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RESUMO

O declinio em populagdes de abelhas e outros polinizadores tem atraido a atengao
de pesquisadores e 6rgdos governamentais e ndo-governamentais no mundo todo.
Varias séo as causas atribuidas a este declinio, dentre as quais estda o uso de
agrotoxicos. No caso das abelhas-sem-ferrdo (Apidae, Meliponini), pesquisas
realizadas principalmente no Brasil, um dos paises detentores da maior diversidade
de espécies deste grupo, indicam os efeitos negativos de diversos agrotoxicos para
varias espécies, mesmo quando usado em doses recomendadas pelo fabricante.
Além dos agrotoxicos, o desmatamento e perda de habitats sdo causas também
apontadas para o declinio dos polinizadores. No estado do Parana, que
originalmente era recoberto em quase 100% de seu territorio pela Mata Atlantica, a
devastacgao foi severa, restando hoje cerca de 5% da vegetacéo original. No norte do
estado, a substituicdo da floresta por cultivos do café ocorreu abruptamente. Embora
seja uma espécie autogamica, os polinizadores, principalmente abelhas, acarretam
ganhos diretos na producdo e qualidade dos grdos produzidos. Contudo, ainda
faltam estudos investigando a diversidade de abelhas visitantes das flores do
cafeeiro no Parana. Apesar de Apis mellifera L., uma espécie introduzida, ser
comum nas flores do cafeeiro, alguns estudos mostram que abelhas-sem-ferrdo
estdo também entre os visitantes e polinizadores importantes deste cultivo. Neste
contexto, este trabalho teve como objetivos investigar: i) os possiveis efeitos dos
principais agrotéxicos usados na cafeicultura para espécies de abelhas nativas sem
ferrdo; ii) a abundancia, riqueza e diversidade de espécies de abelhas em areas de
cultivo do café no norte do Parana. Para a analise dos efeitos dos agrotéxicos foi
realizada uma revisdo bibliografica sobre as metodologias desenvolvidas para
analise dos efeitos subletais de herbicidas, inseticidas e fungicidas sobre diferentes
espécies de abelhas-sem-ferrdo. Foi realizada ainda, uma meta-analise da
mortalidade causada por inseticidas sobre este grupo de abelhas. Nas analises de
campo, as abelhas foram amostradas com rede entomoldgica, durante a floragéo do
café em cinco areas deste cultivo agricola, no norte do estado do Parana. Os
resultados da meta-analise obtidos a partir de dados de 25 estudos revelaram maior
mortalidade para as abelhas expostas a diferentes inseticidas quando comparadas
ao grupo controle, mesmo quando consideradas as doses recomendadas pelo
fabricante, ambientalmente relevantes ou ainda nas mais baixas doses testadas nos
estudos. Em avaliagbes dos efeitos subletais nos artigos avaliados, foi observado
maior efeito negativo de agrotdxicos sobre o comportamento, a morfologia e a
histologia das abelhas do grupo experimental em relagdo ao controle. O
levantamento de espécies de abelhas em cultivos agricolas revelou a presenca de
13 espécies identificadas, com elevada dominancia de Apis mellifera (62% a 91%)
nas cinco areas amostradas. A abundancia de abelhas amostradas nas areas variou
de 318 a 3644 individuos. A riqueza de Melipinini variou de duas a oito espécies por
area e a abundancia relativa do grupo por area variou de menos de 2% a 34,9%.
Sugere-se que fatores como a perda de vegetagao nativa e a presenga da abelha
melifera respondam, pelo menos, em parte pela baixa a riqueza e abundancia de



abelhas-sem-ferrdo na maioria das areas.

Palavras-chave: apoidea; café; polinizadores; inseticidas; meta-analise
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ABSTRACT

The decline in populations of bees and other pollinators has attracted the attention of
researchers and governmental and non-governmental bodies around the world.
There are several causes attributed to this decline, among which is the use of
pesticides. In the case of stingless bees (Apidae, Meliponini), research carried out
mainly in Brazil, one of the countries with the greatest diversity of species in this
group, indicates the negative effects of several pesticides for several species, even
when used in doses recommended by the manufacturer. In addition to pesticides,
deforestation and loss of habitats are also cited as causes for the decline of
pollinators. In the state of Parana, which was originally covered in almost 100% of its
territory by the Atlantic Forest, the devastation was severe, leaving today about 5%
of the original vegetation. In the north of the state, the replacement of the forest by
coffee plantations occurred abruptly. Although it is an autogamous species,
pollinators, mainly bees, cause direct gains in the production and quality of the grains
produced. However, there is still a lack of studies investigating the diversity of bees
visiting coffee flowers in Parana. Although Apis mellifera L., an introduced species, is
common in coffee flowers, some studies show that stingless bees are also among
the important visitors and pollinators of this crop. In this context, this study aimed to
investigate: i) the possible effects of the main pesticides used in coffee growing on
native stingless bee species; ii) the abundance, richness and diversity of bee species
in coffee growing areas in northern Parana. To analyze the effects of pesticides, a
literature review was carried out on the methodologies developed to analyze the
sublethal effects of herbicides, insecticides and fungicides on different species of
stingless bees. A meta-analysis of mortality caused by insecticides on this group of
bees was also performed. In field analyses, bees were sampled with an
entomological net during coffee flowering in five areas of this agricultural crop, in the
north of the state of Parana. The results of the meta-analysis obtained from data from
25 studies revealed higher mortality for bees exposed to different insecticides when
compared to the control group, even when considering the doses recommended by
the manufacturer, environmentally relevant or even at the lowest doses tested in the
studies . In evaluations of the sublethal effects in the evaluated articles, a greater
negative effect of pesticides on the behavior, morphology and histology of bees in the
experimental group was observed in relation to the control. The survey of bee
species in agricultural crops revealed the presence of 13 identified species, with a
high dominance of Apis mellifera (62% to 91%) in the five sampled areas. The
abundance of bees sampled in the areas ranged from 318 to 3644 individuals.
Melipinini richness ranged from two to eight species per area and the relative
abundance of the group per area ranged from less than 2% to 34.9%. It is suggested
that factors such as the loss of native vegetation and the presence of the honey bee
account at least in part for the low richness and abundance of stingless bees in most
areas.

Key words: apoidea; coffee; polinators; insecticides; meta-analysis
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APRESENTACAO

Esta tese de doutorado representa um dos produtos, gerados com o
desenvolvimento de um amplo projeto intitulado “Servico de polinizagdo nas
principais regiées produtoras de café no Brasil: biodiversidade, avaliagdo
bioeconbmica e intensificagdo ecologica”, que obteve recursos Edital no.
CNPg/MCTIC/IBAMA/Associacdo A.B.E.L.H.A. N° 32/2017. Por isso, na Introdugéo
Geral apresentada a seguir sdo abordados alguns aspectos relacionados a historia
da colonizagao do Norte do Estado do Parana, que teve forte relacdo com o cultivo
do cafeeiro. A tese encontra-se dividida, assim, em: i) uma Introdugao Geral,
abordando aspectos como a biologia das abelhas nativas sem ferrdo (tribo
Meliponini), foco principal deste trabalho, o importante papel ecoldgico
desempenhado por estas abelhas como polinizadores tropicais, a ameaca dos
agrotéxicos para as populagdes dete grupo de abelhas e, como destacado, um
breve histérico da cafeicultura durante a colonizagdo do Norte do Parana; ii)
Capitulo I: uma revisao bibliografica, apresentada na forma de manuscrito, sobre as
metodologias que tém sido utilizadas para a analise de efeitos subletais de
agrotoxicos em abelhas-sem-ferrdao (tribo Meliponini); iii) Capitulo Il: uma meta-
analise, que avaliou, com base em um conjunto de artigos disponiveis na literatura, a
mortalidade de abelhas-sem-ferrdo apds a exposicdo a diferentes inseticidas em
doses e/ou concentragbes abaixo da DLso e CLso. Este segundo capitulo esta
também na forma de um manuscrito submetido a revista Environmental Pollution,
estando sob anadlise de revisores; iv) Capitulo Ill: apresentado na forma de um
manuscrito, trazendo os resultados sobre o conjunto de abelhas visitantes de

cultivos do cafeeiro no Norte do Parana; v) Conclusoées.
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| INTRODUGAO GERAL

As abelhas s&o reconhecidas como o0s principais polinizadores na
maioria dos ecossistemas terrestres naturais e agricolas (KLEIN et al., 2007;
OLLERTON et al., 2011; ZATTARA e AIZEN, 2021) e estao entre os principais
agentes responsaveis pela manutencdo da diversidade vegetal de florestas
tropicais e subtropicais do planeta (NEFF e SIMPSON, 1993). Cerca de 75%
das culturas agricolas e 87,5% das plantas com flores dependem em algum
grau da polinizagdo por animais, sendo as abelhas, sem duvida, os principais
agentes a realizarem tal fungdo em diversos ecossistemas terrestres (KLEIN et
al., 2007; MICHENER, 2007; RICKETTS et al., 2008; OLLERTON et al., 2011).
As abelhas s&o essenciais a polinizagdo das angiospermas, devido a sua
dependéncia das flores para a obtencao de recursos alimentares, como polen,
néctar e oleo; e o fato destas visitarem diariamente um numero elevado de
flores e espécies vegetais, em busca de alimento (MICHENER, 2007).

Existem, atualmente, mais de 20.000 espécies de abelhas catalogadas
no mundo (ASCHER e PICKERING, 2020). O Brasil, possui cerca de 2000
especies de abelhas catalogadas, mas o numero pode ser ainda maior, com
estimativa entre 3000 e 5000 espécies (SILVEIRA et al., 2002). De acordo com
a classificacao de Michener (2007), Moure et al. (2012) e Danforth (2019), as
abelhas pertencem a superfamilia Apoidea e estdo distribuidas em sete
familias: Stenotrididae e Melittidae (ambas ausentes no Brasil), Colletidae,
Andrenidae, Halictidae, Megachilidae e Apidae, sendo esta ultima a mais
diversa em numero de espécies (aproximadamente 6000 espécies),
distribuidas em trés subfamilias (Xylocopinae, Nomadiinae e Apinae) e 33

tribos (MICHENER, 2007).
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Apesar do importante papel desempenhado pelas abelhas como
polinizadores, diversos estudos realizados nas ultimas décadas, tém apontado
um declinio nas populagdes de abelhas no mundo todo (BIESMEIJER et al.,
2006; GRIXTI et al., 2009; POTTS et al.,, 2010; LEBUHN et al., 2012; DE
PALMA et al.,, 2017; RHODES, 2018; MILLARD et al., 2021; ZATTARA e
AIZEN, 2021).

Varias sdo as causas que tém sido atribuidas aos declinios nas
populagdes de abelhas, dentre as quais pode-se citar a fragmentagao e perda
de habitats, as quais estdo relacionadas com a redugéao da vegetagao nativa e
desmatamentos (KEVAN, 1999; KREMEN et al, 2002; FREITAS et al., 2009),
mudancgas climaticas e a introdug¢ao de espécies capazes de competir com as
abelhas nativas (POTTS et al., 2010), perda de diversidade genética (ZAYED,
2009), ou uma combinacgao de varios fatores como pesticidas, parasitas e falta
de recursos alimentares (GOULSON et al., 2015).

Dentre todas estas causas, o uso de agrotoxicos em culturas agricolas e
uso nao sustentavel dos agroecossistemas (FREITAS et al., 2009; PINHEIRO e
FREITAS, 2010) estédo entre as principais causas de perda de diversidade das
abelhas (KREMEN et al., 2002; FREITAS et al., 2009; PINHEIRO e FREITAS,
2010; KEVAN e VIANA, 2003; SANCHEZ-BAYO e GOKA, 2014; GOULSON et
al., 2015).

O estado do Parana era recoberto no passado, em quase sua totalidade
(98%), por diferentes tipos de formagédo vegetal da Mata Atlantica e
ecossistemas associados (MORELLATTO e HADDAD, 2000; OLIVEIRA-FILHO
e FONTES, 2000). Na regiao norte do estado, onde esta inserido o municipio

de Londrina, a vegetagdo nativa era constituida por extensa cobertura de
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Floresta Estacional Semidecidual (FES), também denominada por Floresta
Tropical Semidecidual do Terceiro Planalto Paranaense (MORELLATTO e
HADDAD, 2000; SOARES e MEDRI, 2002; TOREZAN, 2002).

A FES recobria uma area de solos altamente férteis de “terra roxa”, os
quais sao resultantes de derrames de lavas basalticas e decomposi¢ao destas
na camada Trapp, 0s quais sdo bastante propicios para a agricultura (SOARES
e MEDRI, 2002). Enquanto o desmatamento da Mata Atlantica paranaense
comega a ocorrer, de forma mais perceptivel, no inicio do século XVII em
regides mais préoximas ao sul e litoral sul do estado, a colonizagdo no norte do
Parana, com desmatamento simultdneo das florestas de interior, inicia-se no
final do século XIX e continua de forma rapida e acentuada na primeira metade
do século XX (SOARES e MEDRI, 2002).

Além dos solos propicios a agricultura, o fato de a regido norte do
Parana estar localizada no Terceiro Planalto Paranaense (ou Planalto de
Guarapuava), sob clima do tipo tropical umido mesotérmico ou Cfa, conforme
classificagdo de Koppen (IDR, 2019; MIRETSKI, 2003), com altitudes
moderadas, mas podendo atingir entre 600 e 800 m em algumas localidades
(MIRETSKI, 2003), favoreceu de forma preponderante o cultivo da cafeicultura,
embora esta tenha sido precedida pelo ciclo da extracdo de madeira na regido
(SOARES e MEDRI, 2002).

O ciclo do café no estado do Parana iniciou-se a partir da extensao dos
cafeeiros paulistas. A producdo de café alterou a agricultura paranaense e
trouxe desenvolvimento e crescimento para o estado (PRIORI et al., 2012). O

café se tornou, alguns anos depois, a cultura mais valorizada, acarretando a
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chegada de fazendeiros de outros lugares, os quais buscavam terras para o
plantio do fruto (PRIORI et al., 2012).

O grande avango na agricultura acarretou a devastagao de grande parte
da vegetacdo da regidao (PRIORI et al.,, 2012). A substituicdo das matas e
florestas pelas estradas e cafezais ocorreu para promover o desenvolvimento
econdmico. Em apenas um século (1890 a 1990) o estado do Parana reduziu
sua cobertura florestal de 16.762.600 hectares, ou 83,41% de seu territorio,
para cerca de 872.600 hectares, ou 5,20% de seu territério (GUBERT-FILHO,
2010).

Na década de 1960, as politicas governamentais incentivavam a
racionalizacdo do plantio da cafeicultura e diversificacdo do uso da terra, com
estimulos para plantio de culturas como soja, milho e trigo. Em 1975, a “geada
negra”, que afetou parte do estado do Parana, ocasionou um grande declinio
na produgcao cafeeira, fazendo com que muitos cafeicultores utilizassem os
incentivos governamentais para a diversificagdo da produgédo. Dessa forma, o
plantio do café foi substituido em grande parte, por novas culturas agricolas,
como soja e milho (PRIORI et al., 2012).

Atualmente, o estado do Parana € o sexto maior produtor de café do
Brasil (EMBRAPA, 2020) e o pais € o maior produtor e exportador de café
(Coffea arabica L.) e segundo maior consumidor da bebida no mundo (BRASIL,
2021). Essa espécie de planta é autofértil, ou seja, possui flores hermafroditas
e pode se autopolinizar. Apesar disso, de 5 a 15% de sua polinizagao, pode
ocorrer na forma de polinizagdo cruzada, devido a ventos e principalmente,
insetos (MATIELLO et al., 2002).

A diversificagao das culturas agricolas e o crescimento da agricultura no
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estado do Parana, consequentemente acarretaram um maior consumo de
agrotoxicos. Entre 2012 e 2015, o consumo de agrotéxicos foi de 370.000
toneladas, tornando o estado, o 2° maior consumidor de agrotoxicos do pais
(VIVA SEM VENENO, 2017), onde sao liberados para uso em cultivos de
cafeeiro, cerca de 500 agrotoxicos (ADAPAR, 2022). Tais produtos pertencem
a diferentes classes, de acordo com seu modo de acéo; e sao representados
em sua maioria por herbicidas (42,2%), seguidos por fungicidas (25,7%),
inseticidas  (22,9%), inseticidas  conjugados a  outras  classes
(acaricida/bactericida/fungicida/nematicida) (7,5%), acaricidas (1,5%) e
nematicidas (0,2%) (ADAPAR, 2022).

Existem diversas formulagbes e grupos quimicos distribuidos em cada
classe de agrotoxico liberado para uso em cultivos do café no Parana. Dentre
os inseticidas, por exemplo, 0s grupos quimicos que apresentam maior
quantidade de produtos liberados para uso sdo piretroides, organofosforados,
avermectinas e neonicotinoides (ADAPAR, 2022). Por exemplo, diversos
estudos apontam que inseticidas pertencentes a tais grupos quimicos, como
abamectina (FERREIRA et al., 2020), acetamiprido (SILVA et al., 2017; JACOB
et al., 2019), clorpirifés (SANTOS et al., 2016; DORNELES et al., 2021),
imidacloprido (JACOB et al., 2019; BRITO et al., 2020), tiametoxam (GRELLA,
2017; MACIAS-MACIAS et al., 2020) podem causar diversos efeitos subletais
em espécies de abelhas nativas sem ferrao, quando tais abelhas sdo expostas
a estes.

Diversos estudos abordam a importdncia das abelhas como
polinizadoras do café. As inflorescéncias estudadas, quando expostas aos

visitantes florais, produziram maior quantidade frutos, em comparacdao as
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plantas ensacadas, as quais nao receberam a visita de polinizadores, indicando
dessa forma, que a auséncia de insetos visitando as flores diminuiu a producao
dos graos (ROUBIK, 2002; KLEIN et al., 2003b; DE MARCO-JR e COELHO,
2004; RICKETTS et al., 2008; MALERBO-SOUZA e HALAK, 2012; FERRAZ-
SILVA, 2013; TEIXEIRA, 2019). Além disso, estudos apontam valores maiores
no peso médio dos grdos em plantas ndo ensacadas, em comparagdo as
plantas ensacadas, as quais n&o receberam a visita de polinizadores (ROUBIK,
2002; RICKETTS et al., 2008).

Porém, a crescente utilizacdo de agrotoxicos e consequente exposigao
das abelhas a estes, comprometem a saude de abelhas nativas sem ferrdo e a
manutencdo de suas colénias (TOME et al., 2012). Tais abelhas sdo assim
denominadas por possuirem um ferrdo atrofiado (MICHENER, 2007).
Pertencem ao grupo monofilético dos Apidae corbiculados, no qual as fémeas
possuem uma corbicula (ou “cesta de pdlen) no terceiro par de pernas. As
abelhas-sem-ferrao compdem a tribo Meliponini, a qual reune quase 600
espécies altamente eussociais, que formam colbnias perenes e estao
distribuidas em regides tropicais e subtropicais do mundo (MICHENER, 2013;
GRUTER, 2020). O grupo é bastante diverso quanto ao tamanho, coloracgéo,
habitos de nidificagdo e comportamento de suas espécies (NOGUEIRA-NETO,
1997; MICHENER, 2007). Estima-se que no Brasil existam aproximadamente
330 espécies de abelhas-sem-ferrdao (PEDRO, 2014).

No Brasil, tais abelhas estdo sofrendo também declinio em suas
populagdes devido principalmente, a trés causas principais: desmatamento,
introdugéo de espécies nao-nativas e intensificagado da agricultura (FREITAS et

al.,, 2009). Particularmente, no caso da instensificagdo agricola, algumas
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monoculturas reduzem a disponibilidade de alimentos para as abelhas,
enquanto o uso de agrotoxicos constitui outro componente negativo com
prejuizos a sobrevivéncia das populagdes de diferentes espécies (FREITAS et
al., 2009).

Dessa forma, o presente estudo teve o objetivo de avaliar através de
uma revisédo bibliografica, as metodologias que tém sido utilizadas na analise
de efeitos subletais de agrotoxicos em abelhas-sem-ferrdo. Além disso, a partir
de artigos disponiveis na literatura, realizar uma meta-analise sobre a
mortalidade de abelhas-sem-ferrdo apds a exposicao a diferentes inseticidas
em baixas doses e/ou concentragcdes. Por fim, foi realizado um levantamento
de abelhas visitantes de cultivos do cafeeiro na regido norte do estado do

Parana.
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OBJETIVOS
GERAL

Compilar as metodologias que tém sido desenvolvidas na analise de
efeitos subletais de agrotoxicos em abelhas-sem-ferrdo; analisar, com base em
dados da literatura a mortalidade de abelhas-sem-ferrdo expostas a diferentes
inseticidas em doses e/ou concentragdes abaixo da DLso e CLso e fazer um
levantamento das abelhas visitantes de cultivos do cafeeiro na regido norte do

estado do Parana.

ESPECIFICOS
e Reunir estudos que utilizam metodologias para a analise de efeitos

subletais de agrotéxicos em abelhas-sem-ferrao;

e Fazer um levantamento das metodologias mais utilizadas e os tipos de

analise que tém sido desenvolvidas;

e Relatar os resultados que tém sido publicados sobre os efeitos subletais

de agrotoxicos em abelhas-sem-ferrao;

¢ Realizar meta-analise a fim de avaliar os efeitos de doses/concentracdes
abaixo da DLso e CLso de inseticidas sobre a mortalidade de abelhas-

sem-ferrao, a partir de um conjunto de artigos disponiveis na literatura;

e Fazer um levantamento da riqueza e abundancia de abelhas visitantes

de cultivos do cafeeiro na regiao norte do Estado do Parana.
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CAPITULO 1 - EFEITOS SUBLETAIS DE AGROTOXICOS EM ABELHAS-
SEM-FERRAO (APIDAE: MELIPONINI): UMA REVISAO SOBRE OS
PRINCIPAIS METODOS DE ESTUDO UTILIZADOS E BIOMARCADORES
AVALIADOS
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REsumoO

As abelhas sao polinizadores essenciais em areas cultivadas e naturais de todo
o mundo. O uso de agrotéxicos € apontado como uma das suas principais
causas do declinio de polinizadores, pois, além de causar a mortalidade nestes
individuos, a exposi¢cao a esses produtos pode acarretar efeitos subletais, os
quais sao prejudiciais a sobrevivéncia. Estudos recentes abordam diferentes
andlises, que estimam tais efeitos em abelhas-sem-ferrao (Meliponini),
importantes polinizadores de regides tropicais e subtropicais do mundo. O
objetivo deste trabalho foi realizar uma revisao de literatura, sobre as analises
utilizadas na avaliagdo de efeitos subletais de agrotoxicos em Meliponini e
relatar os principais resultados obtidos apds a exposicdo a doses ou
concentragbes subletais de diferentes agrotoxicos, durante a fase adulta ou
larval, de operarias de abelhas-sem-ferrdo. As pesquisas dos trabalhos aqui

expostos, foram feitas utilizando-se palavras-chave, em bases de dados
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eletrébnicas. Os resultados apontam que diferentes metodologias tém sido
desenvolvidas para a analise de efeitos subletais em Meliponini e os efeitos
encontrados incluem alteragbes bioquimicas, morfologicas, fisiologicas e
comportamentais nas abelhas, apds exposi¢cdes a agrotoxicos. Tais alteragdes
podem resultar em prejuizos para as atividades individuais e, em ultima

instancia, podem comprometer a sobrevivéncia da colmeia como um todo.

Palavras-chave: Inseticidas; fungicidas; herbicidas; mortalidade; analise de

toxicidade
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1 INTRODUGAO

Nas ultimas duas décadas tém sido desenvolvidos e publicados diversos
estudos que buscaram avaliar os efeitos de agrotéxicos em abelhas-sem-ferrao
(Apidae, Meliponini). Alguns destes estudos, determinaram as concentragdes
letais médias (CLso) e/ou doses letais médias (DLso), de varios agrotoxicos,
incluindo inseticidas (JACOB et al., 2013; COSTA et al., 2015; SOARES et al;
2015; DORNELES et al., 2017; BOFF et al., 2018; PADILHA et al., 2020;
FARDER-GOMES et al., 2021a), herbicidas (ARAUJO et al., 2020) e fungicidas
(BRIGANTE et al., 2021; LEITE et al., 2021), sobre diferentes espécies de
abelhas-sem-ferrdo. Destaca-se que os termos ClLso e DLso correspondem a
concentragdo ou dose da substancia, respectivamente, capaz de causar 50%
de mortalidade na populagdo estudada, em um dado intervalo de tempo
(RORTAIS et al., 2005).

Ha também estudos que investigaram os efeitos que doses e/ou
concentracbes subletais de agrotdéxicos provocavam em espécies de
Meliponini. Tais efeitos, embora, ndo causem a morte imediata, podem
provocar impactos negativos na sobrevivéncia das abelhas, comprometendo a
coldnia como um todo (LOURENCO, 2012; TOME et al., 2015; MORAIS et al.,
2018; ARAUJO et al.,, 2019; BOTINA et al.,, 2019; ALMEIDA et al., 2021;
MIOTELO et al., 2021). Muitos estudos foram desenvolvidos no Brasil (TOME
et al.,, 2012; ROSA et al., 2016; BOFF et al., 2018; MORAIS et al., 2018;
ARAUJO et al., 2019; JACOB et al., 2019; PIOVESAN et al., 2020; ALMEIDA et
al., 2021; FARDER-GOMES et al., 2021a, 2021b), uma vez que este é um dos
paises detentores da maior diversidade de espécies de abelhas-sem-ferrao
(PEDRO, 2014; GRUTER, 2020).

Dentre os efeitos subletais que tém sido observados em estudos



34

recentes de exposi¢cdo de abelhas-sem-ferrdo a agrotdxicos estdo: alteragbes
na morfologia do cérebro (TOME et al., 2012; MOREIRA et al., 2018; DINIZ et
al., 2020b; FARDER-GOMES et al., 2021b; MIOTELO et al., 2021) e intestino
médio (FERREIRA et al., 2013; MOREIRA et al., 2018; NASCIMENTO, 2018;
DINIZ et al.,, 2020a), adultos com alteracbes na morfologia externa apos a
exposicao a agrotdxicos no periodo larval (BARBOSA et al., 2015; ROSA et al.,
2016; BERNARDES et al.,, 2018; DORNELES et al.,, 2021), além de
comportamentos prejudicados, como dificuldade de locomog¢ao (LOURENCO,
2012; TOME et al., 2012; BARBOSA et al., 2015) e alteracdo nas atividades de
voo (TOME et al. 2015a; MARQUES et al., 2020), paralisia, tremores (SOARES
et al., 2015), letargia, desorientagcdo (NOCELLI, et al., 2019) e hiperexcitagéo
(LOURENGCO et al., 2012; MORAIS et al., 2018).

Os estudos que avaliam o risco de agrotéxicos, considerando apenas a
mortalidade como efeito toxicoldégico, deixam de analisar importantes
resultados de toxicidade, que podem ser prejudiciais aos polinizadores
(FERNANDES, 2012; ALMEIDA et al.,, 2021), uma vez que varios efeitos
subletais apos a exposigdo a agrotdéxicos sédo relados na literatura, como
mencionado anteriormente. Embora, algumas revisbes envolvendo
especificamente agrotoxicos e abelhas tenham sido publicadas, recentemente
(BARBOSA et al., 2015; LIMA et al.,, 2016), a rapida velocidade em que
informagdes tém sido geradas em novas publicagdes, bem como a aplicagao
de metodologias inovadoras que tém sido utilizadas em varios destes estudos,
demandam novas revisdes e atualizagdes na tentativa de compilar as
informagdes, contribuindo, assim, para um entendimento maior dos resultados

obtidos.
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Dessa forma, a presente reviséo visa tratar com maior detalhamento, os
efeitos subletais descritos nas publicacbes que envolvem a exposicdo de
abelhas-sem-ferrdo a agrotoxicos, além de apresentar as metodologias que

tém sido utilizadas para a avaliagao de tais efeitos.

2 MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento desta revisdo bibliografica, foram realizadas
pesquisas em bases de dados eletronicas, como: Peridodicos CAPES, Web of
Science, Scopus, PubMed e Google Scholar. Como o objetivo foi analisar
trabalhos que avaliaram os efeitos subletais de agrotoxicos em abelhas-sem-
ferrdo, foram utilizadas as seguintes palavras-chave na busca: “abelhas-sem-
ferrao” ou “Meliponini” e “agrotoxico”, ou ‘“inseticida”, ou “fungicida”, ou
“herbicida”, ou “acaricida”, ou “mortalidade” e “efeitos subletais”, ou “CLs0” ou
“DLs0”, nos idiomas inglés e portugués, publicados até setembro de 2021.

Foram encontrados, ao todo, 86 estudos que abordavam a exposicéo de
agrotoxicos em abelhas-sem-ferrdo. Dentre esses, 52 utilizaram metodologias
que avaliaram efeitos subletais de agrotdxicos nesse grupo de abelhas (Tabela
1). Desta forma, os trabalhos que apenas determinaram as doses e/ou
concentragdes subletais desses produtos e nido utilizaram metodologias para a

avaliagao dos efeitos subletais, foram excluidos desta revisao.
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Tabela 1. Levantamento de estudos que utilizaram metodologias de analise de efeitos subletais

apos a exposicao (O - Oral, C - Contato, T — Tépica) de agrotéxicos em diferentes estagios de

vida (A - Adulto, L — Larva) de abelhas-sem-ferrdo. (Siglas das analises: AC - Analise do

cérebro, AE - Analise enzimatica, Al - Analise do intestino, ATM - Analise Tubulos de Malpighi,

CA — Comportamento alimentar, CS - Comportamento social, EC — Ensaio Cometa, MC -

Massa corporal, ME - Morfologia externa, REP - Reflexo de Extensdo da Probdscide, TL -

Teste de locomogao, TR - Taxa respiratéria, TV - Teste de voo).

Estagio

Estudos de vida Exposicao Espécie Agrotoxico Analise
Almeida et al., a
2021 A (0] Partamona helleri Imidacloprido e mix fungicidas TL, TR, preferéncia de cor
Araujo et al., 2019 L O P. helleri Espinosade Al, MC
Aratjo et al., 2020 A (0] P. helleri Mesotriona + atrazina TL, Al
Barbosa et al.,
2015 L 0] Melipona quadrifasciata Azadiractina e Espinosade TL, MC, ME
Bernardes et al.,
2017 A OeC M. quadrifasciata e P. helleri Azadiractina L TV, TR
Bernardes et al., TL ME
2018 L (0] P. helleri Azadiractina ’
Acetamiprido + Alfa- cs
Boff et al., 2018 A 0] M. quadrifasciata cipermetrina
Botina et al., 2019 A o P. helleri Espinosade TL, TV, TR
Brito et al., 2020 A o M. quadrifasciata Imidacloprido TL, AlLEC
Chibee et al., 2021 A OeC Meliponula bocandei Cipermetrina REP, AE
Costa et al., 2020 A (0] M. quadrifasciata Imidacloprido CA
Diniz et al., 2020a A OeC Scaptotrigona bipunctata Acefato AC, Al
Acetamiprido + Alfa- AC. Al
Diniz et al., 2020b A (0] S. bipunctata cipermetrina ’
Dorneles et al., ME
2021 L (0] S. bipunctata Clorpirifés
Farder-Gomes et AE. Al
al., 2021a A (0] P. helleri Fipronil ’
Farder-Gomes et
al., 2021b A (0] P, helleri Fipronil TL, AE, AC
Fermino et al., Tetragonisca angustula e AE
2011 A C Tetragonisca fiebrigi Nicosulforom e Paraquate
Ferreira et al., . ATM
2013 A (0] Scaptotrigona postica Fipronil e Acido bérico
Ferreira et al., TL REP
2020 A C Scaptotrigona xanthotricha Abamectina e Acetamiprido ’
Tiametoxam, Glifosato e TV
Gomes, 2017 A OeC Melipona capixaba Mancozeb
Gomez-Escobar et CA
al., 2018 A C Scaptotrigona mexicana Espinosade
Grella, 2017 A o Melipona scutellaris Tiametoxam AC, ATM, Al
Jacob, 2012 A OeT S. postica Fipronil AC
Jacob et al., 2015 A OeT S. postica Fipronil AC
Acetamiprido, Imidacloprido, T
Jacob et al., 2019 A (0] T. angustula Tiacloprido e Tiametoxam
Clorpirifés, Ciflumetofen e Comportamento
Leite et al., 2021 A O, TeC T. angustula Difenoconazol
Lourengo, 2012 A OeT M. scutellaris Fipronil TL, REP
Macias-Macias et Imunidade celular
al., 2020 A (0] Melipona colimana Tiametoxam
Marques et al., A o] Plebeia lucii Espinosade e Imidacloprido TL, TV, TR.MC
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Matos et al., 2021

Miotelo et al., 2021
Morais et al., 2018
Moreira et al., 2018
Nascimento, 2018

Oliveira et al., 2020
Otesbelgue et al.,
2018

Pereira et al., 2021
Piovesan et al.,
2020

Rahman 2020

Rosa et al., 2016
Sanchez et al.,
2012

Santos et al., 2016
Seide et al., 2018
Silva et al., 2016
Silva et al., 2017

Soares, 2012
Souza, 2021
Tomé et al., 2012
Tomé et al., 2015a

Tomé et al., 2015b
Tomé et al., 2017

Viana et al., 2020
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Nannotrigona testaceicornis
M. scutellaris
M. scutellaris
S. bipunctata
S. postica e M. scutellaris
T. angustula

Plebeia droryana
S. bipunctata

M. quadrifasciata e T. fiebrigi
M. scutellaris
Scaptotrigona depilis

Plebeia moureana

Plebeia droryana

M. quadrifasciata
S. postica

M. quadrifasciata
S. postica

S. xanthotricha
M. quadrifasciata
M. quadrifasciata

P. helleri e S. xanthotricha

P. helleri

M. quadrifasciata

Imidacloprido, Deltametrina e
Espinetoram
Tiametoxam

Fipronil
Tiametoxam
Tiametoxam

Novalurom e Azadiractina

Imidacloprido

Cipermetrina
Abamectina, Tiametoxam,
Espinetoram e Novaluron

Imidacloprido e Tiametoxam
Tiametoxam

Espinosade
Clorpirifés
Glifosato e Imidacloprido
Imidacloprido
Acetamiprido
Imidacloprido
Glifosato e 2,4-D
Imidacloprido

Espinosade e Imidacloprido
Azadiractina, Clorantraniliprole,
Imidacloprido e Espinosade

Deltametrina e Imidacloprido

Azadiractina e Espinosade
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TL, TV, CS

AC
TL, AC
AE, AC, Al
ATM, MC
AE

CS, Comportamento
AE
TL

AE
ME

CA

Diferenciacao de castas
TL
TL, REP
CSs
Al, AC, ATM
TL, REP
TL, AC
TV, CS, TR

TV, CS
TR, MC

Andlise de expressao génica

As anadlises de efeitos de agrotdéxicos em abelhas incluem diferentes

tipos de exposigdo (contato, topico e oral) (Tabela 1). Alguns trabalhos

utilizaram mais de uma forma de exposi¢cdo aos agrotéxicos testados (Figura

1A). Além disso, podem ser analisados os efeitos em diferentes estagios de

vida das abelhas (larval ou adulto), mas na maioria dos casos, os estudos

abordam os efeitos em abelhas adultas. No caso dos estudos com larvas, eles

foram realizados até a emergéncia dos adultos, para avaliagdo dos efeitos da

exposicao crbnica (Figura 1B).
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A B
2%
o Oral (n =31
1% (n=31) 19%
Contato (n = 5) _
- " Adulto (n = 42)
o Topico (n =3) Larva (n =10)
(]

6% Oral e contato (n = 6) 81%

10% Oral e tépico (n = 6)

Oral, topico e contato
(n=1)

Figura 1. (A) Porcentagem dos tipos de exposigdo aos agrotoxicos (topica, oral e contato) em
abelhas-sem-ferrdo, nos trabalhos publicados que avaliaram os efeitos de agrotéxicos neste
grupo de abelhas. (B) Porcentagem de estudos que avaliaram os tipos de estagio de vida
(larval ou adulto) de abelhas-sem-ferrdo expostas a diferentes tipos de agrotéxicos (Dados

referentes aos trabalhos publicados de 2011 a 2021, n = 52).

As andlises de efeitos subletais de agrotdxicos em abelhas, podem
revelar alteragdes na morfologia interna e externa, desenvolvimento,
comportamento, entre outros. Tais efeitos podem ser avaliados através de
diferentes analises (Tabela 1). Nos trabalhos utilizados nesta revisdo, as
analises mais frequentemente utilizadas para a avaliagdo de efeitos subletais
em abelhas-sem-ferrao, foram analises comportamentais e morfologicas

(Tabela 2).
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Tabela 2. Diferentes analises (comportamentais, bioquimicas, fisiolégica e morfoldgicas)
realizadas pelos trabalhos avaliados nesta revisado, apds exposi¢cao de abelhas-sem-ferrao a
distintas classes de agrotéxicos. Entre parénteses, o numero de estudos que utilizaram
determinada analise. Dados referentes aos trabalhos publicados de 2011 a 2021, n = 52.

Analises
Comportamental | Bioquimica | Fisiolégica Morfologia | Morfologi
interna a externa
Locomocao Enzimas resTiar;(?éria Cérebro Apéndices
(n=19) (n=8) p_ (n=11) (n = 4)
(n=16)
Voo Ensaio Cometa Intestino Massa
(n=7) (n=1) meédio corporal
(n=9) (n=4)
Interacdo Imunidade Tubulos de
(n= %) celular Malpighi
(n=1) (n=4)
Alimentagao Expressao
(n =6) génica
(n=1)
Reflexo de
Extenséao
da Probdscide
(REP) (n =5)

Para a avaliagdo de efeitos de agrotoxicos em diferentes espécies de

abelhas-sem-ferrdo (n = 18), a maioria dos estudos utilizou inseticidas, os quais

abrangem diferentes grupos quimicos (Figura 2A, B).
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Numero de trabalhos que utilizaram a espécie

Figura 2. (A) Porcentagem da utilizagéo de diferentes classes de agrotdxicos nos estudos que

avaliaram os efeitos subletais destes produtos em espécies de abelhas-sem-ferrdo. (B)

Espécies de abelhas-sem-ferrdo, utilizadas na exposi¢ao a agrotéxicos e avaliagdo de seus

efeitos subletais. (Dados referentes aos trabalhos publicados de 2011 a 2021, n = 52).

No caso especifico dos inseticidas, os quais tem diversos grupos de

insetos como seu alvo especifico, na Tabela 3 é apresentada uma sintese dos

inseticidas mais usados em estudos com abelhas-sem-ferrao, grupos quimicos

a quais pertencem e modos de agéo.

Tabela 3 — Classificacdo e modo de agao dos inseticidas utilizados nos estudos que avaliaram

os efeitos subletais destes produtos em espécies de abelhas-sem-ferrdo (Dados referentes aos
trabalhos publicados de 2011 a 2021, n = 52).
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Agrotoéxico

Grupo quimico

Acgao

Acetamiprido

Imidacloprido

Tiacloprido

Neonicotinoide

Tiametoxam

Agonistas dos receptores nicotinicos da acetilcolina
no sistema nervoso central, alterando a transmisséao
do sinal nas sinapses nervosas

Alfa-cipermetrina

Cipermetrina

Deltametrina

Piretroide

Retardam o fechamento dos canais de sédio apés a
conducao do potencial de acao, reestimulando as
células nervosas

Espinetoram

Espinosade

Espinosina

Estimulam os receptores nicotinicos da acetilcolina
nas células pés-sinapticas, com possivel atuagdo no
sistema GABA (acido gama amino butirico)

Clorantraniliprole

Antranilamida/

Ativam os receptores de rianodina, induzindo uma

Diamida contracdo muscular ininterrupta
Novalurom Benzoilureia Inibem a sintese de quitina
Antagonizam a ag¢do do neurotransmissor inibitério
. . : GABA, impedindo que apoés a transmissdo de um
Fipronil Pirazol : .
impulso nervoso, se desencadeie o0 processo de
inibicao restabelecendo o repouso do SNC
Acefato
Ligam-se a enzima acetilcolinesterase, inibindo sua
Oragnofosforado

Clorpirifés

acao e causando acumulo de acetilcolina na sinapse
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Modudalm os canais de cloreto (Cl) e promovem um
Abamectina* Avermectinas aumento da liberagao de acido gama-aminobutirico
(GABA) nas sinapses das células nervosas

Tetranortriterpenoi | Bloqueiam um horménio relacionado a metamorfose,

Azadiractina de impedindo o processo de ecdise

* Inseticida e acaricida; ** inseticida e fungicida

A seguir sera apresentada uma breve descricdo das metodologias
utilizadas nas diferentes analises sobre os efeitos subletais de abelhas-sem-
ferrdo exposta a agrotoxicos (inseticidas, herbicidas, fungicidas e acaricidas)
em experimentos realizados em laboratorio. Sdo também apresentados os
principais resultados encontrados nos estudos, com destaques para a
relevancia dos tipos de analises em estudos de toxicidade neste grupo de

abelhas.

3 PRINCIPAIS METODOLOGIAS E RESULTADOS OBTIDOS NOS
TRABALHOS ANALISADOS

3.1 FORMAS DE EXPOSICAO DE ABELHAS-SEM-FERRAO A AGROTOXICOS

Os testes que analisam efeitos de concentragdes e/ou doses subletais
geralmente sao realizados por trés formas de exposicao: topica, contato e/ou
ingestdo do agrotéxico (Figura 3); e a mortalidade e efeitos subletais séo
registrados de 24h até 96h apds a exposigao a substancia (LOURENCO et al.,

2012; LEITE et al., 2021).
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Figura 3. Os trés tipos de exposigdo (topica, contato e oral) mais comuns nas analises de
efeitos subletais de agrotoxicos em abelhas-sem-ferrdo, nos trabalhos analisados (n = 52).

Para a realizagdo dos testes de exposi¢cao topica aos agrotdxicos, as
operarias sao previamente anestesiadas em baixas temperaturas (DORNELES
et al., 2017, NOCELLI et al., 2019), ou expostas por poucos segundos a didéxido
de carbono (CO2) (LOURENCO, 2012; MORAIS et al., 2018; NASCIMENTO,
2018; PADILHA et al., 2020; PIOVESAN et al., 2020; BRIGANTE et al., 2021).
Usualmente com auxilio de micropipeta, aplica-se uma gota da solugdo a ser
estudada diluida em solvente especifico (0 grupo controle recebe apenas o
solvente, sem agrotéxico), na regido do térax da abelha (LOURENCO, 2012;
DORNELES et al., 2017; MORAIS et al., 2018; NASCIMENTO, 2018; PADILHA
et al., 2020).

Ja na exposicao por contato, as abelhas sao submetidas ao contato com
papel-filtro contendo o agrotdxico borrifado na concentragdo a ser testada (no
caso do grupo controle, é borrifada agua destilada). Usualmente, utiliza-se o
fundo de uma placa de Petri, a qual é forrada com o papel filtro contaminado,
na qual as abelhas sdao deixadas em grupos, por determinado tempo
(FERMINO et al., 2011; DEL SARTO et al., 2014; BERNARDES et al., 2017;
ABRAHAM et al.,, 2018; FERREIRA et al.,, 2020; CHIBEE et al., 2021;
PEREIRA et al., 2021; SOUZA, 2021). O contato direto das abelhas com folhas

das plantas a serem avaliadas, borrifadas com o agrotdxico, é outra forma de
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exposicao por contato (ABRAHAM et al., 2018).

Nos testes de exposicdo oral, as abelhas sdo colocadas em gaiola
plastica, na qual usualmente é acoplado um microtubo tipo Eppendorf
perfurado nas extremidades, contendo a dose do agrotdoxico a ser testado
misturado ao alimento (solugdo de sacarose), ou, no caso do grupo controle,
apenas o alimento livre de agrotdxico (BERNARDES et al., 2017; DORNELES
et al., 2017; ARAUJO et al., 2020; PADILHA et al., 2020; ALMEIDA et al., 2021;
BRIGANTE et al.,, 2021; LEITE et al.,, 2021). O tempo de exposi¢do ao
agrotoxico € variavel e apds este, os microtubos sdo substituidos por outros,
contendo apenas o alimento, sem agrotoxico (BERNARDES et al.,, 2017;
DORNELES et al., 2017; BOTINA et al., 2019; ARAUJO et al., 2020; ALMEIDA
et al., 2021; BRIGANTE et al., 2021).

Alguns estudos visam avaliar os efeitos de agrotoxicos no
desenvolvimento larval de abelhas-sem-ferrédo e desta forma, esses individuos
sdo expostos aos agrotoxicos de forma cronica, desde os primeiros dias apos a
eclosdo, até a emergéncia (TOME et al., 2012; BARBOSA et al., 2015; ROSA
et al., 2016; BERNARDES et al., 2018; ARAUJO et al., 2019; DORIGO et al.,
2019; DORNELES et al., 2021).

O alimento larval (retirado de células de cria da propria colénia) é
colocado em quantidade determinada (varia para cada espécie) em cada um
dos pogos de uma microplaca e em seguida, delicadamente, a larva é colocada
acima do alimento, com ou sem o agrotéxico. As placas sdo deixadas em
estufa BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio), com temperatura (28 + 2 °C) e

umidade (varia durante o desenvolvimento larval) controladas durante todo o
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desenvolvimento, o qual é acompanhado diariamente (BARBOSA et al., 2015;

ROSA et al., 2016; BERNARDES et al., 2018; ARAUJO et al., 2019).

3.2 ANALISES DE EFEITOS CAUSADOS POR AGROTOXICOS EM ABELHAS-SEM-

FERRAO, NOS ESTUDOS ANALISADOS

3.2.1 Analises Morfologicas

3.2.1.1 Morfologia interna - intestino médio

A analise de morfologia do intestino médio tem se mostrado relevante,
visto que o intestino médio é o local de absorgcdo dos nutrientes e
metabolizacdo dos produtos quimicos, tornando-o um 6rgao importante para
analises de toxicidade em abelhas (CRUZ-LANDIM, 2009). Nesta analise, as
abelhas sdo anestesiadas e em seguida, dissecadas em solug¢ado salina para a
retirada do intestino médio, o qual é posteriormente fixado e passa por
procedimentos de preparacao de laminas, que sao observadas em microscopio
de luz (NASCIMENTO, 2018; MOREIRA et al., 2018; ARAUJO et al., 2019;
ARAUJO et al., 2020; DINIZ et al., 2020a; DINIZ et al., 2020b; FARDER-
GOMES et al.,, 2021a). Em alguns casos, o intestino médio & analisado em
microscopio eletrénico (MOREIRA et al., 2018; BRITO et al., 2020; DINIZ et al.,
2020b; BRIGANTE et al., 2021) e neste caso, os procedimentos sao diferentes
daqueles realizados para analise em microscoépio de luz.

Em individuos de Scaptotrigona postica Latreille, 1807 tratados com
doses subletais do inseticida imidacloprido, foi relatada a maior incidéncia de
células com nucleos picnéticos (com cromatina condensada), em relagdo ao
grupo controle. Além disso, os individuos tratados apresentaram

desorganizagdo do epitélio digestivo, caracterizada pelo desprendimento
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celular da membrana basal, rompimento celular e eliminacédo de células para o
limen (SOARES, 2012).

Operarias da espécie Scaptotrigona bipunctata (Lepeletier, 1836), apos
24h da exposicdo a menor dose testada (subletal) do inseticida tiametoxam,
apresentaram microvilosidades alongadas do intestino médio, provavelmente
como uma forma de aumentar a absor¢do de nutrientes e prolongar a
sobrevivéncia. Além disso, apds um periodo prolongado de exposi¢ao (72h), foi
observada a degeneragdo de células digestivas e sua eliminagdo no lumen
(MOREIRA et al., 2018). A caracteristica de células do epitélio se
despreeendendo e indo em direcdo ao lumen também foi observada quando
abelhas da espécie S. postica foram expostas topicamente ao tiametoxam,
além disso, também foi observado um desarranjo epitelial (NASCIMENTO,
2018). Apesar de o desprendimento celular ser comum em células digestivas
(CRUZ-LANDIM, 2009), os efeitos foram maiores em abelhas expostas ao
inseticida (NASCIMENTO, 2018).

Alteragbes morfoldégicas como aumento de microvilosidades, ruptura da
musculatura e degeneracado celular também foram evidenciadas em S.
bipunctata, quando tratadas de forma oral e por contato com o inseticida
acefato (DINIZ et al., 2020a) e quando expostas oralmente ao inseticida
combinado acetamiprido e alfa-cipermetrina (DINIZ et al., 2020b). Além disso,
abelhas expostas apresentaram degradagdo da membrana peritrofica (DINIZ et
al., 2020a; 2020b), a qual protege as células do intestino de danos causados
por alimentos que ndo foram digeridos (LANDIM, 2009).

Larvas de Partamona helleri (Friese, 1900) expostas ao inseticida

espinosade apresentaram o epitélio com nucleos das células contendo
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cromatina predominantemente condensada e citoplasma com expressiva
vacuolizagéo (indicativo de morte celular). Adultos apresentaram o epitélio do
intestino médio desintegrado (ARAUJO et al.,, 2019). Abelhas da mesma
especie, quando tratadas com uma mistura dos herbicidas mesotriona e
atrazina, também apresentaram epitélio com células digestivas com alta
vacuolizagédo e desintegragao na regido apical, em individuos tratados com a
CLso (24h apos exposicdo a mistura) (ARAUJO et al., 2020).

Em Melipona scutellaris Latreille, 1811 tratadas com tiametoxam, foram
observadas condensagéo cromatinica e perda da borda em escova (GRELLA,
2017). Quando expostos ao inseticida fipronil, espécimes de P. helleri
apresentaram alteragbes na morfologia do intestino médio, como
desorganizagdo do epitélio, degeneragdo da borda em escova, ruptura da
matriz e liberagdo de fragmentos celulares em diregdo ao lumen (FARDER-
GOMES et al., 2021a).

De maneira geral, por meio dos estudos apresentados, pode-se concluir
que abelhas expostas a diferentes tipos de inseticidas e herbicidas,
apresentaram evidentes alteragdes na morfologia do intestino médio. Tais
alteracbes podem causar reducdo no tempo de vida das abelhas e deixa-las
mais suscetiveis a outros agentes estressores, como patdégenos (ARAUJO et

al., 2019).

3.2.1.2 Morfologia interna - tubulos de Malpighi
Os tubulos de Malpighi, relacionados a excregdo de compostos quimicos
e absorc¢ao de agua e nutrientes pela hemolinfa, sdo outro érgao de interesse

em estudos de exposicdo de agrotdxicos em abelhas. A avaliacdo da
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morfologia de tais estruturas, pode revelar mudangas estruturais induzidas por
agrotoxicos.

Na metodologia utilizada para a avaliagado da toxicidade nesta regido do
corpo, as abelhas sdo anestesiadas e dissecadas em temperatura ambiente,
pré-fixadas durante a dissecc¢ao, com fixador apropriado. Apds a retirada dos
tubulos de Malpighi, estes s&o deixados em fixadores para melhor preservagéo
das proteinas e polissacarideos. Posteriormente o material € lavado e passa
por uma seérie de procedimentos, utilizacdo de corantes e microtomia, para
entdo, as laminas serem submetidas a observacdo em microscopio de luz
(FERREIRA et al.,, 2013; GRELLA, 2017) e/ou microscépio eletrbnico de
transmissdo (FERREIRA et al., 2013).

Em analises dos tubulos de Malpighi de S. bipunctata tratadas com o
fipronil, foi relatado que o volume celular aumentou. As células excretoras
apresentaram vacuolizagcao do citoplasma, lumen quase obstruido e acumulo
de material amorfo no lumen, indicando um aumento no processo de excrecao,
para eliminacdo do agrotoxico. Andlises de microscopio eletrénico de
transmissao revelaram aumento da dilatacdo das microvilosidades de
individuos do grupo tratamento, provavelmente, também indicando uma
tentativa de aumento no processo de excregdo do composto (FERREIRA et al.,
2013).

Abelhas de M. scutellaris expostas ao tiametoxam apresentaram um
formato irregular nas células dos tubulos de Malpighi, nucleos com indicios de
picnose e deslocados para a periferia, células sendo eliminadas para o lumen
indicando morte celular e perda de material citoplasmatico. Este ultimo indica

que danos estdo ocorrendo no epitélio, podendo causar alteragdes no
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funcionamento do 6rgao (GRELLA, 2017). Para a mesma espécie, tratada com
0 mesmo inseticida, também foi relatada a perda de material citoplasmatico,
aléem de acentuado inchaco das células, provavelmente ocasionado pelo
aumento no metabolismo celular, na tentativa de eliminar o composto toxico
(NASCIMENTO, 2018). O inchago celular, além de presenca de nucleos
picnoticos, também foram relatados por Soares (2012), ao estudarem os efeitos
do imidacloprido em S. postica.

As alteragbes morfolégicas nos tubulos de Malpighi apresentadas aqui,
revelam indicios de toxicidade de diferentes tipos de agrotéxicos, em diversas
espéecies de abelhas-sem-ferrdo. Tais alteracbes mostram que estes insetos
sdo prejudicados pelo uso dessas substancias, ja que os tubulos de Malpighi
participam da excregdo de substadncias no organismo e alteragbes nessas
regides podem ser nocivas para os individuos (SOARES, 2012; FERREIRA et

al., 2013; GRELLA, 2017; NASCIMENTO, 2018).

3.2.1.3 Morfologia interna — Cérebro

Alguns estudos tém focado na andlise da morfologia e histologia
cerebral de abelhas expostas a diferentes classes de agrotéxicos (TOME et al.,
2012; MORAIS et al., 2018; DINIZ et al., 2020b; MIOTELO et al., 2021), devido
ao fato desta estrutura ser importante em diversas atividades realizadas pelas
abelhas (TOME et al., 2012). Tais atividades sdo controladas por regides
especificas do cérebro, como os corpos pedunculados, os quais sao
preenchidos pelos corpos celulares de neurdnios, chamados células de Kenyon
(FAHRBACH, 2006). Outras regides analisadas em estudos de toxicidade s&o

os lobos antenais e lobos o6pticos, relacionados aos estimulos olfatérios e
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visuais, respectivamente (AZEVEDO e NOCELLI, 2020).

Na analise da histologia cerebral, a abelha é previamente anestesiada e
em seguida, seu cérebro é dissecado em solugédo salina, fixado e passa por
diversos procedimentos até a preparacdo de laminas, as quais serao
observadas em microscépio de luz (TOME et al., 2012; JACOB et al., 2015;
FARDER-GOMES et al., 2021b) e/ou microscopio eletrénico de transmissao
(MET) (JACOB et al., 2015; MIOTELO et al., 2021).

Foram observadas dilatagdes dos espacgos intercelulares dos corpos
pedunculados de S. postica tratadas com doses subletais de imidacloprido,
indicando perda de contato celular e desorganizagao tecidual (SOARES, 2012).
Em individuos da espécie Melipona quadrifasciata anthidioides Lepeletier, 1836
expostas oralmente ao inseticida imidacloprido durante a fase larval, foram
observadas alteragdes nos corpos pedunculados: o inseticida prejudicou o
desenvolvimento e comprometeu 0 aumento do volume dessas estruturas, o
que ocorre normalmente com o envelhecimento, em individuos nao tratados
(TOME et al., 2012).

Jacob et al. (2015), ao estudaram os efeitos do fipronil em S. postica
expostas de forma oral e tépica, relataram perfis picnéticos nas células de
Kenyon dos corpos pedunculados, sugerindo morte celular. Além disso, nas
analises de MET foram observadas dilatacdo da membrana nuclear, diminuicao
das cristas mitocondriais e alteragbes nas vesiculas de Golgi, sugerindo morte
celular por apoptose ou autofagia. Este estudo mostrou que apesar da
metabolizacdo de moléculas do inseticida no intestino, a exposi¢ao cronica
pode causar danos neurais, afetando a sobrevivéncia.

Operarias de M. scutellaris quando expostas ao tiametoxam,
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apresentaram alteracbes nos corpos pedunculados, com nucleos fortemente
corados e espagamento entre as ceélulas de Kenyon, o que indica a perda do
contato entre as células, sinalizando desorganizacéo tecidual (GRELLA, 2017).
Em estudo semelhante, com a mesma espécie e inseticida, também foi
observado o espagamento entre as células Kenyon, além da condensacao da
cromatina nuclear. Além disso, por meio das analises de MET observou-se
perda de cristas mitocondriais e formato irregular dos nucleos de individuos
expostos por oito dias a doses subletais do tiametoxam (MIOTELO et al.,
2021).

Ainda em M. scutellaris, foram observadas alteragdes no padrdao de
dispersdo da heterocromatina, nos corpos pedunculados e lobos antenais,
quando expostas ao fipronil (MORAIS et al., 2018). A exposi¢cdo ao fipronil
também provocou alteragdes no cérebro de P. helleri, como células de Kenyon
com espacos intercelulares aumentados, indicando desorganizagao tecidual e
neuropilas dos corpos pedunculados, lobos oOpticos e antenais com intensa
vacuolizacdo (FARDER-GOMES et al., 2021b).

O estudo de areas do cérebro de abelhas tratadas com agrotdxicos se
mostra relevante, pois danos nos corpos pedunculados, por exemplo, podem
causar aumento na atividade locomotora (FARDER-GOMES et al., 2021b).
Além disso, podem levar a diminuicdo da capacidade de aprendizado e
memoria (SIVITER et al., 2018) e prejudicar a capacidade visual e olfativa, no
caso de alteracbes nos lobos antenais e Opticos, o que pode interferir na
atividade de forrageio das abelhas e prejudicar, consequentemente, toda a
colénia (MORAIS et al., 2018; FARDER-GOMES et al., 2021b).

Para investigar possiveis alteragbes na estrutura da cromatina do
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cérebro de abelhas expostas, alguns trabalhos utilizam a analise CEC (do
inglés, Critical Electrolyte Concentration), a qual utiliza preparacédo de laminas
com cortes histologicos do cérebro, que sao corados e deixados em solugao de
cloreto de magnésio, para posterior observagdo em microscépio. Em trabalhos
que utilizaram esta técnica, foi observada a condensacdo da cromatina de
células cerebrais de operarias da espécie S. bipunctata expostas ao
tiametoxam e aos inseticidas combinados acetamiprido e alfa-cipermetrina, o
que poderia estar relacionado com a inativagdo de genes, como resposta
alternativa a agcdo do neonicotinoide (MOREIRA et al., 2018; DINIZ et al.,

2020b).

3.2.1.4 Morfologia externa

A analise dos efeitos de agrotoxicos sobre a morfologia externa de
abelhas é um indicador relevante, pois estudos tém relatado que abelhas
expostas a inseticidas diluidos no alimento durante o periodo larval, podem
apresentar alteragcbes em diferentes partes do corpo, quando emergem
(BARBOSA et al,, 2015; ROSA et al., 2016; BERNARDES et al., 2018;
ARAUJO et al., 2019; DORNELES et al., 2021). Para esta analise, as abelhas
sao expostas durante o periodo larval.

Nesta metodologia, o alimento larval misturado a concentragdo do
agrotoxico a ser analisado é colocado em pogos de microplacas (na quantidade
total a ser consumida pela larva, que varia para cada espécie). Posteriormente,
as larvas sdo colocadas individualmente sobre o alimento e seu
desenvolvimento € acompanhado até a emergéncia, dentro de estufa BOD

(BARBOSA et al., 2015; ROSA et al.,, 2016; BERNARDES et al., 2018;
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ARAUJO et al., 2019; DORNELES et al., 2021).

Quando as abelhas emergem, sdo realizadas as analises de morfologia
externa, em que os individuos séo fotografados em microscépio estereoscédpico
com camera acoplada e medidas como largura da cabega, distancia
intertegular e nervuras das asas s&o registradas. Neste ultimo caso, as asas
sdo retiradas e colocadas em laminas de microscopia para analise (ROSA et
al., 2016).

Barbosa et al. (2015), ao analisarem operarias da espécie M.
quadrifasciata expostas a azadiractina e espinosade durante o periodo larval,
relataram que pupas expostas aos dois tipos de inseticidas apresentavam
apéndices malformados (asas contorcidas, pernas e antenas contorcidas) e
consequentemente, desenvolviam-se em adultos com deformagdes, massa
corporal reduzida e alteracdo no padrao de coloracéo do corpo.

Em Scaptotrigona depilis (Moure, 1942) expostas durante o estagio
larval a dose de campo do tiametoxam e doses proximas a esta, apresentaram
a largura da cabega e do espacgo intertegular com valores inferiores aqueles
encontrados em abelhas ndo expostas. Em doses mais altas, os individuos que
emergiram foram menores e assimétricos (ROSA et al., 2016).

Quando operarias de P. helleri tratadas com azadiractina durante o
periodo larval emergiram, apresentaram deformagdes nas antenas,
mandibulas, pernas e asas contorcidas; que se agravaram proporcionalmente
ao aumento da concentracao de exposicdo. Ainda, a maioria das pupas com
deformacdes, quando se tornaram adultas, ndo foram capazes de caminhar ou
se alimentar (BERNARDES et al., 2018). De acordo com Dorneles et al. (2021),

a exposicao ao inseticida clorpirifés durante o periodo larval, resultou em
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reducdo na distancia intertegular de adultos recém emergidos, além de
apéndices (pernas e antenas) com deformagdes.

As alteragbes na morfologia externa de abelhas sociais expostas a
diferentes tipos de agrotdxicos, comprometem suas atividades na col6nia, uma
vez que podem interferir na locomocgéo, atividade de forrageio, alimentagéo,

comunicagao e percepgao olfatoria (WU et al., 2011; BARBOSA et al., 2015).

3.2.2 Analises Bioquimicas

3.2.2.1 Enzimas

Diversas enzimas tém sido usadas como indicadores ou biomarcadores
relacionados aos efeitos de agrotoxicos, como a Acetilcolinesterase (AChE), a
Carboxilesterase (CaE), a Glutationa S-Transferase (GST) e outras envolvidas
com sistemas oxidativos, como a Catalase (CAT), a Glutationa Peroxidase
(GPX) e a Superdéxido dismutase (SOD). A analise de tais enzimas pode indicar
as respostas celulares de um possivel processo de estresse oxidativo gerado
em abelhas expostas a agrotdxicos, com geragcdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) levando a oxidagdo de biomoléculas e causando potencial
dano oxidativo em células e tecidos (BARBOSA et al., 2010).

A enzima AChE é responsavel por mediar a transmissdo do impulso
nervoso, hidrolisando o neurotransmissor acetilcolina em sinapses colinérgicas
(BADIOU-BENETEAU et al., 2012). As CaEs estdo envolvidas em diversos
processos metabdlicos, auxiliam no processo de desintoxicacdo e catalisam a
hidrdlise ligagdes éster carboxilico, pela adigdo de agua (YAN et al., 2009). A
GST desempenha um papel fundamental no processo de detoxificacdo celular

e corregao dos efeitos deletérios de compostos xenobidticos (BADIOU-
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BENETEAU et al., 2012). As enzimas antioxidantes CAT, SOD e a GPX atuam
por meio de mecanismos de prevencao, impedindo e/ou controlando a
formacao de radicais livres (BARBOSA et al., 2010).

Para a analise enzimatica, partes do corpo da abelha, como a cabeca
térax e/ou abddmen, sdo dissecados e homogeneizados em solugdo e passam
por diferentes procedimentos, que variam de acordo com as enzimas a serem
analisadas (DINIZ et al., 2020a; FARDER-GOMES et al., 2021a; FARDER-
GOMES et al., 2021b; PEREIRA et al., 2021). Em alguns estudos, é realizado o
procedimento de eletroforese para a analise da atividade enzimatica
(MOREIRA et al., 2018; DINIZ et al., 2020a; PEREIRA et al., 2021), em outros,
a atividade é analisada em espectrofotometro (CHIBEE et al., 2021; FARDER-
GOMES et al., 2021a; FARDER-GOMES et al., 2021b).

Ao avaliar a acdo enzimatica em abelhas S. bipunctata tratadas com o
inseticida cipermetrina, Pereira et al. (2021) observaram que as esterases
apresentaram diferentes padroes de expressdo. As esterases estado
frequentemente envolvidas na resisténcia de insetos a organofosforados,
carbamatos, e piretroides através de uma combinacdo de mecanismos para
desintoxicar o organismo inseto (LI et al., 2007).

No estudo de Chibee et al. (2021), observou-se que em abelhas
Meliponula bocandei (Spinola 1853) expostas oralmente a cipermetrina, houve
inibicdo significativa na atividade da SOD, o que pode estar relacionado com a
producdo em excesso de EROs (CHIBEE et al., 2021). Houve ainda, em
abelhas expostas de forma oral e por contato, a inducdo de CAT,
possivelmente relacionada a conversdo de EROs em agua (CHIBEE et al.,

2021).
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As enzimas CAT, SOD e GST apresentaram aumento na atividade, em
corpos de abelhas da espécie P. helleri expostas ao fipronil, o que sugere a
ativacdo de um mecanismo de desintoxicacao contra o estresse oxidativo
induzido pelo inseticida utilizado (FARDER-GOMES et al., 2021a). Em outro
trabalho com a mesma espécie, porém com o estudo da parte cerebral de
abelhas expostas, a atividade da CAT diminuiu em abelhas expostas, enquanto
a atividade da GST aumentou, indicando a ativagdo de uma resposta protetora
para neutralizar os efeitos do estresse oxidativo gerado pelo fipronil (FARDER-

GOMES et al., 2021b).

3.2.2.2 Ensaio cometa

O ensaio cometa € uma técnica capaz de medir danos genotoxicos; e
tem sido usada em diversos grupos de insetos (BERTOLI, 2020). Esta
metodologia avalia e quantifica danos no material genético de células
individuais, a partir da eletroforese do DNA (COLLINS, 2014; BERTOLI, 2020).

Nesta técnica, as amostras celulares s&o incorporadas em gel de
agarose, seguido por um tratamento com solugdo de lise, para a remogao da
membrana plasmatica e proteinas. Dessa forma, mantém-se apenas a
cromatina nuclear incorporada ao gel. As amostras de material genético sao
submetidas a um tratamento alcalino e a eletroforese e os resultados podem
ser observados em microscopio de fluorescéncia. O material genético pouco
fragmentado permanece com a cromatina condensada; e os fragmentos
migram em diregdo ao anodo, fazendo com que se forme uma cauda
(“‘cometa”), a qual varia em tamanho, de acordo com o grau do dano ocorrido

(COLLINS, 2014).
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Estudos com abelhas do género Apis mostraram que individuos
expostos a agrotoxicos apresentaram maior fragmentagcdo no material genético,
em relacdo aos ndo expostos (HAYAT et al., 2018; VILLAR e OJEDA, 2019).
Apesar de revelarem resultados importantes de toxicidade, estudos que
utilizam a metodologia do ensaio cometa para a avaliagdo de danos de
agrotoxicos em abelhas sdo pouco frequentes. Até o momento, um unico
estudo foi publicado utilizando esta técnica em abelhas-sem-ferrao, da espécie
M. quadrifasciata, as quais foram expostas ao imidacloprido. Porém, neste
caso, nao foram encontradas diferencas no DNA extraido de hemdcitos, de
operarias expostas e ndo-expostas ao produto (BRITO et al., 2020).

Sao poucos os estudos que utilizam esta técnica, na avaliacido de danos
genotoxicos de agrotoxicos em abelhas, principalmente as sem ferrdo. Dessa
forma, tais estudos sdo necessarios, devido a relevancia econdmica e
ecologica das abelhas nativas. Além disso, o ensaio cometa tem se mostrado
efetivo na avaliagdo de danos genotoxicos em outras espécies de abelhas

(HAYAT et al., 2018; VILLAR e OJEDA, 2019).

3.2.3 Andlises Fisiologicas

3.2.3.1 Taxa respiratoria

Através dos padrbes das trocas gasosas, métodos para a andlise da
taxa respiratéria tém sido utilizados na determinagdo de efeitos tdxicos
subletais de muitos produtos quimicos (KARISE et al.,, 2018). Esta analise
envolve a utilizacdo de um respirbmetro equipado com analisador de COo:.
Grupos de abelhas sao introduzidos em uma camara de vidro, completamente

fechada e a producao de CO2 é determinada apos a injecao de ar livre de CO2
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na camara, por determinado periodo de tempo. A corrente de ar direciona o
CO2 produzido pelas abelhas para um leitor infravermelho conectado ao
sistema (TOME et al., 2015a; BERNARDES et al., 2017; BOTINA et al., 2019;
MARQUES et al., 2020; ALMEIDA et al., 2021).

Operarias de M. quadrifasciata foram expostas oralmente ao espinosade
e imidacloprido e apresentaram alteragao na taxa respiratéria apds a exposicao
aos dois tipos de agrotoxicos. A taxa respiratoria foi menor apos 3h de
exposicao ao imidacloprido, em comparagdo com aquelas expostas ao
espinosade e as do grupo controle. Por outro lado, houve aumento na taxa
respiratoria de abelhas tratadas com imidacloprido, entre 3h e 24h. Para o
espinosade, houve redugao entre 3h e 24h de exposicdo. Tais alteracdes
provavelmente interferiam nas atividades de voo, também avaliadas no estudo
(TOME et al, 2015a). Em P. helleri, expostas a doses subletais do
imidacloprido e a uma mistura de fungicidas (clorotalonil e tiofanato-metilico)
houve reducado na taxa respiratoria, conforme o aumento da concentragcado dos
produtos (ALMEIDA et al., 2021).

A taxa respiratéria € um indicador de estresse fisiologico; e os
agrotéxicos podem comprometer a respiracdo dos insetos (TOME et al., 2015a;
ALMEIDA et al., 2021). Além disso, a alteracdo na taxa respiratoria, pode
ocorrer de forma associada a outros efeitos subletais causados por

agrotoxicos, levando a prejuizos na saude da colénia como um todo.

3.2.3.2 Tempo de desenvolvimento e massa corporal
Abelhas expostas a diferentes tipos de agrotoxicos durante a fase larval,

podem ser avaliadas quanto a possiveis alteracbes no tempo de
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desenvolvimento larval e de pupacao. Nestas analises, apds a a preparaciao do
alimento contaminado com agrotdxico e colocagao das larvas sob o alimento,
em microplacas (como descrito no topico 3.1), os individuos sdo monitorados
diariamente durante todo o periodo de desenvolvimento, até a emergéncia dos
adultos (ARAUJO et al., 2019). A massa corporal € medida ao longo do tempo
de desenvolvimento.

A duragdo do tempo de desenvolvimento de larvas de P. droryana foi
afetada pela exposicdo ao clorpirifés, com rainhas expostas apresentando
atraso no tempo de desenvolvimento (SANTOS et al., 2016). Houve aceleragéo
no tempo de desenvolvimento larval e atraso no desenvolvimento de pupas de
S. depilis expostas a doses de campo realistas, do tiametoxam (ROSA et al.,
2016).

A ingestédo de doses subletais do espinosade afetou significativamente o
tempo de pupacio de abelhas da espécie P. helleri, com aumento no tempo de
desenvolvimento de individuos tratados (ARAUJO et al., 2019).

Larvas de M. quadrifasciata tratadas com espinosade e azadiractina
resultaram em pupas com massa corporal significativamente reduzida
(BARBOSA et al., 2015). A exposigao ao clorpirifés durante a fase larval de S.
bipunctata reduziu a massa corporal de adultos recém emergidos, com abelhas
expostas sendo 21% mais leves, em relagdo ao grupo controle, o que pode
estar relacionado ao aumento do metabolismo em resposta aos mecanismos
de detoxificagdo (DORNELES et al., 2021).

A divisao de trabalho em abelhas sociais € determinada pelo polietismo
etario, que é a transicao de tarefas com o passar da idade, dentro de uma

colénia (SEELEY, 1982; JOHNSON, 2005). O atraso no desenvolvimento larval
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e massa corporal podem ser fatores que alteraram o comportamento dos
individuos expostos, causando prejuizos no desempenho dos individuos apés
emergirem (quando n&o causa a mortalidade antes de chegar a esta fase)

(SANTOS et al., 2016; BERNARDES et al., 2018; ARAUJO et al., 2019).

3.2.4 Analises Comportamentais

3.2.4.1 Reflexo de extensao da probdscide (REP)

A aprendizagem associativa € um importante componente no
comportamento de forrageamento das abelhas (GIL e DE MARCO, 2005). A
exposicado a agrotoxicos pode afetar a resposta condicionada das abelhas,
levando a reducado na capacidade de deteccao de odores florais e associagao
com as recompensas (néctar, pdlen etc.) (FREITAS e PINHEIRO, 2012).

O teste de Reflexo de Extensdo da Probodscide (REP) € um método
utilizado na analise de efeitos de agrotdéxicos em abelhas, o qual avalia o
aprendizado de abelhas a partir de um estimulo olfatério. Tal condicionamento
€ muito utilizado na analise de aspectos da capacidade olfativa, aprendizagem
e formagdo da memoria nos insetos (GIL e DE MARCO, 2005; FERNANDES,
2012).

Neste método, as abelhas sdo previamente anestesiadas e colocadas
em um suporte com a cabecga e antenas livres para o teste. As antenas sao
tocadas com solucdo de sacarose a crescentes concentragdoes. A extensido
completa da probdscide apds o toque na antena € considerada uma resposta
positiva ao estimulo. Dessa forma, pode-se avaliar os efeitos do agrotoxico na
resposta gustativa das abelhas expostas (LAMBIN et al., 2001; SILVA et al.,

2016; CHIBEE et al, 2021; SOUZA, 2021).
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A exposicao oral ao imidacloprido comprometeu o REP de operarias de
S. postica, ja que houve diminuigdo nas respostas de REP de abelhas expostas
(SILVA et al., 2016). O REP de abelhas da espécie M. bocandei também foi
prejudicado quando estas foram expostas a cipermetrina. Apesar dos efeitos
apresentados, os resultados para espécies nativas sem ferrdo sdo pouco
expressivos, devido a falta de estudos que usam essa metodologia neste grupo
de abelhas (CHIBEE et al., 2021).

Sao mais frequentes os estudos com REP em abelhas da espécie Apis
mellifera L. Estes estudos mostram o REP como um método eficaz na
avaliacdo da aprendizagem relacionada a mecanismos neurais, permitindo a
identificacdo dos elementos das vias olfativas e das respostas compensatorias

no cérebro das abelhas (LAMBIN et al., 2001; DECOURTYE et al., 2003).

3.2.4.2 Preferéncia por cores

A anadlise da preferéncia por cores, visa investigar se os agrotoxicos
podem causar alteragcdes na discriminagao de cores pelas abelhas, o que pode
causar diversas implicagdes. Esta metodologia é feita através da utilizacéo de
um tubo de vidro em forma de “T”, com os dois bragos laterais revestidos com
papel celofane, a fim de filtrar a luz amarela ou azul, que foram selecionadas
por serem espectralmente distintas para as abelhas. Os tubos sao colocados
em sala escura, em uma base preta contendo diodos emissores de luz. As
abelhas sao soltas individualmente na entrada do brago principal do tubo e a
preferéncia dos individuos pela cor (amarela ou azul) é registrada (ALMEIDA et
al., 2021).

Até o momento, apenas o estudo de Almeida et al., (2021) utilizou esta
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metodologia por um periodo de doze meses (a fim de avaliar a preferéncia ao
longo do ano), em uma espécie de abelha sem ferrdo. Este trabalho mostrou
gque mesmo na concentracdo subletal mais baixa do imidacloprido, individuos
de P. helleri reduziram significativamente a preferéncia pela cor amarela.

Além disso, tanto o imidacloprido, quando a mistura de fungicidas
tiofanato-metil e clorotalonil alteratam a habilidade das abelhas na
discriminagdo entre amarelo e azul. As alteracbes na preferéncia por cores
podem revelar importantes impactos na capacidade de discriminar
comprimentos de onda ou prejudicar sua aprendizagem adaptativa e interacao

e comunicacéo, interferindo na saude da colénia (ALMEIDA et al., 2021).

3.2.4.3 Alimentagao

Os efeitos de agrotoxicos em abelhas-sem-ferrdo, podem ser avaliados
quanto a preferéncia ou rejeigdo das abelhas, pelo alimento contaminado com
esses produtos. Assim, €& possivel avaliar a capacidade da abelha na
percepcao do alimento contaminado.

Para as analises, as abelhas sao colocadas dentro de uma arena (pote
plastico com tampa) contendo simuladores florais feitos com papel cartdo, os
quais sao colocados na parte superior da arena. Um canudo de acrilico &
inserido até o interior do frasco, onde a dieta & colocada. As abelhas sao
colocadas no interior da arena e seu comportamento € observado por
determinado periodo de tempo (COSTA et al., 2020).

Abelhas da espécie M. quadrifasciata anthidioides nao manifestaram
rejeicdo ao alimento contaminado por imidacloprido, mesmo quando expostas a

alta concentragcdo do inseticida (20%) (COSTA et al., 2020). Em Plebeia
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moureana nao houve rejeicdo ao alimento misturado com a concentragéo
recomendada do espinosade (SANCHEZ et al., 2012).

Dessa forma, os estudos apontam para a nao-rejeicdo a dietas
contaminadas com agrotéxicos, por forrageiras de abelhas-sem-ferrdo. Assim,
a exposigdo a agrotoxicos pode levar a efeitos subletais nesses individuos,
prejudicando seu comportamento e podendo afetar toda a colbnia, através da
deposicdo do alimento contaminado nos potes de alimento do interior do ninho
(SANCHEZ et al., 2012).

No estudo de Santos et al. (2016), abelhas da espécie P. droryana foram
expostas durante o periodo larval, ao alimento contaminado com clorpirifés. O
alimento larval fornecido era suficiente para produzir apenas rainhas (o que foi
observado no grupo controle), entretanto, no grupo exposto, houve o
desenvolvimento de operarias. Tal resultado indica que as abelhas que
emergiram como operarias consumiram menos alimento larval, o que as

impediu de adquirir atributos de rainha.

3.2.4.4 Comunicacao/interacao

O comportamento social € extremamente importante na comunicacao de
individuos que dividem uma colmeia, como as abelhas eussocias (MICHENER,
2007) e a analise desse comportamento possibilita a avaliacéo da interferéncia
dos agrotoxicos na comunicagdo entre individuos da mesma colénia. Nesta
anadlise, as abelhas sao analisadas em pequenos grupos (trés individuos), os
quais sao previamente individualizados para que apenas um individuo entre em
contato com o agrotoxico por meio de alimento. Apds o consumo, os individuos

sdo marcados e colocados juntos em placa de Petri com tampa. Dessa forma,
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pode-se observar o comportamento social e interacdo entre as abelhas, como
eventos de vibragcdo de asas, antenagdes (movimentos com as antenas a fim
de distinguir fémeas aparentadas de n&o aparentadas) e trofalaxia
(transferéncia direta de alimentos entre operarias) (SILVA et al., 2017; BOFF et
al., 2018).

O numero de antenagdes e trofalaxia foi menor em M. quadrifasciata,
tratadas com os inseticidas combinados acetamiprido e alfa-cipermetrina, do
que em abelhas ndo tratadas. Além disso, o numero de interagdes diminuiu,
com o passar do tempo de exposigao (SILVA et al., 2017). O mesmo resultado
foi observado quando operarias da mesma espécie foram expostas ao mesmo
produto: o numero de interagdes sociais (antenacdo e trofalaxia) reduziu
significativamente em M. quadrifasciata (BOFF et al., 2018).

Abelhas da espécie Nannotrigona testaceicornis (Lepeletier, 1836)
expostas a deltametrina, apresentaram aumento significativo no numero médio
de eventos de autolimpeza. Além disso individuos expostos a deltametrina,
imidacloprido e espinetoram, exibiram aumento no numero médio de
comportamentos ventilatorios e redu¢ao no niumero médio de antenagdes, em
comparagao com o grupo de controle (MATOS et al., 2021).

O imidacloprido deprimiu a atividade em grupo de M. quadrifasciata logo
ap6s a exposi¢gao, com um aumento subsequente e atividade geral do grupo
tratado, quase cinco vezes acima dos niveis normais (controle), apés 24 horas
de exposicdo (TOME et al., 2015a). O mesmo produto, quando exposto em
rainhas de Plebeia droryana (Friese, 1900) durante o periodo larval, provocou
resultados significativos na alteragdo do comportamento de vibragéo das asas,

trofalaxia e comportamento de perseguicdo. Mesmo quando houve antenagéo
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por parte dos individuos tratados, este comportamento ndo foi correspondido
com trofalaxia pelas operarias (OTESBELGUE et al., 2018).

Em M. quadrifasciata anthidioides expostas de forma oral ao
imidacloprido, houve redugdo no numero de antenagdes, em relagdo ao grupo
controle (COSTA et al.,, 2020). Operarias da espécie P. helleri expostas a
baixas concentra¢des de imidacloprido apresentaram diminuicdo acentuada na
atividade de grupo. Porém, quando as abelhas foram expostas a uma mistura
de fungicidas (clorotalonil + tiofanato metilico), um efeito contrario foi notado
(ALMEIDA et al., 2021).

Abelhas expostas a diferentes agrotoxicos, apresentaram seu
comportamento social alterado, o que mostra a relevancia dessa metodologia
para esse grupo de abelhas. Isso porque, esses individuos possuem um
refinado sistema de comunicagdo (MICHENER, 2007) e abelhas expostas a
agrotoxicos podem né&o ser reconhecida pelas abelhas ndo expostas (SILVA et
al., 2017), o que pode prejudicar a comunicagdo e reconhecimento de

individuos, dentro da col6nia.

3.2.4.5 Locomogao
3.2.4.5.1 Locomogédo em arena

Esta metodologia avalia a locomogao e movimentagéo das abelhas em
uma arena composta por placa de Petri, com fundo forrado com papel filtro. As
abelhas sido colocadas individualmente na arena e seu comportamento é
filmado por tempo determinado e analisado posteriormente (TOME et al., 2012;
BARBOSA et al., 2015; BERNARDES et al., 2017; BERNARDES et al., 2018;

BOTINA et al., 2019; JACOB et al., 2019; MARQUES et al., 2020; FARDER-
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GOMES et al., 2021b). Com esta metodologia é possivel avaliar a distancia e
velocidade média de caminhada, o tempo e 0 numero de vezes em que 0s
individuos ficaram parados na arena

O comportamento de caminhada de operarias de M. quadrifasciata
recém emergidas tratadas com espinosade, dependeu da idade e da dose do
inseticida. Com o aumento da idade (em dias), houve diminui¢cdo no numero de
paradas e no tempo de descanso, porém, a distancia caminhada e na
velocidade aumentaram (BARBOSA et al., 2015). Um comportamento similar,
de aumento significativo na distdncia caminhada e na velocidade, também foi
observado em operarias de P. helleri tratadas com fipronil (FARDER-GOMES
et al., 2021b).

Por outro lado, para abelhas recém emergidas de M. quadrifasciata
anthidioides, tratadas com imidacloprido durante a fase larval, foi observado
que doses maiores levaram a diminuicdo da distancia caminhada e da
velocidade, além do aumento no tempo de descanso e no numero de paradas
na arena (TOME et al., 2012). A reducdo na distancia percorrida também foi
constatada em M. quadrifasciata expostas ao mesmo inseticida. Neste ultimo
caso, o efeito pode estar associado a reducdo do consumo alimentar, que
também foi avaliada neste estudo, sugerindo uma dificuldade de controle motor
causada pelo inseticida (BRITO et al., 2020). Este inseticida pode ter efeito
direto nos neurbnios motores, comprometendo, dessa forma, a atividade
motora (TOME et al., 2012).

Jacob et al. (2019), ao estudarem o efeito de quatro tipos de
neonicotinoides (acetamiprido, imidacloprido, tiacloprido e tiametoxam), em

operarias de Tetragonisca angustula (Latreille, 1811) observaram que todos os
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agrotoxicos testados causaram mudangas no comportamento das abelhas,
variando em nivel de efeito, de acordo com o ingrediente ativo. Por exemplo, a
exposicao ao tiametoxam causou hiperatividade, com aumento na velocidade e
distancia percorrida. Por outro lado, em individuos expostos ao imidaclorpido,
tiacloprido e acetamiprido houve reducao na distancia percorrida.

A locomocido de operarias da espécie Plebeia Ilucii Moure, 2004 foi
prejudicada apds a ingestdo de doses crescentes de espinosade (MARQUES
et al., 2020). Operarias de P. helleri tratadas oralmente com a CLso da mistura
de herbicidas mesotriona e atrazina, também apresentaram menor taxa de

caminhada em relacdo ao grupo controle (ARAUJO et al., 2020).

3.2.4.5.2 Locomogédo em caixa de madeira

Assim como o teste de locomogdao em arena citado anteriormente, a
metodologia do teste de locomogédo em caixa de madeira também avalia os
efeitos de agrotoxicos na atividade locomotora e orientagdo, acarretando
dificuldades no comportamento de forrageio das abelhas (LOURENCO, 2012;
SILVA et al., 2016; SOUZA, 2021).

Nesse teste, os individuos sdo colocados no interior de uma caixa
(geralmente de madeira), medindo aproximadamente 80 cm x 30 cm x 4 cm.
Esta é posicionada verticalmente e contém uma luz na parte superior, para
estimular a subida ou escalda das abelhas, devido a sua fototaxia positiva
(LOURENCO, 2012; SILVA et al., 2016; MORAIS et al., 2018; FERREIRA et
al., 2020; SOUZA, 2021).

Uma tela é colocada alguns centimetros abaixo da ldmpada, para evitar

que as abelhas a alcancem (LOURENCO, 2012; SOUZA, 2021). A atividade
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locomotora dos individuos é medida pelo tempo em que demoram para
alcangar determinado ponto da caixa (50 cm, na maioria dos casos). O
comportamento das abelhas é filmado e depois, analisado com auxilio de
soffware (LOURENCO, 2012; SILVA et al.,, 2016; MORAIS et al., 2018;
SOUZA, 2021).

No estudo de Lourengo (2012) observou-se que a capacidade
locomotora e orientacdo de M. scutellaris foi diminuida, em individuos expostos
oral e topicamente ao inseticida fipronil. Além disso, houve maior porcentagem
de abelhas que ndo conseguiram iniciar e/ou completar o percurso na caixa de
locomogao. Em estudo semelhante, com a mesma espécie de abelha e tipo de
inseticida, Morais et al. (2018) constataram reduc¢éo na velocidade de abelhas
expostas. Houve também diminuicao na velocidade meédia
(centimetros/segundos), quando abelhas da espécie S. postica foram expostas
ao imidacloprido (SILVA et al., 2016).

Operarias das espécies M. quadrifasciata e Tetragonisca fiebrigi
(Schwarz, 1938) apresentaram diferentes comportamentos nos testes de
locomogéao, quando tratadas com diferentes tipos de agrotoxicos (tiametoxam,
espinetoram, novaluron e abamectina), mostrando que a toxicidade varia de
acordo com o mecanismo de acio de cada inseticida e a espécie. Entretanto, o
inseticida tiametoxam foi 0 mais téxico para ambas as espécies estudadas
(PIOVESAN et al., 2020).

Individuos da espécie Scaptotrigona xanthotricha Moure, 1950 tratados
com acetamiprido, levaram mais tempo de execugcdao da atividade de
locomogéao, do que abelhas nao tratadas (grupo controle) (FERREIRA et al.,

2020). Por outro lado, abelhas da mesma espécie quando tratadas com o
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herbicida glifosato, apresentaram aumento na velocidade/atividade locomotora,
0 que também pode interferir nas atividades de forrageio e promover
movimentos desordenados (SOUZA, 2021).

A metodologia para analise dos efeitos de agrotdxicos através de
locomogédo em caixa de madeira, citada acima, assim como a metodologia de
locomogdo em arenas, mostraram que os efeitos na orientagcdo e atividade
locomotora as abelhas, podem variar de acordo com o tipo de agrotdxico e
espécie de abelha testada. Por exemplo, alguns produtos causaram aumento
na distadncia caminhada, enquanto outros, provocaram o efeito contrario. Estes
resultados mostram a relevancia dessa analise, ja que, se o comportamento de
locomogao estiver comprometido, € provavel que seus comportamentos
subsequentes de voo e forrageamento sejam também prejudicados (TOME et
al., 2012; FARDER-GOMES et al., 2021b), além das atividades internas da
colénia, como estoque de comida e alimentacdo das larvas (TOME et al.,

2012).

3.2.4.6 Voo

A capacidade de voo é outra forma de analisar os efeitos subletais de
individuos expostos a agrotéxicos e tem o objetivo de verificar se esses
produtos, implicam nos comportamentos relacionados a atividade de forrageio
das abelhas.

A metodologia consiste em uma torre de caixa de madeira de
aproximadamente 1 metro de altura, contendo uma lampada fluorescente
acoplada a 5 cm acima da torre. O experimento é realizado em sala escura,

para a atracdo das abelhas para a lampada. Apds a exposigdo ao agrotéxico,
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as abelhas séo colocadas individualmente no fundo da torre de madeira e sua
atividade de voo é filmada e acompanhada por tempo determinado (TOME et
al., 2015a; TOME et al., 2015b; BERNARDES et al., 2017; BOTINA et al., 2019;
MARQUES et al., 2020).

Operarias de M. quadrifasciata apresentaram alteracdes na atividade de
voo quando expostas aos inseticidas imidacloprido e espinosade. A atividade
de voo foi mais comprometida em individuos expostos ao imidacloprido, os
quais ndo alcancaram altura maior do que 35 cm (TOME et al. 2015a).
Abelhas da espécie P. lucii expostas ao espinosade também nao foram
capazes de atingir a parte mais alta da caixa e manifestaram alteragbes na
atividade de voo, em comparagdo ao grupo nado tratado (MARQUES et al.,
2020).

No estudo de Tomé et al. (2015b), observou-se que a decolagem de voo
de duas espécies, P. helleri e S. xanthotricha, foi prejudicada pela azadiractina
e clorantraniliprole, dependendo do tipo de exposi¢cdo a esses agrotéxicos. O
fungicida mancozeb e o inseticida tiametoxam, mesmo em doses mais baixas,
afetaram significativamente a capacidade de voo de Melipona capixaba Moure
& Camargo, 1994 expostas por contato, ja que grande parte dos individuos
expostos ficou na base da torre de voo. A dose de campo do glifosato, quando
aplicada oralmente, causou o mesmo efeito (GOMES, 2017).

Os testes que avaliam possiveis efeitos prejudiciais de agrotdxicos na
capacidade de voo das abelhas sido relevantes, pois a alteracdo no
comportamento de voo, em campo, pode ser altamente prejudicial para as
atividades de polinizacéo, resultando em prejuizos para toda a colénia (TOME

et al. 2015b; MARQUES et al., 2020).
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3.2.4.7 Outros efeitos no comportamento

Alguns estudos relatam também a observagcdo de outros efeitos
subletais no comportamento de abelhas tratadas, como: prostracéo, paralisia,
tremores (SOARES et al., 2015), letargia, dificuldade motora, desorientagéo
(MORAIS et al., 2018; NOCELLI, et al., 2019), hiperexcitagdo (LOURENCO et
al., 2012; MORAIS et al., 2018) e autolimpeza (LEITE et al., 2021). Movimentos
das asas, vibracdo e movimentos circulares também podem ser observados em

abelhas expostas a agrotoxicos (QUIROGA-MURCIA et al., 2017).

CONSIDERAGOES FINAIS

Os estudos toxicolégicos avaliando os efeitos subletais de agrotdxicos
como inseticidas, herbicidas, fungicidas e acaricidas, realizados até o
momento, tém utilizado uma gama ampla de andlises para avaliar alteragbes
fisiologicas, morfologicas, genéticas, bioquimicas e comportamentais em
abelhas-sem-ferrdo. Os resultados destes estudos tém revelado que mesmo
em doses/concentragdes subletais os diferentes grupos quimicos de
agrotéxicos utilizados nas lavouras, provocam danos significativos nos
organismos expostos durante a fase larval e adulta. Apesar de, em alguns
casos, esses produtos ndo causarem a morte imediata das abelhas logo apés a
exposicao, os efeitos subletais provocados pelos agrotdxicos podem gerar uma
série de efeitos negativos nas abelhas expostas. Foram relatadas alteragdes
fisiologicas, genéticas e bioquimicas, comprometimento das atividades de voo,
locomogéo e interagdo social, além de mudangas na morfologia externa e
interna, de abelhas-sem-ferrao expostas aos agrotoxicos.

Dessa forma, o presente estudo ressalta a relevancia da avaliacdo dos
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efeitos subletais provocados por agrotdéxicos em abelhas-sem-ferrdo, devido a
sua importancia como polinizadores de plantas nativas e cultivadas; e
considerando a ameaca que estes insetos sofrem, com o uso intensivo de
agrotoxicos nos ultimos anos, principalmente no Brasil, onde grande parte das

espécies de Meliponini ocorrem.
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ABSTRACT

Stingless bees are key pollinators of wild and crop plants distributed across tropical and
subtropical regions worldwide. Despite this, they are currently facing different forms of
anthropic pressure, such as the excessive use of insecticides, a common agricultural
practice all over the world. After more than two decades of investigations on the effects
of different insecticides on these bees, a high volume of information is now available in
the literature. In this study, we carried out a meta-analysis to investigate the mortality of
stingless bees exposed to several types of insecticides, on the lowest doses and
concentrations, both inferior to LDso and LCso (and most of them ecologically relevant
or recommended by the manufacturer). For this, a search was carried out in the
databases Web of Science, Scopus, journal portal of CAPES, Pubmed, and Google
Scholar, using keywords like “stingless bees” and “insecticides”. The articles that met
the criteria established for the analysis were selected. In total, 25 articles were selected,
which resulted in a data set of 81. The analyses were categorized by: type of exposure
(oral, contact or topic), life stage (larval or adult), bee species and type of insecticide.
Overall, the meta-analysis showed that exposure to insecticides resulted in statistically
higher bee mortality (E+ = 3.402), regardless of the type of exposure. Regarding the life
stage, insecticides were toxic only for adults, but this could also be due to the low
number of studies with larvae. As for bee species, the use of insecticides proved to be
more toxic for 6 out of the 12 species analysed. In relation to the chemical groups of
insecticides analysed (neonicotinoid, pyrethroid, organophosphate, carbamate, pyrazole,
spinosyn), most proved to be toxic even at low doses/concentrations. Thus, we
concluded that even in low doses/concentrations the insecticides were very harmful to

stingless bees.
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INTRODUCTION

With more than 20,000 species described worldwide (Ascher and Pickering,
2020; Orr et al., 2020), bees (Hymenoptera: Apoidea: Anthophila) are considered the
main pollinators in most terrestrial ecosystems (Ollerton et al., 2011; Neff and Simpson,
1993). Thus, they play a relevant ecological role in both the maintenance of world
biodiversity and the functioning and stability of ecosystems (Ollerton, 2017; Potts et al.,
2016). In addition, bees contribute to pollination of approximately 85% of the cultivated
crops in the world, helping to provide human food security (Ollerton, 2017; Potts et al.,
2016; Giannini et al., 2015; Vanbergen et al., 2013; Klein et al., 2007).

Particularly in tropical regions, where the mean proportion of animal-pollinated
plants was estimated at 94% (Ollerton et al., 2011), the presence of pollinators in the
maintenance of vegetal communities is paramount.

Despite this, in the last two decades a growing number of studies have reported
pollinator declines (e.g., Sanchez-Bayo & Wyckhuys, 2019; Ollerton, 2017; Potts et al.,
2016; Regan et al., 2015; Biesmeijer et al., 2006), many of which focus on bee declines
(Zattara and Aizen, 2021; Ollerton, 2017; Goulson et al., 2015; Potts et al., 2010;
Biesmeijer et al., 2006).

In the Neotropics, native stingless bees (Meliponini) are considered key
pollinators for several flowering plant species (Roubik and Patifio, 2018; Michener,
2007; Roubik, 1989) and are responsible for carrying out between 40 and 90% of the
pollination of tropical native trees (Kerr et al., 1996). Moreover, it was demonstrated
that for some Neotropical humid forests, such as the Brazilian Atlantic Rainforest,

stingless bees amount to approximately 70% of all bees foraging on flowers and that
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they are also the only bee group concentrated in the upper stratum (Ramalho, 2004).
The group are also recognized as pollinators of several economically important crops
(Meléndez Ramirez et al., 2018; Cham et al., 2018; Slaa et al., 2006). Concerning
stingless bees, it is worth highlighting the invaluable cultural value associated with
these bees and their products for several ethnic groups of Tropical America (Quezada-
Euan et al., 2018), since both indigenous cultural values and traditional knowledge have
been recognized as essential components of biodiversity models and policies (Reyes-
Gonzélez et al., 2020; Quezada-Euan et al., 2018; PBES, 2016).

Stingless bees comprise a diverse group of corbiculate Apidae, distributed in
tropical and subtropical regions of the Americas, Africa, Asia, and Australia (Griiter,
2020; Roubik, 1989). They are eusocial bees, living in colonies ranging from a few
dozen to 100,000 or more workers (Michener, 2007). Currently, more than 550 species
belonging to 58 genera are known (Grtiter, 2020). They are most abundant and species-
rich across Neotropical Region, where approximately 400 species from 31 genera are
distributed (Grtiter, 2020; Pedro, 2014; Moure et al., 2012).

Despite their importance as pollinators in tropical forests, similarly to other
groups of Apoidea, stingless bees are also being severely threatened by different forms
of anthropogenic disturbances across the Neotropics (Costa et al., 2014; Freitas et al.,
2009; Villanueva-G. et al., 2005; Kerr et al., 1996), which could put their populations
under extinction risk (Cairns et al., 2005; Villanueva-G. et al., 2005). Although habitat
loss and fragmentation due to deforestation are among the main threats to wild bees
(Freitas et al., 2009; Brown and Albretch, 2001), there is growing concern about the
impact of pesticides on the Neotropical native bee fauna and, in particular, on stingless
bees (Botina et al., 2020; Cham et al., 2018; Lima et al., 2016; Valdovifios-Nunez et al.,

2009).
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Most of these studies tested the effects of different pesticides, such as
insecticides, fungicides, and herbicides, on several native species of stingless bees
occurring across the Brazilian territory. This fact is not surprising, considering that: 1)
since 2008, Brazil has been the largest consumer of pesticides in total volume in the
world (Bombardi, 2017), and among these, the largest consumer of insecticides (Santos
et al., 2018); 11) Brazil harbours the highest diversity of stingless bees in the world, with
approximately 250 valid species and almost 90 undescribed forms (Pedro, 2014); iii) the
main agricultural crops produced in Brazil, covering a large part of the Brazilian
territory, are soybean, corn, and sugar cane (Bombardi, 2017), which depend little or not
at all on pollinator services. Thus, repeated applications of pesticides on crops such as
sugar cane and soybean are the norm (Pignati et al., 2017).

In this hostile scenario to native stingless bees, it should be emphasized that
several studies have pointed out that these bees could be more susceptible to pesticides
than the honeybees (Tomé et al., 2017; Jacob et al., 2013; Costa et al., 2015; Soares et
al., 2015; Arena and Sgolastra, 2014; Lourengo et al., 2012; Valdovifios-Nunez et al.,
2009). One of the possible causes for this fact is attributed to the smaller body size of
most species of stingless bees compared to Apis mellifera L., resulting in a larger body
surface area in contact with pesticides (Nocelli et al., 2018).

After more than two decades of investigations on the effects of pesticides on
stingless bees, a high volume of information is now available in the literature. Among
the publications, most investigated the effects of insecticides on stingless bees, which
can be divided into two sets of studies: i) one considering both the lethal concentration
(LC) and dose (LD) of distinctive pesticides on different species of stingless bees (e.g.,
Padilha et al., 2020; Del Sarto et al., 2014; Lourenco et al., 2012; Valdovifios-Nunez et

al., 2009); and, ii) another evaluating the sublethal doses and concentrations of different
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pesticides on these bees (e.g., Marques et al., 2020; Boff et al., 2018; Morais et al.,
2018; Otesbelgue et al., 2018; Ravaiano et al., 2018; Tomé et al., 2012). Taking into
consideration the large amount of information, even when considering the set of results
of these two types of approaches separately, conclusions can be difficult. Furthermore,
conflicting results between lab and field studies can occur (Main et al., 2018; Pisa et al.,
2015).

Concerns about the effects of pesticides (especially insecticides) on bees and
other non-target arthropods have resulted in a growing body of literature on this subject,
and in the last decade several reviews have been published (Abati et al., 2021; Siviter et
al., 2021; Sanchez-Bayo and Wyckhuys, 2019; Lima et al., 2016; Pisa et al., 2015;
Goulson, 2013; Blacquiere et al., 2012). More recently, the meta-analysis has emerged
as a useful tool for compiling and interpreting sets of results from different studies
(Main et al., 2018; Arena and Sgolastra, 2014; Hua and Bureau, 2012; Fagard et al.,
1996). Based on mathematical criteria for analysing and synthesizing large sets of data,
meta-analysis enables the construction of a statistically reliable conclusion on the
subject (Battisti et al., 2021; Hua and Bureau, 2012; Fagard et al., 1996).

In fact, more recently, a growing number of publications have been making use
of meta-analysis for dealing with large sets of data. However, regarding the subject
“bees and pesticides”, publications involving meta-analysis are still scarce (e.g., Battisti
et al., 2021; Botina et al., 2020; Arena and Sgolastra, 2014). Considering the relevance
of this group of bees and the lack of a meta-analysis that assesses the mortality of
stingless bees exposed to different chemical groups of insecticides, the aim of the
current study was to evaluate, using this tool, the lethal (mortality) effects of
insecticides on stingless bees. For this, based on data from different publications, we

conducted our meta-analysis on the lowest doses and concentrations, both inferior to
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LDso and LCso (and most of them ecologically relevant or recommended by the

manufacturer), of several types of insecticides which caused mortality in stingless bees.

MATERIAL AND METHODS
Study development, data search and structuring

This meta-analytic review was developed in accordance with the
recommendations of the Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analysis (PRISMA, 2015). The search for the papers used in this study was carried out
in the following electronic databases: journal portal CAPES (Coordination for the
Improvement of Higher Education Personnel - Brazil), Web of Science, Scopus,
PubMed, and Google Scholar. The main terms used in the search were: "stingless bees"
OR “Meliponini” OR “Meliponina” AND "insecticide" OR "pesticide" OR
"agrochemical" OR "toxicity" OR “mortality" OR “lethal” OR “sublethal” OR “LC50"
OR "LD50". These keywords were searched in English and Portuguese.

For the preparation of this meta-analysis, articles published until October 2021
were searched. The selected articles were required to contain mortality/survival data on
stingless bee species. There was no limitation regarding the stage of development
(larval or adult), country, author, type of insecticide, or language of the work.

After the selection of the papers, a table was created (Table S1), containing the
following information: authors, year of publication, type of exposure to the insecticide
(topical, oral, or contact), life stage (adult or larval), species, insecticide identification
(active ingredient name and chemical group category), exposure time, insecticide
dose/concentration, total number of live bees and total number of dead bees in
treatments (experimental group and control group), and environmentally relevant doses

or doses recommended by the manufacturer.
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To extract information on doses/concentrations of some studies we used the
software WebPlotDigitizer [https://automeris.io/WebPlotDigitizer]. Some of the
selected papers did not contain the exact number of live/dead bees in the experimental
and control groups, only the toxicity values. In these cases, we contacted the authors to
request the submission of additional information. It was not possible in all cases to
access the data, either because they were not forwarded by the authors or because we
did not receive a response from the authors.

It is noteworthy that the papers that analysed only the species 4. mellifera or
other groups of bees (e.g., Bombus spp. and solitary bees) were not included in the
analysis, since the present study aims to observe the effects of insecticides only on
stingless bees. In addition, studies that exclusively assessed the effects of herbicides or
fungicides on stingless bees (e.g., Prado et al., 2020) were not included in the meta-
analysis. Therefore, the main exclusion criteria for the studies were: 1) data with
insufficient information for the meta-analysis; ii) absence of the number of living and
dead individuals in the experimental and control groups (or the percentage of mortality);
iii) studies with species of bees not classified in the group of stingless bees

(Meliponini).

Data analysis

In addition to the criteria mentioned above, in our meta-analysis we only
considered the lowest doses or concentrations (always inferior to LDso and LCso,
respectively) of insecticides or a combination of insecticides. This was done because the
focus of our study was to analyse, where possible, the mortality effect of
doses/concentrations recommended by manufacturers or environmentally relevant

doses/concentrations. With the data collection, categorizations were made for the
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analyses: by bee species, life stage (larvae or adult), chemical groups of insecticides and
type of exposure (oral, topic or contact).

Data analysis was carried out according to Battisti et al. (2021). All analyses
were conducted in OpenMEE free software (Viechtbauer, 2016). The effect of each
variable was calculated using the Odds Ratio — Log scale (Borenstein et al., 2009).

The Odds Ratio allows you to calculate the odds of an event (like dying/living
ratio) in each group (eg treated vs. control). This estimator looks less intuitive but has
more advantageous statistical properties for meta-analysis. All methods that estimate
effect sizes E+ (summary effect), vary from -0 to + oo, where 1 is the absence of
difference between the control and the experimental groups (Battisti et al., 2021).
Values above 1 (not crossing the null) indicate that the experimental group has a higher
value than the control group and values below 1, also not crossing the null, indicate that
the control group has a higher value than the experimental group (Hedges, 1981).
Values for which the confidence interval (CI) does not cross null are significant. To
estimate t> the variance of the true log odds ratios, we use the Random-effects
(DerSimonian and Laird) method, because we have enough number of studies.

The heterogeneity between the studies was estimated by the Cochran’s (Q) and
I? statistics (Borenstein et al., 2009). The I? statistic describes the percentage of total
variation in point estimates that can be attributed to heterogeneity. For metric 12, low,
moderate, and high values were considered 25%, 50%, and 75%, respectively (Higgins,
2008). An I> > 75% was considered as highly heterogeneous and not attributable to
chance (Van Maele-Fabry et al., 2011).

Publication bias was analysed using the Kendall method, which is more suitable
when considering a smaller number of data sets (Rosenberg et al., 2000). The safe

number of failures was determined by the Orwin method, which allows determination of
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the number of missing studies that would take the general effect to a specified level
other than zero ( Orwin and Boruch, 1982; Borenstein et al., 2009). A funnel plot was
generated to explore the data, considering, in this case, that it is essential to interpret the

numerical data generated by the above methods.

RESULTS

Based on our initial search conducted in the databases, we obtained 88 papers, of
which 25 were selected as they met all the inclusion criteria (e.g., stingless bees,
mortality, insecticides), generating 81 data in the dataset (Fig. 1, Table S1).

Records identified through Addictional records identified
database searching trough other sources

(n = 962) (n=0)

]

IDENTIFICATION

Records after duplicates removed
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|
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o

Fig. 1. Flowchart containing the papers found and selected according to the search
keywords in the databases, resulting in 81 analyzed datasets. Adapted of PRISMA
(2015).

Overall, the meta-analysis showed that exposure to insecticides resulted in

statistically higher bee mortality (E+ = 3.402, 95% CI = 2.532 to 4.570, and p-value <
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0.001) (Fig. 2). Both Cochran’s Q statistic Q (df = 80) = 109.789, Tau®= 0.402, p-Value
0.015 and the I? test revealed data heterogenicity, with 1> = 27.133 and, therefore,
superior to 25%. Based on this, the random effect model was considered as the most

suitable for data analysis in our study.
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Studies Estimate (95% C.I.) Ev/Trt Ev/Ctrl

Study 36 0.190 (0.009, 4.088)  0/40 2/40 .

Study 20 0.322 (0.013, 8.235)  0/30 1/30 -

Study 74 0.325 (0.013, 8.222) 0/40 1740

Study 65 0.432 (0.181, 1.030) 10/60 19/60 ——

Study 80 0.799 (0.315, 2.027)  9/96 11/96 — -

Study 1 0.844 (0.363, 1.964) 12/7M 14778 .

Study 73 0.963 (0.019, 49.425)  0/53 0/51 t

Study 7 1.000 (0.136, 7.341)  2/60 2/60 e el
Study 27 1.000 (0.019, 52.036)  0/30 0/30 .

Study 28 1.000 (0.019, 52.036)  0/30 0/30

Study 38 1.000 (0.019, 52.849)  0/20 0/20

Study 42 1.000 (0.019, 51.402)  0/49 0749

Study 46 1.000 (0.019, 52.849)  0/20 0/20

Study 48 1.000 (0.019, 52.849)  0/20 0/20

Study 56 1.000 (0.019, 52.036)  0/30 0/30

Study 57 1.000 (0.019, 52.036)  0/30 0/30

Study 72 1.000 (0.019, 51.382)  0/50 0/50

Study 76 1.000 (0.136, 7.341)  2/60 2/60 . ¥

Study 50 1.147 (0.411, 3,204) 13/30 12/30 I

Study 21 1.242 (0.498,  3.097) 14/45 12/45 H

Study 67 1.483 (0.089, 24.666) 1/30 1/44 -

Study 16 1.556 (0.241, 10.049)  3/30 2/30 s
Study 5 1.571 (0.612, 4.036) 12/96 8/96 .,

Study 54 1.800 (0.389, 8.323)  5/30 3/30 —
Study 23 1.849 (0.512, 6.681)  7/60 4/60 —t——
Study 43 2.111 (0.364, 12.240)  4/40 2/40 e e
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Fig. 2. Papers analyzed in this study, which evaluated the effects of different

insecticides on mortality/survival of native stingless bees. The values of the first column
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represent the summary effect (E+) followed by the confidence interval (95%) of each
study. The values Ev/Trt and Ev/Ctrl is the number of dead individuals/total individuals
of treatment and control, respectively. In the last line are the summary effect and the

heterogeneity values (I and P).

When data were categorized according to life stage (larval or adult), the type of
exposure (ingestion, topic, or contact), chemical group of insecticide, and bee species,
the meta-analysis also detected higher mortality of the insecticide group in all
categories. Concerning life stages, E+ was 3.731 (95% CI = 2.840-4.901, p < 0.001) to
adults and E+ = 1.245 (95% CI = 0.486-3.190, p = 0.648) to larvae. Our results
indicated that the pesticides were toxic only to adults. However, we got 76 studies with

adults and only 5 studies with larvae (Fig. 3).



Studies

Study 36
Study 20
Study 74
Study 73
Study 7

Study 27
Study 28
Study 38
Study 42
Study 46
Study 48
Study 56
Study 57
Study 72
Study 76
Study 59
Study 21
Study 67
Study 16
Study 54
Study 23
Study 43
Study 77
Study 26
Study 29
Study 55
Study 58
Study 82

Study 84
Study 13

Study 49

Study 53

Study 31

Study 15

Study 85

Study 6

Study 8

Study 10

Study 51

Study 52

Study 2

Study 18

Study 39

Study 47

Study 14

Study 17

Study 70

Study 22

Study 68

Study 34

Study 11

Study 24

Study 25

Study 75

Study 30 1
Study 12 11
Study 78 11

Study 4 12:
Study 8 14.
Study 61 14.
Study 71 14.
Study 41 14.
Study 69 16.

Study 60 18
Study 37 20
Study 66 22
Study 62 22

Study 3 23.
Study 50 24.
Study 64 24.

Study 44 26

Study 79 4a.
Study 45 49.

Study 63 49

Study 35 55.

‘Subgroup Adult (1*2=0 % , P=0.703) 3

Study 65 0
Study 80 0
Study 1 0
Study 5 1
Study 81 6
Subgroup Larva (1*2=82.64 % , P=0.000) 1

Overall (12=27.13 % , P=0.015) 3.

0
0
0
0
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
b P
1
1
2
3
3
3
3
3
3
Study 83 3.
3
3
3
3
3
4
4
5
5
5
5
5
5
5
5
5
6
[
7
7
i &
8
9
9
9
9
0

Estimate (95% C.I.)

.190
.322
.325
.963
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.147
.242
.483
.556
.800
.849
.111
.050
.102
.102
.102
.102
.102
102
.102
.143
.154
.222
.308
.261
.462
171
.171
.17
171
.17
.351
.351
.541
.541
.000
.000
.063
.365
.909
.366
.637
.637
.637
.637
.358
.991
.991

.432
.799
.844
.571
.283
.245

402

(0
(0
(0
({4
(0
({4
(0
(0
(0
(0
(0
(0
(0
(0
(0
(0
(o
(]
(0
(0
(0
(0
(0
(0
(0
(0
(0
(0
({4}
(0
(0
(0
(0
(0
(o
({4
(0
(0
(0
(0
(0
(0
(0
(Y
(0
(1
(1
(4
(0
0
(0
()
(0

(0.

(0
(o
(]
(0
0
0
(0
0
(1
(1
(0

(2
(1

(1
(1
(1
(2
(2
(2
3
2

(]
(o
(o
0
(2
(0

(2

.009,
.013,
.013,
.019,
.136,
.019,
.019,
.019,
.019,
.019,
.019,
.019,
.019,
.019,
.136,
.411,
.498,
.089,
.241,
.389,
.512,
.364,
.122,
.121,
.121,
.121,
.121,
.121,
.121,
.121,
.940,
.121,
.316,
.630,
.806,
.468,
.243,
.243,
.243,
.243,
.243,
.246,
.246,
.249,
.249,
.172,
.172,
.328,
.372,
.366,
.408,
.507,
.507,
507,
.507,
.533,
.648,
.648,
.657,
.794,
.747,
.755,
.806,
.980,
.999,
.133,
.757,
.199,
.347,
.369,
.369,
.489,
.535,
.821,
.821,
.250,
.840,

.181,
.315,
.363,
.612,
.805,
.486,

.532,

4.088)
8.235)
8.222)
49.425)
7.341)
52.036)
52.036)
52.849)
51.402)
52.849)
52.849)
52.036)
52.036)
51.382)
7.341)
3.204)
3.097)
24.666)
10.049)
8.323)
6.681)
12.240)
76.388)
79.228)
79.228)
79.228)
79.228)
79.228)
79.228)
79.228)
10.507)
82.165)
32.889)
17.361)
22.532)
42.514)
110.015)
110.015)
110.015)
110.015)
110.015)
116.310)
116.310)
123.079)
123.079)
30.725)
30.725)
152.232)
145.745)
171.005)
171.548)
183.055)
183.055)
183.055)
183.055)
201.451)
221.860)
221.860)
226.967)
262.179)
283.370)
281.096)
121.138)
129.272)
329.271)
360.280)
175.528)
432.582)
403.650)
435.909)
435.909)
460.445)
774.999)
859.220)
859.220)
957.293)
4.901)

1.030)
2.027)
1.964)
4.036)
14.075)
3.190)

4.570)

Ev/Trt

0/40
0/30
0740
0/53
2/60
0/30
0/30
0/20
0/49
0/20
0/20
0/30
0/30
0/50
2/60
13/30
14/45
1/30
3/30
5/30
7/60
4/40
1760
1/30
1730
1/30
1/30
1/30
1/30
1/30
11/60
1720
3/30
6/45
7730
4/30
2/60
2/60
2/60
2/60
2/60
2/30
2/30
2/20
2/20
9/30
9/30
2/33
3/60
2/29
3/23
4/60
4/60
4/60
4/60
4/30
5/60
5/60
5/50
6/60
5/20
4/31
11740
12/45
7/40
8/50
15/45
7/20
10/100
9/40
9/40
10/50
14/40
15/40
15740
18/51
347/3109

10/60
9/96
12/77
12/96
37/90
80/419

Ev/Ctrl

2/40
1730
1740
0/51
2/60
0/30
0/30
0/20
0/49
0/20
0/20
0/30
0/30
0/50
2/60
12/30
12/45
1744
2/30
3/30
4/60
2/40
0/60
0/30
0/30
0/30
0/30
0/30
0/30
0/30
4/60
0/20
1730
2/45
2/30
1/30
0/60
0/60
0/60
0/60
0/60
0/30
0/30
0/20
0/20
2/30
2/30
0/44
0/60
0/43
0724
0/60
0/60
0/60
0/60
0/30
0/60
0/60
0/50
0/60
0/20
0/44
1740
1/45
0/40
0/50
1/45
0/20
0/100
0/40
0/40
0/50
0/40
0/40
0/40
0/50
61/3159

19/60
11/96
14/78
8/96
9/90
61/420

427/3528 122/3579

<

>

088 177 34
Odds Ratio (log scale)

T T B

884 1768 4421884117662 4420605729

99

Fig. 3. Forest plot with the results obtained from the analyzed studies, categorized by
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life stage. The values of the first column represent the summary effect (E+) followed by
the confidence interval (95%) of each study. The values Ev/Trt and Ev/Ctrl is the
number of dead individuals/total individuals of treatment and control, respectively. In

the last line are the summary effect and the heterogeneity values (I* and P).

All the types of exposure presented significant mortality increase in bees. The
topic exposure, with 29 studies, presented E+ = 3.921 (95% CI = 2.424-6.341) and p <
0.001. The oral exposure, with 38 studies, presented E+ = 2.892 (95% CI = 1.892-
4.422) and p < 0.001. Finally, with 14 studies, bees exposed by contact presented E+ =

5.540 (95% CI = 2.486-12.346, p < 0.001) (Fig. 4).
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Fig. 4. Forest plot with the results obtained from the analysed studies, categorized by type of exposure.
The values of the first column represent summary effect (E+) followed by the confidence interval (95%) of
each study. The values Ev/Trt and Ev/Ctrl is the number of dead individuals/total individuals of treatment
and control, respectively. In the last line are the summary effect and the heterogeneity values (I* and P).
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In the category of chemical group of the insecticide, of the ten analysed groups,
seven had higher mortality in treatment than in the control group: pyrethroid E+ = 5.367
(95% CI1=2.067-13.930, p < 0.001), neonicotinoid E+ = 2.871 95% CI = 1.879-4.387, p
< 0.001), organophosphate E+ = 5.050 (95% CI = 2.137-11.935, p < 0.001), spinosin
E+ =2.356 (95% CI = 1.085-5.116, p < 0.03), pyrazole E+ = 1.979 (95% CI = 1.010-
3.877, p = 0.047), carbamate E+ = 34.775 (95% CI = 4.568-264.711, p < 0.001) and

organochlorine E+=44.321 (95% CI =2.535-774.999) (Fig. 5).

Studies Estimate (95% C.I.) Ev/Trt  Ev/Ctrl
Subgroup Spinosad (1*2=49.86 % , P=0.092) 2.288 (0.806, 6.492) 41/353 22/354 —
Subgroup Spinetoram (1*2=0 % , P=0.469) 3.141 (0.849, 11.618) 12/240 2/240
Subgroup Imidacloprid (1*2=0 % , P=0.529) 2,728 (1.636, 4.550) 66/465 25/465
Subgroup Thiamethoxam (1*2=0 % , P=0.949) 3.211 (1.506, 6.846) 30/435 6/435
Subgroup A iprid + alpha in (1A2=NA , P=NA) 8.366 (0.408, 171.548)  3/23 0/24
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Fig. 5. Forest plot with the results obtained from the analyzed studies, categorized by
insecticide type. The values of the first column represent summary effect (E+) followed
by the confidence interval (95%) of each study. The values Ev/Trt and Ev/Ctrl is the
number of dead individuals/total individuals of treatment and control, respectively. In

the last line are the summary effect and the heterogeneity values (I* and P).

Insecticides from the avermectin group E+ = 1.981 (95% CI = 0.650-6.035, p =
0.229), biological insecticides E+ = 4.613 (95% CI = 0.390-54.541, p = 0.225) and

neonicotinoid + pyrethroid E+ = 8366 (95% CI = 0.408-171.548) did not show
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significant value in the experimental group compared to the control group. But each of
the groups was evaluated by only two papers (one for neonicotinoid + pyrethroid) so the
results of these chemical groups should be considered carefully.

In the category of bee species, significant values of E+ were found for 6 out of
12 species of Meliponini analysed (Fig. 6). There was no significant effect of
insecticides on mortality for Melipona scutellaris with E+ = 1.934 (95% CI = 0.928-
4.03, p = 0.078), Partamona helleri with E+ = 5.217 (95% CI = 0.415-65.519, p =
0.201), Tetragonisca angustula with E+ = 1.968 (95% CI = 0.335-11.573, p = 0.454),
Scaptotrigona xanthotricha with E+ = 1.968 (95% CI = 0.335-11.573, p = 0.454),
Meliponula bocandei with E+ = 3.597 (95% CI = 0.853-15.178, p = 0.081) and Plebeia

lucii with E+ = 12.209, (95% CI = 0.657-226.967) (Fig. 6).

Studies Estimate (95% C.I.)
group i i (1=16.1%, P=0.250) 1.895 (1.175, 3.057) 102/1103 44/1101
Subgroup Melipona scutellaris (1=50.33%, P=0.034) 1.934 (0.928, 4.033) 63/330 44/330
Subgroup Partamona helleri (P=75.33%, P=0.017) 5.217 (0.415, 65.519) 29/217  14/218 E— ————
group i (P=0%, P=0.945) 1.968 (0.335, 11.573)  2/120 0/120 — —
group Scaptotrig icha (*=0%, P=0.45) 1.968 (0.335, 11.573)  2/120 0/120 ——
Subgroup Scaptotrigona tubiba (1?=0%, P=0.836) 4.779 (1.472, 15.510) 17/160 0/160 —_—
(1?=0%, P=0.777) 6.797 (3.745, 12.337) 79/348 14/400
Subgroup Tetragonisca fiebrigi (#=0%, P=0.984) 8.255 (2.434, 27.995) 22/360 0/360 —tc —
Subgroup Meliponula bocandei (1?=0%, P=0.996) 3.597 (0.853, 15.178) 7/120 1/120 P
Subgroup Scaptotrigona postica (’=0%, P=0.958) 4.504 (1.835, 11.055) 26/360 4/360
Subgroup Plebeia lucii (P=NA, P=NA) 12.209 (0.657, 226.967)  5/50 0/50 —_—
Subgroup Trigona spinipes (P=0%, P=0.979) 28.576 (9.558, 85.434) 73/240 1/240 T
Overall (=27.13%, P=0.015) 3.402 (2.532, 4.570) 427/3528 122/3579

Fig. 6. Forest plot with the results obtained from the analysed studies, categorized by
bee species. The values of the first column represent summary effect (E+) followed by
the confidence interval (95%) of each study. The values Ev/Trt and Ev/Ctrl is the
number of dead individuals/total individuals of treatment and control, respectively. In

the last line are the summary effect and the heterogeneity values (I and P).

Publication Bias
The Kendall's coefficient, used to observe possible bias in the analysed data,

showed a statistically significant correlation (0.2632; p < 0.0005), indicating some
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publication bias and data bias. Conversely, the Orwin approach value of fail-safe (N)
was 81, indicating that the effect of missing studies on this meta-analysis is zero.

Once more, in the analysis considering only the types of insecticides, while
Kendall's tau indicated significant publication bias (0.3033; p = 0.0002), the fail-safe

number detected by the Orwin approach was 72.
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Fig. 7. Funnel plot for the association of bee mortality with insecticides exposure. The

X-axis represents the observed outcome and the Y — Axis represents the standard error.

DISCUSSION
Overall, the meta-analysis carried out in our study, revealed strong evidence for
a significant effect of insecticides causing stingless bee mortality even when field-

realistic levels were considered in the analyses. In some cases, the doses tested by the



105

authors are below the doses found in the field. For instance, the lowest dose tested using
imidacloprid in M. quadrifasciata (0.05 ppm — Brito et al., 2020) and M. scutellaris
(0.00089 ppm — Rosa-Fontana et al., 2020) was below the dose found in the field (0.05
ppm pollen and 0.02 ppm nectar — Sanchez-Bayo and Goka, 2014).

Thus, our findings support the hypothesis that even in sub-lethal doses, most of
which are recommended by the manufacturers for use in different crops, insecticides
can represent an important risk factor associated with the decline in stingless bee
populations, as reported elsewhere (Kerr et al., 1999). When we consider that most of
the studies analysed herein were carried out in Brazil and focused on Brazilian native
bee species, the scenario is worrying for several reasons. Although harbouring the most
diverse stingless bee fauna in the world (Griiter, 2020; Pedro, 2014), Brazil is currently
one the largest consumers of pesticides on the planet, among them several hazardous
insecticides (Pignati et al., 2017). In addition, recently, analysing the international
regulatory situation of pesticides authorized for use in Brazil, Friedrich et al. (2021)
reported that approximately 80% of pesticides authorized for use in Brazil do not have a
use permit in at least three Organization for Economic Co-operation and Development
(OECD) countries, including those that have important economic activity in agriculture.
Another worrying factor is that agricultural areas have increased greatly in recent
decades, a condition which is associated with both growth in the use of insecticides and
other pesticides (Bombardi, 2017) and deforestation (Pignati et al., 2017).

Concerning the set of insecticides belonging to seven chemical groups
(spinosyn, neonicotinoid, organophosphate, pyrethroid, carbamate, pyrazole, and
avermectin) from groups of insecticides most common in the meta-analyses data set
(Table S1), it is noticeable that some of them, e.g., fipronil (pyrazole), imidacloprid and

thiamethoxam (both neonicotinoids), whose use was initially limited by IBAMA
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(Brazilian Institute of Environment and Renewable Natural Resources) due to damage
to bees, are now liberated for use by the Brazilian government (Friedrich et al., 2021).
Our meta-analysis includes several insecticides belonging to the list of 20 active
substances with the highest volume of commercialization in 2017 in Brazil, such as
imidacloprid, acephate, and malathion (Friedrich et al.,, 2021). These latter two
insecticides belong to the organophosphates chemical group and are currently
unauthorized for use by the European Community (Friedrich et al., 2021).

Although studies assessing the effects of insecticides on Meliponini larvae have
been carried out by different authors in the last decade (Araujo et al., 2019; Dorigo et
al., 2018; Barbosa et al., 2015; Tomé et al., 2012), and detailed and well-established in
vitro larval rearing protocols have been published (Botina et al., 2020; Dorigo et al.,
2019), data on mortality of stingless bee larvae exposed to insecticides are still scarce,
particularly when compared to the number of toxicological studies involving adult bees.
Unfortunately, therefore, our meta-analysis data on larva mortality were based on few
studies (N = 5). Thus, this result needs to be interpreted with caution given that most
studies focused on adults. Similarly, studies evaluating chronic exposure of bees to
insecticides are rare (Sanchez-Bayo and Goka, 2014), which explains why the category
chronic x acute exposure was not considered in our meta-analysis. Distinctively, the
large amount of data on the acute exposure of adult bees, herein analysed, give high
support to our findings, reinforcing that insecticides are usually very harmful to
stingless bees. Our additional analysis to separately assess the mortality effect caused by
different types of active ingredients on stingless bees confirmed that the main
insecticides currently used in agriculture in Brazil and other regions of the globe are
dangerous to this group of bees, as already detected for other groups of these pollinators

(Botina et al., 2020; Lima et al., 2016; Sanchez-Bayo and Goka, 2014; Blacquiére et al.,
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2012). Furthermore, since several of the insecticides analysed herein have been detected
in pollen, nectar, and honey stored in nests of some social bees (Sanchez-Bayo and
Goka, 2014; Johnson et al., 2010), the cumulative risks of these pesticides to larvae and
adult bees should be taken into consideration. Especially in Meliponini, which usually
consume fresh and/or poorly processed pollen, present in mass provisions administrated
to larvae, this resource seems to represent a more important route of contamination
(Cham et al., 2018).

Concerning the three routes of exposure (oral, contact, and topic), the meta-
analyses revealed that they were equally relevant to drive mortality in stingless bees.
This finding is particularly interesting, since most of the studies included in the meta-
analysis assessed the effects of insecticides in forager bees (adult bees collected in the
entrance of the nest), which are naturally exposed to insecticides via these three contact
routes. For instance, in addition to being exposed to contamination via food, foragers
are under a strong risk of contamination through spray drift of insecticide drops,
scattered during foliar crop spraying (Sanchez-Bayo and Goka, 2014), when they are
out of the colony. Moreover, it should be highlighted that although the contact of bees
with insecticides may not lead to immediate death, several studies have demonstrated
that the sublethal effects caused by these pesticides on stingless bees, can be very
harmful to the bees and their colonies (Farder-Gomes et al., 2021; Diniz et al., 2020;
Marques et al., 2020; Aratjo et al., 2019; Tomé et al., 2015). Thus, the significant
mortality caused by both contact and topic exposures represents an important and
worrying finding.

There is accumulating evidence that pesticides are one of the main causes
driving bee decline worldwide (Abati et al., 2021; Siviter et al., 2021; Sanchez-Bayo

and Wyckhuys, 2019; Goulson et al., 2015; Potts et al., 2010). Recently, a meta-analysis
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carried out by Siviter et al. (2018) demonstrated that pesticide exposure negatively
impacted bee learning and memory at field-realistic doses. In addition, in a more recent
study, a synergistic effect of exposure to various stressors (such as parasites and
pesticides and poor nutrition) was observed, causing bee mortality (Siviter et al., 2021).

Despite being non-target organisms, bees, and particularly stingless bees have
proven to be very sensitive to different types of insecticides (Lima et al., 2016).
Concerning the effects on stingless bee mortality, several studies have also
demonstrated that most of the insecticides analysed herein can impair the flight
performance (Tomé et al. 2015; Marques et al. 2020), development (Tomé et al., 2012;
Araujo et al., 2019), morphology (Farder-Gomes et al., 2021; Diniz et al., 2020; Araujo
et al., 2019; Morais et al., 2018; Tomé¢ et al., 2012), food consumption (Brito et al.,
2020), locomotion activity (Brito et al., 2020; Jacob et al., 2019; Tomé¢ et al., 2012), and
communication (Costa et al., 2020; Araujo et al., 2019; Boff et al., 2018). A rising risk
to stingless bees is related to the fact that most of the insecticides analysed in our meta-
analysis are widely used worldwide (Friedrich et al, 2021), and especially in developing
countries, in tropical regions, where stingless bees are distributed (Griiter, 2020; Cham
et al., 2018). In 2019 and 2020, in Brazil, 474 and 493 new pesticides were registered,
respectively, some of them classified as highly toxic to bees (Nunes et al., 2021). The
insecticides evaluated in our meta-analysis are among classes I to III in the
classification of potential for environmental hazard, which ranges from I to IV, with I
considered as a dangerous product for the environment and IV as a product that is not
very dangerous for the environment (IBAMA, 2021).

Considering that the set of studies in the current meta-analysis assessed the sub-
lethal effects of insecticides on Brazilian stingless bees, most in doses/concentrations

within the range recommended by manufacturers, we could expect that when used in the
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field these insecticides would result in mortality of most species analysed. On the other
hand, since all data used in our meta-analysis were extracted from studies carried out in
laboratories, we must consider our findings with caution. Different authors have
recommended that further field studies measuring the impacts of pesticide exposure on
bees are needed before drawing a conclusion (Lundin et al., 2015; Blacquicre et al,
2012). In addition, many of the lethal and sublethal effects of some insecticides
obtained in laboratory studies, have shown no effects in field studies with field-realistic

dosages (Blacquiére et al., 2012).

CONCLUSION

Thus, this meta-analysis showed that most chemical groups of insecticides that
have been used in crops are toxic for stingless bees, regardless of the type of exposure,
even at low doses. In addition, the results found for the larvae show the importance of
further studies evaluating the effects of insects, when exposed during the larval stage,
for a better elucidation of the results. Thus, toxicity studies must be taken into account
in order to rethink how to use pesticides in crops, aiming at sustainable development, in

a way that does not harm bees and other pollinators.
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FIGURE CAPTIONS

Fig. 1. Flowchart containing the papers found and selected according to the search
keywords in the databases, resulting in 81 analyzed datasets. Adapted of PRISMA

(2015).

Fig. 2. Papers analyzed in this study, which evaluated the effects of different
insecticides on mortality/survival of native stingless bees. The values of the first column
represent the summary effect (E+) followed by the confidence interval (95%) of each
study. The values Ev/Trt and Ev/Ctrl is the number of dead individuals/total individuals
of treatment and control, respectively. In the last line are the summary effect and the

heterogeneity values (I> and P).

Fig. 3. Forest plot with the results obtained from the analyzed studies, categorized by
life stage. The values of the first column represent the summary effect (E+) followed by
the confidence interval (95%) of each study. The values Ev/Trt and Ev/Ctrl is the
number of dead individuals/total individuals of treatment and control, respectively. In

the last line are the summary effect and the heterogeneity values (I and P).

Fig. 4. Forest plot with the results obtained from the analysed studies, categorized by
type of exposure. The values of the first column represent summary effect (E+)
followed by the confidence interval (95%) of each study. The values Ev/Trt and Ev/Ctrl
is the number of dead individuals/total individuals of treatment and control,
respectively. In the last line are the summary effect and the heterogeneity values (I* and

P).

Fig. 5. Forest plot with the results obtained from the analyzed studies, categorized by

insecticide type. The values of the first column represent summary effect (E+) followed



48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

112

by the confidence interval (95%) of each study. The values Ev/Trt and Ev/Ctrl is the
number of dead individuals/total individuals of treatment and control, respectively. In

the last line are the summary effect and the heterogeneity values (I* and P).

Fig. 6. Forest plot with the results obtained from the analysed studies, categorized by
bee species. The values of the first column represent summary effect (E+) followed by
the confidence interval (95%) of each study. The values Ev/Trt and Ev/Ctrl is the
number of dead individuals/total individuals of treatment and control, respectively. In

the last line are the summary effect and the heterogeneity values (I and P).

Fig. 7. Funnel plot for the association of bee mortality with insecticides exposure. The

X-axis represents the observed outcome and the Y — Axis represents the standard error.

Table S1. Data taken from the articles analysed in the meta-analysis. Studies indicated
by numbers, authors, type of exposure, life stage, studied species, chemical group,
exposure time, number of alive and dead bees, from control group (AC and DC,
respectively), as well as value of analysed dose and number of alive and dead bees,
from the experimental group (AT and DT, respectively) (Lines 1, 32, 33 and 40 were

removed due to problems with data analysis)
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Study Authors Type Life Category Exposition
ID of Species Pesticide (Chemical (h) or AC | DC | Total | Dose/concentration | AT | DT | Total
and year R stage .
(=dataset) exposition group) days
Study1 | Aradiostal Oral Larva Partamona helleri Spinosad Spinosyn S0days* | 64 | 14 | 78 6.53 ng a.i/bee 65 | 12 | 77
Study 2 Tm;‘gle; al. Oral Adult Melipona quadrifasciata Spinosad Spinosyn 24 30 | 0 30 5 ng a.i./bee 28 | 2 30
Study 3 Botlzré)algt il Oral Adult Partamona helleri Spinosad Spinosyn 24 100 0 100 0.72 ppm 90 10 100
Study 4 Mar“z%zsoet al. Oral Adult Plebeia lucii Spinosad Spinosyn 72 50 | 0 50 0.82 ppm 45 | 5 50
Barbosa et - . . . . q
Study 5 al. 2015 Oral Larva Melipona quadrifasciata Spinosad Spinosyn 50 days* 88 8 96 0.57 ng a.i./bee 84 12 96
Study 6 Plaolv;)aznoet Oral Adult Melipona quadrifasciata Spinetoram Spinosyn 48 60 0 60 0.1 ppm 58 2 60
Piovesan et . . . . ; . .
Study 7 al. 2020 Topic Adult Melipona quadrifasciata Spinetoram Spinosyn 48 58 2 60 1 ng a.i./bee 58 2 60
Study 8 P ;‘;V;%aznoet Oral Adult Tetragonisca fiebrigi Spinetoram Spinosyn 48 60 | 0 60 0.1 ppm 58 | 2 60
Study 9 Plaolv;)aznoet Topic Adult Tetragonisca fiebrigi Spinetoram Spinosyn 48 60 0 60 0.5 ng a.i./bee 54 6 60
Soares et al. . . . . N
Study 10 2015 Oral Adult Scaptotrigona postica Imidacloprid Neonicotinoid 24 60 0 60 1 ppm 58 2 60
Soares et al. . . : q Lo
Study 11 2015 Oral Adult Scaptotrigona postica Imidacloprid Neonicotinoid 48 60 0 60 1 ppm 56 4 60
Study 12 Soa;%slgt al Topic Adult Scaptotrigona postica Imidacloprid Neonicotinoid 24 60 0 60 S ng a.i./bee 55 5 60
Soares et al. . . . . . L .
Study 13 2015 Topic Adult Scaptotrigona postica Imidacloprid Neonicotinoid 48 56 4 60 5 ng a.i./bee 49 11 60
Study 14 | Cosactal Tos Adult e Tttt Newsizstinatt 2% 28 | 2 30 A 2 | 9 30
Study 15 Cosztglest ol Topic Adult Melipona scutellaris Imidacloprid Neonicotinoid 48 28 2 30 0.3 ppm 23 7 30
Study 16 Cosztglest al. Oral Adult Melipona scutellaris Imidacloprid Neonicotinoid 24 28 2 30 0.3 ppm 27 3 30
Study 17 | Cosactal Sl Adult e Tttt Newsizstinatt 48 28 | 2 30 03 2 | 9 30
Study 18 Tor;g lest 2 Oral Adult Melipona quadrifasciata Imidacloprid Neonicotinoid 24 30 0 30 S ng a.i./bee 28 2 30
Study 20 Rgts";'lF ggt;g’a Oral Adult Melipona scutellaris Imidacloprid Neonicotinoid 24 29 | 1 30 0.00089 ppm 30 | o0 30
Study 21 B";g;; 2 Oral Adult Melipona quadrifasciata |  TImidacloprid Neonicotinoid a ;g;‘s*) 33 | 12 45 0.01 ppm 31 | 14 45
Study 22 P;"lv‘;%az“oe‘ Oral Adult Melipona quadrifasciata |  Thiamethoxam Neonicotinoid 48 60 | 0 60 0.01 ppm 57| 3 60
Study 23 LT RICS Topic Adult Melipona quadrifasciata | Thiamethoxam Neonicotinoid 48 s6 | 4 60 0.1 ppm 3 | 7 60

al. 2020
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Table S1 (Cont.)
Stud Type . Categor Exposition
y Authors yp Life . - gory P
1D of Species Pesticide (Chemical (h) or AC | DC | Total Dose AT | DT | Total
_ and year o stage %
(=dataset) exposition group) days
Study 24 Placivgsbaznoet Oral Adult Tetragonisca fiebrigi Thiamethoxam Neonicotinoid 48 60 0 60 0.1 ppm 56 4 60
Piovesan et q . .. q U
Study 25 al. 2020 Topic Adult Tetragonisca fiebrigi Thiamethoxam Neonicotinoid 48 60 0 60 0.5 ppm 56 4 60
Quiroga-
Study 26 Murcia et al. Oral Adult Tetragonisca angustula Thiamethoxam Neonicotinoid 48 30 0 30 0.02 ppm 29 1 30
2017
Quiroga-
Study 27 Murcia et al. Topic Adult Tetragonisca angustula Thiamethoxam Neonicotinoid 48 30 0 30 0.01 ppm 30 0 30
2017
Qo Scaptotrigona
Study 28 Murcia et al. Oral Adult (e Thiamethoxam Neonicotinoid 48 30 0 30 0.01 ppm 30 0 30
2017 xanthotricha
Qo Scaptotrigona
Study 29 Murcia et al. Topic Adult Ly Thiamethoxam Neonicotinoid 48 30 0 30 0.01 ppm 29 1 30
2017 xanthotricha
Miotelo et al. . . . Lo
Study 30 2021 Oral Adult Melipona scutellaris Thiamethoxam Neonicotinoid 24 30 0 30 0.0125 ppm 26 4 30
Study 31 Wi R G, Oral Adult chp totrigona Thiamethoxam Neonicotinoid 24 43 2 45 0.05 ppm 39 6 45
2018 bipunctata
Acetamiprid + L
Study 34 LG Oral Adult Melipona quadrifasciata alpha WIS s 48 24 | o 24 0.015+0.030ngai/bee | 20 | 3 23
2018 . Pyrethroid
cypermethrin
Del Sarto et . . . .
Study 35 al. 2014 Oral Adult Melipona quadrifasciata Deltamethrin Pyrethroid 24 50 0 50 0.01562 mg 33 18 51
Del Sarto et " . B . p
Study 36 al. 2014 Topic Adult Melipona quadrifasciata Deltamethrin Pyrethroid 24 38 2 40 10 mg 40 0 40
Study 37 Dzll Sza(?&et Contact Adult Melipona quadrifasciata Deltamethrin Pyrethroid 24 50 0 50 0.0031 mg 42 8 50
Moraes et al. . . . .
Study 38 2000 Contact Adult Scaptotrigona tubiba Deltamethrin Pyrethroid 48 20 0 20 0.56 ppm 20 0 20
Study 39 M"r;g(s)gt 2k Topic Adult Scaptotrigona tubiba Deltamethrin Pyrethroid 48 20 | 0 20 0.56 ppm 18 | 2 20
Macieira &
Study 41 Hebling- Topic Adult Trigona spinipes Cypermethrin Pyrethroid 24 39 1 40 0.05 ug/bee 29 11 40
Beraldo 1989
Del Sarto et . B .
Study 42 al. 2014 Oral Adult Melipona quadrifasciata Methamidophos Organophosphate 24 49 0 49 0.0038 mg 49 0 49
Study 43 Dzll Sza(ﬁ‘j‘et Topic Adult Melipona quadrifasciata | Methamidophos | Organophosphate 24 38 | 2 40 0.031 mg 36 | 4 40
Study 44 Dok Contact Adult Melipona quadrifasciata Methamidophos Organophosphate 24 50 0 50 0.0312 mg 40 10 50

al. 2014
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Table S1 (Cont.)
Stud Type . Categor Exposition
y Authors yp Life . . . g oy P
1D of Species Pesticide (Chemical (h) or AC | DC | Total Dose AT | DT | Total
_ and year o stage %
(=dataset) exposition group) days
Macieira &
Study 45 Hebling- Topic Adult Trigona spinipes Acephate Organophosphate 24 40 0 40 0.4 ng/bee 25 15 40
Beraldo 1989
Moraes et al. . , :
Study 46 2000 Contact Adult Scaptotrigona tubiba Trichlorfon Organophosphate 48 20 0 20 0.03 ppm 20 0 20
Moraes et al. . . . .
Study 47 2000 Topic Adult Scaptotrigona tubiba Trichlorfon Organophosphate 48 20 0 20 0.03 ppm 18 2 20
Moraes et al. . . 5
Study 48 2000) Contact Adult Scaptotrigona tubiba Malathion Organophosphate 48 20 0 20 0.0025 ppm 20 0 20
Moraes et al. . . . .
Study 49 2000 Topic Adult Scaptotrigona tubiba Malathion Organophosphate 48 20 0 20 0.0025 ppm 19 1 20
Macieira &
Study 50 Hebling- Topic Adult Trigona spinipes Malathion Organophosphate 24 40 0 40 0.15 ug/bee 31 9 40
Beraldo 1989
Jacob et al. . . . .
Study 51 2013 Oral Adult Scaptotrigona postica Fipronil Pyrazole 24 60 0 60 0.01 ppm 58 2 60
Jacob et al. . . . . .
Study 52 2013 Topic Adult Scaptotrigona postica Fipronil Pyrazole 24 60 0 60 0.01 ppm 58 2 60
Study 53 L(;lllrgr(l)qloz et Oral Adult Melipona scutellaris Fipronil Pyrazole 24 29 1 30 0.005 ppm 27 3 30
Lourenco et
Study 54 al. (2012) Oral Adult Melipona scutellaris Fipronil Pyrazole 48 27 3 30 0.005 ppm 25 5 30
(21)
Quiroga-
Study 55 Murcia et al. Oral Adult Tetragonisca angustula Fipronil Pyrazole 48 30 0 30 0.01 ppm 29 1 30
2017
Quiroga-
Study 56 Murcia et al. Topic Adult Tetragonisca angustula Fipronil Pyrazole 48 30 0 30 0.09 ppm 30 0 30
2017
Quiliza- Scaptotrigona
Study 57 Murcia et al. Oral Adult plotng Fipronil Pyrazole 48 30 0 30 0.01 ppm 30 0 30
2017 xanthotricha
Qumbioigs Scaptotrigona
Study 58 Murcia et al. Topic Adult plotrg Fipronil Pyrazole 48 30 0 30 0.09 ppm 29 1 30
2017 xanthotricha
Study 59 M"rza(‘)sl g‘ al. Topic Adult Melipona scutellaris Fipronil Pyrazole 24 18 | 12 30 0.1 ng a.i/bee 17 | 13 30
Farder-
Study 60 Gomes et al. Oral Adult Partamona helleri Fipronil Pyrazole 24 40 0 40 0.1 ppm 33 7 40
2021
Moraes et al. . . Bacillus Biological
Study 61 2000 Contact Adult Scaptotrigona tubiba thuringiensis insecticide 48 20 0 20 33.6 ppm 15 5 20
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Table S1 (Cont.)
Stud Type . Categor Exposition
y Authors yp Life . - gory P
1D of Species Pesticide (Chemical (h) or AC | DC | Total Dose AT | DT | Total
_ and year o stage .
(=dataset) exposition group) days
Moraes et al. . . . Bacillus Biological
Study 62 2000 Topic Adult Scaptotrigona tubiba thuringiensis insecticide 48 20 0 20 33.6 ppm 13 7 20
Macieira & Carbaryl
Study 63 Hebling- Topic Adult Trigona spinipes Naphthyl Carbamate 24 40 0 40 0.5 pg/bee 25 15 40
Beraldo 1989 Methylcarbamate
Macieira &
Study 64 Hebling- Topic Adult Trigona spinipes Methomyl Carbamate 24 40 0 40 0.1 pg/bee 31 9 40
Beraldo 1989
Study 65 Dor;goolgt ol Oral Larva Melipona scutellaris Dimethoate Organophosphate © (}:;s*) 41 19 60 2.125 ng a.i/bee 50 10 60
Diniz et al Scaptotrigona
Study 66 2020 Contact Adult bipunctata Acephate Organophosphate 24 44 1 45 100 ppm 30 15 45
Diniz et al Scaptotrigona
Study 67 2020 Contact Adult Bl Acephate Organophosphate 48 43 1 44 100 ppm 29 1 30
Diniz et al Scaptotrigona
Study 68 2020 Contact Adult [ Acephate Organophosphate 72 43 0 43 100 ppm 27 2 29
Diniz et al Scaptotrigona
Study 69 2020 Oral Adult bipunctata Acephate Organophosphate 24 44 1 45 S ppm 33 12 45
Diniz et al Scaptotrigona
Study 70 2020 Oral Adult I Acephate Organophosphate 48 44 0 44 S ppm 31 2 33
Diniz et al Scaptotrigona
Study 71 2020 Oral Adult I Acephate Organophosphate 72 44 0 44 S ppm 27 4 31

Study 76

Study 77

Study 80

Study 81

Piovesan et
al. 2020
Piovesan et
al. 2020

Barbosa et
al. 2015
Dorneles et
al. 2021

Oral

Oral

Larva

Larva

Melipona quadrifasciata

Tetragonisca fiebrigi

Melipona quadrifasciata

Scaptotrigona
bipunctata

Abamectin

Abamectin

Azadirachtin

Chlorpyrifos

Avermectin

Avermectin

Biological
insecticide

Organophosphate

50 days*

44 days*

85

81

11

96

90

1 ng a.i/bee

0.1 ppm

42 ng a.i/bee

16.1 ng a.i/bee

87

53

37

96

90



129

Table S1 (Cont.)
Stud Type . Categor Exposition
y Authors yp Life . . . g. y P
1D of Species Pesticide (Chemical (h) or AC | DC | Total Dose AT | DT | Total
_ and year o stage %
(=dataset) exposition group) days
Study 82 Ch‘g‘a‘; etal | Contact Adult et B Commeeinn ot 2% 30 | o 30 % 29 | 1 30
Study 83 Ch";%; etal | Contact Adult Wl B Comerma it gttt 43 30 | o | 30 % 29 | 1 30
sdyss | M0t | Contact Adult Wbl Bl et ettt 7 30 | o | 30 5 29 | 1 30
Study 85 Chlg%z Tt 2 Contact Adult Meliponula bocandei Cypermethrin Pyrethroid 96 29 1 30 25 ppm 26 4 30

Bold lines - Chronic studies
AC/DC — Alive/dead control

AT/DT — Alive/dead treatment
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CAPITULO 3. A DOMINANCIA DE APIS MELLIFERA EM AREAS DE CULTIVO

DO CAFE NO NORTE DO PARANA

RESUMO

Os polinizadores contribuem para um aumento na produgao dos principais cultivos
agricolas mundiais. Dentre estes cultivos esta o café, pertencente ao género Coffea
e a familia Rubiaceae e que, apesar de ser uma planta autofértil, tem um aumento
na quantidade e peso dos graos produzidos, quando visitada por insetos
polinizadores. Esse estudo teve o objetivo de avaliar a abundéancia e riqueza de
espécies de abelhas visitantes de flores do cafeeiro em areas de cultivo na regiao
norte do estado do Parana. As amostragens ocorreram em cinco areas de cultivo de
café e foram realizadas por duas pessoas, simultaneamente. Os insetos visitantes
das flores do café foram coletados com auxilio de rede entomoldgica e mortos para
posterior identificacdo em laboratério. Foram coletadas abelhas da espécie Apis
mellifera, 10 espécies de abelhas-sem-ferrdo (Meliponini), além de abelhas
solitarias. Houve elevada dominancia de A. mellifera (62% a 91%) nas cinco areas
amostradas. A abundancia de abelhas amostradas nas areas variou de 318 a 3644
individuos. A riqueza de Melipinini variou de duas a oito espécies por area e a
abundancia relativa do grupo por area variou de menos de 2% a 34,9%. Sugere-se
que fatores como a perda de vegetacdo nativa e a presenca de A. mellifera
respondam, pelo menos em parte, pela baixa riqueza e abundancia de abelhas-sem-

ferrao na maioria das areas.

Palavras-chave: Meliponini, polinizag&o; cultivo agricola
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INTRODUGAO

Os polinizadores, em especial as abelhas, sdo componentes essenciais no
funcionamento dos ecossistemas terrestres mundiais (IMPERATRIZ-FONSECA e
NUNES-SILVA, 2010; RICKETTS et al., 2008). Considerando o volume da produgao
global de alimentos, 35% correspondem a cultivos que dependem da polinizagéo
animal, principalmente por abelhas. Enquanto, mundialmente, houve um aumento na
dependéncia da agricultura por polinizadores, devido ao aumento desproporcional
na area cultivada com plantagdes dependentes deles para a polinizagdao (AIZEN et
al., 2008), o declinio nas populagdes de insetos e outros polinizadores € hoje uma
realidade (LEBUHN et al., 2012; DICKS et al., 2021; ZATTARA e AIZEN, 2021).

O desenvolvimento de frutos de muitas espécies vegetais depende da
eficiéncia da acdo de polinizadores (D’AVILA e MARCHINI, 2005). Um estudo de
meta-analise, revelou resultados de associagcdes positivas entre frutificacdo e
visitagado de flores por insetos, em 41 sistemas de cultivo em todo o mundo, incluindo
améndoas, algodao e café (GARIBALDI et al., 2013).

O café, importante commodity (= mercadoria) mundial, € uma planta que tem
sua origem no continente africano, a qual teve sua introdugdo no Brasil,
provavelmente, no ano de 1727 (PRIORI et al., 2012). Atualmente, o Brasil destaca-
se como o maior exportador de café no mercado mundial e 0 segundo maior, entre
0s paises consumidores da bebida (ABIC, 2021). Além disso, o pais € o maior
produtor de café arabica e o segundo maior produtor de café robusta, em nivel
global (EMBRAPA, 2021b). A area de producédo cafeeira no Brasil abrange
atualmente 1,82 milhdo de hectares (EMBRAPA, 2021a). O estado do Parana é
atualmente, o sexto maior produtor de café do Brasil (EMBRAPA, 2020) e a regiao

norte do estado é a que possui 0 maior numero de unidades produtivas (IDR, 2022).
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O cafeeiro pertence a familia Rubiaceae e género Coffea, o qual possui mais
de 90 espécies descritas (SOUZA et al.,, 2004). As duas principais espécies
plantadas no Brasil sdo o arabica Coffea arabica L. (80% da area) e o conilon, ou
robusta Coffea canephora Pierre (BRASIL, 2018). As plantas apresentam floragao
sincronica, ou seja, todas as plantas de café em uma dada extensao florescem
simultaneamente (MELO e SOUSA, 2011; FERRAZ-SILVA et al., 2020), com flores
durando em média trés dias, da abertura até o murchamento (MALERBO-SOUZA et
al., 2003).

Ha na literatura, diversos estudos sobre visitantes florais em cafeeiros,
principalmente abelhas da espécie Apis mellifera L., que se mostram como as mais
frequentes (MALERBO-SOUZA et al., 2003; RICKETTS, 2004; D'AVILLA e
MARCHINI, 2005; VERGARA e BADANO, 2009; MALERBO-SOUZA e HALAK,
2012; TEIXEIRA, 2019; FERRAZ-SILVA et al., 2020). Além de A. mellifera, espécies
de abelhas nativas também sdo encontradas em cultivos de café, como Trigona
spinipes Fabricius, 1793 (Hymenoptera, Apidae) e Tetragonisca angustula Latreille,
1811 (Hymenoptera, Apidae) (MALERBO-SOUZA et al., 2003; MALERBO-SOUZA e
HALAK, 2012) entre outras espécies de abelhas-sem-ferrdo (RICKETTS, 2004;
VERGARA e BADANO, 2009).

Apesar de ser uma planta autofértil, a polinizagao dos cafeeiros por insetos,
esta ligada a um aumento na quantidade (ROUBIK, 2002; MALERBO-SOUZA et al.,
2003; BOREUX, et al., 2013; MALERBO-SOUZA e HALAK, 2012; TEIXEIRA, 2019;
FERRAZ-SILVA et al., 2020) e peso dos graos produzidos (ROUBIK, 2002;
MALERBO-SOUZA e HALAK, 2012; Teixeira, 2019). No estudo de Malerbo-Souza e
Halak (2012), constatou-se que a auséncia dos insetos visitantes florais, diminuiu em

55,25% a produgao de graos de café. Por outro lado, no tratamento que recebeu
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visitantes florais, o peso médio dos graos de café foi significativamente maior
(MALERBO-SOUZA e HALAK, 2012).

Adicionalmente, as plantas do café sdo beneficiadas quando cultivadas em
areas que abrigam polinizadores (ROUBIK, 2002) e remanescentes florestais
aumentam a atividade dos polinizadores em areas agricolas ao redor (RICKETTS,
2004). De Marco Jr. e Coelho (2004), em estudos realizados em cafezais no Brasil,
constataram que fazendas proximas a fragmentos florestais aumentaram em 14,6%
a produgao, o que poderia estar relacionado com a presenga de polinizadores do
entorno.

O avanco na agricultura cafeeira no estado do Parana ao longo do século XIX
acarretou a devastacao de grande parte da vegetacédo da regido norte (PRIORI et
al., 2012). No passado, o estado era recoberto, em quase sua totalidade (98%), por
diferentes tipos de formacao vegetal da Mata Atlantica e ecossistemas associados
(MORELLATTO e HADDAD, 2000; OLIVEIRA-FILHO e FONTES, 2000). Em apenas
um século (1890 a 1990) o estado do Parana reduziu sua cobertura florestal de
16.762.600 hectares, ou 83,41% de seu territério, para cerca de 872.600 hectares,
ou 5,20% de seu territorio (GUBERT-FILHO, 2010).

Assim, considerando o norte do estado do Parana como importante produtor
de café e as abelhas como importantes polinizadores de diversas culturas agricolas,
inclusive de flores do cafeeiro, o presente estudo teve como principal objetivo,
avaliar a riqueza e abundancia de abelhas visitantes florais de cultivos de café

localizados na regiao norte do Estado do Parana.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido em cinco areas de cultivo comercial,
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localizadas no norte do estado do Parana, regiao sul do Brasil. As areas estavam
localizadas em cinco diferentes cidades do estado: Assai, Congonhinhas (CG),
Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR), Santa Mariana e Ribeirdo do Pinhal (RP).

As coletas realizadas no IAPAR foram as Unicas realizadas em area urbana,
localizada na cidade de Londrina. As outras areas localizam-se a alguns quildmetros
de distancia (Figura 1). Assai (-23.376958738494427, -50.842257182354146)
localiza-se a aproximadamente 30 km de Londrina e as coletas ocorreram em uma
area rural de 32 ha. Congonhinhas (-23.550067309826794, -50.55309303305957)
localiza-se a 65 km de Londrina e as coletas foram realizadas em uma area rural de
52 ha. A cidade de Santa Mariana (-23.1499367, -50.5199587) dista cerca de 68 km
de Londrina e o local onde foram feitas as coletas, tém uma area plantada de café
de 180 ha. Ribeirdo do Pinhal (-23.40741085760725, -50.35966964343185), a
cidade mais distante dentre os pontos de coleta, esta a cerca de 80 km de distancia
de Londrina e as coletas ocorreram em uma propriedade com 40 ha de plantagao de

café.

0 25 % 100 Km
S I — |
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Figura 1. Localizacido das cinco cidades na regido norte do estado do Parana, onde foram
realizadas as coletas de abelhas em plantagdes de café: IAPAR (Londrina — preto), Assai

(azul), Congonhinhas (rosa), Santa Mariana (verde) e Ribeirdo do Pinhal (amarelo).
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Na época de floragdo dos cafeeiros, foram realizadas as coletas dos visitantes
florais. As coletas ocorreram em 11/09/2019 no IAPAR, 12/09/2019 em Assai e
Congonhinhas, 17/10/2020 em Santa Mariana e 20/09/2021 em Ribeirdo do Pinhal.
Os visitantes florais foram coletados por meio de coletas ativas, com auxilio de rede
entomoldgica.

O horario de amostragem ocorreu das 06:00 as 14:00 horas em Assai, entre
07:00 e 14:00 horas em Congonhinhas e IAPAR; e entre 07:00 e 13:00 horas em
Santa Mariana e Ribeirdo do Pinhal. A amostragem foi realizada por duas pessoas
simultaneamente, durante periodos de 15 minutos, com intervalos de 15 minutos
entre cada hora de coleta. As duplas de coletores alternavam-se entre os periodos
de 15 minutos de coleta, de forma que nao ficassem intervalos de tempo sem
amostragens. Os intervalos nos horarios de coleta foram agrupados a cada uma
hora, de forma que se referem ao inicio do horario, mais 1 minuto, por exemplo, das
08:00 as 09:00 h, refere-se ao inicio em 08:00 h e término em 08:59 h. Os individuos
coletados foram anestesiados e mortos em camara mortifera contendo éter e
posteriormente, acondicionados em tubos Falcon contendo alcool 100%,
identificados com informagdes sobre a coleta (area, data, coletor e horario). Apos as
coletas nas areas, as abelhas foram levadas ao Laboratério de Genética e Ecologia

Animal (LAGEA), onde foram identificados.

RESULTADOS

Ao todo, nas cinco areas amostradas foram coletadas abelhas da espécie A.
mellifera espécies do grupo de abelhas-sem-ferrdo (Meliponini) e espécies de

abelhas solitarias, além de outras ordens de insetos. No total, foram coletadas dez
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espécies de Meliponini e dentre estas, T. spinipes foi a unica encontrada em todas
as areas amostradas (Tabela 1).

Assai foi a area com maior abundancia de individuos coletados, seguida por
IAPAR, Santa Mariana (SM), Congonhinhas (CG) e Ribeirdo do Pinhal (RP) (Tabela
1). Adicionalmente, Assai também foi a area que apresentou maior riqueza de
espécies coletadas, com nove, das onze espécies identificadas no estudo, além de
individuos da tribo Exomalopsini e da familia Halictidae. Esta area também teve a
maior abundancia, totalizando 3922 individuos coletados (Tabela 1).

Considerando Meliponini, SM foi a area com menor riqueza de espécies da
tribo, com apenas duas espécies registradas nas flores do cafezal (Tabela 1).
Contudo, em comparagao com as outras areas, SM apresentou o maior numero de
individuos da familia Halictidae durante a coleta. RP foi o local de coleta que
apresentou a menor abundancia de abelhas nas flores (331 individuos). No caso de
CG, esta foi a unica area em que individuos de Bombus (F.) morio (Swederus, 1787)
(Hymenoptera, Apidae) e Xylocopa sp. (Hymenoptera, Apidae) foram coletados.
Considerando-se as abelhas-sem-ferréo, trés espécies, Nannotrigona testaceicornis
(Lepeletier, 1836) (Hymenoptera, Apidae), Plebeia droryana (Friese, 1900)
(Hymenoptera, Apidae) e Tetragona clavipes (Fabricius, 1804) (Hymenoptera,
Apidae), tiveram ocorréncias exclusivas a uma unica area de estudo (Tabela 1).

Excluindo-se A. mellifera, os individuos da familia Halictidae representaram
59,8% das abelhas coletadas em SM. Em CG, ocorreu a maior abundéncia de
Schwarziana quadripunctata (Lepeletier, 1836) (Hymenoptera, Apidae), com 109
individuos coletados ao todo. Esta espécie foi encontrada apenas em CG e RP,
porém neste ultimo local, sua abundancia foi baixa (n = 5 individuos) (Tabela 1).

Entre as espécies de Meliponini, T. angustula foi a mais abundante em Assai
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e IAPAR. Em CG, SM e RP, T. spinipes foi a espécie de abelha-sem-ferrao mais
abundante. Porém, em todas as areas, entre as abelhas coletadas, houve
predominancia da espécie A. mellifera. Levando em consideragdo apenas as
especies de abelhas coletadas, ou seja, excluindo-se os outros insetos da analise,
A. mellifera representou 97,2% das abelhas coletadas no IAPAR, 92,4% em SM,

91,2% em RP, 88,2% em Assai e 64,5% em CG (Tabela 1).
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Tabela 1. Abundéancia e composicdo de insetos coletados nas amostragens

realizadas em flores de cafeeiros localizados em cinco diferentes areas da regiao norte do

Estado do Parana: Assai, Congonhinhas (CG), IAPAR, Santa Mariana (SM) e Ribeirao do

Pinhal (RP).
Espécies ASSAI CG IAPAR SM RP [TOTAL
Apis mellifera L. 1758 3215 559 1251 997 288| 6310
Leurotrigona muelleri (Friese, 1900) 2 2 - - - 4
Nannotrigona testaceicornis (Lepeletier, 1836) - - - - 1 1
Plebeia droryana (Friese, 1900) 6 - - - - 6
Plebeia sp1 10 1 - - - 11
Scaura latitarsis (Friese, 1900) 46 - 1 - - 47
Schwarziana quadripunctata (Lepeletier, 1836) - 109 - - 5 114
Tetragona clavipes (Fabricius, 1804) 9 - - - - 9
Tetragonisca angustula (Latreille, 1811) 188 41 25 4 - 258
Trigona hyalinata (Lepeletier, 1836) 2 7 - - - 9
Trigona spinipes (Fabricius, 1793) 147 143 3 17 17 | 327
Total Tribo Meliponini 410 303 29 21 23| 786
Bombus (F.) morio (Swederus, 1787) - 1 - - - 1
Xylocopa sp. - 1 - - - 1
Tribo Exomalopsini 7 - 1 12 3 23
Familia Andrenidae - - - - 2 2
Familia Halictidae 12 3 6 49 2 72
Total outras abelhas exceto Apis mellifera 429 308 36 82 30| 885
Outros insetos 278 35 89 82 13| 497
TOTAL INDIVIDUOS COLETADOS 3922 902 1376 1161 331| 7692

Dentre todos os insetos coletados, em todas as areas de amostragem A.

mellifera foi a espécie mais abundante, representando 62% do total coletado em CG,

82% em Assai, 85,9% em SM, 87,5% em RP e 91% no IAPAR (Figura 2). Em CG e

Assai, houve maior abundancia de Meliponini em relagdo as outras areas, porém,
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esse valor representou apenas 33,6% e 10,4%, respectivamente (Tabela 1; Figura

2).

Assai Congonhinhas IAPAR
OApis mellifera B Apis mellifera D Apis mellifera
@ Meliponini @ Meliponini EMeliponini
B Outras abelhas B Outras abelhas @Outras abelhas
B Outros insetos O0utros insetos B0utros insetos
Santa Mariana Ribeirao do Pinhal

B Apis mellifera

D Apis mellifera
@ Meliponini mMeliponini
B Outras abelhas B Outras abelhas
@ Outros insetos B Outros insetos

Figura 2. Abundéncia de abelhas e outros insetos coletados nas amostragens realizadas
em flores de cafeeiros localizados em cinco areas na regiao norte do estado do Parana:
Assai, Congonhinhas (CG), IAPAR, Santa Mariana (SM) e Ribeirao do Pinhal (RP).

No geral, em todas as areas amostradas, a atividade de A. mellifera e de
todas as espécies de Meliponini ocorreu durante todo o periodo de amostragem,
com maior abundancia de individuos de A. mellifera coletados, em todos os horarios
de tempo observados. As outras espécies de abelhas foram coletadas com maior

abundéancia entre as 09:00 e 11:00 horas da manha.

DISCUSSAO
E relevante mencionar que a grande abundancia de A. mellifera observada

em todas as areas do presente estudo, também foi constatada em outros estudos
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em que avaliaram a polinizagdo do cafeeiro. No estudo de Malerbo-Souza et al.
(2003), A. mellifera representou mais de 80% dos individuos coletados em C.
arabica. Certamente, algumas caracteristicas biolégicas de A. mellifera, como ser
uma espécie eussocial, que constitui colbénias perenes com dezenas milhares de
individuos e apresentar um eficiente sistema de comunicagao para o recrutamento
de operarias do mesmo ninho para fontes de recursos (MICHENER, 1974), podem
ser atribuidas ao sucesso da de colonizagao por esta abelha em regides do mundo
onde ela foi introduzida.

Contudo, outras possiveis explicagbes para a maior abundancia de A.
mellifera tém sido fornecidas por diferentes autores. Por exemplo, no caso de
populagdes selvagens da abelha africanizada A. mellifera, a elevada abundancia em
alguns cultivos, tem sido atribuida também a sua capacidade de persistir em
paisagens agricolas (CHACOFF e AIZEN, 2006). Neste contexto, em condicbes
ambientais favoraveis, enxames de A. mellifera podem se reproduzir e se instalar na
natureza, tornando-se um componente da fauna local, com danos potenciais a
espécies nativas de abelhas (AIZEN et al., 2020).

Espécies de abelhas-sem-ferréo representaram a segunda maior abundancia
de abelhas em flores do café em diversos estudos (RICKETTS, 2004; MALERBO-
SOUZA e HALAK, 2012; FERRAZ e SILVA, 2020). Assim como no presente
trabalho, em alguns estudos, T. spinipes foi a segunda espécie mais abundante
coletada (MALERBO-SOUZA e HALAK, 2012; FERRAZ e SILVA, 2020), porém, com
uma abundancia muito menor em relagao a A. mellifera.

Estudos realizados nas Ultimas décadas, que relataram declinios nas
populagdes de abelhas no mundo todo, relacionaram a redug¢ao da vegetagao nativa

como uma das causas para esse declinio (KREMEN et al., 2002; FREITAS et al.,
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2009, POTTS et al., 2010; RHODES, 2018). Assim, a perda da cobertura vegetal da
regido norte do Parana, € uma das possiveis causas para a baixa abundancia e
riqueza de abelhas nativas, dentre as quais as abelhas-sem-ferrdo. Tanto para
espécies solitarias que nidificam no solo, as quais representam 90% das espécies de
abelhas (DANFORTH et al., 2019), quanto para abelhas que nidificam em ocos de
troncos de arvores, como é o caso das abelhas-sem-ferrao (COTORPASSI-
LAURINO et al., 2009), a perda da cobertura vegetal tem impactos negativos sobre a
nidificacdo (CANE, 1991; FREITAS et al., 2009). Além disto, a remogédo da
vegetacao nativa afeta as populagdes de abelhas pela perda/alteragao dos recursos
florais (FREITAS et al., 2009).

No Parana, a alteragdo na paisagem ocorreu bruscamente durante o periodo
de 1890 a 1990, reduzindo a cobertura vegetal do estado para 5,2% do original
(GUBERT-FILHO, 2010). Tal fato pode ter contribuido para a diminuicdo de colénias
de abelhas-sem-ferrdo, que antes habitavam esses locais. Atualmente, a regido
norte do estado tem uma paisagem predominantemente agricola, com monoculturas
como milho, trigo e soja (PARANA, 2022).

As diferengcas encontradas na riqueza e abundancia de Meliponini em
algumas areas como Assai e CG quando comparadas as areas do IAPAR, SM e RP
poderiam estar relacionadas aos impactos que o desmatamento causou no estado e
na atual paisagem agricola regional. Como destacado, a maior parte das abelhas-
sem-ferrao nidifica em ocos de arvores (COTORPASSI-LAURINO et al., 2009), de
modo que, a conservagao de fragmentos e matas possibilita o estabelecimento de
populagcdes dessas abelhas (IMPERATRIZ-FONSECA e NUNES-SILVA, 2010).
Contudo, para confirmar esta hipotese, sdo necessarias analises adicionais,

avaliando os possiveis efeitos da paisagem em relagédo aos resultados encontrados.
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De forma similar, para explicar a abundancia de Halictidae em SM, area de
cultivo que mostrou a menor riqueza de espécies de abelhas, mas onde Halictidae
representou cerca de 60% das abelhas nas flores de C. arabica, quando A. mellifera
foi excluida da amostra, andlises adicionais seriam necessarias. Considerando-se
que estas abelhas constroem seus ninhos no solo, informagbes como a
disponibilidade de solos mais adequados proximos a area de cultivo e sobre o
contexto da paisagem sdo essenciais neste caso para inferéncias consistentes.
Muitas vezes, as espécies que constroem ninhos no solo, nidificam proximo as areas
de lavoura, atuando como polinizadores eficientes de cultivos agricolas nas
proximidades (CHRISTMANN, 2022).

No caso de Meliponini, foi demonstrado que a abundéancia de individuos e
riqueza de espécies se mostraram positivamente relacionadas a cobertura florestal
(BROSI, 2009), a qual, um modo geral, na regidao norte do estado do Parana é
bastante escassa, restando atualmente menos de 4% da cobertura vegetal nativa
(TOREZAN, 2002). Assim, a falta de cobertura vegetal na regido pode estar
relacionada a baixa diversidade de espécies de abelhas encontrada no presente
estudo.

Em lavouras de café, também foi demonstrado que fragmentos de florestas
tropicais aumentam a atividade de polinizadores em lavouras proximas a estes
(RICKETTS, 2004). Especificamente, considerando-se apenas Meliponini e A.
mellifera, este ultimo autor observou que a riqueza de espécies, a taxa geral de
visitagado e a taxa de deposigao de pdélen foram significativamente maiores em locais
dentro de aproximadamente 100 m de fragmentos florestais do que em locais mais
distantes (distancia maxima de 1,6 km). Assim, a distancia entre o ninho e a fonte

alimento constitui um outro fator para a sobrevivéncia e manutencdo de abelhas
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como visitantes e polinizadores dos plantios.

Longas distancias entre ninhos e plantas reduzem os servigos de polinizacéo
(ROULSTON e GOODELL, 2011), principalmente por espécies de abelhas
pequenas, como T. spinipes e T. angustula, que tém raio de voo de até 850 m
(GRUTER, 2020) e foram as espécies de Meliponini mais frequentemente
encontradas no presente estudo).

Dessa forma, paisagem tem grande influéncia na sobrevivéncia da fauna e
areas de remanescentes florestais sao imprescindiveis para a manutencao de
comunidades de abelhas e outros himendpteros (GOBATTO, 2021). Além disso, a
influéncia positiva na heterogeneidade da paisagem sobre a riqueza e abundancia
de alguns grupos de abelhas em paisagens associadas a cultivos de café foi
recentemente demonstrada (CARNEIRO et al., 2021). Assai foi a area com maior
abundancia de individuos e riqueza de espécies coletadas e esse resultado pode
estar relacionado a paisagem do local, que possui cultivos de arvores frutiferas. Tal
caracteristica pode favorecer a presenca de abelhas na regido e consequentemente,
aumentar a abundancia e riqueza de individuos visitando flores de cultivos préximos.
Isso porque, as plantas do café sdo beneficiadas quando cultivadas em areas que
abrigam polinizadores (ROUBIK, 2002).

Além da substituicdo da cobertura vegetal nativa por monoculturas ser uma
condigdo que reduz a diversidade de plantas nativas que sao utilizadas como fontes
de recursos troficos para as abelhas, muitas vezes com impactos negativos sobre a
fauna nativa (FREITAS et al.,, 2009; FAITA et al.,, 2021), o uso de agrotéxicos
associados a extensas areas agricolas € outro fator que coloca em risco as
populag¢des de abelhas no mundo todo (POTTS et al., 2010; GOULSON et al., 2015;

FAITA et al.,, 2021). Além disso, herbicidas usados em cultivos agricolas para o
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controle de plantas invasoras, nao desejaveis ao agricultor, podem impactar
diminuindo as fontes de recursos as abelhas (GOULSON et al., 2015).

Estudos relatam sobre os efeitos subletais de diversos tipos de agrotoxicos,
em algumas das espécies de abelhas-sem-ferrdo encontradas no presente trabalho.
Em abelhas da espécie T. angustula por exemplo, foram observadas alteragdes no
comportamento, locomogao e atividade enzimatica de abelhas sublemtidas a
diferentes tipos de agrotoxicos (JACOB et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2020; LEITE et
al., 2021). Da mesma forma, em P. droryana e N. testaceicornis foram relatadas
alteragdes no comportamento de abelhas expostas a agrotdxicos (SANTOS et al.,
2016; OTESBELGUE, et al., 2018; MATOS et al., 2021). Tais alteracbes podem
prejudicar as abelhas individualmente, interferindo na atividade de forrageio e
consequentemente, impactar toda a colénia (MORAIS et al.,, 2018; FARDER-
GOMES et al., 2021).

Dessa forma, o uso de agrotéxicos poderia ser um outro fator que explica a
baixa abundéncia das abelhas-sem-ferrdo nas areas de cultivo convencional de café
amostradas no presente trabalho.

Considerando-se que a regido onde o presente estudo foi conduzido
caracteriza-se por ser ocupada por extensas matrizes de monoculturas como trigo,
milho e soja, com uso recorrente de agrotoxicos no manejo de pragas; e que nas
areas de cultivo de café amostras o uso de agrotdéxicos é uma pratica regular, é
esperado também, um impacto destes produtos quimicos sobre a fauna de abelhas
local. Além disso, no caso de Meliponini, os efeitos de agrotoxicos podem ser ainda
mais impactantes, uma vez que, este grupo de abelhas tem se mostrado mais
sensivel aos efeitos de diversos agrotoxicos em comparagao com A. mellifera

(VALDOVINOS-NUNEZ et al., 2009; ARENA e SGOLASTRA, 2014).
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Estudos futuros com enfoque nos efeitos da paisagem sobre a fauna de
abelhas visitantes de cultivos agricolas no norte do estado do Parana sao
necessarios e urgentes, a fim de se entender de que forma a fragmentagdo de
habitats esta influenciando na manutengao e sobrevivéncia de abelhas nativas sem

ferrdo, importantes polinizadoras de plantas nativas e cultivadas.
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CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho reune as metodologias que tém sido desenvolvidas para a
analise dos possiveis efeitos subletais em abelhas-sem-ferrdo e mostra, através de
uma revisao de literatura, que mesmo em baixas doses, agrotoxicos pertencentes a
diversos grupos quimicos, sédo prejudiciais para a sobrevivéncia das abelhas nativas.
Isso porque, mesmo nao causando a mortalidade imediata, o contato destes insetos
polinizadores com os agrotoxicos, pode levar a efeitos danosos em seu
comportamento, fisiologia e genética.

Por meio de uma meta-analise foi possivel comprovar que abelhas-sem-ferrao
expostas (de forma oral, topica ou por contato) a diferentes tipos de inseticidas
liberados para uso no Parana, sao significativamente prejudicadas por esses
produtos, mesmo em baixas doses. Ainda, estudos com larvas de abelhas-sem-
ferrao necessitam ser desenvolvidos, para a melhor avaliacdo do real efeito dos
inseticidas neste estagio de vida e provavel impacto destes produtos no
desenvolvimento das abelhas.

Em um levantamento da riqueza e abundancia de abelhas visitantes de flores
do cafeeiro, foi possivel constatar a alta abundancia de abelhas Apis mellifera em
relacdo a espécies de abelhas nativas. Sugere-se que tal espécie possa afetar
negativamente a exploragéo dos recursos florais pelas abelhas nativas nos cultivos
de café analisados, isso porque, a introducdo de espécies pode causar prejuizos a
espécies nativas. Além disso, estudos que avaliem o efeito da paisagem sobre a
fauna de abelhas visitantes de cultivos agricolas sdo necessarios, ja que o
desmatamento e fragmentagao de habitats também estdo entre as principais causas

do declicio de polinizadores.



