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RESUMO

As abelhas constituem importante grupo de polinizadores, necessario para a manutencao
da biodiversidade. Suas populacdes estdo em declinio devido a agdes antrdpicas, dentre
as causastemos ouso de produtos quimicos formulados em cultivos agricolas. Atualmente,
o fipronil est4 entre os inseticidas mais comercializados no mundo, sendo que no Brasil
compoe 61 formulagdes registradas e com uso autorizado em diversas culturas, a exemplo
da soja. A aplicacao foliar do fipronil em plantagdes pode expor abelhas forrageadoras a
residuos desses agrotoxicos gerando efeitos danosos a estes insetos ndo alvo, inclusive a
morte de individuos e colonias inteiras. A ampla utilizagdo do fipronil em culturas
agricolas e sua associagdo, nos ultimos anos, em casos de perdas de colonias de abelhas
no Brasil tem alertado sobre a necessidade de pesquisas que permitam subsidiar medidas
para a protecao dos insetos polinizadores. Considerando que a sensibilidade a agrotoxicos
¢ distinta em diferentes espécies de abelhas e que o Brasil possui polinizadores
representantes da fauna nativa como as abelhas sem ferrdo, torna-se necessaria a inclusao
dessas espécies em analises de risco de agrotoxicos. Neste contexto, o presente estudo
objetivou avaliar a toxicidade aguda do fipronil, em Apis mellifera africanizada e
Scaptotrigona bipunctata (representante da fauna brasileira), a fim de determinar a
concentracao e dose letal mediana (CL50 e DL50), respectivamente, em exposi¢ao oral e
topica de forrageiras. Os testes foram realizados com base em protocolos de toxicidade
aguda oral (OECD 213) e topica (OECD 214) para abelhas meliferas. Para isso
estabeleceu-se cinco diluigdes baseadas na taxa de campo utilizada para soja (32g i.a. de
fipronil/100L de calda). O produto comercial de fipronil utilizado foi o Nortox® 800WG:
80% ingrediente ativo (i.a.). Na exposicdo oral as concentracdes para A. mellifera
compreenderam um intervalo de 0,0016 a 0,32 ng i.a./uL de dieta e para S. bipunctata de
0,0008 a 0,032 ngi.a./uL de dieta. Na exposi¢do topica, as concentragdes limitaram-se ao
intervalo de 0,08 a 1,6 ng i.a./abelha para A. mellifera e de 0,016 a 0,32 ng i.a./abelha
para S. bipunctata. As andlises dos dados foram realizadas no programa R, e a taxa de
mortalidade foi calculada com o pacote “drc”. Para o consumo de alimento foi adotado
ANOVA ou Kruskal-Wallis (se paramétrico ou ndo-paramétrico). Os resultados do teste
de toxicidade aguda oral determinaram a CL50 (em 72 horas): 0,0204 ng i.a./uL de dieta
para A. mellifera e 0,0031 ng i.a./uL de dieta para S. bipunctata. O consumo de alimento
pelas abelhas nao diferiu entre concentragdes testadas com fipronil e o controle, para
ambas espécies, indicando que o produto ndo causou repeléncia (P>0,05). No teste de
toxicidade aguda topica os valores de DL50 em 72 horas foram de 0,3096 ng i.a./abelha
para A. mellifera e de 0,0938 ng i.a./abelha para S. bipunctata. Estes dados revelam que
a concentracdo de fipronil indicada para uso em lavoura de soja no Brasil ¢ altamente
toxica para as abelhas. Além disso, ressalta-se que a abelha nativa avaliada neste estudo
¢ mais suscetivel que a abelha exoética. Estudos realizados com outras espécies brasileiras
também evidenciam que as abelhas nativas s3o menos tolerantes ao inseticida fipronil que
A. mellifera. Os autores enfatizam a urgéncia de incluir abelhas nativas nas analises de
risco de agrotoxicos, e de colocar em pratica politicas publicas e medidas para a prote¢ao
dos polinizadores.

palavras-chave: agrotoxico; ecotoxicologia; abelhas sem ferrdo; Meliponini; Apis
mellifera; Scaptotrigona bipunctata.



ABSTRACT

Bees are an important group of pollinators, necessary for the maintenance of biodiversity.
Their populations are declining due to human actions, mainly due to the use of chemicals
formulated in agricultural crops. Currently, fipronil is among the most commercialized
insecticides in the world, with 61 formulations registered in Brazil and authorized for use
in several crops, such as soybeans. The foliar application of fipronil in plantations can
expose foraging bees to residues of these pesticides, generating harmful effects to these
non-target insects, including the death of individuals and entire colonies. The widespread
use of fipronil in agricultural crops and its association, in recent years, in cases of loss of
bee colonies in Brazil has warned of the need for research to support measures to protect
pollinating insects. Considering that the sensitivity to pesticides is different in species of
bees and that Brazil has a high diversity of bees, it is necessary to include native species
in risk analysis of pesticides. In this context, the present study aimed to evaluate the acute
toxicity of fipronil, in Africanized Apis mellifera and Scaptotrigona bipunctata
(representative of the Brazilian fauna), in order to determine the median concentration
and lethal dose (LC50 and LD50), respectively, in oral exposure and topical forage bees.
The tests were performed based on acute oral (OECD 213) and topical (OECD 214)
toxicity protocols for honey bees. For this purpose, five dilutions were established based
on the field rate used for soybeans (32g a.i. of fipronil / 100L of syrup). The commercial
fipronil product used was Nortox® 800WG: 80% active ingredient (a.i.). In oral exposure,
concentrations for 4. mellifera comprised a range of 0.0016 to 0.32 ng a.i./uL of diet and
for S. bipunctata from 0.0008 to 0.032 ng a.i./uL of diet. On topical exposure,
concentrations were limited to the range of 0.08 to 1.6 ng a.i./bee for A. mellifera and
0.016 to 0.32 ng a.i./bee for S. bipunctata. Data analysis was performed using the R
program, the mortality rate was calculated using the “drc” package. For food
consumption, ANOVA or Kruskal-Wallis (whether parametric or non-parametric) was
adopted. The results of the acute oral toxicity test determined the LC50 (in 72 hours):
0.0204 ng a.i./uL of diet to 4. mellifera and 0.0031 ng a.i./uL of diet to S. hipunctata. The
consumption of food by the bees did not differ between the control and the concentrations
tested with fipronil, for both species, indicating that the product did not cause repellency
(P> 0.05). In the acute topical toxicity test, the LD50 values in 72 hours were 0.3096 ng
a.i./bee to 4. mellifera and 0.0938 ng a.i./bee to S. bipunctata. These data reveal that the
concentration of fipronil indicated for use in soybean crops in Brazil is highly toxic to
bees. In addition, it should be noted that the native bee evaluated in this study is more
susceptible than the exotic bee. Studies carried out with other Brazilian species also show
that native bees are less tolerant to the insecticide fipronil than 4. mellifera. The authors
emphasize the urgency of including native bees in pesticide risk analysis, and of putting
public policies and measures in place to protect pollinators.

keywords: pesticide; ecotoxicology; stingless bees; Meliponini; Apis mellifera;
Scaptotrigona bipunctata.



APRESENTACAO

O atual modelo de producao agricola baseia-se na larga ocupagdo de ambientes
naturais e¢ na utilizagdo de agrotdxicos. Esses fatores implicam diretamente em um
declinio nas populagdes de abelhas. Embora ndo sejam os organismos-alvo desses
produtos quimicos, as abelhas estdo constantemente sujeitas a exposi¢ao destes produtos
nos agroecossistemas, seja por contato ou ingestdo. O fipronil ¢ um inseticida
fenilpirazolico comumente utilizado para o controle de pragas agricolas. Este composto,
usado em culturas economicamente relevantes, a exemplo da soja, tem sido associado a
mortandades em massa de abelhas meliferas no Brasil, cuja evidéncia esta documentada

em recentes relatorios governamentais do Rio Grande do Sul, e de outros estados

brasileiros, sobre a perda de coldnias.

O Brasil possui uma alta diversidade de abelhas. Além da espécie exdtica Apis
mellifera africanizada, dezenas de espécies sociais nativas, as abelhas sem ferrao
(Meliponini), formam colonias com numerosos individuos a exemplo de Scaptotrigona
bipunctata. Além de outras ameagas causadas por acdes antropicas, esses insetos estdo
expostos a produtos utilizados em agroecossistemas, seja porque visitam flores nas
lavouras ou devido a deriva de produtos em suspensdo. Devido a diferenca de
susceptibilidade de cada espécie de abelha a agrotoxicos torna-se necessaria a avaliagao
da toxicidade de produtos amplamente utilizados em modelos bioldgicos que possam ser

representativos da fauna nativa.

Neste sentido selecionamos o fipronil, um composto amplamente utilizado na
agricultura de larga escala, e duas espécies de abelhas representativas pela sua
importancia econdmica e ambiental, respectivamente Apis mellifera africanizada e
Scaptotrigona bipunctata. Avaliamos a toxicidade aguda do fipronil tanto em exposi¢ao
oral (ingestdo) quanto topica (contato) a fim de determinar, a CL50 e a DL50
(concentracdo e dose letal média que provoca mortalidade de 50% dos individuos) para
as duas espécies. Com este conhecimento sdo disponibilizadas informagdes sobre a
toxicidade do inseticida para abelhas e incentivadas acdes e politicas que contribuam para

conservagao destes importantes insetos polinizadores.
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RESUMO

O fipronil ¢ um inseticida fenilpirazélico utilizado contra pragas agricolas. No
Brasil estd presente em uma variedade de formulacdes comerciais e ¢ amplamente
aplicado em diversas culturas, a exemplo da soja, e recentemente foi associado a perdas
de colmeias de abelhas meliferas. Nas paisagens agricolas brasileiras estd uma diversa
apifauna que pode ser atingida diretamente por agrotoxicos nas lavouras, ou pelo efeito
de deriva de aplicagdes em suspensdo. A suscetibilidade de distintas espécies de abelhas
difere em resposta a agrotdxicos, portanto modelos animais representativos de abelhas
nativas devem ser incluidos nas analises de risco destes produtos. O presente estudo
avaliou a toxicidade aguda do inseticida fipronil para as espécies Apis mellifera
africanizada e para a abelha sem ferrdo Scaptotrigona bipunctata, tanto em exposi¢ao oral
quanto tépica a fim de determinar, respectivamente, a CL50 e DL50. Os resultados
demonstraram que o fipronil ¢ altamente toxico para as abelhas e evidenciaram que a

espécie nativa ¢ menos tolerante ao inseticida fipronil do que A. mellifera.

Apis mellifera africanizada / Scaptotrigona bipunctata /| Meliponini / fenilpirazol /

ensaio de toxicidade

INTRODUCAO

A polinizagdo ¢ essencial para manutencao da biodiversidade em ambientes
naturais € na producao de cultivos agricolas (Pires e Maués, 2020). Nesse processo 0s
agentes polinizadores sdo fundamentais para a transferéncia dos graos de polen para o
estigma das flores e auxiliam na reprodugdo efetiva desses organismos (IPBES, 2016;

BPBES, 2019). As abelhas atuam como os principais polinizadores de uma grande
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diversidade de plantas, e a eficiéncia desse grupo esta relacionada a dependéncia dos
recursos florais (p6len e néctar) desde o estagio larval até a fase adulta. Além disso, esses
individuos possuem adaptacdes morfologicas, comportamentais e fisioldgicas que
fortalecem a localizagdo e exploracdo desses recursos (Klein et al., 2007; Potts et al.,

2010).

Com a intensificagdo da agricultura, os servigos ecossistémicos prestados pelos
animais (como a polinizacdo) tém sido gradativamente ameagados (Sanchez-Bayo e
Wyckhuysb, 2019). Os polinizadores silvestres e domesticados tém mostrado redugdes
drasticas em suas populacdes em diferentes regides do mundo, as quais devem-se
principalmente a ocupacgdo intensa dos meios naturais pelo homem (Watanabe, 2014;
Marshman et al., 2019). As abelhas sdo um grupo muito suscetivel a essas alteragdes
ambientais por necessitarem de areas de floresta para nidificagdo, além disso estdo
sujeitas a acdo de agrotoxicos proximas a seus habitats (Allen-Wardell et al., 1998;

Krupke et al., 2012).

No Brasil, além da espécie Apis mellifera africanizada, sdo conhecidas 244
espécies descritas de abelhas sem ferrao (Pedro, 2014). No entanto, de acordo com Freitas
et al. (2009) as abelhas nativas vém desaparecendo com as grandes areas de monocultura
e principalmente, com a fragmentacao de habitats e uso de agrotoxicos. O Brasil tém se
mantido entre os cinco maiores consumidores de inseticidas do mundo, tendo o consumo
de principios ativos aumentado(152%) de 28.382 para 71.663 toneladas métricas em 15
anos (dos Santos et al., 2018). As abelhas, embora nao sejam os organismos-alvo desses
produtos, estao vulneraveis a contaminagao devido a atividade de forrageamento em areas

agricolas (Oliveira et al., 2016).
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Os inseticidas podem afetar as abelhas principalmente por duas vias: a) ingestado,
através de residuos no pélen e/ou néctar; b) contato, a partir de particulas suspensas no ar
que entram em contato com o corpo da abelha (Mullin et al., 2010; Dively e Kamel, 2012).
Os efeitos dessa exposicdo variam de alteracdes a longo prazo que provocam danos ao
funcionamento da colonia e longevidade dos individuos até a morte causada por
toxicidade aguda (Celli e Maccagnani, 2003; Malaspina et al., 2008; Johnson, 2015; Qi

et al., 2020).

As avaliagdes de risco de agrotoxicos por toxicidade aguda usualmente seguem o
Protocolo Internacional para Testes Quimicos da Organizagdo para Cooperacdo e o
Desenvolvimento Econdmico (OECD). Esses testes determinam o efeito letal de produtos
quimicos em um curto periodo de tempo de exposi¢do bem como as curvas de dose-
resposta, tanto para administracdo oral quanto topica. Com isso se obtém a informagao
sobre a concentragdo ou dose letal mediana (CL50 ou DL50) associada a mortalidade de
50% dos individuos. Os experimentos de toxicidade aguda sdo analisados a partir da taxa

de mortalidade registrada em até 96 horas (OECD, 1998a; OECD,1998b).

Até o presente momento, a maioria dos estudos de toxicologia de inseticidas com
abelhas tém se concentrado na vulnerabilidade da abelha doméstica, Apis mellifera
Linnaeus, 1758 devido a sua importancia economica em escala global (Brittain e Potts,
2010). No entanto, essas abelhas nem sempre sdo os polinizadores mais eficazes em
muitas regioes. As abelhas sem ferrdo, por exemplo, caracterizam os sistemas dos tropicos
e desempenham um papel importante como polinizadores dessas regides (Heard, 1999;

Ramirez et al., 2018).



77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

O Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) reconhece a necessidade de inclusdo de abelhas nativas em analises de risco de
agrotoxicos. Diante desse cenario o IBAMA propos uma selecdo de espécies
representativas das abelhas nativas brasileiras para avaliagdo de risco, a exemplo da
Scaptotrigona bipunctata Lepeletier, 1836 (Pires et al., 2018). Conhecida popularmente
como tubuna, apresenta ampla distribuicdo na América do Sul e esté entre as abelhas mais
criadas no Brasil sendo encontrada nos biomas Pampa, Pantanal e Mata Atlantica
(Venturieri et al., 2011; Camargo e Pedro, 2013). Essa espécie possui ninhos populosos
(Nogueira-Neto, 1997) e se adapta bem as condi¢des de laboratério (Dorneles et al.,

2021).

Um dos fatores para o declinio de populacdes de abelhas silvestres e manejadas
ocorre devido a falta de recursos, causado principalmente pela conversao da agricultura
em monoculturas (St. Clair et al., 2020). Associado a este fator, De Groot e colaboradores
(2021) forneceram evidéncias de que a diminui¢ao na produgdo de mel pode estar ligada
a intensificacdo da monocultura de soja. A producdo de soja no Brasil (maior exportador
e maior produtor no mundo) (USDA, 2021) estad associada diretamente com a perda de
habitats naturais em grandes areas (Fearnside, 2001; Lima et al., 2019). Além disso, nas
paisagens agricolas que sd3o dominadas por monoculturas normalmente as abelhas
preferem fontes de polen de plantas nao cultivadas, que, frequentemente, por estarem

proximas dos cultivos, apresentam residuos de agrotdxicos (Long e Krupke, 2016).

O forrageamento de abelhas em areas de monocultura, a exemplo da soja, € nas
paisagens proximas, acarreta em exposicdo aos inseticidas (Krupke et al., 2012). As
abelhas forrageiam nessas areas porque as flores da soja sdo atrativas, seu néctar ¢ de alta

qualidade, e muitas vezes ha preferéncia comparado a outras fontes (Erickson, 1976;
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Gazzoni, 2017). No Brasil a atividade agricola ¢ importante economicamente, € ancorada
na produgdo diversificada de culturas, com destaque para a soja (Martinelli et al., 2017).
O modelo agricola vigente inclui o uso intensivo de agrotdxicos, que inclusive supde-se

arelagdo com a perda de milhares de colmeias (Pires et al., 2016).

Neonicotinoides e fipronil representam aproximadamente um terco do mercado
mundial de inseticidas (Simon-Delso et al., 2015). O fipronil foi descoberto e
desenvolvido pela empresa francesa Rhone-Poulenc Agro (agora Bayer CropScience)
entre 1985 ¢ 1987, chegando ao mercado em 1993. E um inseticida fenilpirazolico que
age interferindo no funcionamento pré e pos-sindptico dos canais de cloro controlados
pelos neurotransmissores GABA (4cido gama-aminobutirico), resultando em
hiperexcitacdo neuronal, levando o inseto a paralisia severa e morte (Cole et al., 1993;

Simon-Delso et al., 2015).

O ingrediente ativo fipronil estd presente em uma variedade de formulagdes
comerciais, com indicagdes para aplicacao foliar, no solo e no tratamento de sementes
(FAO, 2009). No Brasil o fipronil esta registrado em 61 produtos formulados e tem uso
agricola autorizado para as culturas de acacia-negra, algodao, arroz, batata, cana-de-
agucar, cevada, eucalipto, feijao, milho, pastagens, soja, sorgo e trigo (MAPA, 2021).
Embora ainda seja utilizado no Brasil, o fipronil ¢ estritamente regulado em outros paises.
Na China e em paises da Unido Europeia seu uso foi proibido em cultivos agricolas
(Kathage et al., 2017; Li et al., 2020). Na Franga proibiram o inseticida por ter provocado
mortandade em massa nos apiarios da regido (Holder et al., 2018). Notificagdes
associadas a perdas de colmeias no Brasil (para abelhas africanizadas e nativas) apontam
para a presenca de diversos agrotoxicos, sendo que o inseticida fipronil foi o mais

mencionado (Castilhos et al., 2019a). Em outro artigo de Castilhos e colaboradores
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(2019b) para fins de analises toxicoldgicas das perdas de colmeias detectaram multiplas
contaminagdes com indices altos de residuos de fipronil, confirmando as notificagdes

previamente estabelecidas.

A maioria dos estudos de toxicidade para abelhas tém sido conduzidos com
ingredientes ativos. Entretanto, evidéncias sugerem que as formulas comerciais podem
ser mais nocivas para as abelhas do que os ingredientes ativos isolados, devido a presenca
de inertes adicionados nessas formulagdes que podem potencializar a toxicidade do
produto quimico (Pereira et al., 2009; Nagy et al., 2020). Outro ponto a ressaltar ¢ que os
trabalhos focam nas abelhas meliferas europeias, e ha poucos estudos sobre as abelhas
africanizadas. No Brasil, temos a presen¢a da A. mellifera africanizada, que ¢ um poli-
hibrido das subespécies europeias com A. mellifera scutellata (oriunda da Africa)

introduzida em 1956 (Ruttner, 2013).

O fipronil ¢ um inseticida que esta associado a recentes casos de mortandade de
abelhas no Brasil e ¢ um dos produtos mais comercializados contra pragas agricolas.
Considerando sua utilizagdo em diversos cultivos agricolas no Brasil, como na soja, que
¢ atrativa as abelhas, torna-se necessaria a avaliacao da sua toxicidade para A. mellifera

africanizada e em um modelo bioldgico representativo da apifauna neotropical.

Neste contexto, o presente estudo objetivou avaliar a toxicidade aguda do fipronil,
em forrageiras de Apis mellifera africanizada e Scaptotrigona bipunctata (representante
da fauna brasileira), a fim de determinar a CL50 e DL50, respectivamente, em exposi¢ao
oral e topica e com isso subsidiar politicas e acdes para a prote¢ao destes importantes

polinizadores.
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MATERIAL E METODOS

Coleta de abelhas e manuten¢ao em laboratorio

As abelhas adultas forrageiras foram obtidas de colonias saudéveis, em dias ndo
chuvosos com temperatura acima de 28°C, no periodo de primavera-verdo. Foram
utilizadas trés colonias diferentes (= nimero de réplicas) para todos experimentos a fim
de garantir a variabilidade genética. As forrageiras de 4. mellifera foram coletadas de
colonias provenientes do apidrio da Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul e as de S. bipunctata do meliponario da Pontificia Universidade
Catdlica do Rio Grande do Sul. As coletas foram feitas mantendo a aleatoriedade na saida
das colonias. Apds coletadas as abelhas foram mantidas em estufa de demanda
bioquimica de oxigénio (B.0.D) em temperatura (28+1°C para S. bipunctata e 32+1°C
para A. mellifera) e umidade relativa (70£10%) controladas. As gaiolas experimentais
utilizadas para S. bipunctata consistiram em potes plasticos de 250mL perfurados para
garantir a circulagao de ar. Microtubos plasticos de 1,5mL furados nas laterais foram
utilizados como alimentadores (Fig 1a). Para A. mellifera foram utilizadas caixas de
madeira teladas (12 x 11,5 x 8,5 cm) devido uma melhor adaptagdao dos individuos. Os
alimentadores utilizados foram tubos do tipo Falcon de 15 mL perfurados na extremidade

inferior (Fig 1b).

Preparo das concentracoes
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O produto utilizado nos testes foi o fipronil - Nortox® 800WG: 80% ingrediente
ativo (i.a.), registrado no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento — MAPA
sob n® 10412, classificacdo toxicoldgica I (extremamente téxico) e classificacdo do
potencial de periculosidade ambiental II (produto muito perigoso ao meio ambiente). A
solugdo foi calculada com base na taxa de campo utilizada para a soja (40g p.c./100L de
calda ou 32g i.a./100L de calda); p.c.= produto comercial; i.a. = ingrediente ativo. A
solugdo-mae foi preparada em agua destilada em uma concentragdo de 0,01g de fipronil
para 25mL de dgua destilada a fim de proceder a realizagdo das cascatas de diluicdes. Em
todo o inicio de teste era preparada uma nova solugdo-mae. Foram calculadas cinco
concentragdes mantendo série geométrica de fator 2 que compreendessem de 0 a 100%

de mortalidade dos individuos.

-_ "" | e v

Fig. 1 Gaiolas experimentais dentro de camaras de criagdo a. Experimento com S.

bipunctata b. Experimento com A. mellifera (Imagem: O Autor)

Testes de toxicidade aguda

11



186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

Os testes de toxicidade aguda foram realizados conforme protocolos
internacionais que estabelecem métodos laboratoriais para avaliar a toxicidade aguda oral
(OECD 213) e topica (OECD 214) de produtos quimicos para abelhas meliferas (OECD,
1998a; OECD, 1998b). A metodologia também foi utilizada para a abelha sem ferrao S.

bipunctata.

Exposic¢ido oral

O teste de toxicidade oral aguda foi realizado a partir das concentragdes diluidas
em solucdo de sacarose (1:1) fornecidas durante 6 horas de exposi¢ao. Foram seis grupos
experimentais, um controle (sem adi¢do de inseticida) e cinco concentragdes com 0
fipronil. Todos os grupos obtiveram trés réplicas com 10-12 abelhas por réplica. Apos as
6 horas de exposi¢do, o alimentador era trocado por um novo contendo somente solugao
de sacarose. As concentragdes para A. mellifera compreenderam um intervalo de 0,0016
ngi.a./uL de dieta a 0,32 ng i.a./uL de dieta e para S. bipunctata de 0,0008 ng i.a./uL de

dieta a 0,032 ng i.a./uL de dieta.

Exposicao topica

O teste topico de toxicidade aguda foi realizado com as concentragdes diluidas em

acetona. As abelhas foram anestesiadas em freezer para a aplicacdo de 1uL das solugdes

sobre a superficie dorsal do téorax com auxilio de micro-aplicador (seringa de Hamilton).

Foram estabelecidos sete grupos experimentais: um controle (sem adicdo de nenhum
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solvente), um controle-solvente (com adigdo de acetona) e cinco concentragdes. Todos os
grupos foram triplamente replicados e continham 10-12 abelhas por réplica. Apos as
doses aplicadas, o teste prosseguiu nas gaiolas experimentais em camaras de criagdo com
alimentac¢do a base de solucdo de sacarose ad libitum. As concentragdes para A. mellifera
compreenderam um intervalo de 0,08 ng i.a./abelha a 1,6 ng i.a./abelha e de S. bipunctata

de 0,016 ng i.a./abelha a 0,32 ng i.a./abelha.

Registro de dados

Os dados de mortalidade foram anotados diariamente até 72 horas. O consumo de
alimento para o teste oral agudo foi anotado no inicio do experimento e apos as 6 horas
de exposicdo para avaliar possivel repeléncia do produto quimico. Comportamentos
anormais como: paralisia, tremores, hiperexcitacdo, permanéncia em decubito dorsal

(com movimento das pernas) também foram anotados em caso de observacao.

Analise dos dados

Todas as analises foram realizadas no programa R. A taxa de mortalidade foi
analisada utilizando o pacote “drc” da fungdo two-parameter log-logistic para
determinagdo da CL50 e DL50. Os registros relativos ao consumo de alimento foram
primeiramente verificados quanto a normalidade dos dados pela funcao shapiro.test, e
apos isso utilizou-se a fungdo anova (se paramétrico) ou kruskal.test (se ndo paramétrico).

Também foram comparados pela fungdo anova o controle e controle-solvente (topico).
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RESULTADOS

A CL50 e a DL50 de fipronil para A. mellifera e S. bipunctata foram calculadas a
partir dos dados de mortalidade de 72 horas. Foram obtidos diferentes valores para as

duas espécies nos testes de toxicidade aguda oral e topica.

Teste oral agudo

A CL50 encontrada para A. mellifera foi de 0,0204 ng i.a./uL de dieta e para S.
bipunctata foi de 0,0031 ngi.a./uL de dieta (Tabela 1). E possivel observar nas curvas de
dose-resposta o valor aproximado da concentragao que resulta na mortalidade de 50% dos

individuos das respectivas espécies (Fig. 2 e 3).

Tabela 1 Valores de CL50 de fipronil registrados em 72 horas para operdrias de A.

mellifera e S. bipunctata

CL50 (I.C. 95%)
ng ia./uL de dieta
A. mellifera 210 10,0204 (0,0113 - 0,0296) [ 6,260 0,0996
S. bipunctata 210 [ 0,0031 (0,0022 - 0,0040) [ 1,940 0,585

Inseticida Espécies N

Fipronil
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Fig. 2 Toxicidade oral aguda de fipronil para forrageiras de A. mellifera em 72 horas (taxa

de mortalidade por concentra¢do do produto quimico em ng i.a./puL de dieta)
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Consumo de alimento

Nao houve diferenga no consumo de alimento entre e as concentragdes testadas
com fipronil e o controle (sem adi¢ao de inseticida) para A. mellifera e S. bipunctata (P

> 0,05) indicando que o inseticida ndo causou repeléncia.

Teste topico agudo

A DL50 de fipronil para A. mellifera foi de 0,3096 ng i.a./abelha enquanto para S.
bipunctata foi de 0,0938 ng i.a./abelha (Tabela 2). Nas curvas de dose-resposta observa-
se os valores aproximados das doses que causam 50% de mortalidade das abelhas testadas
em exposicao topica (Fig. 4 e 5). Nao houve diferenga entre o controle e o controle-

solvente (P > 0,05).

Tabela 2 Valores de DL50 de fipronil encontrados para abelhas forrageiras de A.

mellifera e S. bipunctata em 72 horas

DL50 (I.C. 95%)
ng i.a./abelha

A. mellifera 210 [ 0,3096 (0,2410 - 0,3782) | 2,045 0,5632
S. bipunctata 210 [ 0,0938 (0,0664 - 0,1212)| 5,155 0,1608

Inseticida Espécies N

Fipronil
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274  Fig. 4 Toxicidade topica aguda de fipronil em 72 horas para forrageiras de 4. mellifera
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Comportamentos observados

No teste oral agudo de fipronil para S. bipunctata na concentragdo de 0,016 ng
i.a./uL de dieta em 48 horas foram observados os seguintes comportamentos: tremores e
permanéncia em decubito dorsal. No teste topico agudo nas doses mais altas de fipronil
para A. mellifera (1,60 e 0,80 ng i.a./abelha) em 24 horas também foram observados os

comportamentos acima descritos.

DISCUSSAO

Considerando as concentragdes e doses que matam 50% dos individuos (CL50 de
fipronil para 4. mellifera: 0,0204 ng i.a./uL de dieta; S. bipunctata: 0,0031 ng i.a./uL de
dieta e DL50 de fipronil para A. mellifera: 0,3096 ng i.a./abelha; S. bipunctata: 0,0938 ng
1.a./abelha) € possivel notar que o valor utilizado em campo de fipronil para soja (40g
p.c./100L ou 32gi.a./100L de calda) ¢ consideravelmente maior que as respectivas CL50
E DL50. Em uma exposi¢do oral o valor utilizado em campo de fipronil para sojaé
aproximadamente 16.000x maior que a CL50 de 4. mellifera e 100.000x maior que a de
S. bipunctata. Em uma exposi¢ao topica esse valor ¢ aproximadamente 1.000x maior que
a DL50 de A. mellifera e 3.500x maior que a DL50 de S. bipunctata. Pode-se verificar
que a quantidade de fipronil utilizada em campo para soja no Brasil ¢ altamente toxica
para as abelhas exdticas e nativas,

Cabe ressaltar que, os valores encontrados de toxicidade aguda para individuos de
S. bipunctata foram menores que o da espécie exdtica, indicando que essa espécie nativa

¢ mais suscetivel que A. mellifera. Outros estudos realizados com Melipona scutellaris
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(Lourengo et al., 2012), Scaptotrigona postica (Jacob et al., 2013) e Partamona helleri
(Farder-Gomes et al., 2021) também evidenciaram que as espécies nativas possuem
menos tolerancia ao inseticida fipronil do que A. mellifera.

Os sintomas de intoxicagdo detectados neste estudo (tremores e permanéncia em
decubito dorsal) também foram constatados por Colin e colaboradores (2004). Os autores
verificaram em um estadgio subagudo (ou seja, sem mortalidade, mas com sinais de
deficiéncia) efeitos na atividade motora (convulsdes e paralisia) para A. mellifera
expostas ao fipronil. Esse tipo de comportamento leva a incapacidade das operarias de
realizarem as tarefas de forrageamento.

Outro ponto em comum das espécies de abelhas estudadas neste estudo com M.
scuttelaris (Lourengo et al. 2012) ¢ P. helleri (Farder-Gomes et al. 2021) foi a auséncia
de repeléncia a alimenta¢do com fipronil. Essas respostas indicam que a consequéncia da
exposic¢do do fipronil na colonia pode ser intenso, uma vez que as abelhas ndo evitam os
alimentos contaminados e ainda podem dispersa-los por trofalaxia para outros individuos
da colonia. No presente estudo, o unico recurso alimentar fornecido as abelhas foi a dieta
com inseticida, na natureza as abelhas obtém recursos em flores de diversas espécies e
poderiam ter outras opg¢des de alimentacdo sem inseticida. Entretanto, Kessler e
colaboradores (2015) avaliaram individuos de Bombus terrestris € A. mellifera e as
abelhas apresentaram preferéncia por alimentos com inseticidas neonicotinoides,
sugerindo que mesmo com mais recursos nao evitariam a alimentagao com inseticida.

Decourtye e colaboradores (2005) avaliaram a exposicdo oral aguda do
ingrediente ativo de fipronil (98,5% de pureza) para A. mellifera europeia e encontraram
a DL50 de 6 ng/abelha (33uL/abelha/dia) em 48 horas. No presente estudo encontramos

uma CL50 de 0,0204 ng i.a./uL de dieta para 4. mellifera africanizada em 72 horas. Pode-
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se inferir que a formulagdo comercial desse produto quimico seja mais nociva a essas
abelhas do que o ingrediente ativo, devido a um menor valor encontrado que causa efeitos
de toxicidade aguda (Pereira et al., 2009; Nagy et al., 2020). Outro cenario que pode-se
deduzir ¢ que as abelhas meliferas africanizadas sdo mais suscetiveis ao fipronil do que
as abelhas meliferas europeias. Situagdo andloga foi relatada para outro inseticida, o
ciflutrina, que foi trés vezes mais toxico para as abelhas africanizadas do que para as
europeias (Elzen et al., 2003).

Outro estudo avaliou a toxicidade aguda (via topica e oral) do ingrediente ativo
de fipronil (95% de pureza) para operarias recém-emergidas de A. mellifera africanizada
(Roat et al., 2013). A CL50 e a DL50 encontradas em 24 horas (1,27 ng i.a./uL de dieta
e 1,06 ng i.a./abelha) foram maiores comparadas com a CL50 e a DL50 de forrageiras de
A. mellifera africanizada em 72 horas (0,0204 ng i.a./uL de dieta 0,3096 ng i.a./abelha)
verificadas na presente pesquisa. Este resultado indica que as abelhas forrageiras sdo mais
suscetiveis que as recém-emergidas, e esta resposta pode estar associada a alteragdao do
metabolismo relacionada com a idade (Rinkevich et al., 2015). Outra possibilidade para
explicar esta diferenca de resposta ao produto seria que a féormula comercial ¢ mais toxica
que o ingrediente ativo, corroborando que os inertes podem potencializar a toxicidade dos
produtos quimicos (Pereira et al.,, 2009). Em uma revisdo sistemdatica Nagy e
colaboradores (2020) demonstraram que em 67% dos trabalhos analisados a formulagao
comercial foi mais toxica que o ingrediente ativo.

Estudos de toxicidade aguda com abelhas nativas foram realizados mediante
exposicdo do ingrediente ativo de fipronil (95% de pureza) para forrageiras de M.
scutellaris em 48 horas (Lourengo et al., 2012) e para recém-emergidas de S. postica em

24 horas (Jacob et al., 2013). Outro estudo com a formula comercial Tuit® Florestal (80%
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de pureza) avaliou a CL50 em 24 horas para operarias de P. helleri (Farder-Gomes et al.,
2021). Os valores encontrados de CL50 e DL50 para M. scutellaris (0,011ng i.a./uL de
dieta e 0,41 ng i.a./abelha) e para S. postica (0,24 ng i.a./uL de dieta e 0,54ng i.a./abelha)
e a CL50 para P. helleri (0,28 ng i.a./uL) foram maiores que os registrados no presente
estudo para S. bipunctata. Analisando as quatro espécies de abelhas nativas verifica-se
que S. bipunctata ¢ a mais suscetivel para o fipronil em exposicdo oral aguda que as
demais espécies (CL50 de S. bipunctata em 72 horas: 0,0031 ng i.a./uL de dieta).
Comparando os produtos quimicos avaliados para P. helleri e S. bipunctata pode-se
inferir que o Nortox® 800WG ¢ mais toxico que o Tuit® Florestal para as abelhas.

E notoéria a diferenca de susceptibilidade entre as espécies de abelhas diante da
exposi¢ao a um mesmo inseticida. Nota-se também que a resposta esta atrelada ao estagio
de vida testado bem como ao tipo de produto, se em féormula comercial ou em ingrediente
ativo isolado. E relevante ressaltar que os testes toxicologicos podem variar entre
laboratorios, por isso a importancia de seguir protocolos que padronizam os métodos de
analise, a fim de minimizar as variaveis aleatérias (Lemke, 1981).

Evidenciada a toxicidade aguda do fipronil para abelhas, o presente estudo reforga
que a espécie de abelha nativa ¢ mais suscetivel que a abelha doméstica exotica. Esta
conclusdao soma-se a outros estudos reiterando que abelhas nativas devem ser prioritarias
em avaliacdes de risco de agrotdxicos no Brasil, devido sua alta susceptibilidade a esses
produtos. Por fim, tendo em vista o uso de formulagdes comerciais altamente toxicas com
fipronil na agricultura brasileira, faz-se necessaria a avaliacdo sobre a sua utilizacao,
considerando-se o risco de exposicdo a abelhas e em favor da conservacdo dos

polinizadores.

21



376

377

378

379

380

381

382

383

AGRADECIMENTOS

Agradecemos ao Msc. Aroni Sattler da Faculdade de Agronomia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul pela coleta e manejo das colonias de A. mellifera, a Msc.
Jenifer Dias Ramos e a Msc. Nicole Luize Garcia da Silva do Laboratério de Entomologia
da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul pelo auxilio no preparo de
solugdes utilizados nos experimentos e a Isabelle Wrague pelo apoio na realizagdo dos

testes.

22



384 REFERENCIAS

385 Allen-Wardell, G., Bernhardt, P., Bitner, R., Burquez, A., Buchmann, S., Cane, J., Walker,
386 S. (1998). The potential consequences of pollinator declines on the conservation of
387 biodiversity and stability of food crop yields. Conservation biology, 8-17.

388 BPBES. (2019). Relatério tematico sobre Poliniza¢do, Polinizadores e Produgdo de
389 Alimentos no Brasil. Wolowski, M., et al. (Org.). 1* edigdo, Sao Carlos, SP: Editora
390 Cubo. 184 paginas. http://doi.org/10.4322/978-85-60064-83-0.

391 Brittain, C., Potts, S. G. (2011). The potential impacts of insecticides on the life-history traits
392 of bees and the consequences for pollination. Basic and Applied Ecology, 12(4), 321-
393 331.

394 Camargo, J. M. F., Pedro, S. R. M. (2013). Meliponini Lepeletier, 1836. In Moure, J. S.,
395 Urban, D., Melo, G. A. R. (Orgs). Catalogue of Bees (Hymenoptera, Apoidea) in the
396 Neotropical Region [online] www.moure.cria.org.br/catalogue (acesso em 08 abr.
397 2021).

398 Castilhos, D., Bergamo, G. C., Gramacho, K. P., Gongalves, L. S. (2019a) Bee colony losses
399 in Brazil: a 5-year online survey. Apidologie, 1-10.

400 Castilhos, D., Dombroski, J. L., Bergamo, G. C., Gramacho, K. P., Gongalves, L. S. (2019b).
401 Neonicotinoids and fipronil concentrations in honeybees associated with pesticide use
402 in Brazilian agricultural areas. Apidologie, 50(5), 657-668.

403 Celli, G., Maccagnani, B. (2003). Honey bees as bioindicators of environmental pollution.
404 Bulletin of Insectology, 56(1), 137-139.

405 Cole, L. M., Nicholson, R. A., Casida, J. E. (1993). Action of phenylpyrazole insecticides at
406 the GABA-gated chloride channel. Pesticide Biochemistry and Physiology, 46(1), 47-
407 54.

408 Colin, M. E., Bonmatin, J. M., Moineau, 1., Gaimon, C., Brun, S., Vermandere, J. P. (2004).
409 A method to quantify and analyze the foraging activity of honey bees: relevance to the
410 sublethal effects induced by systemic insecticides. Archives of environmental
411 contamination and toxicology, 47(3), 387-395.

412 De Groot, G. S., Aizen, M. A., Saez, A., Morales, C. L. (2021). Large-scale monoculture
413 reduces honey yield: the case of soybean expansion in Argentina. Agriculture,
414 Ecosystems & Environment, 306, 107203.

415 Decourtye, A., Devillers, J., Genecque, E., Le Menach, K., Budzinski, H., Cluzeau, S.,
416 Pham-Delegue, M. H. (2005). Comparative sublethal toxicity of nine pesticides on
417 olfactory learning performances of the honeybee Apis mellifera. Archives of
418 environmental contamination and toxicology, 48(2), 242-250.

419 Dively, G. P., Kamel, A. (2012). Insecticide residues in pollen and nectar of a cucurbit crop
420 and their potential exposure to pollinators. J. Agric. Food Chem. 60, 4449-4456.
421 https://doi.org/10.1021/jf205393x

422 Dorneles, A. L., de Souza Rosa-Fontana, A., Dos Santos, C. F., Blochtein, B. (2021). Larvae
423 of stingless bee Scaptotrigona bipunctata exposed to organophosphorus pesticide

424 develop into lighter, smaller and deformed adult workers. Environmental Pollution, 272,
425 116414. https://doi.org/10.1016/j.envpol.2020.116414.

23



426 Dos Santos, C. F., Otesbelgue, A., Blochtein, B. (2018). The dilemma of agricultural
427 pollination in Brazil: Beekeeping growth and insecticide use. PloS one, 13(7),
428 €0200286.

429 Elzen P. J., Elzen G. W., Rubink W. (2003). Comparative susceptibility of European and
430 African bee ecotypes to several insecticide classes. Southwestern Entomologist.
431 28(4):255-60.

432 Erickson, E. H. (1976). Bee pollination of soybeans. In Proceedings of the Sixth Soybean
433 Seed Research Conference.

434 Farder-Gomes, C. F., Fernandes, K. M., Bernardes, R. C., Bastos, D. S. S., Martins, G. F.,
435 Serrdo, J. E. (2021). Acute exposure to fipronil induces oxidative stress, apoptosis and
436 impairs epithelial homeostasis in the midgut of the stingless bee Partamona helleri
437 Friese (Hymenoptera: Apidae). Science of The Total Environment, 774, 145679.

438 FAO. (2009). FAO specifications and evaluations for agricultural pesticides. [online]
439 http://www.fao.org/fileadmin/templates/agphome/documents/Pests _Pesticides/JMPR/
440 Evaluation01/08 Fipronil.pdf (acesso em 03 abr. 2021).

441 Fearnside, P. M. (2001). Soybean cultivation as a threat to the environment in Brazil.
442 Environmental Conservation, 23-38.

443 Freitas, B. M., Imperatriz-Fonseca, V. L., Medina, L. M., Kleinert, A. D. M. P., Galetto, L.,
444 Nates-Parra, G., Quezada-Euan, J. J. G. (2009). Diversity, threats and conservation of
445 native bees in the Neotropics. Apidologie, 40(3), 332-346.

446 Gazzoni, D. L. (2017). Soja e abelhas. Brasilia, DF: Embrapa, 2017.

447 Heard, T. A. (1999). The role of stingless bees in crop pollination. Annual review of
448 entomology, 44(1), 183-206.

449 Holder, P. J., Jones, A., Tyler, C. R., Cresswell, J. E. (2018). Fipronil pesticide as a suspect
450 in historical mass mortalities of honeybees. Proceedings of the National Academy of
451 Sciences, 115(51), 13033-13038.

452 IPBES. (2016). Summary for policymakers of the assessment report of the
453 Intergovernmental Science-Policy Platform on Biodiversity and Ecosystem Services on
454 pollinators, pollination and food production. S.G. Potts, V. L. Imperatriz-Fonseca, H. T.
455 Ngo, J. C. Biesmeijer, T. D. Breeze, L. V., et al, (eds.). Secretariat of the
456 Intergovernmental Science-Policy Platform on Biodiversity and Ecosystem Services,
457 Bonn, Germany.

458 Jacob, C. R. O., Soares, H. M., Carvalho, S. M., Nocelli, R. C. F., Malaspina, O. (2013).
459 Acute toxicity of fipronil to the stingless bee Scaptotrigona postica Latreille. Bulletin
460 of Environmental Contamination and Toxicology, 90(1), 69-72.

461 Johnson, R.M. (2015). Honey bee toxicology. Ann. Rev. Entomol. 60, 415-434.
462 https://doi.org/10.1146/annurev-ento-011613-162005.

463 Kathage, J., Castaiera, P., Alonso-Prados, J. L., Gomez-Barbero, M., Rodriguez-Cerezo, E.
464 (2018). The impact of restrictions on neonicotinoid and fipronil insecticides on pest
465 management in maize, oilseed rape and sunflower in eight European Union regions. Pest
466 management science, 74(1), 88-99.

24



467 Kessler, S. C., Tiedeken, E. J., Simcock, K. L., Derveau, S., Mitchell, J., Softley, S., &
468 Wright, G. A. (2015). Bees prefer foods containing neonicotinoid pesticides. Nature,
469 521(7550), 74-76.

470 Klein, A. M., Vaissiere, B. E., Cane, J. H., Steffan-Dewenter, 1., Cunningham, S. A.,
471 Kremen, C., Tscharntke, T. (2007). Importance of pollinators in changing landscapes

472 for world crops. Proceedings of the royal society B: biological sciences, 274(1608), 303-
473 313.

474 Krupke, C. H., Hunt, G. J., Eitzer, B. D., Andino, G., Given, K. (2012). Multiple routes of

475 pesticide exposure for honey bees living near agricultural fields. PLoS one, 7(1),
476 €29268.

477 Lemke, A. E. (1981). Interlaboratory comparison: Acute testing set. US Environmental
478 Protection Agency, Research and Development, Environmental Research Laboratory.

479 Li, X., Ma, W, Li, H., Zhang, Q., Ma, Z. (2020). Determination of residual fipronil and its
480 metabolites in food samples: A review. Trends in Food Science & Technology, 97, 185-
481 195.

482 Lima, M., da Silva Junior, C. A., Rausch, L., Gibbs, H. K., Johann, J. A. (2019).
483 Demystifying sustainable soy in Brazil. Land Use Policy, 82, 349-352.

484 Long, E. Y., Krupke, C. H. (2016). Non-cultivated plants present a season-long route of
485 pesticide exposure for honey bees. Nature communications, 7(1), 1-12.

486 Lourengo, C. T., Carvalho, S. M., Malaspina, O., Nocelli, R. C. F. (2012). Oral toxicity of
487 fipronil insecticide against the stingless bee Melipona scutellaris (Latreille, 1811).
488 Bulletin of environmental contamination and toxicology, 89(4), 921-924.

489 Malaspina, O., Souza, T. F., Zacarin, E. C. M. S., Cruz, A. S., Jesus, D. (2008). Efeitos
490 provocados por agrotoxicos em abelhas no Brasil. VIII Encontro Sobre Abelhas.
491 Resumos. Ribeirdao Preto: FUNPEC, 41-48.

492 MAPA (2021). Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. AGROFIT: Sistemas
493 de Agrotoxicos Fitossanitarios. [online]

494 http://extranet.agricultura.gov.br/agrofit cons/principal agrofit cons (acesso em 12
495 abr. 2021).

496 Marshman, J., Blay-Palmer, A., Landman, K. (2019). Anthropocene crisis: climate change,
497 pollinators, and food security. Environments, 6(2), 22.

498 Martinelli, L. A., Batistella, M., Silva, R. F. B. D., Moran, E. (2017). Soy expansion and
499 socioeconomic development in municipalities of Brazil. Land, 6(3), 62.

500 Mullin, C.A., Frazier, M., Frazier, J.L., Ashcraft, S., Simonds, R., vanEngelsdorp, D., Pettis,
501 J.S. (2010). High levels of miticides and agrochemicals in North American apiaries:
502 Implications for honey bee health. PloS One 5, €9754.
503 https://doi.org/10.1371/journal.pone.0009754

504 Nagy, K., Duca, R. C., Lovas, S., Creta, M., Scheepers, P. T., Godderis, L., Adam, B. (2020).
505 Systematic review of comparative studies assessing the toxicity of pesticide active
506 ingredients and their product formulations. Environmental research, 181, 108926.

507 Nogueira Neto, P. (1953). Criagao de abelhas indigenas sem ferrdo (Meliponinae).

25



508 OECD (1998a) Organisation for Economic Co-operation and Development. Guidelines for

509 the testing of chemicals: Honeybees, acute oral toxicity test. Environmental health
510 safety division, organisation for economic co-operation and development - Number 213.
511 Paris, France.

512 OECD (1998b) Organisation for Economic Co-Operation and Development. Guidelines for
513 the testing of chemicals: Honeybees, acute contact toxicity test. Environmental health
514 safety division, organisation for economic co-operation and development - Number 214.
515 Paris, France.

516 Oliveira, R.C., Queiroz, S.C.N, Luz, C.F.P., Porto, R.S., Rath, S. (2016). Bee pollen as a
517 bioindicator of environmental pesticide contamination. Chemosphere 163, 525-534.
518 http://dx.doi.org/10.1016/j.chemosphere.2016.08.022

519 Pedro, S. R. (2014). The stingless bee fauna in Brazil (Hymenoptera: Apidae). Sociobiology,
520 61(4), 348-354.

521 Pereira, J. L., Antunes, S. C., Castro, B. B., Marques, C. R., Gongalves, A. M., Gongalves,
522 F., Pereira, R. (2009). Toxicity evaluation of three pesticides on non-target aquatic and

523 soil organisms: commercial formulation versus active ingredient. Ecotoxicology, 18(4),
524 455-463.

525 Pires, C. S. S., Maués, M. M. (2020). Insect Pollinators, Major Threats and Mitigation
526 Measures.

527 Pires, C.S. S., Perei’ra, F.D. M., Lopes, M. T. D. R., Nocelli, R. C. F., Malaspina, O., Pettis,
528 J. S., Teixeira, E. W. (2016). Enfraquecimento e perda de colonias de abelhas no Brasil:
529 ha casos de CCD?. Pesquisa Agropecudria Brasileira, 51(5), 422-442.

530 Pires, C. S. S., Torezani, K. D. S., Cham, K. O., Viana-Silva, F. E. C., Borges, L. O., Tonelli,
531 C. A. M., Cione, A. P. (2018). Selecao de espécies de abelhas nativas para avaliagdo de
532 risco de agrotoxicos. Brasilia: Ibama.

533 Potts, S. G., Biesmeijer, J. C., Kremen, C., Neumann, P., Schweiger, O., Kunin, W. E.
534 (2010). Global pollinator declines: trends, impacts and drivers. Trends in ecology &
535 evolution, 25(6), 345-353.

536 Qi, S., Niu, X., Wang, D.H., Wang, C., Zhu, L., Xue, X., Zhang, Z., Wu, L. (2020).
537 Flumethrin at sublethal concentrations induces stresses in adult honey bees (A4pis
538 mellifera L.). Sci. Total Environ. 700, 134500.
539 https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2019.134500.

540 Ramirez, V. M., Ayala, R., Gonzalez, H. D. (2018). Crop pollination by stingless bees. In
541 Pot-pollen in stingless bee melittology (pp. 139-153). Springer, Cham.

542 Rinkevich, F. D., Margotta, J. W., Pittman, J. M., Danka, R. G., Tarver, M. R., Ottea, J. A.,
543 Healy, K. B. (2015). Genetics, synergists, and age affect insecticide sensitivity of the
544 honey bee, Apis mellifera. PLoS One, 10(10), ¢0139841.

545 Roat, T. C., Carvalho, S. M., Nocelli, R. C., Silva-Zacarin, E. C., Palma, M. S., Malaspina,
546 O. (2013). Effects of sublethal dose of fipronil on neuron metabolic activity of

547 Africanized honeybees. Archives of environmental contamination and toxicology,
548 64(3), 456-466.

549 Ruttner, F. (2013). Biogeography and taxonomy of honeybees. Springer Science & Business
550 Media.

26



551 Sanchez-Bayo, F. Wyckhuys, K. A. G. (2019). Worldwide decline of the entomofauna: A
552 review of its drivers. Biol. Conserv. 232, 8-27.
553 https://doi.org/10.1016/j.biocon.2019.01.020.

554 Simon-Delso, N., Amaral-Rogers, V., Belzunces, L. P., Bonmatin, J. M., Chagnon, M.,
555 Downs, C., Wiemers, M. (2015). Systemic insecticides (neonicotinoids and fipronil):
556 trends, uses, mode of action and metabolites. Environmental Science and Pollution
557 Research, 22(1), 5-34.

558 St. Clair, A. L., Zhang, G., Dolezal, A. G., O’Neal, M. E., Toth, A. L. (2020). Diversified
559 farming in a monoculture landscape: Effects on honey bee health and wild bee
560 communities. Environmental entomology, 49(3), 753-764.

561 USDA (2021). Oilseeds: World Markets and Trade. United States Department of
562 Agriculture. Foreign Agricultural Service [online]
563 https://downloads.usda.library.cornell.edu/usda-

564 esmis/files/tx31qh68h/hq37wg66q/q237jm44p/oilseeds.pdf (acesso em 08 abr. 2021)

565 Venturieri, G.C., Alves D.A., Villas-Boas J.K., Carvalho C.A., Menezes C., Neto A.V.

566 (2011). Meliponicultura no Brasil: Situacao atual e perspectivas futuras para o uso na
567 polinizagdo, In: Imperatriz-Fonseca VL, Canhos DAL, Saraiva AM, Polinizadores no
568 Brasil: contribuigdo e perspectivas para a biodiversidade, uso sustentavel, conservacao

569 e servicos ambientais. Sdo Paulo: EDUSP; 2011. pp. 227-255

570 Watanabe, M. E. (2014). Pollinators at Risk: Human activities threaten key species.
571 BioScience, 64(1), 5-10.

27



