  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

PORTO ALEGRE – RS 

2015 



III 
 

SUMÁRIO 

 

 

AGRADECIMENTOS ................................................................................................. VI 

RESUMO ...................................................................................................................... VII 

ABSTRACT ................................................................................................................ VIII 

APRESENTAÇÃO ......................................................................................................... 9 

MANUSCRITO CIENTÍFICO ................................................................................... 10 

Toxicidade de inseticidas organofosforados para as abelhas sem ferrão Scaptotrigona 

bipunctata e Tetragonisca fiebrigi .............................................................................. 10 

Abstract ....................................................................................................................... 12 

Introdução ................................................................................................................... 13 

Material e Métodos ..................................................................................................... 15 

Resultados ................................................................................................................... 22 

Discussão .................................................................................................................... 28 

Agradecimentos .......................................................................................................... 37 

Referências .................................................................................................................. 37 

ANEXOS ....................................................................................................................... 51 

Normas de Publicação Periódico PLoS ONE ............................................................. 51 

 

 

  



IV 
 

RELAÇÃO DE FIGURAS 

 
 

 

Figura 1. Colméias de abelhas sem ferrão dispostas no meliponário da PUCRS. ......... 16 

 

Figura 2. Entrada das colônias. Tetragonisca fiebrigi (a) e Scaptotrigona bipunctata (b).

 ........................................................................................................................................ 17 

 

Figura 3. Estruturas para a contenção de abelhas forrageiras mantidas em câmaras de 

criação para os testes de toxicidade. Caixas de madeira telada utilizadas no teste oral, com 

alimentador acoplado contendo solução de sacarose com adição de inseticida em 

diferentes concentrações (a), placas de Petri utilizadas no teste tópico agudo (b). ........ 18 

 

Figura 4. Toxicidade oral aguda (48 horas) do inseticida clorpirifós para abelhas 

forrageiras de Scaptotrigona bipunctata (a) e Tetragonisca fiebrigi (b)........................ 23 

 

Figura 5. Toxicidade oral aguda (48 horas) do inseticida fosmete para abelhas forrageiras 

de Scaptotrigona bipunctata (a) e Tetragonisca fiebrigi (b). ......................................... 24 

 

Figura 6. Toxicidade tópica aguda (48 horas) do inseticida clorpirifós para abelhas 

forrageiras de Scaptotrigona bipunctata (a) e Tetragonisca fiebrigi (b)........................ 26 

 

Figura 7. Toxicidade tópica aguda (48 horas) do inseticida fosmete para abelhas 

forrageiras de Scaptotrigona bipunctata (a) e Tetragonisca fiebrigi (b)........................ 27 

 

 

 

  



V 
 

RELAÇÃO DE TABELAS 
 

 

 

 

Tabela 1. Toxicidade oral aguda de inseticidas para abelhas forrageiras de Scaptotrigona 

bipunctata e Tetragonisca fiebrigi. ................................................................................ 25 

 

Tabela 2. Toxicidade tópica aguda de inseticidas para abelhas forrageiras de 

Scaptotrigona bipunctata e Tetragonisca fiebrigi. ......................................................... 28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



VI 
 

AGRADECIMENTOS 

A Deus por mais esta etapa realizada. 

À Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul e ao Programa de Pós-

Graduação em Zoologia. 

Ao Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento (CNPq), pela concessão da bolsa 

de estudos. 

Aos professores do PPG em Zoologia, pelos ensinamentos. 

Em especial à professora Dra Guendalina Turcato Oliveira, pelo carinho e disponibilidade 

em ajudar sempre que precisei.  

À minha orientadora, professora Dra Betina Blochtein, por me dar a oportunidade de 

trabalhar em uma nova linha de pesquisa.  Agradeço pela confiança, orientação e carinho. 

Aos colegas de Laboratório de Entomologia – Ecologia de Abelhas, pelos bons momentos 

de convívio, apoio e conversas científicas.  

À minha amiga Mariana Zaniol Fernandes, pelo companheirismo, discussões científicas 

e por toda ajuda durante a revisão do projeto. 

Ao meu colega Dr. Charles Fernando dos Santos, pelas dicas de estatística.  

À Dra. Annelise de Souza Rosa, pelo incentivo e ajuda, sua parceria foi fundamental para 

a conclusão deste trabalho.  

À Dra. Kátia Matiotti, provavelmente sem sua indicação eu não teria retornado a vida 

acadêmica.   

Ao professor Luiz Ernani Aguiar Silva, pelo apoio.  

Ao professor Dr. Alexandre Arenzon, pela ajuda em ecotoxicologia.  

À professora Eliane Maria Machado, pela revisão da dissertação. 

À minha família e aos meus amigos, pelo carinho, apoio e incentivo. 

Ao meu noivo Marcio da Silva Silva, pelo amor, companheirismo e paciência, 

principalmente em meus momentos de crise. Obrigada por estar sempre ao meu lado e 

por compreender minha ausência. 

E a todos aqueles que não foram citados aqui, mas direta ou indiretamente contribuíram 

para realização desse trabalho, muito obrigada!  



VII 
 

RESUMO 
 

O atual declínio global de populações de abelhas tem sido atribuído principalmente à 

utilização excessiva de agrotóxicos. A maioria das pesquisas acerca dos riscos de 

inseticidas para abelhas têm como foco de estudo Apis mellifera. No entanto, devido à 

grande diversidade de abelhas sem ferrão no Brasil, estudos que avaliam os riscos a 

espécies nativas se tornam necessários e relevantes. No País, a importância dos serviços 

de polinização prestados por abelhas é reconhecida em culturas de interesse econômico a 

exemplo de algodão, café, laranja, maçã e soja. Nesses cultivos empregam-se muitos 

inseticidas para o controle de pragas, se destacando o uso de organofosforados, tais como 

clorpirifós (Lorsban®) e fosmete (Imidan®). Em virtude da utilização em grande escala 

de agrotóxicos em culturas que ofertam flores atrativas para abelhas no Brasil, o objetivo 

deste estudo foi determinar a concentração letal média (CL50), via exposição oral, e a dose 

letal média (DL50), pela aplicação tópica, desses inseticidas para as abelhas sem ferrão 

Scaptotrigona bipunctata e Tetragonisca fiebrigi. Nos testes de toxicidade oral aguda 

foram utilizadas cinco concentrações diluídas em solução de sacarose e ofertadas 

mediante dieta para as abelhas. Nos testes de toxicidade tópica aguda foram utilizadas 

cinco doses diluídas em acetona, sendo aplicado 1µL de cada dose no pronoto das abelhas. 

Em ambos os testes a mortalidade foi registrada após 48 horas de exposição. No teste oral 

os valores de CL50 de clorpirifós foram de 0,0112 µg i.a./µL dieta para S. bipunctata e de 

0,0018 µg i.a./µL dieta para T. fiebrigi. A CL50 de fosmete para S. bipunctata foi de 

0,0245 µg i.a./µL dieta e para T. fiebrigi 0,0236 µg i.a./µL dieta. No teste tópico, a DL50 

de clorpirifós foi de 0,0110 µg i.a./abelha para S. bipunctata e de 0,0033 µg i.a./abelha 

para T. fiebrigi.  A DL50 de fosmete para S. bipunctata foi de 0,0087 µg i.a./abelha e para 

T. fiebrigi foi 0,0083 µg i.a./abelha. Houve diferença significativa na suscetibilidade entre 

as abelhas avaliadas, indicando que as forrageiras S. bipunctata foram mais tolerantes ao 

inseticida clorpirifós do que a T. fiebrigi, por via tópica e oral. Essas diferenças de 

suscetibilidade podem estar associadas ao peso corporal da abelha, ou seja, S. bipunctata 

espécie com maior peso (18,28 mg) foi mais tolerante que T. fiebrigi com menor peso 

(4,36 mg). Além disso características determinadas geneticamente como a composição 

química da cutícula podem facilitar a penetração do inseticida no corpo da abelha, 

aumentando a suscetibilidade de cada espécie. Outra característica está relacionada à 

capacidade para detoxicação, pois à ação de várias enzimas destoxificadoras presentes no 

sistema digestório das abelhas podem reduzir a toxicidade dos produtos. Em 

contrapartida, a suscetibilidade entre as duas espécies de abelhas não apresentou 

diferenças significativas em relação ao inseticida fosmete, fato que poderíamos inferir, 

estar associado à maior capacidade de metabolização e eliminação deste produto pelas 

abelhas. Comparando-se os valores de DL50 obtidos no presente estudo com os dados da 

literatura estabelecidos para A. mellifera (clorpirifós 0,11 μg/abelha; fosmete 1,13 

μg/abelha), podemos concluir que as abelhas nativas são mais sensíveis aos inseticidas 

clorpirifós e fosmete. Esta evidência ressalta a importância de incluir outras espécies de 

abelhas nos testes de toxicidade exigidos para a autorização de uso de agrotóxicos, a fim 

de garantir a proteção das abelhas nativas. Os resultados obtidos neste estudo indicam 

que os inseticidas clorpirifós (Lorsban®) e fosmete (Imidan®) são potencialmente 

perigosos para S. bipunctata e T. fiebrigi, tanto por via tópica como pela ingestão. Dessa 

maneira, é fundamental a proposição de medidas para minimizar o impacto sobre os 

polinizadores. Este estudo representa a primeira avaliação dos efeitos letais dos 

inseticidas clorpirifós e fosmete para S. bipunctata e T. fiebrigi, fornecendo importantes 

subsídios para a continuidade de estudos acerca de toxicidade de agrotóxicos em abelhas 

sem ferrão. 



VIII 
 

ABSTRACT 
 

TOXICITY OF ORGANOPHOSPHORUS PESTICIDES TO STINGLESS BEES 

Scaptotrigona bipunctata AND Tetragonisca fiebrigi  

The current bee populations decline has been mainly attributed to the excessive use of 

pesticides. The most of researches about risks of pesticides to bees are focused on 

honeybee Apis mellifera. However, due to the wide diversity of stingless bees in Brazil, 

studies evaluating the risks to native species become necessary and relevant. In Brazil, 

the importance of pollination services provided by bees is recognized in economic interest 

crops such as apple, coffee, cotton, orange, and soybeans. In these crops, many 

insecticides are used for pest control, especially organophosphates such as chlorpyrifos 

(Lorsban®) and phosmet (Imidan®). Due to the large use of pesticides on crops that offer 

attractive flowers for bees in Brazil, the aim of this study was to determine the lethal 

concentration (LC50), via oral exposure, and the lethal dose (LD50) for topically applied 

of these insecticides to stingless bees Scaptotrigona bipunctata e Tetragonisca fiebrigi.In 

acute oral toxicity tests, five concentrations dilute in sucrose solution were offered to the 

bees through the food. In acute topical toxicity tests, 1μL of each one of the five doses 

diluted in acetone were applied topically on bees. After 48 hours of exposure, the number 

of dead bees was recorded. In the oral assay, the LC50 values of chlorpyrifos was 0,0112 

µg a.i./µL diet to S. bipunctata and 0,0018 µg a.i./µL diet to T. fiebrigi. The LC50 values 

of phosmet was 0,0245 µg a.i./µL diet to S. bipunctata and 0,0236 µg a.i./µL diet to T. 

fiebrigi. In the topic application assay, the LD50 of chlorpyrifos was 0,0110 µg a.i./bee to 

S. bipunctata and 0,0033 µg a.i./bee to T. fiebrigi.  The LD50 of phosmet was 0,0087 µg 

a.i./bee to S. bipunctata and 0,0083 µg a.i./bee to T. fiebrigi. According to the results, 

there was significant difference in susceptibility between the stingless bees species tested, 

indicating that forager workers of S. bipunctata were more tolerant to the insecticide 

chlorpyrifos than T. fiebrigi, in both assays. These differences in susceptibility may be 

related to the body weight of the bees, i.e., S. bipunctata species with the highest weight 

(18.28 mg) would be more tolerant than T. fiebrigi, with the lowest weight (4.36 mg). In 

addition, characteristics genetically determined, as the chemical composition of the 

cuticle, may facilitate penetration of the insecticide into the bee's body, increasing the 

susceptibility of each species. Another point is related to detoxification capacity of the 

bees, by the action of detoxifying enzymes present in its digestive system. In contrast, the 

susceptibility between the two stingless bees species showed no significant differences 

regarding the insecticide phosmet, an event that could be associated with the ability of 

these bees metabolize and remove this product. Comparing the LD50 values obtained in 

this study with literature data established for A. mellifera (chlorpyrifos 0.11 μg/bee; 

phosmet 1.13 μg/bee), we concluded that native bees are more sensitive to the insecticides 

chlorpyrifos and phosmet. This evidence emphasizes the importance of including other 

species of bees in toxicity assays required for the authorization of the use of pesticides, 

in order to ensure the protection of native bees. Our results indicate that the insecticides 

chlorpyrifos (Lorsban®) and phosmet (Imidan®) are potentially dangerous to S. 

bipunctata and T. fiebrigi species, both topically and by ingestion. Thus, it is essential to 

propose measures to minimize the impact on pollinators. This study is the first evaluation 

of the lethal effects of the insecticides chlorpyrifos and phosmet to S. bipunctata and T. 

fiebrigi, providing important subsidies for future studies on pesticide toxicity in stingless 

bees. 
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APRESENTAÇÃO 

 

A produção agrícola mundial está cada vez mais dependente do uso de agrotóxicos 

para o controle de pragas e doenças, a fim de assegurar a produtividade almejada. Neste 

cenário o Brasil é o maior consumidor mundial de agrotóxicos. O uso indiscriminado 

desses produtos vem preocupando especialistas em relação a perda de polinizadores e a 

sustentabilidade dos serviços de polinização.  

No Brasil, os serviços de polinização são importantes para muitas culturas de 

interesse econômico, a exemplo do algodão, café, citros, maçã e soja. Entretanto, nessas 

culturas uma vasta gama de agrotóxicos é utilizada, onde se destacam os inseticidas 

organofosforados, que apresentam amplo espectro de ação e alta toxicidade podendo 

afetar a fauna de abelhas.  

Avaliações em laboratório do efeito letal de inseticidas para insetos não-alvo 

podem ser feitas por meio de testes de toxicidade aguda. A metodologia padrão para 

estimar o efeito letal de um inseticida é através da determinação da concentração letal 

média (CL50) ou da dose letal média (DL50), as quais provocam a morte de 50% da 

população testada. Nesses testes, os inseticidas são administrados oralmente ou por via 

tópica e a mortalidade é registrada 24 e/ou 48 horas após a exposição. Apis mellifera é a 

espécie mais utilizada para avaliações de toxicidade. Porém, devido à alta diversidade de 

abelhas no Brasil e ao risco de exposição aos agrotóxicos, as espécies nativas também 

devem ser incluídas nesses estudos.    

Tendo em vista a importância do serviço de polinização prestado pelas abelhas e 

a ampla utilização de inseticidas no Brasil, o presente estudo avalia a resposta de 

toxicidade dos inseticidas organofosforados clorpirifós (Lorsban®) e fosmete (Imidan®) 

para as abelhas nativas Scaptotrigona bipunctata e Tetragonisca fiebrigi. Essas duas 

espécies de abelhas apresentam ampla distribuição geográfica e podem ser manejadas 

comercialmente para fins de produção de mel e polinização agrícola.  

A partir dos resultados desse estudo foi produzido um manuscrito científico que 

está estruturado de acordo com as normas estabelecidas pela revista PLoS ONE.  
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Abstract  11 

The toxicity of insecticides chlorpyrifos (Lorsban®) and phosmet (Imidan®), often used 12 

in economic interest crops such as apple, coffee, cotton, orange, and soybeans, was 13 

estimated to foragers of stingless bees species Scaptotrigona bipunctata e Tetragonisca 14 

fiebrigi. We determined the lethal concentration (LC50), via oral exposure, and the lethal 15 

dose (LD50) for topically applied of these insecticides. The results showed significant 16 

difference in susceptibility between the species tested, indicating that forager workers of 17 

S. bipunctata were more tolerant to the insecticide chlorpyrifos than T. fiebrigi, in both 18 

assays. These differences may be related to the body weight of the bees, i.e., S. bipunctata 19 

species with the highest weight (18.28 mg) would be more tolerant than T. fiebrigi, with 20 

the lowest weight (4.36 mg). In addition, genetic characteristics, as the chemical 21 

composition of the cuticle, may facilitate penetration of the insecticide into the bee's body, 22 

increasing the susceptibility of each species. Another point is related to detoxification 23 

capacity of the bees, by the action of detoxifying enzymes present in its digestive system. 24 

In contrast, the susceptibility between the two stingless bees species showed no 25 

significant differences regarding the insecticide phosmet, an event that could be 26 

associated with the ability of these bees metabolize and remove this product. Comparing 27 

the LD50 values obtained in this study with data established for Apis mellifera 28 

(chlorpyrifos 0.11 μg/bee; phosmet 1.13 μg/bee), we concluded that native bees are more 29 

sensitive to these insecticides. This evidence emphasizes the importance of including 30 

other bees species in toxicity assays, required for pesticides use authorization, in order to 31 

ensure the protection of native bees. Our results indicate that the insecticides chlorpyrifos 32 

and phosmet are potentially dangerous to S. bipunctata and T. fiebrigi species, both 33 
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topically and by ingestion. Thus, it is essential to propose measures to minimize the 34 

impact on pollinators.  35 

 36 

Introdução 37 

 A polinização é um serviço ambiental essencial para a manutenção dos 38 

ecossistemas naturais [1] e para a sustentabilidade da agricultura [2]. Na natureza cerca 39 

de 85% das espécies de angiospermas são polinizadas por animais, principalmente insetos 40 

[3,4]. Dentre esses, as abelhas são consideradas os agentes polinizadores mais eficientes 41 

[5-7], responsáveis pela polinização de aproximadamente 70% das espécies cultivadas 42 

mundialmente [2,8].  43 

 O atual declínio na diversidade e abundância de polinizadores é motivo de 44 

preocupação [9,10] em relação à sustentabilidade dos serviços de polinização [7,11-13]. 45 

Níveis insatisfatórios desse serviço comprometem a capacidade reprodutiva das plantas 46 

nativas [14] e a produção agrícola mundial [6,13, 15].  47 

 Fatores como a fragmentação de habitats, redução da vegetação nativa [11,12,16] 48 

e mudanças climáticas vêm contribuindo para a redução das populações de abelhas [7]. 49 

Entretanto, o uso não sustentável dos agroecossistemas [13,15,16] e a utilização excessiva 50 

de agrotóxicos são consideradas as principais causas da perda de diversidade desses 51 

insetos [12,15-18]. 52 

 Nesse contexto, a aplicação de agrotóxicos em culturas agrícolas que ofertam 53 

flores atrativas para abelhas se torna um relevante ponto a ser considerado em estudos de 54 

avaliação de risco a estes polinizadores. No Brasil, a importância dos serviços de 55 

polinização prestado pelas abelhas é reconhecida em culturas de interesse econômico, a 56 

exemplo de algodão, café, laranja, maçã e soja [19]. De acordo com Klein et al. [6] os 57 
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cultivos de algodão, café e soja são classificados como moderadamente dependentes de 58 

polinização, com índices que variam entre 10 a 40%. A cultura de laranja é considerada 59 

de baixa dependência do serviço de polinização, com índices de até 10%. Embora estas 60 

culturas não dependam obrigatoriamente de polinizadores, a presença de abelhas 61 

beneficia a produção de grãos, a qualidade dos frutos e o aumento da produtividade [20-62 

23]. 63 

Um exemplo representativo é a produção de maçã, classificada como altamente 64 

dependente de polinização entomófila (de 40 a 90%) [24,25], na qual o déficit de 65 

polinização resulta em frutos de baixa qualidade [26] e menor produtividade [8]. Diante 66 

dessa dependência de polinizadores, muitos produtores utilizam colônias de Apis 67 

mellifera L. em pomares de maçã [19,24,27]. Porém, abelhas nativas também são 68 

consideradas visitantes florais e eficazes polinizadores [25,28-30]. 69 

 Na produção desses cultivos aplica-se uma vasta gama de agrotóxicos para o 70 

controle de doenças e pragas [15,31]. Nesse contexto, se destaca o uso de agrotóxicos 71 

organofosforados, os quais apresentam amplo espectro de ação e alta toxicidade [32], 72 

podendo afetar a fauna de abelhas [3,17,33].  73 

 Entre os diversos representantes do grupo químico de organofosforados, os 74 

inseticidas clorpirifós e fosmete são amplamente empregados nessas culturas. Esses 75 

produtos possuem amplo espectro de ação [34,35], e são considerados altamente tóxicos 76 

e danosos ao meio ambiente [36], o que inclui insetos não alvo [34,37]. São inseticidas 77 

de ação neurotóxica [34], inibindo a acetilcolinesterase, enzima que atua no mecanismo 78 

de transmissão de impulsos nervosos [38].  79 

Em estudos de toxicidade em insetos não alvo, A. mellifera é a espécie utilizada 80 

como principal modelo experimental devido à sua importância reconhecida como 81 
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polinizadora global [39,40]. No entanto, sabe-se que a suscetibilidade das abelhas a 82 

determinado inseticida pode diferir de uma espécie para outra [37]. Dessa forma, a 83 

avaliação de toxicidade de agrotóxicos em outros grupos de abelhas deve ser considerada. 84 

As abelhas sem ferrão, pertencentes à tribo Meliponini, embora possuam características 85 

biológicas favoráveis à polinização aplicada [11,41,42] e venham gradativamente sendo 86 

valorizadas como alternativa para a polinização comercial, nas regiões tropicais e 87 

subtropicais [43], pouco tem sido avaliadas quanto à toxicidade dos agrotóxicos [40,44-88 

48].  89 

Entre os meliponíneos, Scaptotrigona bipunctata (Lepeletier) e Tetragonisca 90 

fiebrigi (Schwarz) estão entre as espécies mais criadas em três biomas brasileiros (Pampa, 91 

Mata Atlântica e Pantanal) [42]. Scaptotrigona bipunctata, conhecida popularmente 92 

como tubuna, é encontrada na Bolívia, Brasil, Paraguai e Peru [49], onde constitui ninhos 93 

populosos com grande capacidade para produção de mel [42,50]. Tetragonisca fiebrigi, 94 

conhecida por jataí tem ocorrência em parte da Argentina, Bolívia, Brasil e Paraguai [49], 95 

é de fácil manejo [51] e considerada excelente produtora de mel [42,50].   96 

 Em virtude da vasta utilização de inseticidas organofosforados em cultivos que 97 

ofertam flores atrativas para abelhas no Brasil e, portanto, apresentam risco a organismos 98 

não alvo, e da ampla distribuição geográfica de S. bipunctata e T. fiebrigi, o presente 99 

trabalho teve como objetivo determinar a concentração letal  média (CL50), via exposição 100 

oral, e a dose letal média (DL50), via exposição tópica, dos inseticidas clorpirifós e 101 

fosmete para abelhas forrageiras de S. bipunctata e T. fiebrigi.   102 
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Material e Métodos  103 

Obtenção e Manutenção das Abelhas 104 

As abelhas utilizadas nesse estudo foram obtidas a partir de colônias de S. 105 

bipunctata e de T. fiebrigi, provenientes do meliponário da Pontifícia Universidade 106 

Católica do Rio Grande do Sul (PUCRS, Porto Alegre, RS, Brasil) (Fig. 1).  107 

 108 

 109 

Figura 1. Colméias de abelhas sem ferrão dispostas no meliponário da PUCRS. 110 

 111 

Para cada exposição (dose/concentração) e seus respectivos controles foram 112 

utilizadas 60 abelhas por espécie. Nos testes com S. bipunctata para cada exposição foram 113 

feitas cinco réplicas, cada uma contendo 12 abelhas. Para T. fiebrigi cada exposição teve 114 

três réplicas, cada uma contendo 20 abelhas. A distribuição da quantidade de abelhas em 115 

cada caixa foi determinada considerando-se o tamanho e o comportamento dos indivíduos 116 

das duas espécies. A fim de garantir a variabilidade genética e obter estimativas 117 
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toxicológicas mais confiáveis, cada replica foi composta por abelhas de diferentes 118 

colônias.  119 

 As abelhas foram coletadas junto à entrada das colônias (Figs. 2a e 2b) e em 120 

seguida transferidas para caixas de madeira (9,5 x 11,5 x 2,5 cm) telada para realização 121 

dos testes orais. Para os testes tópicos as abelhas foram transferidas para placas de Petri 122 

(150 x 15 mm) forradas com papel filtro.  123 

 124 

 125 

Figura 2. Entrada das colônias. Tetragonisca fiebrigi (a) e Scaptotrigona bipunctata 126 

(b). 127 

 128 

A fim de minimizar o estresse ocasionado pelo confinamento, previamente ao 129 

início dos testes, as abelhas permaneceram em adaptação por 24 horas, sendo alimentadas 130 

com solução de sacarose (água e açúcar 1:1) sem inseticida. Durante o período de 131 

adaptação e de experimento, as abelhas foram mantidas em câmaras de criação com 132 

temperatura de 28 ± 2°C e umidade relativa de 70 ± 2%, com ausência de luminosidade 133 

(Figs. 3a e 3b).  134 

 135 
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 136 

Figura 3. Estruturas para contenção de abelhas forrageiras mantidas em câmaras 137 

de criação durante a realização dos testes de toxicidade. Caixas de madeira telada 138 

utilizadas no teste oral, com alimentador acoplado contendo solução de sacarose com 139 

adição de inseticida em diferentes concentrações (a), placas de Petri utilizadas no 140 

teste tópico agudo (b). 141 

 142 

Inseticidas 143 

 Os produtos selecionados para este estudo são formulações comerciais de dois 144 

inseticidas organofosforados, ambos registrados no Ministério da Agricultura, Pecuária e 145 

Abastecimento [52]: 146 

(1) clorpirifós (0,0-diethyl-0-3,5,6-trichloro-2-pyridyl phosphorothioate) - Lorsban® 147 

480BR, Dow AgroSciences, 48% ingrediente ativo (i.a.). Classificação toxicológica I 148 

(extremamente tóxico) e classificação do potencial de periculosidade ambiental II 149 

(produto muito perigoso ao meio ambiente). Registrado para uso em diversas culturas, 150 

entre estas o algodão, café, citros, maçã e soja. Utilizamos como referência a dose 151 

recomendada para aplicação nos pomares de maçã de 100-150 mL/100 L de calda (0,48-152 
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0,72 µg i.a./µL calda), pois essa cultura é classificada como altamente dependente de 153 

polinização.  154 

(2) fosmete (0,0-dimethyl S-phthalimidomethyl phosphorodithioate) - Imidan® 500wp, 155 

Cross Link, 50% i.a. Classificação toxicológica I (extremamente tóxico) e classificação 156 

do potencial de periculosidade ambiental III (produto perigoso ao meio ambiente). 157 

Registrado para uso em citros, maçã e pêssego. Dose recomendada para uso na maçã de 158 

150-200 g/100 L água (0,75-1,00 µg i.a./µL água).  159 

 160 

Testes de Toxicidade 161 

A suscetibilidade das abelhas forrageiras aos inseticidas foi avaliada usando dois 162 

meios de exposição: ingestão e tópico. A fim de determinar as concentrações apropriadas 163 

para o teste definitivo foram realizados testes preliminares com cinco diluições em série 164 

de fator 10 da solução estoque (1µg i.a./µL de água destilada). A partir do conhecimento 165 

das concentrações onde houve respostas, foram estabelecidas cinco concentrações 166 

espaçadas de tal forma a compreender o intervalo de 1 a 100% de mortalidade. Para 167 

determinar a concentração letal média (CL50) e a dose letal média (DL50), a taxa de 168 

mortalidade foi registrada após 48 horas de exposição dos indivíduos aos inseticidas [53]. 169 

Foram consideradas mortas as abelhas que permaneceram imóveis por mais de 10 170 

segundos [54]. 171 

 172 

Teste oral agudo  173 

Os testes para determinação da CL50 via oral foram realizados de acordo com as 174 

diretrizes internacionais para estudos de risco de pesticidas agrícolas publicadas pela 175 
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International Bee Research Association [53] e Organisation for Economic Co-operation 176 

and Development [55].  177 

 Para a realização dos testes de toxicidade oral aguda a solução estoque foi diluída 178 

em solução de sacarose (água e açúcar 1:1), para atingir as cinco concentrações a serem 179 

oferecidas às abelhas. O alimento com adição de inseticida foi ofertado às abelhas através 180 

de tubo plástico (1,5 mL) perfurado em uma das extremidades e acoplado às caixas. As 181 

concentrações de clorpirifós utilizadas compreenderam o intervalo de 0,0025 – 0,0400 µg 182 

i.a./µL dieta para S. bipunctata e de 0,0010 – 0,0050 µg i.a./µL dieta para T. fiebrigi. As 183 

concentrações de fosmete foram avaliadas de 0,0050 – 0,1000 µg i.a./µL dieta para S. 184 

bipunctata e de 0,0050 – 0,0667 µg i.a./µL dieta para T. fiebrigi. O grupo controle recebeu 185 

solução de sacarose sem adição de inseticida.  186 

Para induzir o consumo do alimento oferecido às abelhas, os indivíduos foram 187 

privados de alimentação por um período de 2 horas antes do início dos experimentos. 188 

Após o período de jejum cada grupo de abelhas recebeu 100 µL de alimento. Após seis 189 

horas de oferta de alimento, o alimentador foi substituído por um novo, contendo apenas 190 

solução de sacarose. A quantidade de alimento consumida foi obtida através da pesagem 191 

do alimentador no início e após a exposição.  192 

 193 

Teste tópico agudo 194 

Os testes para determinação da DL50 por exposição tópica também foram 195 

realizados de acordo com as diretrizes internacionais para estudos de risco de pesticidas 196 

agrícolas publicadas pela International Bee Research Association [53] e Organisation for 197 

Economic Co-operation and Development [56]. 198 
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Para realização do teste de toxicidade tópica aguda, a solução estoque foi diluída 199 

em acetona para atingir as cinco doses a serem aplicadas de 0,0025 – 0,0400 µg i.a./abelha 200 

e de 0,0013 – 0,0100 µg i.a./abelha do inseticida clorpirifós para S. bipunctata e T. fiebrigi 201 

respectivamente. Quanto ao inseticida fosmete, as doses aplicadas para ambas as espécies 202 

foram de 0,0025 – 0,0400 µg i.a./abelha. A utilização de acetona é indicada por ser um 203 

solvente orgânico de baixa toxicidade para as abelhas [53]. 204 

Previamente à aplicação tópica das doses, as abelhas foram anestesiadas a -8ºC 205 

por 2 minutos. Em seguida, com o auxílio de uma micropipeta foi aplicado 1µL de cada 206 

dose na região do pronoto de cada abelha. Foram utilizados dois grupos de controle. O 207 

grupo controle do solvente, onde foi aplicado somente acetona e um grupo controle que 208 

não recebeu nenhuma aplicação. Após a aplicação das doses, as abelhas foram mantidas 209 

em câmara de criação, sendo fornecido alimento (solução de sacarose a 50%) ad libitum.  210 

 211 

Análises Estatísticas 212 

 A normalidade dos dados de mortalidade e consumo de alimento foram 213 

verificadas através do teste de Shapiro-Wilk do programa estatístico SPSS 17.0. 214 

Ambos os valores de CL50 e DL50, bem como o seu respectivo intervalo de 215 

confiança de 95% e valores qui-quadrado foram determinados empregando-se a função 216 

two-parameter log-logistic do pacote “drc” –Analysis of Dose-Response Curves [57], 217 

compilado pelo programa R® (2015). Quando os dados se mostraram não paramétricos, 218 

optou-se pela utilização de Trimmed Spearman Karber [58].  219 

Após a obtenção das CL50 e DL50, foi possível avaliar a toxicidade dos inseticidas 220 

sob dois aspectos: (I) comparando os valores de CL50 ou DL50 de cada inseticida entre as 221 

espécies de abelhas e; (II) comparando os valores das CL50 ou DL50 entre os inseticidas 222 
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para cada espécie de abelha. Para tanto, em ambos os casos foram utilizados os valores 223 

dos intervalos de confiança de CL50 e DL50, sendo considerados significativamente 224 

diferentes quando não houve sobreposição desses intervalos, a 95% de probabilidade. 225 

A fim de comparar se houve diferença no consumo do alimento tratado com 226 

inseticida, durante a exposição por via oral, utilizou-se ANOVA OneWay com Tukey post 227 

hoc, através do programa estatístico SPSS 17.0. 228 

Os resultados dos testes de controle do solvente (acetona) foram submetidos a 229 

análise estatística, através do teste de qui-quadrado, para avaliar a toxicidade da acetona 230 

para as forrageiras de S. bipunctata e T. fiebrigi. 231 

 232 

Resultados 233 

 Os testes de toxicidade aguda realizados com as formulações comerciais dos 234 

inseticidas clorpirifós e fosmete, apresentaram diferentes níveis de toxicidade para S. 235 

bipunctata e T. fiebrigi, dependendo do modo de exposição.  236 

 237 

Teste Oral Agudo 238 

 A CL50 do inseticida clorpirifós para S. bipunctata foi de 0,0112 µg i.a./µL dieta 239 

e de 0,0018 µg i.a./µL dieta para T. fiebrigi (Fig. 4). A toxicidade desse inseticida diferiu 240 

significativamente entre as espécies de abelhas, sendo as forrageiras de T. fiebrigi mais 241 

suscetíveis à ingestão do inseticida quando comparadas com S. bipunctata. As diferenças 242 

significativas nos valores da CL50 foram evidenciadas pela não sobreposição dos 243 

intervalos de confiança (Tabela 1). 244 
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 245 

Figura 4. Toxicidade oral aguda (48 horas) do inseticida clorpirifós para abelhas 246 

forrageiras de Scaptotrigona bipunctata (a) e Tetragonisca fiebrigi (b). 247 

 248 

 Nos testes com o inseticida fosmete a CL50 para S. bipunctata foi de 0,0245 µg 249 

i.a./µL dieta e para T. fiebrigi de 0,0236 µg i.a./µL dieta (Fig. 5). A sobreposição dos 250 
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intervalos de confiança indicou que não houve diferença significativa na suscetibilidade 251 

entre S. bipunctata e T. fiebrigi para esse inseticida (Tabela 1).  252 

 253 

254 

Figura 5. Toxicidade oral aguda (48 horas) do inseticida fosmete para abelhas 255 

forrageiras de Scaptotrigona bipunctata (a) e Tetragonisca fiebrigi (b). 256 

  257 
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Entre os inseticidas organofosforados avaliados clorpirifós apresentou maior 258 

toxicidade para as duas espécies de abelhas testadas, indicada pela não sobreposição dos 259 

intervalos de confiança (Tabela 1).   260 

 261 

Tabela 1. Toxicidade oral aguda de inseticidas para abelhas forrageiras de 262 

Scaptotrigona bipunctata e Tetragonisca fiebrigi.  263 

Inseticidas Espécies N 
CL50 (I.C. 95%)  

χ2 P 
µg i.a./µL dieta 

Clorpirifós S. bipunctata 360 0,0112 (0,0095 - 0,0130) 6,367 0,095 

(Lorsban®) T. fiebrigi 360 0,0018 (0,0017 -0,0020) - - 

Fosmete S. bipunctata 360 0,0245 (0,0206 - 0,0285) 0,490 0,921 

 (Imidan®) T. fiebrigi 360 0,0236 (0,0201 - 0,0271) 3,446 0,328 

*O teste Trimmed Spearman Karber não disponibiliza os valores de χ2 e P. 264 

As duas espécies de abelhas não apresentaram diferença no consumo do alimento 265 

com adição de inseticida, quando comparado aos seus grupos controles (solução de 266 

sacarose sem inseticida), demonstrado pelo teste ANOVA: S. bipunctata (clorpirifós: F= 267 

2,974, p= 0,032, Tukey, p= 0,081; fosmete: F= 0,237, p= 0,942); T. fiebrigi (clorpirifós: 268 

F= 0,864, p= 0,533; fosmete: F= 1,990, p= 0,153). 269 

 270 

Teste Tópico Agudo 271 

Nos testes para avaliação de toxicidade tópica o valor da DL50 de clorpirifós foi 272 

de 0,0110 µg i.a./abelha para S. bipunctata e de 0,0033 µg i.a./abelha para T. fiebrigi (Fig. 273 

6).  274 

   275 
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 276 

Figura 6. Toxicidade tópica aguda (48 horas) do inseticida clorpirifós para abelhas 277 

forrageiras de Scaptotrigona bipunctata (a) e Tetragonisca fiebrigi (b). 278 

A DL50 do inseticida fosmete para S. bipunctata foi de 0,0087 µg i.a./abelha e para 279 

T. fiebrigi foi de 0,0083 µg i.a./abelha (Fig. 7).  280 

 281 
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 282 

Figura 7. Toxicidade tópica aguda (48 horas) do inseticida fosmete para abelhas 283 

forrageiras de Scaptotrigona bipunctata (a) e Tetragonisca fiebrigi (b). 284 

De acordo com os resultados dos intervalos de confiança das DL50, houve 285 

diferença significativa entre a suscetibilidade das espécies de abelhas avaliadas 286 

topicamente para o inseticida clorpirifós, sendo as forrageiras de S. bipunctata mais 287 

tolerantes quando comparadas com T. fiebrigi. Entretanto, devido à sobreposição dos 288 
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intervalos de confiança não houve diferença significativa na suscetibilidade entre S. 289 

bipunctata e T. fiebrigi para o inseticida fosmete (Tabela 2). 290 

Clorpirifós e fosmete não apresentaram diferenças de toxicidade para S. 291 

bipunctata devido à sobreposição dos intervalos de confiança. Porém, para T. fiebrigi 292 

clorpirifós apresentou maior toxicidade tópica quando comparado ao inseticida fosmete 293 

(Tabela 2).  294 

 295 

Tabela 2. Toxicidade tópica aguda de inseticidas para abelhas forrageiras de 296 

Scaptotrigona bipunctata e Tetragonisca fiebrigi. 297 

 298 

Inseticidas Espécies N 
DL50 (I.C. 95%)  

χ2 P 
µg i.a./abelha 

Clorpirifós S. bipunctata 420 0,0110 (0,0092 - 0,0128) 2,5563 0,4652 

(Lorsban®) T. fiebrigi 420 0,0033 (0,0030 - 0,0037) 4,1091 0,2499 

Fosmete S. bipunctata 420 0,0087 (0,0075 - 0,0100) 5,4673 0,1406 

(Imidan®) T. fiebrigi 420 0,0083 (0,0072 - 0,0095) 7,2309 0,0649 

 299 

Em relação aos testes realizados com acetona (controle do solvente), não foi 300 

evidenciada diferença significativa na taxa de mortalidade quando comparados aos 301 

grupos controle (nenhuma aplicação), demonstrado pelo teste de qui-quadrado (χ2 = 302 

1,200, p= 0,273). 303 

 304 

Discussão 305 

 Dentre culturas que ofertam flores atrativas para abelhas, a maçã se destaca pela 306 

alta dependência de polinizadores [6]. Dessa forma, consideramos relacionar as 307 

concentrações recomendadas para os pomares de maçã com as CL50 obtidas neste estudo. 308 
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 De acordo com os resultados obtidos nos testes de toxicidade oral aguda, foi 309 

observado que as concentrações recomendadas dos inseticidas organofosforados 310 

clorpirifós e fosmete, para uso em pomares de maçã no Brasil, são consideravelmente 311 

mais elevadas do que os valores de CL50 determinados neste estudo. A concentração 312 

recomendada do inseticida clorpirifós (Lorsban®) para pomares de maçã varia de 0,48 a 313 

0,72 µg i.a./µL de calda que representa 42 a 64 vezes o valor da CL50 para S. bipunctata, 314 

e 266 a 400 vezes o valor da CL50 para T. fiebrigi. A aplicação recomendada do inseticida 315 

fosmete (Imidan®) em pomares de maçã varia de 0,75 – 1,00 µg i.a./µL de água que 316 

representa 30 a 40 vezes o valor da CL50 para S. bipunctata, e 30 a 42 vezes o valor da 317 

CL50 para T. fiebrigi. 318 

 Outros estudos também demonstram que os inseticidas clorpirifós (Lorsban®) e 319 

fosmete (Imidan®) são altamente tóxicos para as abelhas [59,60]. Segundo Carrasco-320 

Letelier et al. [61], a dose recomendada de clorpirifós em lavouras de soja é 23 vezes 321 

maior que o valor da DL50 para A. mellifera, indicando que o uso desse inseticida pode 322 

colocar em risco a atividade apícola em áreas próximas a cultura.  323 

 De acordo com os valores da DL50 obtidos através dos testes de exposição tópica 324 

os inseticidas clorpirifós e fosmete foram classificados como altamente tóxicos para as 325 

abelhas (DL50 < 2,0 µg i.a./abelha) [62].  326 

 As forrageiras de S. bipunctata foram mais tolerantes por via tópica ao inseticida 327 

clorpirifós que T. fiebrigi. Essa diferença de suscetibilidade pode estar relacionada a 328 

diferenças na espessura e composição química da cutícula [63]. Nas abelhas sem ferrão a 329 

cutícula consiste de uma camada externa lipídica formada por várias classes de compostos 330 

químicos que são determinados geneticamente e variam entre as espécies [64-66]. Essas 331 
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diferenças nos compostos cuticulares podem facilitar a penetração do inseticida na 332 

cutícula, causando maior toxicidade de acordo com a espécie de abelha.   333 

  No teste de exposição tópica para S. bipunctata, não houve diferenças 334 

significativas na toxicidade dos inseticidas clorpirifós e fosmete, semelhantes ao 335 

encontrado por Kanga e Somorin [67] ao comparar estes dois inseticidas em adultos de 336 

Aethina tumida Murray (Coleoptera: Nitidulidae).  337 

Em T. fiebrigi o inseticida clorpirifós se mostrou mais tóxico que fosmete. Esse 338 

fato possivelmente está relacionado ao caráter lipofílico desse inseticida associado a 339 

composição lipídica da cutícula da abelha [63]. Compostos lipofílicos apresentam maior 340 

afinidade com a cutícula, dessa forma são facilmente absorvidos alcançando seu alvo de 341 

ação rapidamente [68]. Essa hipótese se baseia na baixa solubilidade em água do 342 

inseticida clorpirifós (1,05 mg/L a 20°C) comparada a de fosmete (24,4 mg/L a 20°C), os 343 

compostos mais lipofílicos (baixa solubilidade em água) podem penetrar mais rápido 344 

através da cutícula [68-70]. 345 

Comparando os resultados com a DL50 estabelecida para A. mellifera percebe-se 346 

que esses valores são significativamente superiores às doses letais encontradas para as 347 

forrageiras de S. bipunctata e T. fiebrigi. A DL50 tópica calculada para A. mellifera para 348 

clorpirifós (Lorsban®) é 0,11 μg/abelha e para fosmete (Imidan®) é de 1,13 μg/abelha 349 

[71]. Ou seja, A. mellifera é cerca de 33 vezes mais tolerante ao inseticida clorpirifós e 350 

até 136 vezes mais tolerante ao inseticida fosmete que T. fiebrigi, mostrando que os 351 

agrotóxicos avaliados foram altamente tóxicos para as abelhas nativas.  352 

 Para avaliar a resposta de toxicidade aguda dos inseticidas clorpirifós e fosmete, 353 

foram utilizadas duas vias de exposição: oral e tópica, pois quando as abelhas estão 354 

forrageando em áreas tratadas com agrotóxicos [72] a absorção desses produtos pode 355 
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ocorrer através da ingestão de pólen e néctar com resíduos de inseticidas [10,73,74] ou 356 

por via tópica, quando produtos químicos suspensos no ar entram em contato com o corpo 357 

da abelha [75].   358 

A utilização de distintos meios de avaliação de toxicidade contribui para o 359 

entendimento da ação dos agrotóxicos sobre os polinizadores, fornecendo assim 360 

informações importantes a respeito da resposta desses organismos a substâncias tóxicas 361 

liberadas no meio ambiente [76].  362 

 A intoxicação das abelhas através da alimentação é uma possibilidade, pois muitos 363 

estudos relatam a presença de resíduos de clorpirifós e fosmete no pólen e néctar das 364 

plantas tratadas [73,74], bem como no mel e pólen armazenados [38,77,78].  365 

Nesse estudo constatamos que as forrageiras S. bipunctata foram mais tolerantes 366 

ao inseticida clorpirifós que T. fiebrigi via exposição oral. Entretanto, a suscetibilidade 367 

entre as duas espécies de abelhas não apresentou diferenças significativas em relação ao 368 

inseticida fosmete.   369 

A diferença de suscetibilidade entre as espécies avaliadas pode estar relacionada 370 

à sua capacidade de detoxicação. Quando a via de entrada se dá pela ingestão de pólen e 371 

néctar contaminados, a toxicidade dos produtos pode ser reduzida, devido à ação de várias 372 

enzimas destoxificadoras presentes no sistema digestório das abelhas [79].  373 

Embora não existam outros estudos que avaliem a toxicidade oral de clorpirifós e 374 

fosmete para outras espécies de abelha através da CL50, pesquisas com outros agrotóxicos, 375 

utilizando metodologia semelhante, vêm demonstrando que as abelhas sem ferrão são 376 

mais sensíveis por exposição oral quando comparadas à A. mellifera. Por exemplo, S. 377 

postica (Latreille) é mais suscetível aos inseticidas imidacloprido (CL50 14,28 ng i.a./μL 378 

dieta) e fipronil (CL50 0,24 ng i.a./µL dieta) do que A. mellifera (CL50 41,0 ng i.a./ µL 379 
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dieta / CL50 1,27 ng i.a./ µL dieta), assim como Melipona scutellaris Latreille (CL50 0,011 380 

ng i.a./µL dieta) é mais sensível ao inseticida fipronil quando comparada a A. mellifera 381 

(CL50 1,27 ng i.a./ µL dieta) [40,48,80].  382 

Dentre os organofosforados avaliados, clorpirifós apresentou os menores valores 383 

de CL50, sendo considerado o inseticida com maior toxicidade para as duas espécies de 384 

abelhas. De um modo geral, os inseticidas organofosforados apresentam baixa toxicidade 385 

quando ingeridos, sendo rapidamente metabolizados ou eliminados, exceto por alguns 386 

compostos persistentes como o inseticida clorpirifós, que pode durar tempo suficiente 387 

para causar toxicidade durante a ingestão [18]. Nesse sentido, Sanchez-Bayo e Goka [18] 388 

relatam que a ingestão de clorpirifós pode representar um risco para A. mellifera, por 389 

conta de sua alta toxicidade e grande quantidade de resíduos encontrados no pólen e no 390 

mel. Em acréscimo, experimentos em laboratório indicam que até três dias após a 391 

aplicação desse inseticida no campo o pólen e o néctar são potencialmente perigosos para 392 

as abelhas [35]. 393 

 Em relação à alimentação, não foram evidenciadas diferenças significativas no 394 

consumo de alimento com adição de clorpirifós e fosmete para as duas espécies de abelhas 395 

e mesmo as concentrações mais elevadas não apresentaram nenhum efeito de repelência 396 

durante o teste oral. Kessler et al. [81] utilizando experimentos de preferência alimentar, 397 

mostraram que A. mellifera e Bombus terrestris L. não evitam o alimento com adição de 398 

inseticidas neonicotinóides (imidacloprido, tiametoxam e clotianidina), e que as abelhas 399 

preferem consumir as soluções de sacarose com adição de imidacloprido ou tiametoxam 400 

do que a solução de sacarose sem inseticida.  401 

Ao comparar a toxicidade de cada inseticida em relação às vias de aplicação 402 

utilizadas neste estudo (oral e tópica), nota-se que a suscetibilidade de cada espécie de 403 
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abelha diferiu. Para as forrageiras de S. bipunctata não houve diferença significativa entre 404 

a ingestão e a exposição tópica para o inseticida clorpirifós. No entanto, para T. fiebrigi 405 

esse inseticida se mostrou mais tóxico quando administrado oralmente. Estes dados 406 

diferem dos resultados encontrados por Suchail et al. [82], em que o inseticida clorpirifós 407 

é considerado 4 vezes mais tóxico em aplicação por contato do que por ingestão para A. 408 

mellifera (DL50 por contato = 59ng/abelha; DL50 por ingestão = 250 ng/abelha). Estas 409 

diferenças podem ser resultado das distinções morfológicas e fisiológicas de cada abelha, 410 

ou devido à utilização de metodologias diferentes entre os estudos. Em nosso trabalho os 411 

dados de toxicidade oral foram determinados através da CL50, que consiste em uma 412 

concentração (µg i.a./µL dieta), que mata 50% dos indivíduos. A análise dos resultados 413 

pela CL50 é feita independentemente da quantidade de alimento ingerida por cada abelha, 414 

diferentemente da DL50 utilizada em muitos estudos de toxicidade oral. A DL50 se baseia 415 

em estimativas do consumo de alimento com o ingrediente ativo para cada indivíduo, 416 

considerando que todas as abelhas se alimentam de quantidades iguais em um 417 

determinado período de tempo. Segundo Stevenson [83] são esperados erros nos valores 418 

de DL50 dos testes via exposição oral, pois as doses são oferecidas a um grupo de abelhas 419 

simultaneamente e não individualmente. 420 

Diferentemente do inseticida clorpirifós, fosmete apresentou maior toxicidade por 421 

via tópica do que por exposição oral para ambas as espécies de abelhas. Essa diferença 422 

de toxicidade entre os inseticidas está relacionada ao seu modo de ação [83,84]. Enquanto 423 

clorpirifós pode agir nos insetos por contato, ingestão ou fumigação [72], fosmete 424 

demonstra maior efeito tóxico por contato [32]. Pesquisando o efeito de fosmete para a 425 

abelha solitária Megachile rotundata (Fabricius), Gradish et al. [85] verificaram que esse 426 

inseticida foi altamente tóxico por via tópica. Além disso, Alston et al. [37] estudando a 427 
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mesma espécie de abelha, observaram que após a pulverização desse produto em pomares 428 

de maçã, houve aumento da mortalidade de adultos e redução significativa na atividade 429 

de nidificação nos pomares onde foi aplicado o inseticida comparado aos pomares sem 430 

aplicação. Em outro trabalho, Gradish et al. [86] constataram que devido a elevada taxa 431 

de aplicação de fosmete nos pomares de mirtilo no Canadá, esse inseticida representa um 432 

perigo para Bombus impatiens Cresson, através da exposição por contato direto.  433 

Em relação à suscetibilidade das espécies de abelhas avaliadas, os resultados 434 

mostraram diferença significativa, indicando que as forrageiras T. fiebrigi foram mais 435 

suscetíveis ao inseticida clorpirifós quando comparadas a S. bipunctata. Essas diferenças 436 

de susceptibilidade aos agrotóxicos, observadas entre as abelhas, têm sido associadas às 437 

diferentes características específicas [39,76], tais como o peso corporal da abelha, a 438 

capacidade para detoxicação e a taxa de penetração do inseticida pela cutícula [87-89]. O 439 

peso corporal poderia influenciar na suscetibilidade das abelhas, ou seja, espécies com 440 

maior peso seriam mais tolerantes que as espécies com menor peso. Assim, uma operária 441 

de S. bipunctata que pesa em média 18,28 mg (n=60, EP= 0,002) é mais tolerante a ação 442 

de determinado inseticida que uma operária de T. fiebrigi que pesa em média 4,36 mg 443 

(n=60, = EP= 0,002). Resultados semelhantes foram observados em S. tubiba (Smith) 444 

(12,3 mg) que se mostrou mais suscetível ao inseticida malatiom quando comparada com 445 

abelhas de maior peso, Trigona spinipes (Fabricius) (14 mg) e A. mellifera (128 mg) [90], 446 

e em Melipona beecheii Bennet que foi menos suscetível aos inseticidas permetrina e 447 

metomil em comparação com Trigona nigra Cresson, espécie de menor peso [44]. Estes 448 

dados corroboram a proposta de Johansen [91] de que a suscetibilidade está diretamente 449 

relacionada com as relações de superfície e volume das espécies de abelhas. 450 
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 Os resultados obtidos neste estudo indicam que os inseticidas organofosforados 451 

clorpirifós (Lorsban®) e fosmete (Imidan®) são potencialmente perigosos para S. 452 

bipunctata e T. fiebrigi, tanto por via tópica como pela ingestão, considerando às doses 453 

recomendadas para aplicação agrícola. Dessa forma, uma vez que o uso de agrotóxicos é 454 

uma das principais causas do declínio mundial das populações de abelhas [7,12,92,93], 455 

se faz necessário estabelecer limites no uso destes produtos.   456 

 É importante considerar que a toxicidade dos agrotóxicos pode variar entre testes 457 

de laboratório e a realidade observada nos campos [84]. Ou seja, muitas vezes os testes 458 

realizados em condições de laboratório, superestimam os efeitos letais dos inseticidas 459 

quando em condições naturais [40,84]. Além disso, a susceptibilidade em áreas agrícolas 460 

depende de outras circunstâncias, como fatores abióticos, prazo de degradação dos 461 

agrotóxicos e comportamento das abelhas [84,85]. Entretanto, Stevenson [83] indicou que 462 

há uma correlação entre a toxicidade relativa determinada nos testes de laboratório e o 463 

efeito do agrotóxico em abelhas no campo.  464 

É notório que a ação dos agrotóxicos não está restrita às culturas-alvo, podendo 465 

alcançar habitats próximos pela ação das correntes de ar, atingindo outras fontes de 466 

forrageamento e locais de nidificação [7,15]. Dentre as formas de aplicação de inseticidas, 467 

a pulverização foliar é considerada como aquela que oferece maiores riscos de exposição, 468 

tanto para inimigos naturais que controlam pragas [94] quanto para abelhas [10]. A 469 

aplicação dos organofosforados avaliados neste estudo é especialmente foliar, no entanto 470 

os períodos de aplicações e intervalos de segurança encontrados nos rótulos e bulas dos 471 

produtos se referem à saúde humana. Entretanto, os resultados evidenciados neste estudo 472 

apontam os riscos às abelhas em decorrência do uso de clorpirifós e fosmete, e indicam a 473 
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necessidade de uma revisão dos limites de aplicação e das concentrações recomendadas 474 

para utilização em campo. 475 

Roubos et al. [94] acrescentam que os impactos negativos de inseticidas a 476 

populações de inimigos naturais que são utilizados para o controle de pragas podem ser 477 

reduzidos se forem aplicados de maneira que minimizem a exposição. Nesse caso, os 478 

mesmos autores referem às aplicações diretamente no solo como menos prejudiciais do 479 

que as outras formas de aplicações. Além disso, Morales-Rodriguez e Peck [95] 480 

demonstram que combinações sinérgicas de inseticidas biológicos e químicos podem ser 481 

alternativas promissoras para o controle de pragas. Em acréscimo, Xavier et al. [96] 482 

apresentam como alternativa a aplicação de inseticidas botânicos, os quais não 483 

ocasionaram efeitos adversos em seus testes com abelhas sem ferrão. 484 

 Dessa maneira, é fundamental a proposição de medidas para minimizar o impacto 485 

sobre os polinizadores. A manutenção de remanescentes seminaturais ou faixas de 486 

vegetação silvestre próximos aos cultivos, a identificação e uso de inseticidas de menor 487 

toxicidade, a utilização de manejo integrado de pragas, evitar a aplicação dos produtos 488 

durante a floração da cultura e proteger as colônias sempre que possível [15,31,85,86] são 489 

alternativas relevantes para mitigar os impactos sobre as abelhas, ocasionados pela 490 

aplicação dos inseticidas organofosforados em questão. Através das boas práticas 491 

agrícolas o meio ambiente, a rentabilidade da agricultura [93] e a segurança alimentar 492 

[81,97] serão beneficiados.   493 

 As diferenças entre a suscetibilidade das abelhas nativas em relação a A. mellifera 494 

ressaltam a importância de incluir outras espécies de abelhas nos testes de toxicidade 495 

exigidos para a autorização de uso de agrotóxicos, a fim de garantir a proteção das abelhas 496 

nativas [39,98,99]. Assim, sugere-se que novas análises dos efeitos letais e subletais 497 
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sejam realizadas em espécies nativas, através de testes de campo e semi-campo para 498 

agrotóxicos indicados a culturas que ofertam flores atrativas às abelhas, a fim de garantir 499 

a preservação da biodiversidade, a segurança das abelhas nativas, bem como o serviço de 500 

polinização prestado pelas abelhas.  501 
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Cover letter 
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 List any opposed reviewers 
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Abstract 
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Abstracts should not include: 

 Citations 

 Abbreviations, if possible 

Introduction 

The introduction should: 

 Provide background that puts the manuscript into context and allows readers 

outside the field to understand the purpose and significance of the study 

 Define the problem addressed and why it is important 

 Include a brief review of the key literature 

 Note any relevant controversies or disagreements in the field 

 Conclude with a brief statement of the overall aim of the work and a comment 

about whether that aim was achieved 

Materials and Methods 
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methods should be included in detail. If materials, methods, and protocols are well 

established, authors may cite articles where those protocols are described in detail, but 

the submission should include sufficient information to be understood independent of 
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We encourage authors to submit detailed protocols for newer or less well-established 
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Methods sections describing research using human or animal subjects and/or tissue or 
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human research, clinical trials, animal research, and observational and field studies for 
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Data 
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relevant accession numbers and version numbers, if appropriate. Accession numbers 

should be provided in parentheses after the entity on first use. 

If the accession numbers have not yet been obtained at the time of submission, please 

state that they will be provided during review. They must be provided prior to publication. 
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Methods sections describing research using cell lines must state the origin of the cell lines 

used. See the reporting guidelines for cell line research for more information. 

New taxon names 

Methods sections of manuscripts adding new taxon names to the literature must follow 

the reporting guidelines below for a new zoological taxon, botanical taxon, or fungal 
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Results, Discussion, Conclusions 
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of these results, and the conclusions that can be drawn. 

Authors should explain how the results relate to the hypothesis presented as the basis of 

the study and provide a succinct explanation of the implications of the findings, 

particularly in relation to previous related studies and potential future directions for 
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should avoid overstating their conclusions. See the PLOS ONE Criteria for Publication for 
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opyediting manuscripts 

 

Prior to submission, authors who believe their manuscripts would benefit from 

professional editing are encouraged to use language-editing and copyediting services. 

Obtaining this service is the responsibility of the author, and should be done before initial 

submission. These services can be found on the web using search terms like “scientific 

editing service” or “manuscript editing service.”  

 

Submissions are not copyedited before publication. 

 

Submissions that do not meet the  PLOS ONE publication criterion for language 

standards may be rejected. 
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Do not include funding sources in the Acknowledgments or anywhere else in the 

manuscript file. Funding information should only be entered in the financial disclosure 

section of the online submission system. 
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