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RESUMO

O atual declinio global de populagdes de abelhas tem sido atribuido principalmente a
utilizacdo excessiva de agrotoxicos. A maioria das pesquisas acerca dos riscos de
inseticidas para abelhas tém como foco de estudo Apis mellifera. No entanto, devido a
grande diversidade de abelhas sem ferrdo no Brasil, estudos que avaliam os riscos a
espeécies nativas se tornam necessarios e relevantes. No Pais, a importancia dos servicos
de polinizagéo prestados por abelhas é reconhecida em culturas de interesse econdémico a
exemplo de algodao, café, laranja, maca e soja. Nesses cultivos empregam-se muitos
inseticidas para o controle de pragas, se destacando o uso de organofosforados, tais como
clorpirifés (Lorsban®) e fosmete (Imidan®). Em virtude da utilizagdo em grande escala
de agrotoxicos em culturas que ofertam flores atrativas para abelhas no Brasil, o objetivo
deste estudo foi determinar a concentracdo letal média (CLso), via exposicao oral, e a dose
letal média (DLso), pela aplicagdo tdpica, desses inseticidas para as abelhas sem ferrao
Scaptotrigona bipunctata e Tetragonisca fiebrigi. Nos testes de toxicidade oral aguda
foram utilizadas cinco concentragdes diluidas em solucdo de sacarose e ofertadas
mediante dieta para as abelhas. Nos testes de toxicidade topica aguda foram utilizadas
cinco doses diluidas em acetona, sendo aplicado 1L de cada dose no pronoto das abelhas.
Em ambos os testes a mortalidade foi registrada apds 48 horas de exposicdo. No teste oral
os valores de CLsg de clorpirifos foram de 0,0112 ug i.a./uL dieta para S. bipunctata e de
0,0018 pg i.a./uL dieta para T. fiebrigi. A CLso de fosmete para S. bipunctata foi de
0,0245 g i.a./uL dieta e para T. fiebrigi 0,0236 ug i.a./pL dieta. No teste topico, a DLsg
de clorpirifds foi de 0,0110 pg i.a./abelha para S. bipunctata e de 0,0033 pg i.a./abelha
para T. fiebrigi. A DLsode fosmete para S. bipunctata foi de 0,0087 ug i.a./abelha e para
T. fiebrigi foi 0,0083 pg i.a./abelha. Houve diferenca significativa na suscetibilidade entre
as abelhas avaliadas, indicando que as forrageiras S. bipunctata foram mais tolerantes ao
inseticida clorpirifés do que a T. fiebrigi, por via topica e oral. Essas diferencas 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 caracteristicas determinadas geneticamente como a composi¢ao
quimica da cuticula podem facilitar a penetracdo do inseticida no corpo da abelha,
aumentando a suscetibilidade de cada espécie. Outra caracteristica esta relacionada a
capacidade para detoxicacao, pois a acao de varias enzimas destoxificadoras presentes no
sistema digestério das abelhas podem reduzir a toxicidade dos produtos. Em
contrapartida, a suscetibilidade entre as duas espécies de abelhas ndo apresentou
diferencas significativas em relacdo ao inseticida fosmete, fato que poderiamos inferir,
estar associado a maior capacidade de metabolizacdo e eliminacdo deste produto pelas
abelhas. Comparando-se os valores de DLsg obtidos no presente estudo com os dados da
literatura estabelecidos para A. mellifera (clorpirifés 0,11 pg/abelha; fosmete 1,13
ug/abelha), podemos concluir que as abelhas nativas sdo mais sensiveis aos inseticidas
clorpirifés e fosmete. Esta evidéncia ressalta a importancia de incluir outras espécies de
abelhas nos testes de toxicidade exigidos para a autorizacdo de uso de agrotoxicos, a fim
de garantir a protecdo das abelhas nativas. Os resultados obtidos neste estudo indicam
que os inseticidas clorpirifés (Lorsban®) e fosmete (Imidan®) sdo potencialmente
perigosos para S. bipunctata e T. fiebrigi, tanto por via topica como pela ingestdo. Dessa
maneira, é fundamental a proposicdo de medidas para minimizar o impacto sobre 0s
polinizadores. Este estudo representa a primeira avaliacdo dos efeitos letais dos
inseticidas clorpirifos e fosmete para S. bipunctata e T. fiebrigi, fornecendo importantes
subsidios para a continuidade de estudos acerca de toxicidade de agrotdxicos em abelhas
sem ferré&o.
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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
(Lorshan®) 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 (LCso), via oral exposure, and the lethal dose (LDso) 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, 1uL 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 LCso values of chlorpyrifos was 0,0112
Mg a.i./uL diet to S. bipunctata and 0,0018 pg a.i./pL diet to T. fiebrigi. The LCso values
of phosmet was 0,0245 ug a.i./uL diet to S. bipunctata and 0,0236 ug a.i./uL diet to T.
fiebrigi. In the topic application assay, the LDsp of chlorpyrifos was 0,0110 g a.i./bee to
S. bipunctata and 0,0033 g a.i./bee to T. fiebrigi. The LDso of phosmet was 0,0087 ug
a.i./bee to S. bipunctata and 0,0083 pg 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 LDsp values obtained in
this study with literature data established for A. mellifera (chlorpyrifos 0.11 pg/bee;
phosmet 1.13 ng/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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APRESENTACAO

A producéo agricola mundial esta cada vez mais dependente do uso de agrotoxicos
para o controle de pragas e doencas, a fim de assegurar a produtividade almejada. Neste
cenario o Brasil é o maior consumidor mundial de agrotéxicos. O uso indiscriminado
desses produtos vem preocupando especialistas em relagdo a perda de polinizadores e a
sustentabilidade dos servigos de polinizacéo.

No Brasil, os servicos de polinizacdo sdo importantes para muitas culturas de
interesse econdmico, a exemplo do algod&o, café, citros, maca e soja. Entretanto, nessas
culturas uma vasta gama de agrotdxicos é utilizada, onde se destacam os inseticidas
organofosforados, que apresentam amplo espectro de acdo e alta toxicidade podendo
afetar a fauna de abelhas.

Avaliagdes em laboratorio do efeito letal de inseticidas para insetos ndo-alvo
podem ser feitas por meio de testes de toxicidade aguda. A metodologia padrdo para
estimar o efeito letal de um inseticida é através da determinacdo da concentracdo letal
média (CLso) ou da dose letal média (DLso), as quais provocam a morte de 50% da
populacgéo testada. Nesses testes, 0s inseticidas s&o administrados oralmente ou por via
topica e a mortalidade é registrada 24 e/ou 48 horas apds a exposicdo. Apis mellifera é a
espécie mais utilizada para avaliacdes de toxicidade. Porém, devido a alta diversidade de
abelhas no Brasil e ao risco de exposicdo aos agrotoxicos, as especies nativas também
devem ser incluidas nesses estudos.

Tendo em vista a importancia do servico de polinizacdo prestado pelas abelhas e
a ampla utilizacdo de inseticidas no Brasil, o presente estudo avalia a resposta de
toxicidade dos inseticidas organofosforados clorpirifos (Lorsban®) e fosmete (Imidan®)
para as abelhas nativas Scaptotrigona bipunctata e Tetragonisca fiebrigi. Essas duas
espécies de abelhas apresentam ampla distribuicdo geogréfica e podem ser manejadas
comercialmente para fins de producdo de mel e polinizacdo agricola.

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

esta estruturado de acordo com as normas estabelecidas pela revista PLoS ONE.



MANUSCRITO CIENTIFICO

Toxicidade de inseticidas organofosforados para as abelhas
sem ferrdo Scaptotrigona bipunctata e Tetragonisca fiebrigi

Andressa Linhares Dorneles, Annelise de Souza Rosa e Betina Blochtein

(Posteriormente seré feita a traducéo para o inglés)
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Abstract

The toxicity of insecticides chlorpyrifos (Lorsban®) and phosmet (Imidan®), often used
in economic interest crops such as apple, coffee, cotton, orange, and soybeans, was
estimated to foragers of stingless bees species Scaptotrigona bipunctata e Tetragonisca
fiebrigi. We determined the lethal concentration (LCsp), via oral exposure, and the lethal
dose (LDso) for topically applied of these insecticides. The results showed significant
difference in susceptibility between the species tested, indicating that forager workers of
S. bipunctata were more tolerant to the insecticide chlorpyrifos than T. fiebrigi, in both
assays. These differences 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, genetic characteristics, 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 LDso values obtained in this study with data established for Apis mellifera
(chlorpyrifos 0.11 pg/bee; phosmet 1.13 pg/bee), we concluded that native bees are more
sensitive to these insecticides. This evidence emphasizes the importance of including
other bees species in toxicity assays, required for pesticides use authorization, in order to
ensure the protection of native bees. Our results indicate that the insecticides chlorpyrifos

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

impact on pollinators.

Introducéo

A polinizacdo é um servico ambiental essencial para a manutencdo dos
ecossistemas naturais [1] e para a sustentabilidade da agricultura [2]. Na natureza cerca
de 85% das espécies de angiospermas sao polinizadas por animais, principalmente insetos
[3,4]. Dentre esses, as abelhas séo consideradas os agentes polinizadores mais eficientes
[5-7], responsaveis pela polinizacdo de aproximadamente 70% das espécies cultivadas
mundialmente [2,8].

O atual declinio na diversidade e abundancia de polinizadores é motivo de
preocupacédo [9,10] em relacdo a sustentabilidade dos servicos de polinizagdo [7,11-13].
Niveis insatisfatorios desse servico comprometem a capacidade reprodutiva das plantas
nativas [14] e a producdo agricola mundial [6,13, 15].

Fatores como a fragmentacéo de habitats, reducdo da vegetagdo nativa [11,12,16]
e mudancas climaticas vém contribuindo para a reducéo das populagdes de abelhas [7].
Entretanto, o uso ndo sustentavel dos agroecossistemas [13,15,16] e a utilizagdo excessiva
de agrotdxicos sdo consideradas as principais causas da perda de diversidade desses
insetos [12,15-18].

Nesse contexto, a aplicacdo de agrotoxicos em culturas agricolas que ofertam
flores atrativas para abelhas se torna um relevante ponto a ser considerado em estudos de
avaliacdo de risco a estes polinizadores. No Brasil, a importancia dos servigos de
polinizag&o prestado pelas abelhas é reconhecida em culturas de interesse econdmico, a

exemplo de algoddo, café, laranja, maca e soja [19]. De acordo com Klein et al. [6] o0s
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cultivos de algodao, café e soja séo classificados como moderadamente dependentes de
polinizacdo, com indices que variam entre 10 a 40%. A cultura de laranja é considerada
de baixa dependéncia do servico de polinizacdo, com indices de até 10%. Embora estas
culturas ndo dependam obrigatoriamente de polinizadores, a presenca de abelhas
beneficia a producéo de graos, a qualidade dos frutos e 0 aumento da produtividade [20-
23].

Um exemplo representativo € a producdo de macéd, classificada como altamente
dependente de polinizacdo entomofila (de 40 a 90%) [24,25], na qual o déeficit de
polinizacdo resulta em frutos de baixa qualidade [26] e menor produtividade [8]. Diante
dessa dependéncia de polinizadores, muitos produtores utilizam colénias de Apis
mellifera L. em pomares de macd [19,24,27]. Porém, abelhas nativas também sao
consideradas visitantes florais e eficazes polinizadores [25,28-30].

Na producdo desses cultivos aplica-se uma vasta gama de agrotoxicos para o
controle de doencgas e pragas [15,31]. Nesse contexto, se destaca 0 uso de agrotdxicos
organofosforados, os quais apresentam amplo espectro de agéo e alta toxicidade [32],
podendo afetar a fauna de abelhas [3,17,33].

Entre os diversos representantes do grupo quimico de organofosforados, os
inseticidas clorpirifés e fosmete sdo amplamente empregados nessas culturas. Esses
produtos possuem amplo espectro de acdo [34,35], e sdo considerados altamente toxicos
e danosos ao meio ambiente [36], o que inclui insetos ndo alvo [34,37]. S&o inseticidas
de acdo neurotoxica [34], inibindo a acetilcolinesterase, enzima que atua no mecanismo
de transmisséo de impulsos nervosos [38].

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

como principal modelo experimental devido a sua importancia reconhecida como
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polinizadora global [39,40]. No entanto, sabe-se que a suscetibilidade das abelhas a
determinado inseticida pode diferir de uma espécie para outra [37]. Dessa forma, a
avaliacdo de toxicidade de agrotdxicos em outros grupos de abelhas deve ser considerada.
As abelhas sem ferrdo, pertencentes a tribo Meliponini, embora possuam caracteristicas
bioldgicas favoraveis a polinizacao aplicada [11,41,42] e venham gradativamente sendo
valorizadas como alternativa para a polinizacdo comercial, nas regides tropicais e
subtropicais [43], pouco tem sido avaliadas quanto a toxicidade dos agrotoxicos [40,44-
48].

Entre os meliponineos, Scaptotrigona bipunctata (Lepeletier) e Tetragonisca
fiebrigi (Schwarz) estdo entre as espécies mais criadas em trés biomas brasileiros (Pampa,
Mata Atlantica e Pantanal) [42]. Scaptotrigona bipunctata, conhecida popularmente
como tubuna, é encontrada na Bolivia, Brasil, Paraguai e Peru [49], onde constitui ninhos
populosos com grande capacidade para producdo de mel [42,50]. Tetragonisca fiebrigi,
conhecida por jatai tem ocorréncia em parte da Argentina, Bolivia, Brasil e Paraguai [49],
é de facil manejo [51] e considerada excelente produtora de mel [42,50].

Em virtude da vasta utilizacdo de inseticidas organofosforados em cultivos que
ofertam flores atrativas para abelhas no Brasil e, portanto, apresentam risco a organismos
ndo alvo, e da ampla distribuicdo geogréafica de S. bipunctata e T. fiebrigi, o presente
trabalho teve como objetivo determinar a concentracdo letal média (CLso), via exposicao
oral, e a dose letal média (DLso), via exposicdo topica, dos inseticidas clorpirifds e

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

Obtencao e Manutencao das Abelhas

As abelhas utilizadas nesse estudo foram obtidas a partir de coldnias de S.
bipunctata e de T. fiebrigi, provenientes do meliponario da Pontificia Universidade

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

Figura 1. Colméias de abelhas sem ferrdo dispostas no meliponario da PUCRS.

Para cada exposicdo (dose/concentracdo) e seus respectivos controles foram
utilizadas 60 abelhas por espécie. Nos testes com S. bipunctata para cada exposic¢éo foram
feitas cinco réplicas, cada uma contendo 12 abelhas. Para T. fiebrigi cada exposicéo teve
trés réplicas, cada uma contendo 20 abelhas. A distribuigdo da quantidade de abelhas em
cada caixa foi determinada considerando-se o0 tamanho e o comportamento dos individuos

das duas espécies. A fim de garantir a variabilidade genética e obter estimativas
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toxicoldgicas mais confiaveis, cada replica foi composta por abelhas de diferentes
colonias.

As abelhas foram coletadas junto a entrada das colonias (Figs. 2a e 2b) e em
seguida transferidas para caixas de madeira (9,5 x 11,5 x 2,5 cm) telada para realizacéo
dos testes orais. Para 0s testes topicos as abelhas foram transferidas para placas de Petri

(150 x 15 mm) forradas com papel filtro.

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

(b).

A fim de minimizar o estresse ocasionado pelo confinamento, previamente ao
inicio dos testes, as abelhas permaneceram em adaptacéo por 24 horas, sendo alimentadas
com solugdo de sacarose (adgua e acucar 1:1) sem inseticida. Durante o periodo de
adaptacdo e de experimento, as abelhas foram mantidas em cdmaras de criacdo com
temperatura de 28 + 2°C e umidade relativa de 70 + 2%, com auséncia de luminosidade

(Figs. 3a e 3b).
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Figura 3. Estruturas para contencdo de abelhas forrageiras mantidas em camaras

de criacdo durante a realizacédo dos testes de toxicidade. Caixas de madeira telada
utilizadas no teste oral, com alimentador acoplado contendo solucéo de sacarose com
adicdo de inseticida em diferentes concentracdes (a), placas de Petri utilizadas no

teste topico agudo (b).

Inseticidas

Os produtos selecionados para este estudo sdo formulacdes comerciais de dois
inseticidas organofosforados, ambos registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento [52]:

(1) clorpirifés (0,0-diethyl-0-3,5,6-trichloro-2-pyridyl phosphorothioate) - Lorsban®
480BR, Dow AgroSciences, 48% ingrediente ativo (i.a.). Classificacdo toxicoldgica |
(extremamente tdxico) e classificacdo do potencial de periculosidade ambiental |1
(produto muito perigoso ao meio ambiente). Registrado para uso em diversas culturas,
entre estas o algoddo, café, citros, macd e soja. Utilizamos como referéncia a dose

recomendada para aplicacdo nos pomares de maca de 100-150 mL/100 L de calda (0,48-
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0,72 ug i.a./uL calda), pois essa cultura é classificada como altamente dependente de
polinizacao.

(2) fosmete (0,0-dimethyl S-phthalimidomethyl phosphorodithioate) - Imidan® 500wp,
Cross Link, 50% i.a. Classificacdo toxicologica | (extremamente toxico) e classificacdo
do potencial de periculosidade ambiental Il (produto perigoso ao meio ambiente).
Registrado para uso em citros, macé e péssego. Dose recomendada para uso na maca de

150-200 ¢/100 L agua (0,75-1,00 pg i.a./uL agua).

Testes de Toxicidade

A suscetibilidade das abelhas forrageiras aos inseticidas foi avaliada usando dois
meios de exposi¢do: ingestdo e topico. A fim de determinar as concentracdes apropriadas
para o teste definitivo foram realizados testes preliminares com cinco diluicdes em série
de fator 10 da solucdo estoque (1ug i.a./uL de agua destilada). A partir do conhecimento
das concentracdes onde houve respostas, foram estabelecidas cinco concentracdes
espacadas de tal forma a compreender o intervalo de 1 a 100% de mortalidade. Para
determinar a concentracéo letal media (CLso) e a dose letal média (DLso), a taxa de
mortalidade foi registrada ap0s 48 horas de exposicao dos individuos aos inseticidas [53].
Foram consideradas mortas as abelhas que permaneceram imdveis por mais de 10

segundos [54].

Teste oral agudo

Os testes para determinacdo da CLso via oral foram realizados de acordo com as

diretrizes internacionais para estudos de risco de pesticidas agricolas publicadas pela
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International Bee Research Association [53] e Organisation for Economic Co-operation
and Development [55].

Para a realizacdo dos testes de toxicidade oral aguda a solucédo estoque foi diluida
em solucédo de sacarose (agua e acucar 1:1), para atingir as cinco concentragcdes a serem
oferecidas as abelhas. O alimento com adicédo de inseticida foi ofertado as abelhas através
de tubo plastico (1,5 mL) perfurado em uma das extremidades e acoplado as caixas. As
concentracdes de clorpirifos utilizadas compreenderam o intervalo de 0,0025 — 0,0400 pg
i.a./pL dieta para S. bipunctata e de 0,0010 — 0,0050 ug i.a./uL dieta para T. fiebrigi. As
concentracdes de fosmete foram avaliadas de 0,0050 — 0,1000 pg i.a./uL dieta para S.
bipunctata e de 0,0050 — 0,0667 g i.a./pL dieta para T. fiebrigi. O grupo controle recebeu
solucdo de sacarose sem adi¢do de inseticida.

Para induzir o consumo do alimento oferecido as abelhas, os individuos foram
privados de alimentacdo por um periodo de 2 horas antes do inicio dos experimentos.
Ap0s o periodo de jejum cada grupo de abelhas recebeu 100 pL de alimento. Apos seis
horas de oferta de alimento, o alimentador foi substituido por um novo, contendo apenas
solugdo de sacarose. A quantidade de alimento consumida foi obtida através da pesagem

do alimentador no inicio e ap6s a exposicao.

Teste tdpico agudo

Os testes para determinagdo da DLso por exposicdo topica também foram
realizados de acordo com as diretrizes internacionais para estudos de risco de pesticidas
agricolas publicadas pela International Bee Research Association [53] e Organisation for

Economic Co-operation and Development [56].
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Para realizacdo do teste de toxicidade topica aguda, a solucao estoque foi diluida
em acetona para atingir as cinco doses a serem aplicadas de 0,0025 —0,0400 pg i.a./abelha
e de 0,0013-0,0100 pg i.a./abelha do inseticida clorpirifés para S. bipunctata e T. fiebrigi
respectivamente. Quanto ao inseticida fosmete, as doses aplicadas para ambas as espécies
foram de 0,0025 — 0,0400 ug i.a./abelha. A utilizacdo de acetona € indicada por ser um
solvente organico de baixa toxicidade para as abelhas [53].

Previamente a aplicacdo topica das doses, as abelhas foram anestesiadas a -8°C
por 2 minutos. Em seguida, com o auxilio de uma micropipeta foi aplicado 1uL de cada
dose na regido do pronoto de cada abelha. Foram utilizados dois grupos de controle. O
grupo controle do solvente, onde foi aplicado somente acetona e um grupo controle que
ndo recebeu nenhuma aplicacdo. Apos a aplicacdo das doses, as abelhas foram mantidas

em camara de criacdo, sendo fornecido alimento (solucdo de sacarose a 50%) ad libitum.

Analises Estatisticas

A normalidade dos dados de mortalidade e consumo de alimento foram
verificadas atraves do teste de Shapiro-Wilk do programa estatistico SPSS 17.0.

Ambos os valores de CLsp e DLsg, bem como o seu respectivo intervalo de
confianca de 95% e valores qui-quadrado foram determinados empregando-se a fungéo
two-parameter log-logistic do pacote “drc” —Analysis of Dose-Response Curves [57],
compilado pelo programa R® (2015). Quando os dados se mostraram ndo paramétricos,
optou-se pela utilizacdo de Trimmed Spearman Karber [58].

Ap0s a obtengdo das CLso e DLso, foi possivel avaliar a toxicidade dos inseticidas
sob dois aspectos: (I) comparando os valores de CLso ou DLso de cada inseticida entre as

espécies de abelhas e; (11) comparando os valores das CLsg ou DLsg entre 0s inseticidas
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para cada espécie de abelha. Para tanto, em ambos os casos foram utilizados os valores
dos intervalos de confianga de CLso e DLso, Sendo considerados significativamente
diferentes quando ndo houve sobreposicdo desses intervalos, a 95% de probabilidade.

A fim de comparar se houve diferenca no consumo do alimento tratado com
inseticida, durante a exposic¢éo por via oral, utilizou-se ANOVA OneWay com Tukey post
hoc, através do programa estatistico SPSS 17.0.

Os resultados dos testes de controle do solvente (acetona) foram submetidos a
analise estatistica, atraves do teste de qui-quadrado, para avaliar a toxicidade da acetona

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

Resultados

Os testes de toxicidade aguda realizados com as formulagdes comerciais dos
inseticidas clorpirifés e fosmete, apresentaram diferentes niveis de toxicidade para S.

bipunctata e T. fiebrigi, dependendo do modo de exposicao.

Teste Oral Agudo

A ClLsp do inseticida clorpirifds para S. bipunctata foi de 0,0112 pg i.a./uL dieta
e de 0,0018 ug i.a./pL dieta para T. fiebrigi (Fig. 4). A toxicidade desse inseticida diferiu
significativamente entre as espécies de abelhas, sendo as forrageiras de T. fiebrigi mais
suscetiveis a ingestdo do inseticida quando comparadas com S. bipunctata. As diferencas
significativas nos valores da CLsp foram evidenciadas pela ndo sobreposicdo dos

intervalos de confianca (Tabela 1).
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Figura 4. Toxicidade oral aguda (48 horas) do inseticida clorpirifés para abelhas

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

Nos testes com o inseticida fosmete a CLso para S. bipunctata foi de 0,0245 ug

l.a./pL dieta e para T. fiebrigi de 0,0236 pg i.a./pL dieta (Fig. 5). A sobreposi¢do dos

23



251

252

253

254

255

256

257

intervalos de confianc¢a indicou que ndo houve diferenca significativa na suscetibilidade

entre S. bipunctata e T. fiebrigi para esse inseticida (Tabela 1).
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Figura 5. Toxicidade oral aguda (48 horas) do inseticida fosmete para abelhas

forrageiras de Scaptotrigona bipunctata (a) e Tetragonisca fiebrigi (b).
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Entre os inseticidas organofosforados avaliados clorpirifés apresentou maior
toxicidade para as duas espécies de abelhas testadas, indicada pela ndo sobreposicdo dos

intervalos de confianca (Tabela 1).

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

Scaptotrigona bipunctata e Tetragonisca fiebrigi.

- L CLso (1.C. 95%) 2
Inseticidas Espeécies N ug i.a/uL dieta X P
Clorpirifés  |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 n4o disponibiliza os valores de y*e P.

As duas espécies de abelhas ndo apresentaram diferenca no consumo do alimento
com adicdo de inseticida, quando comparado aos seus grupos controles (solugéo de
sacarose sem inseticida), demonstrado pelo teste ANOVA: S. bipunctata (clorpirifés: F=
2,974, p= 0,032, Tukey, p= 0,081; fosmete: F= 0,237, p= 0,942); T. fiebrigi (clorpirifos:

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

Teste Topico Agudo

Nos testes para avaliacdo de toxicidade topica o valor da DLso de clorpirifos foi
de 0,0110 pg i.a./abelha para S. bipunctata e de 0,0033 g i.a./abelha para T. fiebrigi (Fig.

6).

25



10

g -|—— Valores estimados s
© 477" Intervalo de confianca a 95% ’,"/ """"""
® . | ©  Dadosbrutos e e
‘g o
3 o |
a o
(%)
g 84
S
<
§ 31
©
£ o
= °
N
o
. a
e J
o
T T T T 1
0.0025 0.0050 0.0100 0.0200 0.0400
clorpirifés (ug i.a/abelha)
Q _
o |
o
@ J
o
S ~
D o 7
3
& « |
b~ o
[
© w
g ©
©
S ¥ g
™ o
5
= g -
N
o
S A
o |
o
T T T T 1
0.0013 0.0025 0.0033 0.0050 0.0100
276 clorpirifés (ug i.a /abelha)

277  Figura 6. Toxicidade topica aguda (48 horas) do inseticida clorpirifés para abelhas

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

279 A DLsodo inseticida fosmete para S. bipunctata foi de 0,0087 g i.a./abelha e para
280 T. fiebrigi foi de 0,0083 pg i.a./abelha (Fig. 7).
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Figura 7. Toxicidade topica aguda (48 horas) do inseticida fosmete para abelhas

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

De acordo com os resultados dos intervalos de confianca das DLso, houve
diferenga significativa entre a suscetibilidade das espécies de abelhas avaliadas
topicamente para o inseticida clorpirifés, sendo as forrageiras de S. bipunctata mais

tolerantes quando comparadas com T. fiebrigi. Entretanto, devido a sobreposi¢do dos
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intervalos de confianca ndo houve diferenca significativa na suscetibilidade entre S.
bipunctata e T. fiebrigi para o inseticida fosmete (Tabela 2).

Clorpirifés e fosmete ndo apresentaram diferencas de toxicidade para S.
bipunctata devido a sobreposicdo dos intervalos de confianca. Porém, para T. fiebrigi
clorpirifés apresentou maior toxicidade tépica quando comparado ao inseticida fosmete

(Tabela 2).

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

Scaptotrigona bipunctata e Tetragonisca fiebrigi.

. L. DLso (1.C. 95%) )

Inseticidas Espécies N ug i.a/abelha X P
Clorpirifés | S. bipunctata 420 0,0110 (0,0092 - 0,0128) | 2,5563 0,4652
(Lorshan®) |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

Em relacdo aos testes realizados com acetona (controle do solvente), ndo foi
evidenciada diferenca significativa na taxa de mortalidade quando comparados aos
grupos controle (nenhuma aplicacdo), demonstrado pelo teste de qui-quadrado (x° =

1,200, p= 0,273).

Discussao

Dentre culturas que ofertam flores atrativas para abelhas, a macé se destaca pela
alta dependéncia de polinizadores [6]. Dessa forma, consideramos relacionar as

concentracdes recomendadas para 0s pomares de maga com as CLsp obtidas neste estudo.
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De acordo com os resultados obtidos nos testes de toxicidade oral aguda, foi
observado que as concentracbes recomendadas dos inseticidas organofosforados
clorpirifés e fosmete, para uso em pomares de macd no Brasil, sdo consideravelmente
mais elevadas do que os valores de CLso determinados neste estudo. A concentragdo
recomendada do inseticida clorpirifés (Lorsban®) para pomares de maca varia de 0,48 a
0,72 ug i.a./uL de calda que representa 42 a 64 vezes o valor da CLsg para S. bipunctata,
e 266 a 400 vezes o valor da CLso para T. fiebrigi. A aplicacdo recomendada do inseticida
fosmete (Imidan®) em pomares de maca varia de 0,75 — 1,00 ug i.a./uL de agua que
representa 30 a 40 vezes o valor da CLso para S. bipunctata, e 30 a 42 vezes o valor da
CLso para T. fiebrigi.

Outros estudos também demonstram que os inseticidas clorpirifés (Lorsban®) e
fosmete (Imidan®) sdo altamente toxicos para as abelhas [59,60]. Segundo Carrasco-
Letelier et al. [61], a dose recomendada de clorpirifés em lavouras de soja é 23 vezes
maior que o valor da DLso para A. mellifera, indicando que o uso desse inseticida pode
colocar em risco a atividade apicola em areas proximas a cultura.

De acordo com os valores da DLso obtidos através dos testes de exposigdo topica
os inseticidas clorpirifos e fosmete foram classificados como altamente tdxicos para as
abelhas (DLso < 2,0 pg i.a./abelha) [62].

As forrageiras de S. bipunctata foram mais tolerantes por via topica ao inseticida
clorpirifés que T. fiebrigi. Essa diferenca de suscetibilidade pode estar relacionada a
diferencgas na espessura e composi¢cdo quimica da cuticula [63]. Nas abelhas sem ferrdo a
cuticula consiste de uma camada externa lipidica formada por vérias classes de compostos

quimicos que sdo determinados geneticamente e variam entre as espécies [64-66]. Essas
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diferencas nos compostos cuticulares podem facilitar a penetracdo do inseticida na
cuticula, causando maior toxicidade de acordo com a espécie de abelha.

No teste de exposicdo topica para S. bipunctata, ndo houve diferencas
significativas na toxicidade dos inseticidas clorpirifés e fosmete, semelhantes ao
encontrado por Kanga e Somorin [67] ao comparar estes dois inseticidas em adultos de
Aethina tumida Murray (Coleoptera: Nitidulidae).

Em T. fiebrigi o inseticida clorpirifés se mostrou mais téxico que fosmete. Esse
fato possivelmente esta relacionado ao carater lipofilico desse inseticida associado a
composicao lipidica da cuticula da abelha [63]. Compostos lipofilicos apresentam maior
afinidade com a cuticula, dessa forma séo facilmente absorvidos alcancando seu alvo de
acao rapidamente [68]. Essa hipOtese se baseia na baixa solubilidade em &agua do
inseticida clorpirifos (1,05 mg/L a 20°C) comparada a de fosmete (24,4 mg/L a 20°C), os
compostos mais lipofilicos (baixa solubilidade em agua) podem penetrar mais rapido
através da cuticula [68-70].

Comparando os resultados com a DLso estabelecida para A. mellifera percebe-se
que esses valores sdo significativamente superiores as doses letais encontradas para as
forrageiras de S. bipunctata e T. fiebrigi. A DLso tdpica calculada para A. mellifera para
clorpirifés (Lorsban®) € 0,11 pg/abelha e para fosmete (Imidan®) ¢ de 1,13 pg/abelha
[71]. Ou seja, A. mellifera é cerca de 33 vezes mais tolerante ao inseticida clorpirifés e
até 136 vezes mais tolerante ao inseticida fosmete que T. fiebrigi, mostrando que os
agrotoxicos avaliados foram altamente toxicos para as abelhas nativas.

Para avaliar a resposta de toxicidade aguda dos inseticidas clorpirifos e fosmete,
foram utilizadas duas vias de exposicdo: oral e topica, pois quando as abelhas estéo

forrageando em areas tratadas com agrotoxicos [72] a absorcdo desses produtos pode
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ocorrer atraves da ingestdo de polen e néctar com residuos de inseticidas [10,73,74] ou
por via topica, quando produtos quimicos suspensos no ar entram em contato com o corpo
da abelha [75].

A utilizacdo de distintos meios de avaliagdo de toxicidade contribui para o
entendimento da acdo dos agrotdxicos sobre os polinizadores, fornecendo assim
informacdes importantes a respeito da resposta desses organismos a substancias toxicas
liberadas no meio ambiente [76].

A intoxicacdo das abelhas através da alimentacéo € uma possibilidade, pois muitos
estudos relatam a presenca de residuos de clorpirifés e fosmete no pélen e néctar das
plantas tratadas [73,74], bem como no mel e p6len armazenados [38,77,78].

Nesse estudo constatamos que as forrageiras S. bipunctata foram mais tolerantes
ao inseticida clorpirifés que T. fiebrigi via exposicdo oral. Entretanto, a suscetibilidade
entre as duas espécies de abelhas ndo apresentou diferencas significativas em relacdo ao
inseticida fosmete.

A diferenca de suscetibilidade entre as espécies avaliadas pode estar relacionada
a sua capacidade de detoxicacdo. Quando a via de entrada se da pela ingestdo de pélen e
néctar contaminados, a toxicidade dos produtos pode ser reduzida, devido a acdo de varias
enzimas destoxificadoras presentes no sistema digestorio das abelhas [79].

Embora ndo existam outros estudos que avaliem a toxicidade oral de clorpirifos e
fosmete para outras espécies de abelha através da CLso, pesquisas com outros agrotoxicos,
utilizando metodologia semelhante, vém demonstrando que as abelhas sem ferrdo séo
mais sensiveis por exposi¢do oral quando comparadas a A. mellifera. Por exemplo, S.
postica (Latreille) € mais suscetivel aos inseticidas imidacloprido (CLso 14,28 ng i.a./uL

dieta) e fipronil (CLso 0,24 ng i.a./uL dieta) do que A. mellifera (CLso 41,0 ng i.a./ pL
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dieta/ CLso 1,27 ngi.a./ uL dieta), assim como Melipona scutellaris Latreille (CLso 0,011
ng i.a./uL dieta) é mais sensivel ao inseticida fipronil quando comparada a A. mellifera
(CLso 1,27 ng i.a./ pL dieta) [40,48,80].

Dentre os organofosforados avaliados, clorpirifos apresentou os menores valores
de CLso, sendo considerado o inseticida com maior toxicidade para as duas espécies de
abelhas. De um modo geral, os inseticidas organofosforados apresentam baixa toxicidade
quando ingeridos, sendo rapidamente metabolizados ou eliminados, exceto por alguns
compostos persistentes como o inseticida clorpirifés, que pode durar tempo suficiente
para causar toxicidade durante a ingestdo [18]. Nesse sentido, Sanchez-Bayo e Goka [18]
relatam que a ingestdo de clorpirifés pode representar um risco para A. mellifera, por
conta de sua alta toxicidade e grande quantidade de residuos encontrados no pélen e no
mel. Em acréscimo, experimentos em laboratério indicam que até trés dias apos a
aplicacdo desse inseticida no campo o polen e o néctar sao potencialmente perigosos para
as abelhas [35].

Em relacdo a alimentacdo, ndo foram evidenciadas diferencas significativas no
consumo de alimento com adicao de clorpirifos e fosmete para as duas espécies de abelhas
e mesmo as concentra¢fes mais elevadas ndo apresentaram nenhum efeito de repeléncia
durante o teste oral. Kessler et al. [81] utilizando experimentos de preferéncia alimentar,
mostraram que A. mellifera e Bombus terrestris L. ndo evitam o alimento com adigéo de
inseticidas neonicotindides (imidacloprido, tiametoxam e clotianidina), e que as abelhas
preferem consumir as solugdes de sacarose com adic¢éo de imidacloprido ou tiametoxam
do que a solucdo de sacarose sem inseticida.

Ao comparar a toxicidade de cada inseticida em relacdo as vias de aplicagéo

utilizadas neste estudo (oral e topica), nota-se que a suscetibilidade de cada espécie de
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abelha diferiu. Para as forrageiras de S. bipunctata ndo houve diferenca significativa entre
a ingestdo e a exposicao topica para o inseticida clorpirifés. No entanto, para T. fiebrigi
esse inseticida se mostrou mais toxico quando administrado oralmente. Estes dados
diferem dos resultados encontrados por Suchail et al. [82], em que o inseticida clorpirifos
é considerado 4 vezes mais tdxico em aplicacdo por contato do que por ingestdo para A.
mellifera (DLso por contato = 59ng/abelha; DLso por ingestdo = 250 ng/abelha). Estas
diferencas podem ser resultado das distingdes morfoldgicas e fisioldgicas de cada abelha,
ou devido a utilizacdo de metodologias diferentes entre os estudos. Em nosso trabalho os
dados de toxicidade oral foram determinados atraves da CLso, que consiste em uma
concentracdo (ug i.a./pL dieta), que mata 50% dos individuos. A analise dos resultados
pela CLso € feita independentemente da quantidade de alimento ingerida por cada abelha,
diferentemente da DLso utilizada em muitos estudos de toxicidade oral. A DLso se baseia
em estimativas do consumo de alimento com o ingrediente ativo para cada individuo,
considerando que todas as abelhas se alimentam de quantidades iguais em um
determinado periodo de tempo. Segundo Stevenson [83] sdo esperados erros nos valores
de DLso dos testes via exposicao oral, pois as doses séo oferecidas a um grupo de abelhas
simultaneamente e ndo individualmente.

Diferentemente do inseticida clorpirifés, fosmete apresentou maior toxicidade por
via tdpica do que por exposicdo oral para ambas as espécies de abelhas. Essa diferenca
de toxicidade entre os inseticidas esta relacionada ao seu modo de agéo [83,84]. Enquanto
clorpirifés pode agir nos insetos por contato, ingestdo ou fumigacdo [72], fosmete
demonstra maior efeito tdxico por contato [32]. Pesquisando o efeito de fosmete para a
abelha solitaria Megachile rotundata (Fabricius), Gradish et al. [85] verificaram que esse

inseticida foi altamente tdxico por via tépica. Além disso, Alston et al. [37] estudando a
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mesma espécie de abelha, observaram que apds a pulverizagéo desse produto em pomares
de maca, houve aumento da mortalidade de adultos e reducéo significativa na atividade
de nidificacdo nos pomares onde foi aplicado o inseticida comparado aos pomares sem
aplicacdo. Em outro trabalho, Gradish et al. [86] constataram que devido a elevada taxa
de aplicacao de fosmete nos pomares de mirtilo no Canada, esse inseticida representa um
perigo para Bombus impatiens Cresson, através da exposi¢do por contato direto.

Em relacdo a suscetibilidade das espécies de abelhas avaliadas, os resultados
mostraram diferenca significativa, indicando que as forrageiras T. fiebrigi foram mais
suscetiveis ao inseticida clorpirifés quando comparadas a S. bipunctata. Essas diferencas
de susceptibilidade aos agrotoxicos, observadas entre as abelhas, tém sido associadas as
diferentes caracteristicas especificas [39,76], tais como o peso corporal da abelha, a
capacidade para detoxicacdo e a taxa de penetracdo do inseticida pela cuticula [87-89]. O
peso corporal poderia influenciar na suscetibilidade das abelhas, ou seja, espécies com
maior peso seriam mais tolerantes que as espécies com menor peso. Assim, uma operéaria
de S. bipunctata que pesa em média 18,28 mg (n=60, EP= 0,002) é mais tolerante a acéo
de determinado inseticida que uma operéaria de T. fiebrigi que pesa em média 4,36 mg
(n=60, = EP= 0,002). Resultados semelhantes foram observados em S. tubiba (Smith)
(12,3 mg) que se mostrou mais suscetivel ao inseticida malatiom quando comparada com
abelhas de maior peso, Trigona spinipes (Fabricius) (14 mg) e A. mellifera (128 mg) [90],
e em Melipona beecheii Bennet que foi menos suscetivel aos inseticidas permetrina e
metomil em comparacdo com Trigona nigra Cresson, espécie de menor peso [44]. Estes
dados corroboram a proposta de Johansen [91] de que a suscetibilidade esta diretamente

relacionada com as relagdes de superficie e volume das espécies de abelhas.
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Os resultados obtidos neste estudo indicam que os inseticidas organofosforados
clorpirifés (Lorsban®) e fosmete (Imidan®) sio potencialmente perigosos para S.
bipunctata e T. fiebrigi, tanto por via topica como pela ingestdo, considerando as doses
recomendadas para aplicacdo agricola. Dessa forma, uma vez que o0 uso de agrotoxicos é
uma das principais causas do declinio mundial das populagdes de abelhas [7,12,92,93],
se faz necessario estabelecer limites no uso destes produtos.

E importante considerar que a toxicidade dos agrotoxicos pode variar entre testes
de laboratdrio e a realidade observada nos campos [84]. Ou seja, muitas vezes 0s testes
realizados em condi¢des de laboratdrio, superestimam os efeitos letais dos inseticidas
guando em condicdes naturais [40,84]. Além disso, a susceptibilidade em areas agricolas
depende de outras circunstancias, como fatores abioticos, prazo de degradacdo dos
agrotoxicos e comportamento das abelhas [84,85]. Entretanto, Stevenson [83] indicou que
h& uma correlacdo entre a toxicidade relativa determinada nos testes de laboratorio e o
efeito do agrotoxico em abelhas no campo.

E notdrio que a acdo dos agrotoxicos ndo esta restrita as culturas-alvo, podendo
alcancar habitats proximos pela acdo das correntes de ar, atingindo outras fontes de
forrageamento e locais de nidificacdo [7,15]. Dentre as formas de aplicacéo de inseticidas,
a pulverizacao foliar é considerada como aquela que oferece maiores riscos de exposicao,
tanto para inimigos naturais que controlam pragas [94] quanto para abelhas [10]. A
aplicacdo dos organofosforados avaliados neste estudo é especialmente foliar, no entanto
os periodos de aplicacdes e intervalos de seguranca encontrados nos rétulos e bulas dos
produtos se referem a satde humana. Entretanto, os resultados evidenciados neste estudo

apontam os riscos as abelhas em decorréncia do uso de clorpirifos e fosmete, e indicam a
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necessidade de uma revisdo dos limites de aplicacdo e das concentracdes recomendadas
para utilizacdo em campo.

Roubos et al. [94] acrescentam que o0s impactos negativos de inseticidas a
populacdes de inimigos naturais que sdo utilizados para o controle de pragas podem ser
reduzidos se forem aplicados de maneira que minimizem a exposi¢do. Nesse caso, 0S
mesmos autores referem as aplicacGes diretamente no solo como menos prejudiciais do
que as outras formas de aplicacBes. Além disso, Morales-Rodriguez e Peck [95]
demonstram que combinac@es sinérgicas de inseticidas bioldgicos e quimicos podem ser
alternativas promissoras para o controle de pragas. Em acréscimo, Xavier et al. [96]
apresentam como alternativa a aplicacdo de inseticidas botanicos, os quais ndo
ocasionaram efeitos adversos em seus testes com abelhas sem ferréo.

Dessa maneira, é fundamental a proposicao de medidas para minimizar o impacto
sobre os polinizadores. A manutencdo de remanescentes seminaturais ou faixas de
vegetacdo silvestre préximos aos cultivos, a identificacdo e uso de inseticidas de menor
toxicidade, a utilizacdo de manejo integrado de pragas, evitar a aplicacdo dos produtos
durante a floracdo da cultura e proteger as coldnias sempre que possivel [15,31,85,86] sdo
alternativas relevantes para mitigar os impactos sobre as abelhas, ocasionados pela
aplicacdo dos inseticidas organofosforados em questdo. Através das boas préaticas
agricolas o meio ambiente, a rentabilidade da agricultura [93] e a seguranca alimentar
[81,97] serdo beneficiados.

As diferencas entre a suscetibilidade das abelhas nativas em relagéo a A. mellifera
ressaltam a importancia de incluir outras espécies de abelhas nos testes de toxicidade
exigidos para a autorizacgdo de uso de agrotoxicos, a fim de garantir a protecéo das abelhas

nativas [39,98,99]. Assim, sugere-se que novas analises dos efeitos letais e subletais
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498  sejam realizadas em espécies nativas, através de testes de campo e semi-campo para
499  agrotdxicos indicados a culturas que ofertam flores atrativas as abelhas, a fim de garantir
500 apreservacdo da biodiversidade, a seguranca das abelhas nativas, bem como o servigo de
501 polinizacdo prestado pelas abelhas.
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