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RESUMO

EFEITOS DO HERBICIDA GLIFOSATO NO COMPORTAMENTO DA ESPECIE DE
ABELHA Tetragonisca angustula (LATREILLE, 1811)

As abelhas sociais sem ferrdo (Hymenoptera: Apidae: Meliponini) s&o
importantes polinizadoras da flora nativa, bem como de espécies de interesse
econdmico. No entanto, alguns fatores vém afetando a sobrevivéncia desses insetos,
como o uso indiscriminado de agrotoxicos. O objetivo do estudo foi avaliar a toxicidade
oral do herbicida glifosato em Tetragonisca angustula. Para a realizagdo desta
pesquisa foi seguido o protocolo numero 213 da Organization for Economic
Cooperation and Development (OECD). Foram aplicados trés tratamentos, com as
concentragdes: 0 pl/mL(T1); 19,75 pyl/mL (T2); 39,5 yl/mL (T3) e 79 pl/mL (T4). A
mortalidade e subletalidade das abelhas foi avaliada a uma, seis, 12, 24, 48, 72 e 96
horas apds a exposicdo com o estressor, sendo observadas as variagdes
comportamentais durante as avaliagées. Os dados foram submetidos a analise estatistica
no software R Core Team, sendo geradas curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier que
comparadas pelo teste de Logrank, analise de dose-resposta para estimar a
concentragao letal mediana (CLso) do herbicida. As taxas de mortalidade das abelhas
expostas ao glifosato foram: 75% (T4); 50% (T3); 13,8% (T2) e 0% (T1). O teste de
Logrank apresentou significancia entre as curvas de sobrevivéncia (p<0,01), indicando
que houve diferenca estatistica entre as concentragdes testadas. A CLso do glifosato
(42,57 + 4,40 ul/mL) foi semelhante a maior dosagem de campo recomendada (39,5
ul/mL). As abelhas apresentaram altera¢gdes no comportamento, a partir da primeira
hora de avaliagdo. Os resultados desta pesquisa certificam que o glifosato em
formulacdo comercial pode comprometer a sobrevivéncia de individuos de T.
angustula nas dosagens recomendadas pelo fabricante, bem como promover
alteragdes comportamentais, indicando possiveis efeitos subletais que ainda
requerem investiga¢cdes mais detalhadas.

Palavras-chave: Jatai, toxicologia, agrotoxico, saude das abelhas.



ABSTRACT

EFFECTS OF THE HERBICIDE GLYPHOSATE ON THE BEHAVIOR OF THE
STINGLESS BEE Tetragonisca angustula (LATREILLE, 1811)

The stingless bees (Hymenoptera: Apidae: Meliponini) are important pollinators of
native flora, as well as species of economic interest. However, some factors have been
affecting the survival of these insects, such as the indiscriminate use of pesticides. The
objective of the study was to evaluate the oral toxicity of the herbicide glyphosate in
Tetragonisca angustula. To carry out this research, protocol number 213 of the
Organization for Economic Cooperation and Development (OECD) was followed.
Three treatments were applied, with concentrations: 0 pl/mL(T1); 19.75 pl/mL (T2);
39.5 pl/mL (T3) and 79 yl/mL (T4). The mortality and sub-lethality of the bees was
evaluated at one, six, 12, 24, 48, 72 and 96 hours after exposure to the stressor,
observing behavioral variations during the evaluations. The data were submitted to
statistical analysis in the R Core Team software, generating Kaplan-Meier survival
curves that were compared using the Logrank test, dose-response analysis to estimate
the median lethal concentration (LCso) of the herbicide. The mortality rates of bees
exposed to glyphosate were: 75% (T4); 50% (T3); 13.8% (T2) and 0% (T1). The
Logrank test showed significance between the survival curves (p<0.01), indicating that
there was a statistical difference between the tested concentrations. The glyphosate
LCso (42.57 + 4.40 ul/mL) was similar to the highest recommended field dosage (39.5
ul/mL). The bees showed changes in behavior from the first hour of evaluation. The
results of this research certify that glyphosate in a commercial formulation can
compromise the survival of T. angustula individuals at the dosages recommended by
the manufacturer, as well as promote behavioral changes, indicating possible sublethal
effects that still require more detailed investigations.

Keywords: Jatai, toxicology, pesticide, bee health.
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INTRODUCAO

As abelhas sociais sem ferrdo (ASF) (Hymenoptera: Apidae: Meliponini) sdo
conhecidas por apresentarem ferrdo atrofiado, desenvolvendo assim outros
mecanismos para a sua defesa, na prote¢cdo da sua coldénia (SHACKLETON et al.,
2015; OLIVEIRA et al., 2012). Apresentam habito social, ou seja, convivem em
coloénias que dispdem de uma subdivisdo de trabalho, conforme as suas castas
(CONAMA, 2020; LUNA-LUCENA et al., 2019).

De modo geral, o grupo das abelhas sem ferrdo € constituido pelas tribos
Meliponini e Apini, sendo na tribo Meliponini que esta a espécie Tetragonisca angustula
(Latreille, 1811), conhecida popularmente por jatai (CAMARGO; PEDRO, 2013;
MOURE, 2012). Trata-se de uma espécie de facil manejo, com habitos de nidificagao
em diferentes lugares, desde cavidades em arvores, buracos em muros, ou qualquer
objeto que se encontra abandonado (MONTEIRO et al., 2022; WITTER; BLOCHTEIN,
2009).Além de produzir mel e prépolis passiveis de serem comercializados, essas
abelhas sdo importantes polinizadores, tanto de espécies de interesse econémico,
quanto de interesse ambiental (KERR, 1997).

A polinizag&o consiste em um processo ecoldgico de relevancia na perpetuagao
e manutengdo das espécies vegetais, como na producdo de sementes e frutos
(JUNIOR et al., 2021). Esse processo pode ser efetuado através da autopolinizagao
de forma direta, sem precisar de polinizadores ou pela polinizagcéo cruzada, pela troca
de podlen dos orgaos femininos e masculinos das flores, com a presenga de
polinizadores (componentes abiéticos ou bidticos) (PAIXAO et al., 2021).

As abelhas sao polinizadoras de maior relevancia. Com o comportamento de
visitar flores para a coleta de pdlen e néctar para seu consumo, realizam
consequentemente o transporte de polen nas culturas (SOUZA et al., 2007). Segundo
Kerr (1997), os meliponineos (ASF) apresentam destaque na producdo de podlen e
mel, na composi¢éo de produtos medicinais. Além disso, apresentam grande potencial
na polinizagdo de plantas nativas, abrangendo até 90% das espécies da Mata
Atléntica e Amazoénia.

Apesar da importancia estratégia das abelhas para a produgado agricola e
preservacao ambiental, muito estressores provenientes das atividades humanas vem
comprometendo as suas populagdes em diferentes biomas brasileiros.

Schuwart et al. (2019) constataram que o Brasil corresponde um dos paises que
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mais utilizam defensivos agricolas no controlede pragas e doengas na agricultura,
como resultado da sua expansé&o agricola. O uso indiscriminado de agrotoxicos na
agricultura afetam diretamente as abelhas, por meio de intoxica¢gdées que podem afetar
o comportamento, fisiologia, alterar suas habilidades motoras, prejudicando, assim o
servigco de polinizagao realizado, como sendo capaz de levar esses individuos a morte
(JACOB et al. 2019; FAITA et al., 2018).

Um levantamento das perdas de colénias de abelhas no Brasil observaram que
mais de 19 mil colénias de abelhas foram perdidas, sendo as espécies mais afetadas
a Apis mellifera e T. angustula (Castilhos et al., 2019). Para esses autores a principal
suspeita da perda das abelhas sédo o uso de pesticidas na agricultura, no controle de
doengas e pragas, como de plantas daninhas, sendo o fipronil o pesticida mais
mencionado, seguido dos inseticidas neonicotinoides, clotianidina e tiametoxam
aplicados em lavouras com laranjais e cana-de-agucar situadas no estado de S&o
Paulo (CERQUEIRA, 2017; DELLAMATRICE et al., 2014).

As abelhas podem ser expostas aos herbicidas por diversas formas, pela
exposicao tépica (aguda ou crénica) no momento em que ocorre a aplicagdo do
herbicida em areas de cultivos, como também pela ingestdo do produto, sendo
encontrado no néctar e pdlen das plantas que elas visitam e transportam, podendo
manter-se no interior das colénias por um estipulado tempo (PRADO, 2022;
SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2014). Entre os produtos quimicos mais utilizados na
agricultura, encontra-se o glifosato (GLY), como ingrediente ativo mais comercializado
no Brasil, com um total de 173 mil toneladas comercializados em 2017 (ANVISA,
2018).

Quando utilizado nas doses recomendadas, o GLY controla as ervas daninhas
que chegam a competir com as culturas alimentares (HERBERT et al., 2014). A agéo
desse herbicida € destinado apenas a plantas, fungos e microrganismos (DUKE et al.,
1989), no entanto estudos abordam a toxicidade desse produto e os efeitos que podem
geraraos polinizadores, pelo fato de diminuir os recursos, causando prejuizo ao
ecossistema ambiental (BALBUENA et al., 2015).

Nesse contexto, dada a relevancia do processo de polinizagdo para a
producdo agricola e sua relagdo com o uso de herbicidas, o objetivo desse estudo &
avaliar a toxicidade e os efeitos do herbicida glifosato na espécie de abelha T.

Angustula, assim como compreender as possiveis alteragdes no seu comportamento.
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2 JUSTIFICATIVA

A compreensdo da toxicidade de herbicidas para as abelhas Tetragonisca
angustula é de grande importancia para conduzir diretrizes no controle de seu uso,
associadas a conservacido desses insetos polinizadores, reduzir ou amenizar
eventuais efeitos negativos na saude das abelhas. Nesse contexto, esse estudo
abordou os possiveis efeitos toxicos do herbicida glifosato em T. angustula por
alimento contaminado.

O Brasil, possui grande biodiversidade de espécies de abelhas. Destaca-se
como o pais com a maior diversidade de ocorréncia de espécies de abelhas sem
ferrdo do mundo (CAMARGO; PEDRO, 2013). Em todo o planeta, as abelhas
desempenham um papel fundamental no meio ambiente, realizando a polinizagao da
maioria das espécies vegetais tanto em ecossistemas naturais quanto em culturas
agricolas, o que impacta positivamente na produgédo de frutos e manutengdo dos
ecossistemas (NICHOLLS; ALTIERI, 2013).

Contudo, a utilizagdo excessiva representa grave ameaga as abelhas sem
ferrdo (TOLEDO-HERNANDEZ et al., 2022). Estudos cientificos tém demonstrado
diversos efeitos toxicos de diferentes pesticidas em diversas espécies de abelhas sem
ferrdo, comprovando o risco que esses estressores representam para as abelhas
(MOTTA et al., 2020; NOCELLI et al., 2019; SEIDE et al., 2018; HERBERT et al.,
2014).

No Brasil, existem mais de trés mil formulagcdes de produtos fitossanitarios
registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Entre
2017 e 2022, foram liberadas 1.532 novas formulagdées comerciais (MAPA, 2022). Dos
mais de trés mil produtos registrados no MAPA, 29% deles sao da classe herbicida, a
qual pertence o glifosato, o ingrediente ativo mais comercializado no Brasil, com mais
de 246 mil toneladas comercializadas em 2020 (IBAMA, 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do herbicida glifosato no
comportamento e sobrevivéncia da espécie de abelha Tetragonisca angustula
(Latreille,1811) pela via de exposi¢ao ingestdo de alimento contaminado, de forma a

obter informacgdes sobre a toxicologia.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar a quantidade de abelhas Tetragonisca angustula (Latreille,1811) mortas e
sobreviventes apos a ingestao do alimento contaminado com glifosato.
. Avaliar os efeitos no comportamento das abelhas apds a ingestao do glifosato.
3 Estimar a Concentragcédo Letal Mediana (CLso) da formulagdo comercial do

glifosato para a espécie de abelha estudada.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Importancia das abelhas sem ferrao na agricultura

No Brasil, existe uma diversidade de espécies com potencial de polinizar
espécies cultivadas, sendo a sua maioria insetos (KLEIN et al., 2020). As abelhas estao
entre a maior classe de polinizadores e visitantes florais, associados a produgao
agricola, otimizando a produgdo dos frutos e sementes, sendo essencial para a
manutengao da diversidade vegetal e equilibrio de ecossistemas (VIEIRA et al., 2021;
BPBES/REBIPP et al., 2019).

As abelhas sociais sem ferrao (ASF) apresentam potencial para polinizar
variadas culturas de interesse econémico (CHAM et al., 2019), como exemplo, tomateiro
(VINICIUS-SILVA et al., 2017), agaizeiro (VENTURIERI, 2008), berinjela, pimentao
verde, pimenta vermelha e cupuacu (VENTURIERI et al. 2012), além de magieira
(VIANA et al., 2014), do pepino (NICODEMO et al., 2013) e do morangueiro (SILVA et
al., 2020).

De acordo com Malagodi (2022), a abelha Tetragonisca angustula se destaca
como um dos principais polinizadores da cultura do morango, principalmente em
cultivos em estufa. As col6nias de ASF sdo transportaveis nos meliponarios, que
corresponde ao local de criagao destas abelhas, podendo ser levadas para cultivos,
como em estufas, assegurando o servigo desses polinizadores (BAPTISTA et al.,
2018).

A meliponicultura corresponde a uma atividade que tem como principio a criagao
de ASF, obtendo-se ao mesmo tempo variados produtos e subprodutos a exemplo do
mel, geopropolis, a cera, propolis, cerume, polen , como também a comercializagao de
colénias (CONAMA, 2020; FERREIRA et al., 2017; WITTER; NUNES-SILVA, 2014;
VENTURIERI, 2008; NOGUEIRA-NETO, 1997).

A medida que a meliponicultura cresce no Brasil, cada vez mais aumenta &
procura por colénias e o meliponicultor pode ter o seu trabalho voltado para a produgao
dessas colbnias (multiplicagao) para a venda, como pode também oferecer servigos de
polinizagdo agricola (SANTOS et al., 2021). No Brasil existe uma regulamentacéo
para a criagao de meliponineos, além da aplicacdo educacional, dispde a utilizacdo dos
seus produtos para comercializacdo (mel e pdlen), bem como para o servigo de
polinizacdo ofertado pelo aluguel ou venda das colénias (SANTOS et al.,, 2021;
CONAMA, 2020).
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Considerando a importancia das ASF, algumas pesquisas apontam o declinio da
populacao de meliponineos, associando ao mesmo tempo a diferentes estressoresque
podem comprometer sua sobrevivéncia. Entre os quais, se encontram acido de
patdgenos e parasitos, alteragdes no clima, o desmatamento, a disputa por recursos
e 0 uso de pesticidas (TOLEDO-HERNANDEZ et al., 2022; GUIMARAES et al., 2020).

4.2 Abelha sem ferrao: Tetragonisca angustula

Tetragonisca angustula € conhecida popularmente como “atai”, mosquito-
amarelo, abelha-ouro, maria-seca, trés-portas, mosquitinha-verdadeira, entre outros
(Moure, 2012). Esta abelha pertencente a familia Apidae Latreille (1802), subfamilia
Apinae e tribo Meliponini, tendo ampla distribuigdo natural no Brasil com ocorréncia em
20 estados (CAMARGO; PEDRO, 2013).

A jatai é considerada uma abelha de pequeno porte (4 a 5 mm), possui coloragao
dourada e habitos de nidificagdo em diversos lugares, desde buracos em muros,
pedras, como em troncos (ocos) de arvores, colunas em construgao, frestas em casas,
podendo se instalar até em ambientes degradados (Figura 1) (MOURE, 2012;
LORENZON et al., 2014; BERGAMASCHI, 2019).

Figura 1. Entrada do ninho de Tetragonisca angustula.

~

Fonte: Acervo Insecta (2022).
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As colbnias de meliponineos sado constituidas por uma rainha e diversas
operarias, que fazem o trabalho de coleta do néctar e pdlen para a alimentagado das
larvas na parte interior da colénia, como acumulam mel na colmeia para esta finalidade
(FLETCHER et al., 2020). O ninho da T. angustula contém 2.000 a 5.000 individuos e
as colénias quando fortes, podem atingir um nuamero de até 10.000 abelhas (VAN
VEEN; SOMMEIJER, 2000).

A estrutura do ninho é composta por disco de crias, ordenados horizontalmente
em camadas justapostas, com cerume ao seu redor para protecdo (CORTOPASSI-
LAURINO; NOGUEIRA-NETO, 2003). Enquanto na entrada do ninho desta espécie,
tem-se um tubo de cera ou cerume, com coloracdo na variagdo marrom-amarelado,
pequeno (3-4 cm) que é fechado durante a noite (Figura 1) (JONES et al., 2012;
GRUTERET et al., 2012).

Uma das caracteristicas dessa espécie é a vigilancia contra possiveis
predadores em frente ao ninho, sendo executado por guardas que flutuam e quando
identificam intrusos proximos, impedem que alcancem a entrada do ninho
(SHACKLETON et al., 2018). Dessa forma, a vigilancia realizada por essas abelhas
para combater predadores € essencial para a manutengao do grupo, além de auxiliar
na busca por predadores, contribui para a subsisténcia individual da espécie
(BEAUCHAMP, 2017).

O mel da T. angustula possui propriedades medicinais, sendo muito procurado
no mercado, principalmente pelo sabor acido e aroma especifico. (NOGUEIRA-NETO,
1997). Essa espécie produz também o propolis, polen e cera que apresentam uma
otima qualidade (MATTOS et al., 2014).

Tetragonisca angustula é apontada como uma das abelhas mais generalistas,
coletando em varias plantas seus recursos alimentares (BERGAMASCHI, 2019). Além
disso, apresenta potencial para contribuir com a produtividade do morango (MALAGODI,
2010); pimentdao (NASCIMENTO et al., 2012); acerola (OLIVEIRA, 2015); podendo
elevar a qualidade de sementes de cenoura (NASCIMENTO et al., 2012) e canola
(CAMARGO, 2017).

4.3 Glifosato e sua toxicidade em abelhas
O glifosato € um herbicida que faz parte do grupo quimico da glicina substituida,
com nome quimico [N-(fosfonometil)glicina], apresentando férmula molecular
C3HsNOsP e férmula estrutural (Figura 2) (ANVISA, 2022). E utilizado no controle de
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plantas daninhas perene e anuais, sendo o agroquimico mais utilizado no Brasil
(RIBRAS et al., 2022). Segundo a Agrofit (2021) no que se refere a classificacdo
ambiental, o glifosato é classificado como a classe Ill, um produto que traz riscos ao

meio ambiente.

Figura 2. Formula estrutural do herbicida glifosato [n-(fosfonometil)glicina].

O
g
MO | TOM
OH
N
H

Fonte: Anvisa (2022).

Embora o glifosato tenha sido considerado um herbicida com baixa toxicidade
para as abelhas sociais, ainda assim, alguns estudos demonstram que ele pode afetar
sua fisiologia e comportamento, quando expostos ao produto durante a pulverizagao
(FARINA et al., 2019; VAZQUEZ et al., 2020a; VAZQUEZ et al., 2020b). Além disso,
pode reduzir a diversidade floral que é essencial para coleta de alimento (néctar e
polen) por essas abelhas, mesmo utilizando esse produto em concentragdes e doses
prescritas pelo fabricante (BATTISTI et al., 2021).

O instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA), divulgou um documento que
seleciona espécies de abelhas nativas para analise de risco de pesticidas, na qual a
abelha sem ferrdo T. angustula ocupa o segundo lugar (Tabela 1) das espécies de
abelhas sociais sem ferrdo consideradas prioritarias para testes de avaliagcao de risco
de defensivos agricolas, com pontuagéo 24 (PIRES; TOREZANI, 2018).

Estudos avaliando indice incidéncia de defensivos agricolas em algumas
amostras de méis, constataram residuos do herbicida glifosato, com um maximo de
0,22 (ug/g"), em 38% de 40 amostras de diferentes regides do Brasil. Este resultado
indica que o glifosato pode estar relacionado com o desaparecimento de colénias de
abelhas, além de trazer riscos a saude humana, pelaingestdo destes produtos
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contaminados (SOUZA et al., 2020).

Foi verificado também em apiarios, a presenca do glifosato em outros produtos
das abelhas, como na cera, com menor frequéncia (26%), quando comparada ao polen
que atingiu um valor de 81,5% de amostras analisadas com residuos deste herbicida
(EL AGREBI et al., 2020).

Tabela 1. Espécies de abelhas sociais e solitarias prioritarias para analise de risco de pesticidas

Espécies Sociais Pontuacao Final
Trigona spinipes 28
Tetragonisca angustula 24
Nannotrigona testaceicornis 22
Melipona scutellaris 21
Melipona quadrifasciata 20

Fonte: Pires & Torezani (2018).

No geral, para compreender melhor a toxicidade do glifosato e as reagdes que
ocorrem nas abelhas, como de outros agroquimicos, € de extrema importancia a
realizacao de estudos na area. Além de avaliar possiveis impactos no ambiente, os
estudos em condigdes de laboratoério possibilita perceber riscos que podem se camuflar
em situagdes mais complexas (FARINA et al., 2019).

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Local do experimento
O experimento foi desenvolvido no Nucleo de Estudo dos Insetos (INSECTA) do
Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas (CCAAB) da Universidade
Federal do Recéncavo da Bahia (UFRB), em Cruz das Almas, em outubro de 2022.

5.2 Obtencgao das abelhas para o bioensaio
Para a realizacdo do teste de toxicidade foi submetida uma autorizagdo ao
Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade (SISBio), para coleta das
abelhas estudadas, autorizacdo concedida sob o numero 85006-1.
As abelhas operarias da colbnia de Tetragonisca angustula (Latreille,1811),
foram capturadas de colénias de criagao racional, instaladas em caixas modelo INPA
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(12x12cm), composta por fundo, ninho, sobreninho e tampa (Figura 2B). As abelhas
foram coletadas com um aparelho sugador (Figura 2A) na entrada da colénia e
colocadas em tubos de Falcon de 50 ml, posteriormente foram transportada ao
Laboratério de Criacdo e Comportamento dos Insetos do INSECTA/CCAAB/UFRB.

Figura 3. A- Coleta das abelhas com aparelho sugador. B- Caixas modelo INPA.

T

-
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Fonte: Acervo Insecta, 2022.

5.3 Preparativos para o experimento e delineamento experimental

No bioensaio foi aplicado o produto comercial Preciso xXK®, com ingrediente ativo
N-(phosphonomethyl)glycine (GLIFOSATO). Para a realizagdo do trabalho foi
considerada as concentragoes: 19,75 ul/mL ( metade da maior dose recomendada pelo
fabricante); 39,5 pl/mL (maior dose recomendada pelo fabricante) e 79 pl/mL (dobro
da maior dose recomendada pelo fabricante). O produto comercial foi avaliado por meio
da via de exposi¢gao por alimento contaminado (ingestdo). Para isso, utilizou-se o
método internacional preconizado pela OECD - Organization for Economic Cooperation
and Development (OECD 213, 1998), criado para Apis mellifera, com ajustes no que
diz respeito a anestesia das abelhas, sendo utilizado o resfriamento a -14°C por 1
minuto e 58 segundos de acordo com ensaios previamente realizados e no
fornecimento do alimento contaminado que se deu durante todo o experimento.

Foram testadas trés concentragdes do produto comercial no xarope na
proporgao 1:1 (agua e agucar cristal), sendo os tratamentos: T1 — controle (alimento

sem aplicagao do produto comercial); T2 — 19,75 pl/mL (metade da maior dosagem
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recomendada pelo fabricante); T3 —(maior dosagem recomendada pelo fabricante) e
T4 — 79 pl/mL (duas vezes a maior dosagem recomendada pelo fabricante). Foram
utilizadas trés repeticdes (gaiolas) por cada tratamento, com 10 abelhas distribuidas
nas gaiolas, totalizando em 120 abelhas. As gaiolas foram confeccionadas com potes
plasticos (500 ml), com uma abertura na tampa coberta por voil, para circulagcédo de ar
e duas aberturas laterais para o encaixe dos Eppendorf (Figura 4). O interior das gaiolas
foi lixado, para melhor aderéncia e facilitar o acesso das abelhas aos alimentadores.

Figura 4. Confecgao das gaiolas.

Fonte: Acervo Insecta, 2022.

5.4Instalacao do experimento e avaliagoes
As abelhas coletadas em campo foram anestesiadas por resfriamento em um
tubo tipo Falcon e levadas para o freezer a -14°C por 1 minuto e 58 segundos. Logo, em
seguida, as abelhas foram colocadas nas gaiolas e mantidas em camaras climatizadas

tipo BOD (demanda bioquimica de oxigénio), reguladas a 28 + 2°C e umidade relativa
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de 70 £ 10%, sem suprimento de agua e alimento por duas horas (Figura 5). Apds esse
periodo, os tratamentos foram instalados, por meio da insergcédo de dois tubos do tipo
Eppendorf um com alimento (xarope na propor¢ao 1:1), com adigdo do herbicida
glifosato nas concentragcbes estabelecidas para cada tratamento (19,75 pl/mL (T2);
39,5 pl/mL (T3) e 79 pl/mL (T4) e o outro somente com agua destilada. Os Eppendorf
possuiam uma abertura na ponta e algodao no seu interior para evitar que as abelhas
sejam afogadas. O alimento foi fornecido durante todo o periodo do experimento. No
tratamento controle nao sera ofertado o xarope (1:1) com adigao do herbicida.

Figura 5. A- Abelhas anestesiadas por resfriamento em um tubo
tipo falcon. B- Gaiola com o experimento ja instalado. C- Gaiolas
mantidas na BOD.

Fonte: Acervo Insecta, 2022.

As avaliagdes foram realizadas nos intervalos de tempo de uma, seis, 12, 24, 48,
72 e 96 horas ap0s a aplicagéo dos tratamentos, sendo registrado o numero de abelhas
vivas e mortas em cada periodo de avaliagao (Figura 6A), observado os efeitos
subletais: Paralisia (as abelhas ndo podem andar e apresentam apenas movimentos
muito fracos das pernas e antenas, com fraca resposta estimulacdo, como exemplo,
sopro ou luz, essas abelhas podem recuperar, mas geralmente morrem); Dificuldade de
Locomogéo (abelhas ainda em pé e ao tentarandar mostram sinais de redugao da
coordenagao, tremores e aumento do comportamento de auto- limpeza); Agitacéo
(abelhas voando no interior da gaiola ou se locomovendo rapido, respondendo ao

estimulo da luz); Desorientagdo (abelhas que nao apresentam dificuldades de
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locomogé&o, mas ndo seguem as abelhas que vao na diregao da luz, geralmente andam
em circulo); Prostracdo (abelhas com reagbes baixas ou retardadas a estimulagéo,
como exemplo, sopro do ar ou luz, ficando paradas sem movimento na gaiola) e
Agitacdo das Asas ( abelhas paradas com o abdémen erguido e batendo assas
rapidamente) (OECD 245, 2017). Foram consideradas mortas, aquelas abelhas que

nao respondiam ao estimulo com pincel de pelo fino.

Figura 6. A- Avaliagdo do experimento. B- Pesando os Eppendorf.
C- Repondo alimento nos Eppendorf.

Fonte: Acervo Insecta, 2022.

5.5Interpretacao dos dados

Para a realizacdo do experimento utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com quatro tratamentos e trés repeticdes. As analises foram
realizadas no software estatistico R Core Team® (2022). Os dados foram submetidos
a analise de sobrevivéncia utilizando o pacote Survival, assim gerando as curvas de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier para determinar a proporg¢ao de abelhas sobreviventes
em cada intervalo de tempo apds a aplicagao do Glifosato. Em seguida, foi realizado o
teste de Logrank para testar a hipétese nula de que as curvas de sobrevivéncia foram
idénticas. Os dados também foram submetidosa analise de dose-resposta e analisados
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pelo modelo log-logistico utilizando o pacote DRC. Com isso, foi estimada a
Concentragdo Letal Mediana (CLso) da formulagdo comercial do glifosato para a

espécie de abelha estudada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier foi significativa entre os tratamentos
(p<0,01), indicando que houve diferenga estatistica entre as concentragdes testadas
(Figura 7). As abelhas Tetragonisca angustula contaminadas com a dosagem superior
a recomendada para aplicacdo em campo apresentaram alteragdes no comportamento
apos uma hora de exposicdo ao glifosato (GLY), apresentando agitagéo,
desorientacdo, dificuldade de locomogéo e agitagcdo das asas (Figura 8A).

A partir de seis horas de observacao os demais tratamentos em que houve
contaminagdo com glifosato apresentaram: agitacdo, desorientagdo, prostragéo,
dificuldade de locomogéao e agitagdo das asas. Pode-se observar que a medida que a
concentragéo de glifosato foi aumentada nos tratamentos, houve também um aumento
no percentual de abelhas que apresentaram alteragdes comportamentais (Figura 8).

A partir de 12 horas de avaliagao, iniciou a mortalidade das abelhas e as que
permaneceu vivas apresentou comportamentos: de agitagdo, desorientagdo, paralisia,
prostracdo, dificuldade de locomogéo eagitacdo das asas (Figura 8). Nocelli et al.,
(2019), trabalhando com a espécie Melipona scutellaris expostas ao glifosato oralmente

foi encontrou o0 mesmo comportamento observados na T. angustula.
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Figura 7. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para T. angustula, a partir do tempo de exposigao
(horas) a dosagens diferentes de glifosato.
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Em uma pesquisa realizada por Prado et al. (2022), avaliando os efeitos no
comportamento e locomogédo da T. angustula exposta ao glifosato por ingestéo,
comprovou que esta abelha foi sensivel em todas doses testadas. Além disso, na
avaliacao de locomogao das 150 abelhas no teste: 44,6%n&o completaram o percurso
(12,6% voltaram em diregao a luz, 14% manteve-se napista e 18% morreram) e 22,6%
com comportamento auto limpante e 28% com tremores.

Em outro estudo avaliando a toxicidade do GLY por ingestdo na ASF Melipona
quadrifasciata, observou-se que mesmo usando a dose recomendada do produto no
rotulo, das 432 abelhas avaliadas: causou a mortalidade de 2% e maioria das abelhas
apresentaram desorientacdo, como também dificuldade para se locomover,

percorrendo uma menor distancia no percurso (BERNARDES et al., 2022).
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Figura 8. Percentuais de abelhas que apresentaram algum tipo de alteragdo comportamental durante o
experimento. Dados referentes as avaliagdes apos 1, 6, 12 horas, 24, 48, 72 e 96 horas.
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Os resultados desse estudo apontam que a T. angustula é sensivel as dosagens
do herbicida glifosato analisadas. O tratamento quatro (dobro da maior dosagem do
produto) foi o que teve uma menor taxa de sobrevivéncia dessas abelhas, com uma
taxa de 75% de mortalidade, podendo ser observado que a mortalidade aumenta a
medida em que a dosagem do produto € elevada (Tabela 2 e Figura 7). Os individuos
que nao foram expostos ao glifosato obteve-se uma taxa de sobrevivéncia de 100%.



Tabela 2. Percentual de abelhas sobreviventes a exposicao ao Glifosato por

ingestdo de alimento contaminado.

Tratamentos Sobrevivéncia (%) ICo5%
T1 100,0 -
T2 86,2 74,5-99,7
T3 50,0 35,0-71,5
T4 25,0 13,2-47,5

A Curva de Dose-Resposta para determinacdo da CLso do Glifosato em T.
angustula via ingestao, corresponde a concentragdo do produto que pode causar a
morte de 50 % das abelhas no final do teste (OECD 245, 2017), o qual obteve um valor
de 42.57+4,40 pyl/ml (Figura 9). A dosagem maxima recomendada pelo fabricante em
campo pode ser letal para espécie de abelha em estudo.

Figura 9. Curva de Dose-Resposta para determinagdo da CLso de uma formulagéo comercial do

Glifosato para Tetragonisca angustula via de exposigao por ingestao.
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Por outro lado, estudos avaliando toxicidade de outras formulagcdes de GLY por
ingestdo nas abelhas T. angustula e Apis mellifera em concentragdes de campo,
relataram uma baixa taxa de mortalidade (RUIZ-TOLEDO, 2014). Ja quando testada a
toxicidade do glifosato em larvas de outra espécie de abelha sem ferrdo (Melipona
quadrifasciata) Seide et al. (2018) observaram 100% de mortalidade das larvas em
apenas alguns dias de exposicao.

E importante ressaltar que o glifosato nem sempre induz a mortalidade
imediata das abelhas, mas pode provocar efeitos colaterais no comportamento, tais
como: alteragdes na microbiota intestinal (MOTTA et al., 2020); no forrageamento
(BALBUENA et al., 2015); alteracbes em processos fisiologicos, ocasionando ma
nutricdo ou deixando as abelhas vulneraveis a agentes patogénicos (LEDOUX et al.,
2020); mal formagdo da antena (VAZQUEZ et al., 2020a); além da redugdo na
sensibilidade a sacarose, aprendizagem e retencdo da memoria a curto prazo
(HERBERT et al., 2014).

CONCLUSAO

O (¢lifosato na formulagdo comercial testada apresentou alteragdes no
comportamento de individuos da abelha Tetragonisca angustula, quando expostos a
alimento contaminado com esse produto. Além disso, causou alta taxa de mortalidade
na maior dosagem recomendada pelo fabricante. Os resultados deste estudo
evidenciam o potencial toxico do Glifosato, além de possiveis efeitos subletais deste
produto que podem comprometer a saude e sobrevivéncia dessas abelhas.
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