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RESUMO

Na agricultura brasileira a intoxicagdo de abelhas por agrotdxicos era relacionada
exclusivamente a exposicao letal e atualmente, a preocupagdo aumenta com as
possiveis consequéncias dos efeitos subletais que podem afetar o comportamento, o
desenvolvimento e o sistema imunoldgico. Este trabalho foi desenvolvido para
avaliar a toxicidade do herbicida glifosato sobre o comportamento de abelhas
operarias de Tetragonisca angustula. Foram realizados bioensaios de sobrevivéncia
mediante exposicdo por ingestdo, em diferentes concentragées encontradas na
literatura. E verificou-se as interagdes entre abelhas tratadas com herbicida e nao
tratadas, para avaliar antenagdes e trofalaxias. Nos bioensaios, o decaimento da
sobrevivéncia foi explicado através do tempo de exposicdo, com aumento de
significancia em relagdo as 48 horas (p<0,01) para todas as concentragdes.
Variagcbes entre as antenagcbes foram encontradas significativamente no
comportamento entre o tipo de interagdo NT-NT do grupo controle com a interagao
T-NT do grupo tratado com o herbicida (p < 0.05) e entre o primeiro e segundo
tempo de observagéo, diminuiu significativa a quantidade das antenagdes (p < 0.05).
Enquanto que, para as trofalaxes ndo houve variagao significativa entre os dados
obtidos. Os resultados sugerem que o herbicida glifosato € toxico e causa impactos

negativos no comportamento da populagao de T. angustula.

Palavras-chave: glifosato; toxicidade; Jatai.



ABSTRACT

In Brazilian agriculture, the intoxication of bees by pesticides was exclusively related
to lethal exposure and currently, the concern is increasing with the possible
consequences of sublethal effects that can affect behavior, development and the
immune system. This work was developed to evaluate the toxicity of the herbicide
glyphosate on the behavior of worker bees of Tetragonisca angustula. Survival
bioassays were performed by exposure to ingestion, in different concentrations found
in the literature. And it was verified the interactions between bees treated with
herbicide and untreated, to evaluate antennations and tropallaxis. In the bioassays,
the decay of survival was explained by the time of exposure, with an increase in
significance in relation to 48 hours (p <0.01) for all concentrations. Variations
between the antennations were found significantly in the behavior between the type
of NT-NT interaction of the control group with the T-NT interaction of the group
treated with the herbicide (p <0.05) and between the first and second observation
times, significantly decreased the number of antennations (p <0.05). While, for
trophallaxis, there was no significant variation between the data obtained. The results
suggest that the herbicide glyphosate remains to be said if it is and cause negative

impacts on the behavior of the population of T. angustula.

Keywords: glyphosate; toxicity; Jatai.
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INTRODUGAO

A alta produtividade agricola no agronegaocio brasileiro coloca o pais entre as
10 maiores economias mundiais e é considerado o segundo pais que mais exporta
esses produtos. Considerando a necessidade de manter a producéo, este setor
utiliza massivamente sementes transgénicas e insumos quimicos, como fertilizantes
e agrotoxicos. O Brasil continua na lista de paises que mais consomem defensivos
do mundo, devido a suas extensas areas de cultivos, principalmente de soja, milho e
cana-de-agucar, que juntas somam mais de 82% do volume total de defensivos
utilizados no pais (PIGNATI et al, 2017).

Pesquisas atuais mostram que o composto glifosato € o herbicida mais
utilizado no Brasil, e esse também é apontado como extremamente prejudicial as
abelhas (ANVISA, 2019). Geralmente, a contaminacdo dos polinizadores por
defensivos acontece durante as atividades de forrageamento que envolvem coleta e
ingestao de recursos florais ou por fumigagao através de substancias pulverizadas
(FRAZIER et al, 2015). A aplicacao de defensivos agricolas para controle de pragas
e patdégenos com alta toxicidade para polinizadores pode causar dois tipos de efeitos
sobre eles: efeito letal com morte imediata e efeito subletal podendo ocasionar
mudangas de comportamento (FREITAS e PINHEIRO, 2010). Entre os efeitos
subletais destacam-se o aumento da agressividade, a letargia, desorientagao
durante o v6o e ha ainda, diversos tipos de ma formagao da cria (BRYDEN et al.,
2013).

Além disso, os defensivos atuam como repelente e afetam diretamente na
quantidade de visitagdes por polinizadores, podendo afetar indiretamente o
desempenho de toda a colmeia, pois as abelhas se comportam de maneira coesa e
se comunicam por um sistema complexo via antenagao, e fazem trofalaxes, que sao
transferéncias horizontais de alimentos entre companheiros de ninho que podem
promover imunizagéo e contaminacao (LEONHARDT et al, 2016).

Nos ultimos 40 anos estudos vém sendo realizados para demonstrar a
contribuicdo na preservagao do ambiente e reforgar o papel dos polinizadores na
producdo e diversificagdo de alimentos, em especial os servicos prestados por
abelhas, que se destacam como os principais polinizadores na maioria dos
ecossistemas mundiais (WOLOWSKI et al., 2019).. De acordo com Freitas e Bonfim

(2017) até a década de 90, acreditava-se que a polinizagdo do cajueiro era realizada



pelo vento, apds varios estudos no Nordeste do Brasil foi constatado que as abelhas
tém papel primordial na polinizagdo desta cultura. A principal abelha polinizadora do
morango em escala mundial é Apis mellifera, porem a espécie Tetragonisca
angustula, que é uma espécie nativa, que pode ser domesticada demonstrou
efetividade na polinizagao dos cultivares ‘Oso Grande’ e ‘Sweet Charlie’, além de
reduzir o percentual de frutos deformados apresentou aumento de peso dos
morangos (MALAGODI-BRAGA, 2018).

Nesse sentido, dada a importancia da polinizagdo para a produgao agricola e
sua relagdo com o consumo de agrotdxicos, o objetivo deste trabalho é analisar a
toxicidade e os efeitos do glifosato sob os individuos de abelhas sem ferrdo da
espécie Tetragonisca angustula e compreender se existem alteracbes em seus

comportamentos de antenacéo e trofalaxia.



OBJETIVOS

Analisar as alteragbes no comportamento de antenacgbes e trofalaxias de

Tetragonisca angustula e quantificar a mortalidade apds contato com Glifosato

BioCarb® através de ensaios de toxicidade em ambiente controlado.

1.1 Objetivos Especificos

Identificacdo das doses subletais do herbicida Glifosato BioCarb® nos
individuos de T. angustula por meio do teste de ingestao;

Realizacdo do teste toxicologico com os individuos de T. angustula e o
herbicida Glifosato BioCarb® para analise do comportamento apds a
contaminagao;

Quantificagdo da mortalidade e monitoramento da comunicagao

intraespecifica de T. angustula.
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JUSTIFICATIVA

As abelhas sdo de particular interesse, pois representam o maior grupo de
polinizadores e sao responsaveis pela manutengdo da biodiversidade dos
ecossistemas, aumentando a variabilidade genética de diversas espécies floristicas
e produtividade de diversas culturas. Em contrapartida, o uso desordenado de
agrotoxicos, devido a alta produtividade do agronegocio brasileiro, tem provocado
aumento na susceptibilidade das abelhas como a paralisia ou morte.

A falta de informacbes a respeito dos efeitos dos defensivos sobre os
polinizadores da agricultura nacional pode constituir um dos principais obstaculos
para os esforgos atuais em busca do uso sustentavel de polinizadores.

Por isso esse trabalho traz uma analise do comportamento da abelha Jatai
(Tetragonisca angustula), abelha sem ferrdao amplamente distribuida nas regides
brasileiras, sob a influéncia do defensivo agricola mais usado no Brasil, o glifosato. A
fim de coletar dados que contribuam para novas pesquisas e politicas de seguranca
ambiental quanto ao uso descontrolado de agrotdéxicos em lavouras e jardinagens,
que diretamente e indiretamente contribuem para a contaminac¢ado do solo, alimento

e polinizadores.



11

REVISAO DE LITERATURA

1.2 Importancias Ecolégica e Econdmica da Polinizagao por Abelhas

A partir da aprovagao da Convengao da Diversidade Biolégica em 1992, os
organismos e agentes polinizadores foram reconhecidos por seus papéis
fundamentais na manutencdo da biodiversidade mundial tanto em culturas de
importancia agricola como em d&reas naturais (BARBIERI JUNIOR, 2018). O
processo de polinizagdo € um dos fendmenos bioldgicos que garantem a segurancga
alimentar humana em nivel global, sendo considerado um servico ecossistémico
basico (MASCENA, 2011) e com alto valor agregado para a produtividade global,
visto que contribui direta ou indiretamente para o bem-estar humano, representando
mais de 200 bilhées de ddlares anuais (POTTS et al., 2016).

Fundamentalmente, a polinizagdo é uma interagao ecoldgica e fornece muitos
beneficios aos seres humanos, como a manutengdo e a variabilidade genética em
cerca de 75% das 240.000 espécies de angiospermas, garantindo a producgéo e
diversificagao de alimento (FREITAS e PINHEIRO, 2010; COSTANZA et al, 2017).

Os servicos ecossistémicos da polinizacdo foram valorados em US$ 70
bilhdes/ano para a econémica global no final do século passado (COSTANZA et al,
1997). No entanto, a Plataforma Intergovernamental sobre Biodiversidade e Servigos
Ecossistémicos (IPBES) atualizou em 2016 através do Relatério de Avaliagao sobre
Polinizadores, Polinizagcao e Produgcdo de Alimentos, para um valor estimado entre
US$ 235 bilhdes e US$ 577 bilhdes (WOLOWSKI et al., 2019). No Brasil, calcula-se
que a polinizagéo relacionada a produgdo agricola tem um valor anual de US$ 12
bilhdes (GIANNINI et al, 2015). Considerando que o Brasil € um pais com o modelo
econdmico baseado no agronegdcio o impacto econdémico da polinizacdo torna-se
ainda mais importante.

A Organizagado das Nacdes Unidas para Alimentagcédo e Agricultura em 2018,
estimou que das 100 espécies de culturas que fornecem 90% dos alimentos do
mundo, mais de 70 s&o polinizadas por abelhas. Por outro lado, a importancia das
abelhas vai muito além dos beneficios econbmicos provenientes de seus produtos e
subprodutos, como mel e prépolis, elas participam efetivamente da reconstituicao e
conservagao de florestas e remanescentes (SILVA e PAZ, 2012). As abelhas podem
atuar como bioindicadoras da qualidade ambiental sinalizando principalmente os
residuos de defensivos agricolas (PALAZUELOS BALLIVIAN, 2008; MANGIERI
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JUNIOR, 2002). No entanto, sua existéncia estd ameacada, pois séo sensiveis a
disturbios antropicos e encontram-se em processo acelerado de desaparecimento
provocado pela degradagdo e fragmentacdo de habitats e praticas agricolas
convencionais, como: gradagem, fogo no preparo do solo e uso excessivo de
defensivos agricolas (GOMES, 2017).

A conservacao da relagdo mutualistica entre plantas e polinizadores é
benéfica e fundamental para os organismos e para a biodiversidade ambiental, pois
garantem através do processo de polinizagado cruzada com a transferéncia de pdélen
entre plantas diferentes, maior variabilidade genética, resisténcia e melhoria da
qualidade do fruto (BARONIO et al., 2016). O declinio na populacdo desses
polinizadores causa impactos negativos nos organismos com os quais interagem e
consequentemente, no agronegécio (IMPERATRIZ-FONSECA e NUNES-SILVA,
2010; BERTOLI et al., 2019).

Esta influéncia sobre o agronegocio foi medida por Klein et al. (2007) que
demonstrou que as 86 culturas globais mais importantes de 200 paises dependem
da polinizagdo por animais, enquanto 28 ndo dependem. Dentre algumas culturas
agricolas cultivadas a campo e em ambiente protegido e suas relagcbes com o0s
polinizadores, podemos destacar o uso da espécie Scaptotrigona mexicana na
polinizagdo do abacateiro no México, Australia e Israel. As espécies Nannotrigona
testaceicornis e Tetragonisca angustula sao as mais utilizadas no Brasil para o
cultivo de morangos em estufa e na producao de sementes de alfafa (IMPERATIZ-
FONSECA et al., 2005). Nos Estados Unidos, destacam-se as espécies Megachile
rotundata e Nomia melanderi na polinizacdo da alfafa e pesquisadores da Poldnia,
verificaram aumento na taxa de germinacao e quantidade de sementes de cebola, a
partir da introducdo da abelha nativa Osmia rufa (WITTER et al., 2014).

Avaliando as interagbes entre polinizadores e culturas agricolas no Brasil
Giannini et al. (2014), demonstraram que dentre as 321 espécies identificadas, 250
foram consideradas polinizadoras, entre elas o grupo Hymenoptera representou 89%
e destes 77% eram espécies da familia Apidae. De acordo com a Plataforma
Intergovernamental de Servigcos Ecossistémicos e Biodiversidade (IPBES) em
relatério divulgado em 2016, as culturas dependentes de polinizagao (polinizadores
em geral) contribuem com 35% do volume de produgdo mundial de alimentos.
Quando nao polinizados, os cultivos dependentes apenas de abelhas decrescem

cerca de 40% a 100% na produgéo (maracuja, melancia, girassol); dentre os cultivos
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beneficiados por abelhas, a taxa de perda de producdo fica entre 10% a 40%
(alface, café, laranja) e até mesmo os cultivos ndo dependentes de abelhas,
possuem sua producdo afetada em até 10% (abacaxi, arroz e feijao) (GIANNINI,
2015).

Resultados experimentais analisados por Quinalha (2016) indicam que ha um
efeito negativo do aumento da proporgéo de pdlen da prépria planta sobre o sucesso
reprodutivo de Jacaranda caroba, em oposi¢ao ao efeito do aumento da proporcao
de polen proveniente de outras plantas, evidenciando a importancia da polinizagao
cruzada nessa espécie. Outro estudo que retrata a importancia da insercdo de
abelhas para melhoramento do cultivo, pode ser observado no uso de abelhas
sociais nativas sem ferrao da tribo Meliponini, em morango cultivado em estufas
obtiveram sucesso na producdo utilizando lIrai (Nannotrigona testaceicornis) no
Japao e Jatai (Tetragonisca angustula) em Sao Paulo, sendo que o morangueiro
geralmente produz boa colheita em areas abertas, mas ndo sob cultivo fechado,

devido a auséncia de polinizadores (WITTER et al., 2014).

1.3 Tetragonisca angustula (Latreille, 1811) (Apidae: Meliponina)

Tetragonisca angustula sao abelhas sem ferrdo de pequeno porte,
conhecidas popularmente como Jatai, com coloracdo amarelo-dourada e medindo
cerca de 4-5 mm. Estruturalmente € uma abelha com corpo pequeno e delgado,
possui comportamento extremamente eussocial (SANTIAGO, 2013). As distancias
de forrageamento para abelhas sem ferrao de pequeno porte, como a T. angustula,
tém sido estimadas entre 621 a 951 m, o que é relativamente curto comparado com
abelhas maiores, como Melipona scutellaris Latreille (1811), que alcangam voos
maiores do que 2 km (ARAUJO et al., 2004).

A col6nia da Jatai pode conter até 10.000 individuos distribuidos em: uma
rainha que realiza a postura dos ovos chegando a 50 ovos por dia, zangdes que
realizam a fecundagao da rainha (apenas um zangéo faz a fecundagao da rainha) e
operarias que realizam as demais atividades da colbnia. A Jatai é a unica espécie
que divide as operarias guardas (segurangas) em dois tipos: operarias internas,
responsaveis pela seguranca dentro da coldnia e operarias externas, que ficando
pairando sobre a entrada (MONTENEGRO, 2018).

A distribuicao geografica desta espécie € ampla, ocorrendo naturalmente do
Sul do Brasil até o México (CAMARGO & PEDRO, 2013), exceto na Cordilheira dos
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Andes, na caatinga brasileira e algumas regides da Amazénia (OLIVEIRA et al,
2004). E uma das abelhas mais conhecidas no Estado do Parana, tendo como
caracteristica o ninho e a entrada em formato de tubo de cerume (UMADA, 2014).

Entre as espécies nativas do Brasil € a mais adaptavel em relagdo ao habito
de nidificagdo, podendo ser encontrada nas cidades, florestas, capoeiras e cerrados.
Fazem seus ninhos em ocos de arvores, ninhos abandonados de passaros,
principalmente de Jodo-de-barro, mas podem ser encontrados também em buracos
de alvenaria, moirdes de cerca ou pareddes de pedra (NOGUEIRA-NETO, 1997;
SANTIAGO, 2013). Estas abelhas ndo sdo agressivas, o que contribui para seu
manejo comercial, sdo consideradas as abelhas mais limpas, tanto no que diz
respeito ao alimento consumido, quanto na constru¢édo do ninho e organizacédo da
separagao do polen e as reservas alimentares de mel, utilizam potes de cerume para
isto, que s&o localizados externamente a area de cria (LOPES, 2015).

Os meliponineos sado considerados importantes polinizadores de diversas
espécies de plantas nativas e cultivadas (IMPERATRIZ-FONSECA, 2002; SILVA,
2012). Estudos apontam que a Jatai possui o maior potencial como agente
polinizador de flores que nao estdo no habito de Apis mellifera (NOGUEIRA-NETO,
1970). Morgado et al. (2011) estudando os habitos alimentares de Tetragonisca
angustula observaram que esta visitou varias fontes de podlen, sendo frequentes as
familias botanicas Melastomataceae, Myrtaceae, Piperaceae, Caesalpiniaceae,
Meliaceae, Cyperaceae e Cecropiaceae. Segundo Malagodi-Braga e Kleinert (2004),
a Jatai foi eficiente na polinizagdo do morango em estufas, produzindo frutos mais
pesados, em maior quantidade e com desenvolvimento perfeito.

Segundo o Instituto Ambiental do Parana — IAP, no estado do Parana ocorrem
cerca de 35 espécies de abelhas nativas sem ferrdo, dessas apenas 10 espécies
possuem capacidade de producdo de mel. Destacam-se entre elas: Jatai
(Tetragonisca angustula), Mandagaia (Melipona quadrifasciata quadrifasciata), Mirins
(Plebia spp.) e Tubana (Scaptotrigona bipunctata) (PARANA, 2009; GRANDO,
2018). No entanto, pouco se tem sobre as melhores praticas de manejo para estas

espécies tanto visando seu potencial comercial como a conservacéo ambiental.

1.4 Utilizacao de Pesticidas e seu Impacto sobre as Abelhas
No final de 2019 foi divulgado o Censo Agropecuario 2017, pelo Instituto

Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) que apontou um crescimento
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significativo do numero de estabelecimentos agricolas que utilizam agrotéxicos, em
comparagao com o Censo de 2006. A partir de 2006, constatou-se uma diferenga
nos padroes de utilizagdo dos agrotdoxicos, que passaram de um UuSO Menos
intensivo no controle de insetos e fungos, para o uso massivo de herbicidas na
pratica da capina quimica (VALADARES et al., 2020).

Segundo Tilman et al. (2001), os defensivos serdo cada vez mais utilizados
para o aumento da produtividade e melhoramento dos cultivos , afim de acompanhar
a taxa de crescimento da populagdo e sua demanda por alimentos. Essa previséao
sugere que os polinizadores serdo cada vez mais expostos e afetados pelos
defensivos, assim como evidenciado por Mullin e colaboradores (2010) que
detectaram 98 pesticidas em amostras de pdlen, com até 31 pesticidas diferentes
encontrados em uma unica amostra.

As abelhas podem ser expostas aos defensivos agricolas durante sua
aplicacédo no campo e contato com os residuos através da ingestdo de pdlen e
néctar contaminado (FAIRBROTHER et al., 2014). Essa exposi¢cao pode causar
efeitos letais diminuindo a frequéncia de polinizacdo em plantas dependentes desse
processo (BRITTAIN e POTTS, 2011).

De acordo com os dados do Relatério de Comercializagdo de Agrotoxicos,
publicados em 2019 pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA), o ingrediente ativo mais vendido no pais foi o
glifosato e seus sais. No Brasil, os estados com maiores concentracbées médias de
vendas de glifosato e seus sais sdo: Parana, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo
(LANDAU e MARTINS, 2020).

1.4.1 Herbicida Glifosato

O Glifosato é o ingrediente ativo (IA) mais utilizado no Brasil, com 173.150,75
toneladas comercializadas do IA em 2017 e € um herbicida néo seletivo, sistémico,
pos emergente e apresenta elevada eficiéncia na eliminacdo de ervas daninhas
monocotiledéneas e dicotiledoneas (ANIVSA, 2018). O IBAMA classifica produtos a
base de glifosato como Classe Il — “Produto perigoso”, apesar de haverem
formulagbes classificadas como Classe Il — “Produto muito perigoso” (BRASIL-
MAPA-ANVISA-IBAMA, sd).

O herbicida glifosato apresenta alta eficiéncia na eliminagdo de ervas

daninhas e é amplamente utilizado desde a década de 70, por diversos produtores
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em sistemas agrarios e em areas nao cultivadas (RUEPPEL et al., 1977). No Brasil
esse herbicida representa 30% do volume total de todos os pesticidas utilizados no
pais, sendo consumido anualmente 150 milhdes de litros desse produto, sendo um
dos pesticidas mais utilizados em todo o mundo (TONI et al., 2006; ZHANG et al.,
2011).

Os produtores utilizam o glifosato em diversas culturas como, por exemplo,
nos cultivos de arroz irrigado, cana-de-agucar, café, citros, maca, milho, soja, fumo,
uva, soqueira em cana-de-agucar, ameixa, banana, cacau, nectarina, pera, péssego,
seringueira, algodao e em pastagens, com a finalidade de controlar as plantas
daninhas proximas as areas dessas cultivares (DE AMARANTE JUNIOR e SANTOS,
2002).

O (lifosato liga-se fortemente ao solo ndo sendo absorvido pelas raizes de
plantas, mas é prontamente absorvido pelas folhas e outras partes dos vegetais. No
solo, a sua meia-vida oscila de poucos dias a varios meses e na agua, de 12 horas a
7 semanas (TESSARI, 2006). Apés ou durante a aplicagdo do produto as abelhas
podem se contaminar ao entrar em contato ou ao coletarem recursos como agua e
alimentos contaminados durante o forrageio (GOMES, 2017). Esse herbicida é muito
soluvel em agua e pode permanecer por um longo periodo nas culturas, apds sua
aplicacdo, e ser encontrado em areas proximo ao cultivo (ZHANG et al., 2011), o
que aumenta a exposicdo podendo causar efeitos subletais ainda pouco
documentados na literatura (TOLEDO e GUILLEN, 2014).

Apesar de ser reconhecido como um produto de baixa toxicidade ha
evidéncias de impacto pela utilizacao de glifosato no ambiente. Estudos que avaliam
a toxicidade de herbicidas assim como seus efeitos subletais no comportamento de
abelhas sao recentes (THOMPSON et al., 2014).

Tais avaliagbes sdo importantes por contribuirem na compreensao do efeito
dos herbicidas em abelhas sem ferrdo, bem como auxiliarem no estabelecimento de

medidas que reduzem a exposigcao de polinizadores a agrotdxicos.
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MATERIAL E METODOS

1.5 Area de Coleta
Os individuos de Tetragonisca angustula foram coletados no meliponario da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campus Campo Mourao (Figura 1). O
meliponario esta instalado na entrada do bosque didatico, que conta com
diversidade floristica e faz limite com culturas agricolas préoximas do campus
(Figuras 1 e 2). Nesta area sao encontradas algumas familias botanicas interesse

para a polinizagdo: Anacardiaceae, Bignoniaceae, Myrtaceae e Rubiaceae.

Figura 1 — Mapa de localizagdo do meliponario da Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana, Campus Campo Mourao.

) Bosque

¢ Meliponario

!{‘zl

Google Earth

nage @ 2020 Maxar Technologies

Fonte: Google Earth Pro® (2020).
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Figura 2 — Meliponario (A), Caixa ninho (B) e entrada dos ninhos (C e D) das abelhas sem
ferrao Tetragonisca angustula utilizados no bioensaio de toxicidade do herbicida Glifosato e
localizados no meliponario da UTFPR-CM.

Fonte: Autoria propra (2019).

1.6 Amostragem de Abelhas

As coletas de dados foram realizadas entre os meses de setembro e outubro
de 2020 e divididas em dois momentos, uma para a determinagdo das doses
subletais de Glifosato e outra para a analise do comportamento de T. angustula no
bioensaio de toxicidade. A amostragem dos individuos e a analise dos efeitos do
herbicida Glifosato no comportamento das abelhas seguiu a metodologia adaptada
de Boff et al (2018). Observou-se a maior movimentagdo das abelhas entre 07h e
10h e, por isso, a coleta foi realizada no periodo da manha.

Para a determinacao das doses subletais, em trés colmeias foram apanhados

60 individuos de cada colmeia, utilizando-se copos coletores de 70 ml colocados na
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entrada do ninho. Em cada coletor havia um maximo de 10 abelhas, a fim de evitar
estresse e facilitar a observacéao inicial, assim, totalizando 180 abelhas distribuidas
em 18 potes.

Seguindo o mesmo padrao de coleta, na segunda etapa deste trabalho, 108
novas abelhas foram capturadas em trés colmeias para a analise do comportamento
social. Foram divididos dois grupos com 54 individuos, entre controle e solu¢do com
concentragbes de glifosato. Cada grupo ocupou 18 placas de Petri com trés
individuos cada.

Os copos coletores foram levados ao Laboratoério de Ecologia da UTFPR-CM
e acondicionados em regime de luz natural e mantidos a temperatura controlada por

refrigeracado do ambiente de 25 °C.

1.7 Determinagao das Doses Subletais de Glifosato

Para induzir o consumo do alimento oferecido as abelhas, 180 individuos
foram armazenados individualmente em tubos Falcon (50 ml) com telas de voil que
permitiram ventilagdo e privados de alimentagdo por um periodo de uma hora antes
do inicio do experimento. Os individuos foram submetidos a uma sessao de inanigéo
para evitar as chances de nao ingestdo da solu¢do, que posteriormente foi aplicada
no alimentador, e individualizados para diminuir a influéncia e estresse causados
durante o procedimento (MODANESI, 2012).

Os valores de alimentagcdo foram baseados no experimento de Mayack e
Naug (2009), com a colocagao de um recipiente com 15 ul de solugdo de sacarose a
50% (v/v) como controle ou a mesma solug¢ao de sacarose a 50% com a solugéo do
herbicida glifosato (v/v) preparada em agua destilada nas seguintes concentracgoes:
10 ng/abelha; 5 ng/abelha; 1.5 ng/abelha; 1.0 ng/abelha e 0.5 ng/abelha (Figura 3).
Como trata-se de 5 diferentes concentragdes e o controle, dez abelhas de cada
colmeia receberam uma das solugdes. Apenas as abelhas que consumiram todos os

15 ul foram utilizadas no experimento.
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Figura 3 — Tubos de Falcon contendo as solugdes de sacarose e as concentragdes de

glifosato a 0,5 ng/abelha; 1 ng/abelha; 1,5 ng/abelha; 5 ng/abelha e 10 ng/abelha (A) e

modelo de recipiente criado com tubo de falcon e tela voil (B), para a determinagao das
doses subletais nas abelhas Tetragonisca angustula.

e — )

Fonte: Autoria prépria (2019).

Representado na Figura 4, a montagem do teste foi composta por trés copos
coletores com 4 a 12 abelhas para cada tratamento. Os copos estavam com
recipientes de solugao de sacarose a 50%, fornecidos a vontade. O monitoramento
durou dois dias (48hrs) e a cada 24 horas, as abelhas imdveis eram consideradas

mortas e removidas com pingas.
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Figura 4 — Montagem da bancada do experimento para analise da sobreviéncia da
Tetragonisca angustula apos a ingestao de cinco concentragdes mais controle do herbicida
Glifosato (A), recipiente criado com tela voil para analise das doses subletais e vista dos
individuos se alimentando (C).

Fonte: Autoria prépria (2019).

1.8 Efeitos do Herbicida no Comportamento Social de Tetragonisca

angustula

As anadlises dos efeitos do herbicida nas interagbes sociais (antenagéo e

trofalaxia) foram realizadas entre trés operarias de cada colmeia. Primeiramente, um
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individuo de cada colmeia foi alimentado com 15 pl da solugdo sacarose com
Glifosato (v/v) ou apenas solugdo de sacarose. A concentragcdo de glifosato foi
estabelecida pelo experimento de subletalidade. As outras duas abelhas foram
mantidas isoladas e sem alimentagao.

Apos a alimentacdo as abelhas receberam uma marcacgao na parte dorsal do
mesossoma, com uma tinta atéxica de cor rosa, para facilitar sua identificacédo
durante a observagcdo de comportamento. Em seguida, as trés operarias (uma
alimentada e duas famintas) foram reunidas em uma placa de Petri contendo um
alimentador metalico sobre papel filtro com 1000 pl da solugdo de sacarose.

As placas foram observadas por 30 minutos e com intervalo de 10 minutos de
observacao eram anotados o tipo e a quantidade de interagdes (Figura 5). Os tipos
de interacao sao:

Antenagdes - duas abelhas frente a frente com suas antenas se tocando;

Trofalaxias - duas abelhas frente a frente com suas linguas se tocando.

Para explicar possiveis diferencas na interagdo devido aos tratamentos, o
numero de antenagdes e trofalaxias foi contado a partir de dois tipos de interagdes:

T — NT = abelhas tratadas e n&o tradadas;

NT — NT = abelhas ndo tratadas e nao tratadas.
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Figura 5 - Esquema da configuracdo experimental, do teste de efeito do pesticida nas
interacdes sociais (antenacao e trofalaxia) de Tetragonisca angustula. A abelha marcada
(rosa) corresponde a abelha alimentada com pesticida ou solugéo de agucar.
Contagem do nimero de comportamentos em interagdes ndo tratadas-tratadas e néo tratadas-néo tratadas

Grupo | (n=18 placas)

e [

~ Pesticida
?ﬁ\ Q?K ~ Trofalaxes
. Antenagdes
Faminto ~ Faminto

</
Grupo Il (n=18 placas) J/
PR~ e 10 min
. observagdes
Acucar
Q?ﬁ,\ Q?&\ T ~ 10 min
observacdes
Faminto Faminto

T2 )
_ 10 min
observacoes

Para cada placa foi fornecido um alimentador
com 1000 pL de solugdo de aglicar

Fonte: Autoria prépria (2019) baseada na figura de Boff et al. (2018). (A figura da abelha foi
modificada a partir do link: https://images.app.goo.gl/ioWr1HyxZC9kdxQUS).

1.9 Analise Estatistica

O experimento de dose subletal foi analisado por meio de Analise de
Variancia considerando as variaveis, dose e tempo de morte como fatores
independentes e as placas foram consideradas repeticdes, pois receberam o mesmo
tratamento. As amostras apresentaram distribuicdo normal e foram testadas pelo
teste de ANOVA com dois critérios, seguido do teste de médias Tukey.

Para analisar o experimento de comportamento social das abelhas foi
utilizada a analise de variancia, onde tempo e interacao foram variaveis respostas e
tratamento a variavel explicativa. Os testes de ANOVA: dois critérios foram utilizados
para comparar dados entre tratamentos e interacdes e o Teste de Tukey foi
realizado para contabilizar o efeito do tempo dentro de cada tratamento. Todas as
analises estatisticas foram realizadas pelos softwares BioEstat 5.3 (AYRES, et al.,
2007) e Microsoft Excel® (2010).


https://images.app.goo.gl/ioWr1HyxZC9kdxQU8
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A sobrevivéncia das abelhas variou independentemente da concentragao de
herbicida (dose) (F = 1.9139, p = 0.0524), no entanto, o tempo (F = 32.7871; p <
0.0001) explicou a letalidade. Entre as médias, temos o tempo inicial do estudo e as
primeiras 24 horas, com p < 0.05; e maior significancia (p < 0.01) entre as médias
dos horarios de 0 — 48 horas e 24 — 48 horas.

A Figura 6 demonstra ao longo das 48 horas do experimento, o decaimento
da sobrevivéncia das abelhas em porcentagem, sendo que todas as concentragdes
testadas foram consideradas subletais, pois as taxas de sobrevivéncia nao ficaram
abaixo de 50% de mortalidade. Portanto, a concentracdo de 10 ng/abelha de
glifosato foi utilizada para observar os efeitos no comportamento social de T.
angustula. Silva (2017) trabalhou com a espécie Melipona quadrifasciata, que
também pertence a Familia Apidae, e descobriu que a mortalidade causada pela
ingestao do pesticida acetamiprido nao diferiu significativamente entre as 48 horas
do experimento (p > 0.05, para todas as comparagdes). Outro fator a se considerar
de acordo com Carvalho et al (2011), € o volume corporal, quanto maior o volume
corporal menor é a area especifica e consequentemente, ha uma menor exposicao

aos defensivos agricolas.
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Figura 6 - Porcentagem de individuos de Tetragonisca angustula que sobreviveram por 48 h
apos a ingestao do pesticida Glifosato em diferentes concentragdes. Cada bola no grafico
representa o grupo de 10 abelhas iniciais por colmeia.
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Fonte: Autoria prépria (2019).

As antenagbdes foram mais frequentes do que as trofalaxias (Tabela 1),
geralmente as trocas de alimentos através da trofalaxes ocorrem apds as
antenacgdes.

O numero de interagdes (n° de antenagdes e trofalaxias trocadas) diferiu
entre o grupo tratado com pesticida e o grupo nao tratado. O herbicida causou uma
reducdo no numero de interacdes sociais observadas e mudou a proporgao de
comunicagao ao alterar o numero de antenagdes e eventos de trofalaxia trocados

entre as operarias de Tetragonisca angustula.



26

Tabela 1 — Numero total de interagéres trocadas entre as abelhas tratadas (T) e ndo
tratadas (NT) de T. Angustula durante trés periodos de 10 min dentro de uma hora de
observacgao.

Interagoes de tratamentos Antenacao Trofalaxia

To T1 T2 Total To T1 Tz Total

Controle (agucar)

NT-T 22 18 21 61 3 1 4
NT — NT 33 20 24 77 4 0
Pesticida
NT-T 15 10 19 44 4 5 2 11
NT - NT 24 19 24 67 6 4 5 15

Fonte: Autoria prépria (2019).

A interacdo das abelhas tratadas com herbicidas foi menor do que a das
abelhas tratadas com acucar. Em média, as abelhas tratadas com acucar
apresentaram maior frequéncia de antenacgbes, sem alteragdes significativas ao
longo do tempo. Porém, a frequéncia de ocorréncia das trofalaxias nao foi afetada
pelo defensivo, mas varia ao longo do tempo, sendo maior na primeira hora para as
abelhas ndo tratadas e tratadas, de acordo com o teste.

As amostras de antenagdao nao foram consideradas de distribuicdo normal
pelo teste de ANOVA de dois critérios, pois os valores encontrados para o
tratamento das interagcbes NT-NT e T-NT entre o grupo controle e o que recebeu
glifosato, foram de F = 7.0738 e p = 0.0220. Também houve diferenga entre as
rodadas de tempo (blocos), com F = 5.5662 e p = 0.0430. Diante disso, o Teste de
Tukey foi realizado para analisar se havia variacdo dentro do experimento. Essas
variagées foram encontradas significativamente no comportamento entre o tipo de
interagdo NT-NT do grupo controle com a interacédo T-NT do grupo tratado com o
herbicida (p < 0.05) e com diferengas entre as repetigbes, os 10 minutos e 20
minutos (p < 0.05). Diferentemente, os dados de trofalaxia foram considerados sem
diferenga significativa entre eles, pois as interagdes NT-NT e T-NT tiveram F =
2.7037 e p = 0.1386 e os periodos de contagem com F = 1.444 e p = 0.3078.

Por ser um teste controlado em laboratorio, a analise sobre esses dados

apresenta uma visdo limitada sobre o comportamento social das abelhas.
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Entretanto, podemos afirmar que ha diferenca de 84,34% entre a quantidade de
antenacdes (249 interagdes) e trofalaxias (39 interagdes).

Pode-se notar que o numero total das antenagdes (NT-NT e T-NT) do grupo
controle é aproximadamente 20% maior quando comparado com o total de
antenagdes do grupo tratado, enquanto o total das trofalaxes do grupo tratado com
glifosato & exatamente o dobro do total de trofalaxes do grupo controle,
demonstrando que o uso do herbicida ndo afetou negativamente este
comportamento social nessas abelhas. Corroborando com os resultados obtidos
neste trabalho, Boff et al (2018) analisa em seu estudo com a abelha Melipona
quadrifasciata, que a frequéncia de antenacdo € significativamente maior para
abelhas do grupo controle (F=5.432, p=0.022) sem variacao significativa do tempo
(F=0.831, p=0.589). Entretanto, a frequéncia de trofalaxia foi significativamente
afetada pelo agrotéxico (F=8.103, p=0.005), com variagdo do tempo (F=3.767,
p=0.007). Gomes (2017) relacionou a exposi¢cao de abelhas Melipona capixaba e
Apis mellifera por ingestdo de glifosato com a alteragéo significativa (p<0.001) do
comportamento de capacidade de voo das abelhas.

Atualmente, a literatura traz diferentes espécies, com agrotoxicos diversos e
analises de comportamento: os pesticidas reduziram o numero de interacdes entre
ambos os grupos, afetando aspectos importantes da sociabilidade nas abelhas,
como a regulagao do néctar individual (DE BRUIJN E SOMMEIJER, 1997); defesa
da colénia (SHACKLETON et al, 2015) e manutengdo da homeostasia da col6nia,
com controle de varidveis como a termorregulagéo colonial, que também ocorrem
por mecanismos comportamentais, como por exemplo, a escolha do local de
nidificacdo (LOLI, 2008).

Os resultados mostram que 10 ng/abelha de glifosato podem ter causado
relativa toxicidade a abelha T. angustula apés uma hora da ingestdo. No entanto,
sabe-se que o herbicida pode induzir apenas temporariamente um efeito sobre a
quantidade de interagdes sociais. Em condi¢cdes naturais as abelhas podem estar
sujeitas a defensivos em maiores periodos de exposicdo e que os efeitos na
comunicagao social das abelhas poderiam ser ainda maiores no campo, com
exposicao crénica acabaria afetando drasticamente o comportamento (BOFF et al,
2018).

Os grupos de operarias que foram privadas de alimentos interagiram com

maior frequéncia com as abelhas alimentadas, independente se havia ou nao
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contaminagao. Portanto, os individuos de T. angustula alimentados agiram como
doadores de alimentos para os outros dois individuos que ndo comeram depois de
serem capturados. Contrera et al (2010), em estudo com Melipona quadrifasciata ao
contrario do observado neste experimento, as abelhas famintas participam com
menos frequéncia da transferéncia de alimentos por meio de trofalaxias entre
individuos contaminados, pois possuem capacidade para identificar individuos
saudaveis (WRIGHT et al, 2012). Segundo Rondeau et al (2012), trofalaxes podem
ajudar a diluir a toxicidade dos defensivos agricolas adicionando novos liquidos das
abelhas doadoras e contaminar individuos saudaveis que nado foram expostos a
defensivos.

E importante considerar que estudos mais especificos devem ser elaborados,
para analisar o0 modo de agao dos herbicidas a base de glifosato em abelhas sem
ferrdo. No entanto, as analises de toxicidade trabalhadas neste estudo, demonstram
que ha relagdo entre as concentracbes e o tempo de exposigdo a agrotdxicos,

afetando a frequéncia de antenagdes e trofalaxes dos individuos de T. angustula.



29

CONCLUSAO

Os resultados sugerem que a sobrevivéncia das abelhas varia
independentemente das concentragdes do herbicida glifosato e significativamente
em relacado ao tempo de exposi¢cdo, mostrando diferentes possibilidades de relacbes
desse herbicida com impactos negativos para a populacdo de Tetragonisca
angustula.

Como nenhuma concentragcdo matou mais de 50% dos individuos, a dose
subletal de glifosato a 10 ng/abelha foi considerada toxica com decaimento da
sobrevivéncia ao longo das 48 hrs do experimento.

Os bioensaios de toxicidade comportamental apontaram que as antenacdes
sdo mais frequentes do que as trofalaxes e variam significativamente entre a
interagdo nao tratado — ndo tratado do grupo que recebeu apenas solugdo de
sacarose e a interagao tratado — nao tratado, do grupo contaminado com glifosato.

Como este trabalho foi realizado em ambiente controlado, entende-se que
mais testes devem ser executados, tanto a nivel celular como observagdes do
comportamento em campo, para explicar de forma mais completa as variagcbes
comportamentais causadas pelos agrotoxicos.

Portanto, os resultados apresentados reforgam que o impacto do glifosato em
abelhas sem ferrdo nao podem ser negligenciados e devem ter diretrizes especificas
e estratégias de mitigacdo quanto ao uso desses defensivos em prol da conservacao

desta espécie.
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