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RESUMO

O imidacloprido € um neonicotindide de acdo sistémica, agonista da acetilcolina. Em concentra¢des subletais, o
inseticida pode afetar o forrageamento, a aprendizagem olfatéria e a atividade motora das abelhas, sendo raros trabalhos
do tipo com espécies nativas brasileiras, importantes na polinizacdo de plantas silvestres e cultivadas. Para avaliar 0s
efeitos dos inseticidas sobre o comportamento das abelhas tem sido utilizado os bioensaios de reflexo de extensdo da
proboscide (REP) e avaliagdo da atividade locomotora. Assim, os objetivos deste trabalho foram avaliar os impactos de
concentragdes subletais de imidacloprido sobre 0 comportamento da espécie nativa Scaptotrigona postica. Os resultados
mostraram diferencas significativas nas respostas de REP das abelhas expostas as concentragdes 0,42; 0,85 e 4,25 ng/uL
em relagdo ao controle, para todas as concentracOes de sacarose oferecidas. No teste da atividade locomotora, as
velocidades médias das abelhas expostas as concentracdes de 4,25 e 21,25 ng/uL foram significativamente menores do
que os controles. O imidacloprido interferiu no comportamento da abelha S. postica, podendo dessa forma afetar o
reconhecimento de fontes de alimento e a viabilidade da locomogdo dessas abelhas em campo. A longo prazo, essa
alteracdo pode comprometer o funcionamento da coldnia, contribuindo para o seu declinio.

Palavras-chave: abelhas sem ferrdo, reflexo de extensdo da proboscide, atividade locomotora, neonicotindide.

ABSTRACT

Imidacloprid is a systemic neonicotinoid who act as of acetylcholine agonist. In sublethal concentrations, the
insecticide may affect foraging, the olfactory learning and motor activity of bees, and are rare researches of the type
with Brazilian native species, so important in the pollination of wild and cultivated plants. To assess the effects of
pesticides on bee behavior has been used the bioassays of proboscis extension reflex (PER) and evaluation of
locomotor activity. The objectives of this study were to evaluate the effects of sublethal concentrations of
imidacloprid on the behavior of native species Scaptotrigona postica. The results showed significant differences in
the PER responses of bees exposed to the concentrations 0.42; 0.85 and 4.25 ng / uL compared to control for all
sucrose concentrations offered. In testing locomotor activity, the mean velocities of bees exposed to concentrations of
4.25 and 21.25 ng / were significantly lower than controls. The imidacloprid interfered with the behavior of the bee S.
postica and can thus affect the recognition of food sources and the feasibility of locomotion of these bees in the field.
In the long run, this change may jeopardize the functioning of the colony, contributing to its decline.

Keywords: stingless bees, extension of the proboscis reflex, locomotor activity, neonicotinoid.
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INTRODUCAO

As abelhas sem ferrdo sdo essenciais para a
manutencdo da vegetacdo brasileira e de diferentes
culturas agricolas (Macieira and Proni, 2004, Kerr et
al.,, 2010). Quando forrageiam em ambientes
cultivados, sdo expostas a diversas substancias
potencialmente toxicas utilizadas para o controle de
pragas, como herbicidas, fungicidas e inseticidas
(Bayo and Goka, 2016).

O imidacloprido é um inseticida
neonicotindide, amplamente utilizado nas culturas,
gue atua como agonista da acetilcolina. Ao se ligar
aos receptores nicotinicos de acetilcolina, este
inseticida ndo é degradado pela acetilcolinesterase,
causando hiperexcitabilidade e morte do inseto
(Casida and Durkin, 2013). Estudos verificaram que
0s neonicotinoides, em doses e concentragdes
subletais, podem ndo provocar a morte imediata das
abelhas, mas levar a alteragcbes comportamentais que
comprometem o funcionamento da col6nia (Lambin
et al., 2001, El Hassani et al., 2008, Teeters et al.,
2012). Além de intoxicar as abelhas forrageiras que
estdo no campo, inseticidas sistémicos, como o
imidacloprido, foram detectados no polen e néctar, o
que indica que todos os individuos da coldnia estdo
expostos a estes agrotoxico (Wu et al., 2011).

Para a avaliacdo dos efeitos dos agrotoxicos
para abelhas, véarios estudos foram desenvolvidos
com o intuito de reproduzir em laboratério situacdes
comportamentais de campo. Um método que analisa
os efeitos dos inseticidas sobre o comportamento das
abelhas é o reflexo de extensdo da probéscide (REP),
no qual a abelha estende sua proboscide como reflexo
a um estimulo ndo condicionado que os receptores do
tarso, das antenas ou das pecas bucais recebem de
uma fonte odorifera (Bitterman et al., 1983, Sandoz et
al., 1995). O teste reproduz a interacdo abelha-flor: ao
pousar na flor, a abelha estende sua probdscide como
reflexo ao estimulo que seus receptores gustatorios
recebem do néctar floral. Este processo induz a
abelha memorizar o odor floral e associa-lo a uma
recompensa alimentar, permitindo o reconhecimento
das proximas nas proximas visitas e a realizagdo do
forrageamento eficaz (Menzel et al., 1993). Em doses
subletais, o imidacloprido pode afetar a aprendizagem

22

Silva, M.B. et al. Efeitos do Imidacloprido em Scaptotrigona postica

e memoria das abelhas, prejudica as respostas para o
REP e diminui o retorno desses individuos a col6nia
(Bortolotti et al., 2003, Decourtye et al. 2004a,
2004b)

Outra avaliacdo que verifica os efeitos dos
inseticidas sobre o comportamento das abelhas é a
analise da atividade locomotora. Autores tem
utilizado a habilidade destes insetos de se orientarem
a uma fonte luminosa, para avaliar os efeitos dos
inseticidas sobre a locomogdo e também para
examinar o tempo que as abelhas levam para se
deslocar em um determinado percurso (Lambin et al.,
2001, El Hassani et al., 2008, Aliouane et al., 2009).
A locomocgdo das abelhas pode ser comprometida por
inseticidas como o tiametoxam, acetamiprido e
imidacloprido, uma vez que, essas substancias
diminuem o deslocamento e provocam paralisias
nestes insetos (Aliouane et al., 2009, Teeters et al.,
2012).

Segundo Lima e colaboradores (2016),
estudos toxicolégicos com espécies sem ferrdo de
abelhas sdo raros e 0s poucos existentes limitam-se a
andlises histopatoldgicas, sendo necessario maiores
verificagBes sobre os impactos dos inseticidas na
fisiologia e na dindmica dessas abelhas. Visto que as
abelhas sem ferrdo sdo extremamente importantes
para a manutencdo da biodiversidade dos
ecossistemas tropicais e para a produgdo agricola,
este estudo avaliou os efeitos do imidacloprido sobre
0 comportamento da abelha Scaptotrigona postica,
através dos testes de reflexo de extensdo da

probdscide (REP) e atividade locomotora.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo das abelhas sem ferrdo

Abelhas operarias campeiras de S. postica
foram coletadas no meliponario da Universidade
Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”
(UNESP), Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil. Foram
utilizadas 3 col6nias diferentes, sendo 20 individuos
de cada. Apds as coletas, as abelhas foram
acondicionadas em recipientes plasticos com
suprimento de alimento (mistura de aglcar invertido e
agua destilada 1:1 v/v) e mantidas em estufa de
demanda bioguimica de oxigénio (BOD), a 28 + 1°C
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e umidade relativa de 70%, simulando as condi¢Bes
naturais da col6nia. Os testes contaram com dois
grupos controle, nos quais um deles recebeu apenas o
alimento descrito (0) e o outro teve a adicdo de
acetona ao alimento, na mesma propor¢do da maior
concentragdo de inseticida utilizada (0S), para
garantir que a mesma néo exerce nenhum efeito sobre

as abelhas.

Exposicdo oral ao inseticida imidacloprido

Uma solucdo estoque de imidacloprido
(Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) foi preparada a
1000 ng/pL em 20% acetona. A partir desta solugdo
estoque, sucessivas dilui¢ces foram feitas no alimento
para a obtencdo das concentragdes a serem oferecidas
as abelhas (42,5; 21,25; 4,25; 0,85 e 0,42). As
concentracdes escolhidas basearam-se na
concentracdo média letal (CLso) de 42,5 ng de
imidacloprido/pL de dieta em 24 horas (Soares et al.,
2015). O alimento contaminado com o inseticida foi
oferecido ad libitum, por 24 horas. Apds as
exposicdes ao inseticida, parte das abelhas passou
pela avaliacéo de reflexo de extensdo da proboscide
(10 abelhas de cada uma das 3 colbnias para cada
grupo experimental) e outra parte foi submetida ao
teste da atividade locomotora (10 abelhas de cada
uma das 3 colbnias para cada grupo experimental). O
controle passou pelos mesmos procedimentos dos
grupos que foram expostos ao imidacloprido, porém,
receberam o alimento sem contaminagdo. Os
experimentos de reflexo de extensdo da probdscide e
locomocéo foram realizados em triplicata, totalizando
90 abelhas de cada grupo experimental para cada um

dos experimentos.

Avaliacdo do Reflexo de Extensdo da Probdscide
(REP)

Apos a exposicao ao inseticida, as abelhas
foram mantidas 1h30 em jejum, anestesiadas sob
refrigeracdo  por 20 segundos e inseridas,
individualmente, em tubos plasticos furados na parte
inferior. O ensaio contou com uma oferta inicial de
agua, com o auxilio de uma haste flexivel, seguida
pelo oferecimento de 1%, 10%, 30%, 55% e 75% de
solucdo de sacarose. Essas solugbes foram

aproximadas das antenas das abelhas durante 10
segundos e considerou-se resposta positiva quando
houve completa extensdo de proboscide. Os
individuos que ndo responderam a concentracdes
consecutivas ou  responderam na  primeira
apresentacdo de Aagua foram desconsiderados da
avaliagdo e também da quantificacdo das respostas

dos demais insetos analisados.

Avaliacao da atividade locomotora

A andlise foi baseada no método de Lambin
(2001) para A. mellifera. Durante o teste, foram
gravados os deslocamentos das abelhas com uma
camera, Fujifilm Finepix S4000, (Fuji S-4000, 14
megapixels, zoom de 30 vezes). O ensaio foi
desenvolvido numa caixa de madeira de 80 x 30 x 4
cm de tamanho, com seis divisdes internas formando
raias de 50 cm de medida. A caixa possui uma placa
de vidro na superficie superior e, nessa mesma
superficie, ha uma ladmpada fluorescente para
estimular as abelhas a caminharem na sua direcéo, ja
que estes insetos sdo fototaxicos positivos (Lambin et
al., 2001, El Hassani et al., 2005). Na marcagdo dos
50 c¢cm havia uma tela de nylon para impedir a
chegada das abelhas até a lampada e, na superficie
inferior da caixa, havia seis entradas individuais para
cada uma das raias, por onde os individuos avaliados
foram introduzidos para o teste. Foi quantificado,
através do temporizador da camera, o tempo que cada
abelha levou para se deslocar no trajeto demarcado de

50 cm na raia.

Anélises Estatisticas

Os resultados obtidos foram avaliados pelos
programas BioEstat 5.0 e Sigma Plot 11.0, sendo
utilizado para a avaliagdo de REP o teste de Qui-
Quadrado (p<0,0001) e para a atividade locomotora o
teste de Kruskal-Wallis (p<0,0001), Dunn (p<0,05).

RESULTADOS

Reflexo de Extenséo da Probéscide

Ao se comparar estatisticamente a diferenca das
respostas positivas e negativas de REP entre o controle e o
controle com acetona, ndo houve diferenca sugerindo que

o solvente utilizado para a solubilizagdo do imidacloprido
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ndo interferiu no reconhecimento da sacarose pelas
abelhas (Tabela 1).

O Reflexo de Extensdo da Proboscide de
operarias campeiras de S. postica foi significativamente
afetado pela presenca de imidacloprido (REP a 1% de
sacarose- X?=43.6794, G.L.=6, p<0,0001; REP & 10% de
sacarose- X?=133.1520, G.L.=6, p<0,0001; REP & 30% de
sacarose- X2=214.3638, G.L.=6, p<0,0001; REP a55% de
sacarose- X?=252.5388, G.L.=6, p<0,0001; REP & 75% de
sacarose- X?=260.8142, G.L.=6, p<0,0001).

Observou-se que a 1% de sacarose houve
diferenca significativa apenas entre as abelhas do grupo
controle acetona e a concentragdo de 4,25 ng/uL
(p<0,0001) (Tabela 1).

As respostas positivas e negativas das abelhas
expostas as concentracdes 0,42; 0,85; 4,25 e 21,25 ng/uL

Silva, M.B. et al. Efeitos do Imidacloprido em Scaptotrigona postica

foram significativas em relagdo as respostas positivas e
negativas do controle e do controle acetona para as
concentragBes de sacarose acima de 10% (p<0,0001)
(Tabela 1). Devido a alta taxa de mortalidade das abelhas
expostas as maiores concentragBes de inseticida,
principalmente a de 42,5 ng/uL, o nimero amostral para
as analises estatisticas de REP ficaram reduzidos e, dessa
forma, as respostas positivas e negativas desta
concentracdo foram significativas apenas comparando-se
com 0s seguintes grupos: Controle acetona 30, 55 e 75%
de sacarose e controle 55 e 75% (p<0,0001) (Tabela 1).
Entre 0s grupos expostos as concentracdes do
imidacloprido ndo houve diferengas significativas, exceto
entre 0,42 ng/puL e 4,25 ng/pL nas respostas para 55

(p<0,0001) e 75% (p<0,0001) de sacarose (Tabela 1).

Tabela 1. Respostas de extensdo da proboscide das abelhas S. postica, 24 horas ap6s exposi¢do oral ao imidacloprido

(ng/uL).
Sacarose Respostas 0 0S 0,42 0,85 4,25 21,25 425
Positivas 13 17 4 1 0 0 0
1% Negativas 76 73 84 83 87 50 11
Diferenca AB A AB AB B AB AB
Positivas 33 43 6 3 0 0 0
10% Negativas 56 47 82 81 87 50 11
Diferenca A’ A’ B’ B’ B’ B’ A’B’
Positivas 55 63 12 7 0 0 0
30% Negativas 34 27 76 77 87 50 11
Diferenca A”C” A” B” B” B” B” B”C”
Positivas 67 72 16 13 0 0 0
55% Negativas 22 18 72 71 87 50 11
Diferenca a a b bc c bc bc
Positivas 70 72 19 11 0 0 0
5% Negativas 19 18 69 73 87 50 11
Diferenca a’ a’ b’ b’c’ c’ b’c’ b’c’

Letras diferentes indicam significancia de p<0,0001 (Qui-quadrado) entre as repostas dos grupos experimentais.

Atividade Locomotora

Os resultados mostraram que a exposicdo
ao imidacloprido afeta a atividade locomotora das
abelhas sem ferrdo (H=172.665, G.L.=6, p<0,0001).

As velocidades médias
(centimetros/segundos) de todos 0s grupos expostos
ao inseticida, com excecdo de 0,42 ng/uL, foram
significativamente menores do que o controle e o
controle acetona (p<0,05) (Figura 2).

A concentragdo de 0,42 ng/uL teve sua

velocidade média significativamente maior do que
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as demais concentragOes avaliadas (p<0,05) (Figura
2). A velocidade média do grupo 21,25 ng/uL foi
significativamente menor do que as velocidades dos
grupos 0,85 e 4,25 ng/uL (p<0,05) (Figura 2).
Devido a alta mortalidade das abelhas das
maiores concentra¢fes, a locomocdo de apenas 7
abelhas pode ser avaliada para 42,5 ng/uL e 25
abelhas para 21,25 ng/pL, enquanto que nos demais

grupos experimentais foram analisadas 85 abelhas.
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Figura 1. Porcentagem de abelhas S. postica que responderam ao reflexo de extensdo da proboscide, 24 horas apds
exposicédo oral ao inseticida imidacloprido. 0: Controle, 0S: Controle Solvente. As concentragdes de 4,25; 21,25 e
42,50 ng/pL ndo estéo representadas no grafico por ndo apresentarem REP positivas.
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Figura 2. Atividade locomotora das abelhas S. postica apds 24 horas de exposi¢do oral ao inseticida imidacloprido.
As letras representam os resultados estatisticos da comparacdo das velocidades entre os diferentes grupos
experimentais, sendo que letras diferentes indicam significancia p<0,05 (Kruskall-Wallis, Dunn).
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DISCUSSAO

As respostas de REP sugerem um efeito
deletério do imidacloprido sobre os comportamentos
de reconhecimento e coleta de uma fonte de agUcar,
mostrando que o inseticida prejudica as funcdes
sensoriais de operarias campeiras de S. postica.

Estes resultados corroboram dados de
outros estudos que mostram que o imidacloprido
pode diminuir a capacidade de reconhecimento de
potenciais fontes de alimento, comprometer a
aprendizagem, memoéria e o retorno a coldnia, em
abelhas da espécie A. mellifera (Bortolotti et al.,
2003, Decourtye et al.,2004a, Decourtye et al.,2004b,
Han et al., 2010, Carrillo et al., 2013).

Em estudo semelhante, Lambin et al.
(2001) observaram que o imidacloprido, nas doses de
1,25 e 2,50 ng/abelha, ndo interfere nas respostas ao
REP de abelhas recém-emergidas de A. mellifera,
enquanto que para as concentragdes de 5, 10 e 20
ng/abelha pode levar a perda da sensibilidade
gustativa das abelhas. Os dados do presente estudo
mostraram que, a partir da exposicdo as menores
concentragdes de imidacloprido, 0,42 e 0,85 ng/pL,
houve diminuicdo da resposta ao REP para todas as
solucBes de sacarose oferecidas, enquanto que a partir
de 4,25 ng/uL as respostas se anularam. Estes
resultados sugerem uma maior suscetibilidade das
abelhas S. postica em comparagdo a espécie A.
mellifera, j& que a partir da oferta de 0,42 ng/uL as
abelhas apresentaram decréscimo das respostas REP.

Del Sarto (2014) também constataram uma
maior sensibilidade de M. quadrafasciata quando
exposta via oral a inseticidas ndo neonicotinoides
como a deltametrina e o metamidofés do que A.
mellifera, sugerindo-se dessa forma, uma maior
vulnerabilidade das abelhas sem ferrdo aos
agrotoxicos.

Os resultados deste estudo apontam
também, um decréscimo da velocidade das abelhas S.
postica apds a exposicdo ao imidacloprido,
representado por uma diminuicdo da mobilidade
desses individuos, podendo comprometer as
atividades realizadas por estes insetos. Em seus
estudos com A. mellifera, Lambin et al. (2001)

observaram um aumento na atividade motora em
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abelhas submetidas ao imidacloprido nas doses de
1,25 ng/abelha, independente do tempo de exposigao.
Nas abelhas expostas a 2,5 ng/abelha de
imidacloprido verificou aumento da locomogéo, 15
minutos ap0s os testes. Entretanto, 30 minutos apos a
exposicdo a 5 e 20 ng/abelha e 60 minutos com 2,5 e
20 ng/abelha, o inseticida diminuiu o deslocamento
das abelhas. Em contrapartida, verificamos neste
estudo, que as concentracdes de imidacloprido
testadas ndo provocaram aumento da mobilidade das
abelhas, constatando-se apenas que as velocidades
das abelhas expostas as concentragdes de 4,25 e
21,25 ng/uL foram significativamente menores do
que a dos controles e a de 0,42 ng/uL.

Em trabalho realizado com outra espécie de
abelha sem ferrdo, Tomé et al. (2012) verificaram que
recém-emergidas de M. quadrifasciata anthidioides
expostas ao imidacloprido ndo tiveram sua
mobilidade comprometida, enquanto que 0s
individuos de 4 a 8 dias de idade tiveram sua
locomogdo afetada. Os autores observaram que,
conforme as concentragdes de imidacloprido e a
idade das abelhas aumentavam, havia um decréscimo
do deslocamento e da velocidade desses individuos.
O imidacloprido provocou também, um aumento da
quantidade de abelhas paradas no trajeto de
deslocamento e do tempo que elas permaneciam
paradas no teste. Similar ao constatado neste trabalho,
verificou-se que 1,12; 6,74; 55 e 42,86% das abelhas
S. postica expostas a 0,85; 4,25; 21,25 e 42,5 ng/uL,
respectivamente, permaneceram paralisadas ao longo
do teste e 11,24; 30 e 42,86% dos individuos
expostos a 4,25; 21,25 e 42,5 ng/pL. ndo completaram
0 percurso durante as analises.

Os resultados gerais podem  ser
relacionados ao mecanismo de agdo do
imidacloprido. Os receptores nicotinicos de
acetilcolina, aos quais o agrotoxico se liga
irreversivelmente, localizam-se no cérebro dos
insetos em regides associadas ao processamento das
informac6es olfatorias, mecanossensoriais,
aprendizado e memdria (Gauthier, 2010). O
imidacloprido age agonisticamente, ou seja, ao se
ligar aos receptores de acetilcolina, o inseticida

promove passagem continua do impulso nervoso e,
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modifica, assim, a fisiologia do sistema nervoso do
inseto, podendo comprometer a memdria olfatoria e
as fungdes motoras das abelhas (Lambin et al., 2001;
Decourtye et al., 2004b).

Os danos provocados pelo imidacloprido na
REP e no deslocamento das abelhas podem afetar as
atividades realizadas por esses individuos impactando
na sobrevivéncia desses, na viabilidade da col6nia, na
polinizacdo eficaz da mata nativa, bem como na
producéo de alimentos.

CONCLUSAO

Os  resultados  mostraram que 0
imidacloprido afeta negativamente as abelhas, seja na
capacidade de reconhecimento de uma fonte de
alimento, seja na capacidade de deslocamento e
orientacdo. Este trabalho contribui com o
desenvolvimento de medidas mais protetivas visando
a conservacao das abelhas brasileiras e d& subsidios
para o desenvolvimento de estudos comportamentais
que utilizem outras abelhas além do modelo A.

mellifera.
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