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RESUMO

OLIVEIRA, Leyliane Cardoso. Efeito letal e subletal de bioinseticidas e inseticida
convencional sobre a abelha Tetragonisca angustula. Sio Cristovao: UFS, 2024. 32p.
(Monografia — Bacharelado em Ecologia)

As abelhas realizam papel ecologico primordial para a manutengdo da biodiversidade, bem
como para a producdo de alimentos. Entretanto, o uso intensivo de pesticidas tem causado o
declinio das populagdes de abelhas, comprometendo os servigos de polinizacao. Os o6leos
essenciais (OEs) de plantas t€ém sido considerados uma alternativa ambientalmente mais segura
em relacdo aos pesticidas convencionais, devido a sua baixa persisténcia no ambiente. Nesse
estudo, avaliamos a toxicidade e o efeito subletal dos bioinseticidas OE de Croton grewioides
e seus compostos majoritarios (eugenol e metil-eugenol), bem como do inseticida comercial
imidacloprido sobre a abelha nativa Tetragonisca angustula. Testamos a hipdtese de que os
efeitos de toxicidade e a perda de orientacao de voo da abelha 7. angustula sdo mais adversos
quando tratadas com o neonecotinoide do que com os bioinseticidas. Dentre os bioinseticidas,
era esperado que o OE de C. grewioides mostrasse mais efeito letal e subletal em comparagao
com 0s seus compostos majoritarios isolados (eugenol e metil eugenol), devido a a¢ao sinérgica
ou a interagdo de outros componentes presentes no OE. As abelhas foram submetidas a
aplicagdo topica de cada tratamento. Nossos resultados mostraram que a DLs, dos bioinseticidas
C. grewioides e seus majoritarios apresentaram semelhante toxicidade para 7. angustula,
enquanto o imidacloprido apresentou uma toxicidade significativamente maior. O indice de
seletividade diferencial dos bioinseticidas mostrou que, de forma geral, os bioinseticidas foi, em
média, 53.840 vezes menos toxico para 7. angustula do que o inseticida imidacloprido. Em
doses mais elevadas (DLg), tanto o imidacloproido quanto os bioinseticidas, resultaram em
rapida mortalidade das abelhas. A propor¢ao de abelhas e a velocidade com que atingiram a fonte
de luz ndo variou entre os grupos controle e de abelhas tratadas com o OE de C. grewioides e
eugenol. Por outro lado, houve efeito subletal indesejado dos tratamentos metil eugenol e
imidacloprido, os quais reduziram a orientagdo das abelhas em dire¢@o a fonte de luz. Nossos
resultados sugerem que os bioinseticidas OF de C. grewioides e o eugenol podem ser seguros
para T. angustula. No entanto, esse estudo também ressalta a importancia de se avaliar os efeitos
subletais dos bioinseticidas derivados de plantas, uma vez que o metil eugenol apesar de ndo
apresentar alta toxicidade, desencadeou efeitos subletais tdo indesejaveis quanto o observado
para o neonecotinoide imidacloprido.

Palavras-chave: abelha sem ferrdo Croton grewioides, imidacloprido, 6leo essencial de

plantas, toxicidade.



1. INTRODUCAO

As abelhas realizam servigos ecoldgicos que garantem maior variabilidade genética das
plantas (Wolf, Lensky e Paldi, 1999) e consequente manutencao da biodiversidade, assim como
promovem maior incremento na producao de alimentos (Silva e Paz, 2012) e na qualidade de
frutos e sementes (Rodger et al., 2021). Apesar disso, a fragmentacao dos habitats naturais
(Barbosa et al., 2021) e a implantacdo de praticas agricolas inadequadas (Yamamoto, Barbosa
e Oliveira, 2010; Katumo et al., 2022) com o uso desenfreado de pesticidas, t€ém causado
reducdo dos polinizadores (Yang et al., 2008).

Pesticidas tendem a persistir no ambiente agindo ndo somente sobre organismos alvo
como também sobre organismos ndo-alvo. Inseticidas do grupo dos neonecotinoides, por
exemplo, podem ser assimilados e translocados por todas as partes das plantas (Goulson, 2013).
Sendo assim, tais inseticidas aumentam o risco de contaminacao de polinizadores, seja por meio
da exposigdo direta por contato ou durante o consumo de poélen e néctar de plantas tratadas
(Farooqui, 2013; Santos et al., 2018; Matos et al., 2021; Mu et al., 2022). Os riscos dos
neonecotinoides se devem as suas propriedades toxicas e neurotdxicas que podem resultar na
mortalidade direta das abelhas (Gbylik-Sikorska, Sniegocki e Posyniak, 2015). Além disso,
esses produtos também podem ocasionar mortalidade indireta devido ao enfraquecimento do
sistema imunologico das abelhas, o que as tornam mais vulneraveis as doengas (Di Prisco et
al., 2013). Adicionalmente, os neonecotinoides provocam efeitos subletais sobre as abelhas,
resultando em alteracdes fisiologicas e comportamentais que reduzem a atividade de forrageio,
causam perda de memoria, perda da capacidade de orientagdo e prejuizos na comunicagao
interindividual (Decourtye ef al., 2004; Matos et al. 2021).

Assim, tendo em vista os efeitos indesejaveis dos pesticidas convencionais sobre as
abelhas, torna-se essencial a busca por novas estratégias de manejo que sejam ambientalmente
mais sustentaveis. Oleos essenciais (OEs) de plantas podem apresentar atividade bioinseticida
e tém sido considerados ambientalmente mais seguros do que os inseticidas convencionais.
Estes bioinseticidas sao constituidos por varios componentes quimicos volateis e de baixo peso
molecular, especialmente terpenoides (Bakkali et al., 2008). O menor impacto dos OEs sobre
os organismos benéficos deve-se a sua elevada volatilidade, baixa toxicidade e baixa resisténcia
no ecossistema (Koul, Walia e Dhaliwal, 2008). Por serem considerados pesticidas de baixo
risco, os OEs sdo apontados como boas op¢des de manejo (Park e Tak, 2016). Além disso, eles
apresentam toxicidade contra diversos insetos praga e acaros de importancia econdmica, assim

como contra fungos patogénicos de plantas (Isman, 2000).



As plantas do género Croton, pertencentes a familia Euphorbiaceae, estdo distribuidas
principalmente em regides tropicais (Rodrigues et al., 2023). A espécie C. grewioides,
conhecida como canelinha-de-cheiro ou canelinha, ¢ uma das representantes desse género
(Santos et al., 2023). Endémica do Brasil, essa espécie ¢ encontrada principalmente na regiao
semiarida, nos estados da Bahia, Alagoas, Sergipe, Pernambuco, Paraiba, Piaui, Rio Grande do
Norte, Ceara e Minas Gerais (Santos, 2021). Alguns estudos ja demonstraram que o OE de C.
grewioides possui propriedades inseticidas (Silva et al., 2008; Figueiredo et al., 2010; Santos,
2021). No entanto, o potencial uso de um bioinseticida como uma alternativa ao controle
convencional s seria justificado mediante a sua seletividade sobre organismos nao-alvo.

A maioria das pesquisas sobre os efeitos de pesticidas em abelhas tém focado
principalmente em 4. mellifera, sendo os impactos desses produtos sobre as abelhas sem ferrao
ainda pouco discutidos (Tomé et al., 2012; Jacob et al., 2019). Desta forma, no presente estudo,
testamos a hipotese de que a toxicidade e as alteragcdes no comportamento de voo da abelha sem
ferrdo Tetragonisca angustula (Apidae: Meliponini), popularmente conhecida como Jatai, sdo
mais adversas quando tratadas com o neonecotinoide do que com os bioinseticidas OE de C.
grewioides e seus compostos majoritarios: eugenol e metil eugenol. Dentre os bioinseticidas,
era esperado que o OE de C. grewioides mostrasse mais efeito letal e subletal em comparacao
com os seus compostos majoritarios isolados (eugenol e metil eugenol), devido a ag¢do sinérgica

ou a interacao de outros componentes presentes no OE.



2. REVISAO DE LITERATURA

Biologia e ecologia de abelhas

As abelhas, insetos pertencentes a familia Apidae, ordem Hymenoptera, sdo distribuidas
entre as tribos Apini, Bombini, Euglossini, Meliponini, Xylocopini, entre outras menos
conhecidas (Agiiero et al., 2018; Toledo-Herndndez et al., 2022). As diferentes espécies de
abelhas apresentam variagoes significativas em termos de morfologia, comportamento e estilos
de vida. As abelhas nativas sem ferrdo, popularmente conhecidas como meliponineos
(Meliponini) s3o nativas das regides tropicais e subtropicais. Os individuos desse grupo de
abelhas medem entre 2-15 mm de comprimento, sendo, em sua maioria, menores do que 4.
mellifera (Apini) (Roubik, 2023). Diferentemente das abelhas meliferas, os meliponineos
possuem venagdo das asas, musculatura mandibular forte, posi¢do dorsal das glandulas cerosas,
além de ferrao atrofiado e ndo funcional (Taye, 2020). A nidificacdo das abelhas sem ferrdo ¢é
altamente diversificada, ocorrendo tanto em estruturas artificiais quanto naturais, incluindo:
troncos de arvores, rochas, fendas, cavidades existentes no solo, e ocasionalmente em ninhos
de formigas ou cupins (Martins et al., 2004; Zanette, Martins e Ribeiro, 2005; Chakuya ef al.,
2022; Roubik, 2023).

Por serem considerados insetos eussociais, uma caracteristica marcante das abelhas sem
ferrdo consiste na divisdo de castas, isto €, grupos distintos de individuos que desempenham
tarefas especificas para garantir a sobrevivéncia e o funcionamento das colonias (Prato, 2015).
A organizacao social das abelhas ¢ composta por trés castas: rainha (fértil), operarias (estéreis
ou semi-estéreis) e zangoes (Vidal, 2017). Enquanto a rainha € a Gnica capaz de copular com os
zangoes, as operarias sdo responsaveis por realizar diversas atividades para manutencdo e
crescimento da colonia, incluindo a prote¢do da prole, defesa e limpeza do ninho, além da coleta
de recursos, entre outras tarefas (Prato, 2015). Por sua vez, os zangdes tém a fun¢do exclusiva
de fecundar as rainhas durante o voo nupcial (Prato, 2015; Vidal, 2017). Nas abelhas sem ferrao,
as rainhas apresentam um tamanho corporal maior do que as operarias, além disso, elas ndo
possuem corbiculas nas patas traseiras e nem glandulas cerosas na posi¢do dorsal do abdomen
(Taye, 2020). Adicionalmente, algumas espécies de abelhas sem ferrdo, apresentam idade e
tamanho do corpo como caracteristicas marcantes na distribui¢do de suas tarefas (Hammel et
al.,2015; Valadares et al., 2022). Por exemplo, na espécie 7. angustula, as operarias maiores se
envolvem em tarefas defensivas, enquanto as operarias menores realizam o forrageamento

(Mateus et al., 2019; Valadares et al., 2022).



Abelhas sem ferrdo frequentemente visitam os recursos florais em busca,
principalmente, de néctar e polen (Ferrari et al., 2024). Pertencentes a um grupo amplo e
diverso, estas abelhas exibem um comportamento alimentar generalista, visitando uma grande
variedade de plantas de diferentes espécies e géneros (Mathiasson ¢ Rehan, 2020; Khalifa et
al.,2021). As abelhas forrageadoras utilizam diversos artificios para compartilhar a localizagao
dos recursos alimentares com suas companheiras de ninho, incluindo: trofalaxia, movimentos
excitados, produgdo de som e contato corporal, rastreamento visual de um companheiro de
ninho lider, trilhas de odores e marcagao quimica de recursos (Nieh, 2004; Barth, Hrncir e Jarau,
2008; Leonhardt, 2017). Devido ao seu pequeno tamanho e grande diversidade, as abelhas sem
ferrdo sdo vistas como polinizadores extremamente eficazes, principalmente de arvores

florestais (Kwapong ef al., 2010).

Importancia ecologica e economica

As abelhas s3o extremamente fundamentais na manuten¢do dos ecossistemas,
principalmente para a conservagdo de diversas espécies vegetais (Malaspina e Silva-Zacarin,
2006). A polinizacdo proporciona maior variabilidade genética entre as plantas (Calazans,
2019), permitindo-as responder de forma mais efetiva as pressdoes do meio, incluindo maior
resisténcia natural as pragas e doengas, assim como aos fatores abidticos. Além disso, o servigo
ecologico prestado pelas abelhas também favorece o bem-estar da humanidade, uma vez que
contribuem para o fornecimento de frutos e sementes de melhor qualidade (Rodger et al., 2021).
A acdo das abelhas como agentes polinizadores afeta positivamente a produgao agricola global,
uma vez que polinizam cerca de 70% das espécies cultivadas (Rickettes et al., 2008). No Brasil,
iniimeras culturas de interesse econdmico t€ém a abelha sem ferrdo como agente polinizador
responsavel pelo aumento produtivo, a exemplo da abobora, beringela, café, canola, feijao,
cebola, girassol, macaddmia, pepino e soja (D’Avila e Marchini, 2013). Estudos recentes tém
destacado a importancia do papel ecoldgico das abelhas na produtividade de plantas
cultivadas. Por exemplo, Bezerra e colaboradores (2020) descobriram que as abelhas nativas
sdo as principais responsaveis pela polinizacdo do acai (Euterpe oleracea). De acordo com esta
pesquisa, as abelhas sem ferrdo e as abelhas solitdrias da familia Halictidae, possuem alta
eficiéncia de polinizagao.

Além disso, esses insetos geram produtos de valor comercial, como o mel, polén, cera

e propolis (Cordeiro e Menezes, 2014), os quais podem ser utilizados para fins alimenticios,



medicinais, cosméticos ou para a produ¢do de utensilios (Modro et al., 2009; Barbiéri e

Francoy, 2020).

Inseticidas convencionais

Apesar da ampla importancia das abelhas, a intensificagdo da agricultura e o uso de
inseticidas convencionais, especialmente os neonicotinoides, t€ém provocado o declinio de
insetos polinizadores (Lima et al., 2016), além de causar sérios prejuizos a saide humana
(Damalas e Eleftherohorinos, 2011; Kim, Kabir e Jahan, 2017). As abelhas sem ferrao, assim
como as abelhas meliferas, estdo altamente suscetiveis a contaminagao por pesticidas aplicados
no solo ou sobre as plantagdes (Lima et al., 2016). Tal exposi¢do pode ocorrer de forma direta,
através da coleta de néctar, polen e dgua; ou de forma indireta, ao compartilharem alimentos
contaminados com os individuos da colmeia, incluindo larvas, operarias adultas, rainhas e
zangoes (Barascou et al., 2021).

Dos 161 tipos de pesticidas identificados em colonias de abelhas, a maioria consiste em
inseticidas, seguidos por fungicidas, herbicidas e acaricidas, em menor propor¢ao (Sanchez-
Bayo e Goka, 2014). Os efeitos dos pesticidas variam conforme a dose/concentracdo, modos de
acdo e rotas de exposicao (Barascou et al., 2021), sendo observado tanto efeitos letais como
subletais, os quais comprometem a viabilidade das coldnias (Delkash-Roudsari et al., 2020).
Os inseticidas do grupo dos neonicotinoides (imidacloprido, acetamiprido, clotianidina,
tiametoxam, tiacloprido, dinotefurano e nitenpiram), por exemplo, possuem neurotoxinas que
agem especificamente como agonistas dos receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR) em
insetos (Elbert et al., 2008). Essa agdo pode resultar na superestimulagdo, paralisia e morte
(Goulson et al., 2015) de abelhas e demais insetos, incluindo outros polinizadores (Gbylik-
Sikorska, Sniegocki e Posyniak, 2015). O uso do inseticida imidacloprido no inicio da década
de 1990 impulsionou a utilizagdo de outros compostos neonicotinoides (Blacquiere et al.,
2012).

Entretanto, muitos estudos tém destacado os impactos negativos dos neonicotinoides
sobre as abelhas (Palmer ef al., 2013; Feltham, Park e Goulson, 2014; Gill e Raine, 2014).
Ohlinger et al. (2022), por exemplo, demonstraram que abelhas 4. mellifera tratadas com
inseticida imidacloprido reduziram tanto a frequéncia quanto a persisténcia na atividade de
forrageamento, assim como nos comportamentos de recrutamento. No estudo realizado por
Gill, Ramos-Rodriguez e Raine (2012), foi observado que a exposi¢do continua de abelhas a

combinagdes de neonicotinoides e piretroides, em concentragdes proximas as encontradas em



campo, comprometeu o comportamento de forrageamento e elevou a mortalidade das operarias,
resultando em impactos negativos na produtividade e sucesso das colonias. Stanley et al. (2015)
mostraram que a exposi¢ao dos zangdes ao neonicotinoide tiametoxam reduziu a eficacia do
servico de polinizacao das colonias de abelhas em macieiras. Além disso, efeitos subletais
provocados pelos inseticidas neonicotinoides também sdo relatados, incluindo reducdo da
capacidade de retorno das abelhas aos ninhos (Henry ef al., 2012; Fisher et al., 2014) e redugao
do sucesso reprodutivo das abelhas (Whitehorn et al., 2012; Sandrock et al., 2014; Rundlof et
al., 2015). Adicionalmente, estudos recentes tém destacado os riscos dos neonicotinoides em
abelhas sem ferrdo (Jacob et al., 2019; Matos et al., 2021). Miotelo et al. (2022), por exemplo,
mostraram que os efeitos subletais do inseticida tiametoxam causou danos morfoldgicos aos
orgdos da espécie Melipona scutellaris.

Tendo em vista os impactos negativos dos inseticidas convencionais sobre organismos
benéficos, incluindo as abelhas, torna-se necessaria a busca por novas alternativas de manejo

que sejam ambientalmente mais sustentaveis.

Bioinseticidas: oleos essenciais

Uma possivel substitui¢do para os pesticidas convencionais ¢ o uso de plantas com
propriedades inseticidas, que podem ser preparados e aplicados em forma de extratos, pds e
Oleos (Melo et al., 2011). Dentre os inseticidas botanicos, os 0leos essenciais (OEs) de plantas,
sdo compostos organicos de baixo peso molecular produzidos por plantas aromaticas, que
possuem natureza volatil (Campos et al., 2012). Oleos essenciais de plantas sio tipicamente
constituidos por uma combinacdo complexa de compostos, incluindo monoterpenos,
sesquiterpenos e fenodis (Koul, Walia e Dhaliwal, 2008). Tais compostos podem ser produzidos
por todos os 6rgaos da planta, incluindo brotos, flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutos,
raizes, madeira ou casca (Bakkali et al., 2008). Os OEs sdo frequentemente obtidos de espécies
pertencentes as familias Lamiaceae, Myrtaceae, Rutaceaec e Apiaceae, e atuam em diversas
funcdes das plantas incluindo mecanismos de defesa e sinalizagdo (Isman e Machial, 2006;
Kumar et al., 2022). Em contraste aos pesticidas organossintéticos, os inseticidas naturais
podem ser considerados ecologicamente seguros devido a sua vida 1til curta e limitada
persisténcia no ambiente, tendo assim menor chance de atingir organismos nao alvo, como
polinizadores e inimigos naturais de pragas (Kordali et al., 2005; Koul, Walia e Dhaliwal,
2008). No entanto, os efeitos dos inseticidas botanicos sobre os insetos sdo variaveis, podendo

ser influenciados tanto pelas caracteristicas fisioldgicas das espécies quanto pelo tipo de planta



utilizada como inseticida (Hikal, Baeshen e Saind-Al Ahl, 2017). O potencial inseticida dos
produtos oriundos das plantas deve-se ao fato de que, ao longo do tempo evolutivo, a herbivoria
representou uma pressao seletiva impulsionando o desenvolvimento de mecanismos de defesa nas
plantas (Pichersky e Gershenzon, 2002). Em resposta, os insetos evoluiram estratégias para superar
essas defesas, assegurando sua sobrevivéncia e capacidade de alimentacdo (Schuler, 1996). Essa
interacdo continua reflete a coevolucao entre plantas e insetos, a qual resultou no surgimento de
defesas quimicas naturais que se tornaram essenciais para o manejo de insetos-pragas (Rattan, 2010).
Diversas vantagens s3o atribuidas aos inseticidas botanicos, uma vez que se decompdem
naturalmente devido as condic¢des externas (ex. alta luminosidade, temperatura e umidade), sem
deixar residuos prejudiciais no meio ambiente (Koul, Walia e Dhaliwal, 2008; Rattan, 2010;
Xavier et al., 2010). Estudos anteriores ja relataram os efeitos positivos de OEs sobre as abelhas
(Santos et al., 2018; Matos et al., 2021). Islam et al. (2017), por exemplo, analisaram o efeito
de cinco OEs contra Tropilaelaps clareae (patégeno de abelhas), mostrando eficacia na
mortalidade deste dcaro e consequente aumento na produtividade de mel de colonias de A.
mellifera. No estudo realizado por Goswami, Srivastava e Khan (2014), os OEs de alho,
curcuma, tulsi, ajwin, canela e cravo também apresentaram resultados promissores, visto que
causaram a mortalidade do acaro Varroa destructor propiciando o crescimento da prole de
colonias de 4. mellifera. Além disso, Xavier et al. (2010) mostraram que os inseticidas
botanicos de rotenona, 6leo de andiroba, extrato de alho, 6leo de nim, 6leo de citronela e dleo
de eucalipto ndo afetaram o comportamento de manejo das abelhas sem ferrdo Nannotrigona
testaceicornis e T. angustula. No entanto, ¢ importante destacar que os efeitos letais e subletais
dos OEs precisam ser cuidadosamente analisados, visto que eles também podem ser toxicos

para diversos insetos, incluindo organismos nao alvo (Xavier et al., 2015).
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Abelha sem ferrdo: Tetragonisca angustula

O Brasil abriga uma grande diversidade de espécies de Meliponini; cerca de 240
espécies de abelhas sem ferrdo, distribuidas em 29 géneros, ja foram registradas no pais (Pedro,
2014; Nogueira, 2023). Dentre essas espécies, 1. angustula, popularmente conhecida como
abelha Jatai, ¢ a mais amplamente criada no Brasil (Ferrari ef al., 2024). Essa abelha apresenta
pequeno porte (4-5 mm de comprimento), sendo altamente social e capaz de construir ninhos
em uma grande variedade de cavidades naturais e artificiais (ex. ocos de arvores, cavidades de
rochas, ocos de muros de pedras, paredes de tijolo, caixas de luz e de correio), o que facilita seu
estabelecimento em areas impactadas (Iwama, 1997; Venturiere, 2008; Francisco et al., 2017,
Leocadio, Segundo e Pessin, 2024). A entrada do ninho ¢ geralmente formada por um pequeno
tubo de cera, contendo um orificio que permite a entrada e saida das abelhas (Venturiere, 2008).

A abelha T. angustula possui héabito forrageador generalista, o que contribui para a
polinizacdo de diversas familias vegetais, incluindo: Asteraceae, Euphorbiaceae, Moraceae,
Fabaceae e Anacardiaceae (Morgado ¢ Lorenzon, 2014). Culturas comerciais como acapu,
abacate, café, cenoura, cupuacu, goiaba, laranja, manga, melancia, morango, moressuma,
pimenta, pepino, tangerina, umbu e urucum sdo efetivamente polinizadas pela abelha Jatai
(Leocadio, Segundo e Pessin, 2024). Adicionalmente, essa espécie ¢ altamente valorizada por
apicultores brasileiros devido a sua facilidade de aclimatagdo a diferentes ambientes, ao manejo
simples e ao valor significativo de seu mel no mercado (Novais, Absy e Santos, 2013; Braga et

al., 2014; Ferrari 2024).
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3. METODOLOGIA
Coleta e manutencdo das abelhas

Para a realizacdo dos bioensaios, foram utilizadas sete colonias saudaveis de abelhas 7.
angustula. Todas as colonias foram obtidas diretamente de meliponicultores dos municipios de
Sdo Cristovao (10°55'47.6"S; 37°06'14.7"W) e Barra dos Coqueiros (11°07°29.8” S;
37°00°22.8” W), Sergipe. As colonias foram mantidas nos meliponarios, areas sem exposi¢ao
a pesticidas, sendo transferidas para o laboratério 24h antes da realizagdo dos testes. Portanto,
todas as coldnias utilizadas estavam livres de sinais visiveis de doengas. No laboratorio, as
colonias foram acondicionadas em arenas cubicas (50x50%50 cm) estruturadas com hastes de
madeira (bordas) e organza (faces), contendo 20 ml de alimenta¢do (solugdo de sacarose a 50%)
sob condigdes controladas (26+2°C ¢ umidade relativa de 70+5%, escotofase constante) até a

realizacdo dos bioensaios.

Bioinseticidas e inseticida convencional

O OE de Croton grewioides (Euphorbiaceae) foi adquirido do Banco de Germoplasma
da Universidade Federal de Sergipe (Sao Cristovao, Sergipe, Brasil). Além disso, foram obtidos
os compostos majoritarios do OE de Croton grewioides, eugenol e metil eugenol, através da
empresa Sigma-Aldrich® (Steinheim, Germany). O inseticida comercial usado foi o
imidacloprido, em granulado dispersivel a 700 g de i.a. Kg! (Evidence® 700 WG; Bayer S. A.,
Sao Paulo, SP, Brasil).

Bioensaios

Os bioensaios foram realizados em delineamento inteiramente casualizado. As abelhas
foram submetidas a aplicagao topica, utilizando os quatro tratamentos: (/) OE de C. grewioides,
(2) eugenol, (3) metil-eugenol e o (4) inseticida imidacloprido. A acetona (Panreac, UV-IR-
HPLC-GPC PAI-ACS, 99.9%) foi usada como solvente e no tratamento controle por permitir
uma diluicdo eficiente dos 6leos e uma répida evaporacdo apos sua aplicaciao nos individuos.
Testes preliminares revelaram que a acetona ndo altera a sobrevivéncia e comportamento das
abelhas. (Matos ef al., 2021; Santos et al., 2018)

Bioensaios foram realizados a fim de avaliar a toxicidade, o tempo letal e o efeito

subletal sobre a orienta¢do de voo em abelhas campeiras.
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Bioensaio de toxicidade

Inicialmente foi usada uma balancga de precisdo semi-analitica (AUW220D, Shimadzu)
com resolu¢do de 0,01 mg para determinar a massa corporal média de 50 abelhas (3,9346
+0,4756 mg) a fim de estabelecer as doses (iug/mg abelha) de cada tratamento. Para obter as
curvas de dose- mortalidade de cada tratamento foram utilizadas oito doses que causaram
mortalidades entre 1% e 99% das abelhas. A anélise de mortalidade foi realizada 24h apos a
submissao aos tratamentos (Santos et al., 2018; Matos et al., 2021). Cada unidade experimental
consistiu em uma placa de Petri (9 x 1,5 cm) contendo sete abelhas tratadas e um pequeno
recipiente com 1 uL de solucao de sacarose. As abelhas foram anestesiadas a -18°C por 80s em
baixas temperaturas e tratadas aplicando 1 uL de cada dose/tratamento na regido do pronoto,
com o auxilio de microseringa (Hamilton, Reno, NV, EUA). Testes preliminares mostraram que
esse procedimento de anestesia ndo prejudica a sobrevivéncia e o comportamento das abelhas.
Para cada dosagem, foram feitas oito repeti¢des, totalizando 448 individuos testados. As placas
foram revestidas com papel filtro umedecido, vedadas com filme plastico e mantidas sob
temperatura ambiente, para avaliagdo ao longo do tempo. Para permitir a trocar de ar, foram
utilizados alfinetes entomologicos para fazer furos na cobertura das placas de Petri. A anélise

de mortalidade foi realizada 24h ap6s a exposi¢ao aos tratamentos.

Curvas de sobrevivéncia e tempo letal

O tempo letal até a morte das abelhas expostas e as curvas de sobrevivéncia foram
determinadas expondo as abelhas a dose letal capaz de matar 90% da populacao (DLgg). Os
valores letais de dose foram obtidos a partir dos bioensaios de toxicidade. O procedimento
experimental foi o mesmo utilizado no bioensaio de toxicidade, citado acima. As avaliagdes
foram realizadas em intervalos crescentes, comecando com avaliacdes a cada 10min e
terminando com avaliagdes a cada 24h, até que o tratamento controle atingisse 15% de

mortalidade.

Efeito subletal: orientag¢do de voo

Para verificar o efeito dos tratamentos na orientagdo de voo, as abelhas foram tratadas
com 1 pL da dose capaz de matar 30% da populacdo (DL3o), determinado nos bioensaios de
toxicidade. Esse procedimento foi conduzido seguindo metodologia adaptada por Santos et al.

(2018).



13

O experimento foi realizado em arena cubica (30x30%30 cm) estruturada com hastes de
aluminio (bordas) e plastico transparente (faces). Cada face da arena foi demarcada em
pequenos quadrados (2,5%2,5 cm) para facilitar a marcagao da posicao da abelha durante as
avaliagdes. Uma lampada LED branca (10W, 6500k e 750 limens) foi posicionada em um dos
vértices superiores da arena com um angulo de inclinagdo de 45°. Na extremidade oposta a
lampada, no vértice inferior, uma abelha foi colocada na arena a uma distancia de 52 cm da
fonte de luz.

As avaliagdes do experimento foram realizadas 3h e 24h apos aplicagao do tratamento,
de forma independente, em diferentes individuos. A cada tempo de exposi¢do foram analisadas
60 abelhas por tratamento/tempo. As observagdes consistiram em registrar a posi¢do da abelha
em relag@o aos eixos x (comprimento), y (altura) e z (profundidade) da arena a cada intervalo
de 3s durante 3min, totalizando 60 observagdes/abelha. Além disso, foi registrado o niimero de

abelhas que alcangaram a fonte de luz, assim como o tempo que levaram para atingir a luz.

Analises estatisticas

Os dados de mortalidade foram submetidos a analise de Probit usando o procedimento
PROC PROBIT no software SAS para adquirir as curvas de dose-resposta. A partir dessas
curvas foram determinadas as doses letais (DL3o, DLso € DLoo), com seus respectivos intervalos
de confianca, a 95% de probabilidade.

Foi calculado o Indice de Seletividade Diferencial (ISD) do 6leo essencial de Croton
grewioides (Euphorbiaceae), eugenol e do metil eugenol, em relagdo ao inseticida comercial
imidacloprido. (ISD = DLsy do inseticida botinico/ DLsy do imidacloprido.) para operarias de
Tetragonisca angustula.

As analises de sobrevivéncia foram realizadas utilizando estimadores de Kaplan-Meier
utilizando o teste Log-Rank (SigmaPlot, versao 12.5). Por meio dessa anélise, foram obtidas as
curvas de sobrevivéncia e tempos letais capazes de causar mortalidade em 50% dos individuos
(TLsp), com seus respectivos intervalos de 95% (ICose). As curvas foram comparadas pelo
método de comparacdo multipla de Holm-Sidak em 5% de probabilidade (SigmaPlot, versao
12.5). Os TLs, foram comparados usando o critério de nao sobreposicao intervalos de confianga
(ICo5%) com a origem do intervalo.

Analise de PROBIT, seguida pelo teste de Dunnett (p < 0,05) utilizando o procedimento
SAS PROC ANOVA (SAS Institute Inc. 2002), para verificar se as distancias percorridas pelas

abelhas na orientacdo de voo em cada tratamento diferem do controle. Os dados foram
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classificados com censor = 0 quando as abelhas ndo atingiram a fonte de luz e com censor =1
quando as abelhas chegaram até a fonte. O teste consistiu em analisar a propor¢ao de abelhas

que alcancaram a luz ao longo do tempo, em func¢ao dos tratamentos.
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4. RESULTADOS

O OE de C. grewioides e seus compostos majoritarios eugenol e metil eugenol
apresentaram semelhante toxicidade para 7. angustula por meio de aplicagao por contato, com
DLs, variando entre 3,08 a 3,51 pg/mg (Fig. 1). No entanto, a DLs, observada para o
imidacloriprido foi significativamente menor 6,07x107°. O indice de seletividade diferencial
nao diferiu entre os tratamentos (Fig. 2). De forma geral, os inseticidas botanicos foram, em

média, cerca de 53.840 vezes menos toxicos para 7. angustula do que o imidacloprido
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Figura 1. Toxicidade por aplicacdo topica dos tratamentos: A) oleo essencial de Croton grewioides
(Euphorbiaceae); B) composto majoritario eugenol; C) composto majoritdrio metil eugenol e D)
inseticida comercial imidacloprido sobre operarias de Tetragonisca angustula. As doses letais (escala
logaritmica) foram estimadas com base em bioensaios dose-resposta usando analise de probit. As linhas
tracejadas representam intervalos de confianca a 95% de probabilidade e os circulos as médias das
mortalidades observadas nos bioensaios. £ = inclinacdo + erro padréo.
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Figura 2. Indice de seletividade diferencial (ISD) dos inseticidas botanicos: 6leo essencial de Croton
grewioides (Euphorbiaceae), eugenol e metil eugenol, em relagdo ao inseticida comercial imidacloprido
para operarias de Tetragonisca angustula. ISD = DLsy do inseticida botanico/ DLso do imidacloprido.
As linhas de erro representam os intervalos de confianga a 95% de probabilidade.

Todos os tratamentos na DLgy causaram rapida reducdo na sobrevivéncia das abelhas
T. angustula ao longo do tempo (<1,5h) e diferiram do controle (teste de Log-rank test: ¥2 =
448,27; g.l. = 4, P <0,001) (Fig. 3).

Nédo foi observada diferenca significativa entre as curvas de sobrevivéncia de T.
angustula expostas aos bioinseticidas. Estas curvas diferiram significativamente daquela obtida
para o inseticida comercial imidacloprido. O tempo médio gasto para morte (TLso) variou de
0,34h (1Cg50,=0,26-0,42) para o0 eugenol a 1,21h (1Cgs0,=1,10-1,33) para o imidacloprido (Fig.
3).
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Figura 3. Curvas de sobrevivéncia e tempo letal (TL50) de operarias de Tetragonisca angustula
expostas topicamente as DLsy, do Oleo essencial de Croton grewioides (Euphorbiaceae), seus
compostos majoritarios eugenol e metil eugenol e do inseticida comercial imidacloprido. Curvas de
sobrevivéncia seguida pela mesma letra ndo diferem pelo método de Holm-Sidak a p < 0,05.
Quadrados indicam a média (+ intervalo de confianga a 95%) do TLs, (tempo letal necessario para
matar 50% da populacéo).

O numero de abelhas alcancando a fonte de luz diferiu significativamente entre os
tratamentos apos 3h (y 2=35,16; p < 0,001) e 24h (y >=76,05; p < 0,001) de exposicdo. Em
ambos 0s tempos de exposicao aos compostos, uma maior proporc¢édo de abelhas alcancou a luz
e mais rapidamente nos grupos controle e nos grupos de abelhas tratadas com o OE de C.
grewioides e eugenol, quando comparado aos demais tratamentos (imidacloprido e metil
eugenol) (Fig. 4). Por outro lado, o metil eugenol e o imidacloprido causaram reducdo na
proporcédo de abelhas e aumento do tempo no qual as abelhas alcancaram a fonte de luz. Apés
3h de exposicdo aos compostos, 0 metil eugenol causou maior reducdo da capacidade das
abelhas atingirem a luz do que o imidacloprido. Porém, apés 24h de exposicao, esse efeito foi

alternado entre os compostos (Fig. 4).
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Figura 4. Proporgdo e tempo gasto por operarias de Tetragonisca angustula para chegaram até a fonte
de Iuz (LED 10W, 6500k, 750 lumens): A) e B) apos 3h de exposic¢do aos tratamentos 6leo essencial de
Croton grewioides (Euphorbiaceae), seus compostos majoritarios eugenol e metil eugenol e ao inseticida
comercial imidacloprido; C) e D) ap6s 24h de exposi¢do aos mesmos tratamentos. Chegada ao LED =
curvas seguidas por asterisco diferem significativamente do controle pelo método de Holm-Sidak. Tempo
gasto = tempo gasto para 50% das operarias chegarem ao LED. As barras de erro representam os
intervalos de confianga a 95% de probabilidade e os quadrados as médias observadas nos bioensaios.
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5. DISCUSSAO

Inseticidas pertencentes a classe dos neonicotinoides sdo mundialmente utilizados
devido a eficacia desses compostos no controle de insetos-praga. Contudo, estudos tém
apontado efeitos indesejados dos neonicotinoides sobre espécies ndo-alvo, como por exemplo,
em abelhas (Goulson, 2013; Benuszak, Laurent e Chauzat, 2017). Neste trabalho, verificamos
que o OE de C. grewioides e seus compostos majoritarios foram muito menos toxicos as abelhas
do que o inseticida organossintético imidacloprido. Por outro lado, o composto majoritario metil
eugenol causou efeito subletal no comportamento de voo de 7. angustula, assim como
observado para o imidacloprido.

Apesar da grande importancia das diferentes espécies de abelhas para os servigos de
polinizagdo, relativamente poucos estudos tém sido realizados com as abelhas sem ferrdo em
comparagcdo a abelha 4. mellifera. Aqui demonstramos que o inseticida imidacloprido ¢
aproximadamente 51 vezes mais letal para a abelha sem ferrdo 7. angustula (DLso= 0,0000607
ng/mg) do que para A. mellifera (DLso= 0,00308 pg/mg) (Santos et al. 2018). Essa
vulnerabilidade de 7. angustula ao inseticida convencional pode ser explicada pela diferencga
de tamanho entre as duas espécies, uma vez que A. mellifera tem 10-15 mm de porte médio
(Matos et al. 2021) e T. angustula aproximadamente 4 mm (Menezes et al., 2023). Outra
caracteristica que pode estar relacionada ao diferente nivel de toxicidade entre essas abelhas ¢
a capacidade de desintoxicacdo, que pode ocorrer por exemplo, pela glutationa S-transferase e
principalmente monooxigenases do citocromo P450 (ex.: enzimas com agdo protetora as
substancias quimicas prejudiciais ao organismo) (Nocelli ef al., 2012; Stevenson, Nicolson e
Wright, 2017).

Apesar dos bioinseticidas serem menos toxicos do que o inseticida comercial, nas
maiores doses (DLoo) todos os tratamentos causaram rapida mortalidade sobre as abelhas. O
tempo médio para mortalidade de 50% dos individuos foi em torno ou menor do que 1,5h em
todos os tratamentos. Esse tempo foi menor do que o observado por Matos et al. (2021) para a
abelha sem ferrdo Nannotrigona aff. testaceicornis tratada com imidacloprido, outros OEs e
pesticidas organossintéticos.

Além do efeito letal, o imidacloprido também causou efeito subletal sobre 7. angustula,
reduzindo sua capacidade de orientagdo de voo em relagdo aos bioinseticidas OE de C.
grewioides e eugenol. Estudos anteriores, realizados com a abelha A. mellifera (Santos et al.,
2018) e com a abelha sem ferrdo Nannotrigona aft. testaceicornis (Matos et al., 2021)

mostraram que os neonecotinoides também afetaram significativamente a habilidade de voo das
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abelhas, em comparagdo aos bioinseticidas provenientes dos OEs de plantas. Outros estudos
também demonstraram efeitos negativos adicionais dos neonecotinoides tanto sobre A.
mellifera quanto sobre abelhas sem ferrao, interferindo no desenvolvimento, comportamento,
atividades gerais do grupo e na capacidade de combater infec¢des (Nocelli et al., 2012; Tomé
et al., 2015; Santos et al., 2018; Matos et al., 2021).

No entanto, aqui também demonstramos que o composto majoritario metil eugenol
causou prejuizos na capacidade de orientacdo de voo de 7. angustula assim como o
organossintético imidacloprido. Ja foi demonstrado que o metil eugenol causa efeito de
repeléncia sobre a cigarrinha marrom Nilarparvata lugens e atividade inseticida de contato em
lagartas dobradeiras de folhas Cnaphalocrocis medinalis (Xu et al., 2015). Independentemente
do mecanismo de agdo do metil eugenol, sabe-se que este composto consiste em um
fenilpropanoide que esta envolvido ndo somente na protecdo das plantas contra organismos
indesejaveis (herbivoros, bactérias e fungos), como também como atrativos para polinizadores
(Tan e Nishida, 2012). Desta forma, poderiamos hipotetizar que o efeito subletal do metil
eugenol sobre 7. angustula seja decorrente de algum efeito atrativo desse composto que pode
ter causado confundimento sobre as abelhas, dificultando sua orientacao para a fonte de luz.

Assim, nosso estudo indica que o OE de C. grewioides ¢ o seu majoritario eugenol
podem ser promissores para o controle alternativo de pragas, uma vez que também sdo mais
seletivos a abelha sem ferrao. Estudos anteriores demonstraram que os compostos aqui testados
tém efeitos desejaveis no manejo de pragas, além de apresentarem seletividade ecoldgica. O
OE de C. grewioides mostra ag¢do toxica no controle de pupas da praga frutifera Ceratitis
capitata (Figueiredo et al., 2010). Santos et al. (2023) verificaram que a presen¢a do composto
eugenol no OE de C. grewioides nao so surtiu efeito mais toxico para o inseto-praga
Chrysodeixis includens como também mostrou seletividade para o inimigo natural Podisus

nigrispinus.

6. CONCLUSAO

Concluindo, o presente estudo mostra que o bioinseticida OE de C. grewioides e seu
majoritario eugenol possuem efeito vantajoso sobre 7. angustula e podem consistir em
potenciais alternativas ao manejo mais sustentavel. No entanto, esse estudo também ressalta a
importancia de se avaliar cuidadosamente os efeitos subletais dos bioinseticidas derivados de

plantas. Aqui demonstramos, por exemplo, que o metil eugenol apesar de ndo apresentar
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elevada mortalidade em baixas doses, apresenta efeito subletal tdo indesejavel quanto o

observado para o neonecotinoide imidacloprido.
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