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RESUMO

PIZZAIA, Wiliam Cristian da Silva, M.Sc. Universidade Estadual de Maringa,
fevereiro de 2016. Selecdo de rainhas Apis mellifera africanizadas tolerantes a
inseticida neonicotinoide. Professora orientadora: Maria Claudia Colla Ruvolo
Takasusuki. Coorientadores: Claudete Aparecida Mangolin, Erasmo Renesto.

A interacdo entre as abelhas e as plantas garantiu aos vegetais 0 sucesso na
polinizacdo cruzada, aumentando o vigor das espécies, bem como a producéo de
frutos e sementes. As abelhas sdo os principais agentes polinizadores das
angiospermas e das culturas agricolas e um dos principais motivos do
desaparecimento das abelhas de areas agricolas € o uso excessivo ou incorreto de
inseticidas. No entanto, a agricultura é extremamente dependente do uso de
agrotoxicos utilizados com finalidade de deter pragas das mais diversas lavouras. O
uso destes produtos quimicos acaba atingindo insetos polinizadores, como as
abelhas Apis mellifera. O Colony Collapse Disorder associado a inseticidas tem
agravado a cada dia a vida das abelhas. Este trabalho de pesquisa teve como
objetivos selecionar abelhas rainhas de A. mellifera africanizadas, tolerantes ao
neonicotinoide tiametoxam, produzir quatro geracdes de abelhas mantidas em
contaminacgdo crénica a esse inseticida e realizar testes para validar a tolerancia ao
neonicotinoide tiametoxan. Foram montados bioensaios em um apiario na Fazenda
Experimental de Iguatemi e as abelhas foram submetidas a um contato com papel
filtro embebido com o inseticida neonicotinoide. A selecdo de rainhas foi realizada
mantendo até as geracdes parentais F4, As abelhas A. mellifera foram submetidas a
teste de toxicidade, em B.O.D., por 24 horas, em concentracao critica de eletrélitos
(C.E.C.), para a avaliagao da evolucao da tolerancia ao inseticida neonicotinoide. Os
resultados obtidos mostraram que abelhas se tornaram tolerantes ao inseticida
neonicotinoide tiametoxam apoés selecdo de 4 geracdes de A. mellifera mantidas em

concentracdes subletais do inseticida.

Palavras-chave: Toxicologia genética, tiametoxam, selecéo de rainhas.



ABSTRACT

PIZZAIA, Wiliam Cristian da Silva, M.Sc. Universidade Estadual de Maringa,
February, 2016. Selection queens Apis mellifera Africanized tolerant
neonicotinoid insecticide. Adviser: Maria Claudia Colla Ruvolo Takasusuki.
Committee Members: Claudete Aparecida Mangolin and Erasmo Renesto.

The interaction between bees and plants assured vegetables success in cross-
pollination, increasing the vigor of the species, and increasing the production of fruits
and seeds. Bees are the main pollinators of flowering plants and crops and one of the
main reasons for the disappearance of the agricultural areas of bees is excessive or
incorrect use of insecticides. However agriculture is heavily dependent on the use of
pesticides used in order to deter pests of various crops. The use of pesticides affects
pollinating insects like bees Apis mellifera. Colony Collapse Disorder associated with
insecticides has caused damage to life of bees. This research aimed to select queen
bees A. mellifera africanized tolerant to neonicotinoid Thiamethoxam, produced four
generations of bees kept in chronic contamination to that insecticide and perform
tests to validate tolerance. Bioassays were mounted in an apiary in lguatemi
Experimental Farm where bees were subjected to a contact with neonicotinoid
insecticide on filter paper. Selection of queens was carried out maintaining the
parental generations to F4 which were subjected to 24 hour toxicity test in B.O.D. and
critical electrolyte concentration (C.E.C.) for evaluation of tolerance to the insecticide
neonicotinoid. The results showed that bees have become tolerant to neonicotinoid
insecticide Thiamethoxam after four generations of selection kept in sublethal

concentrations of insecticide.

Keywords: Genetic toxicology, thiamethoxam, queen selection.



1. INTRODUCAO

A interacao entre as abelhas e as plantas garantiu aos vegetais 0 sucesso
na polinizacdo cruzada, que constitui uma importante adaptacdo evolutiva das
plantas (Couto e Couto, 2002). A polinizacao representa fundamental importancia na
conducgdo de muitas culturas agricolas. Entre os insetos polinizadores, destacamos
as abelhas Apis mellifera que realizam boa parte da polinizacdo entomdfila. A dieta
dessas abelhas inclui polen e néctar de plantas dos mais diversos grupos, ja que se
trata de uma espécie altamente generalista. Além disso, as colbnias de abelhas
meliferas sdo numerosas, atingindo mais de 100 mil individuos (Winston, 2003).

Apesar da importancia da polinizacdo, a agricultura é extremamente
dependente do uso dos agroquimicos. A reducdo ou auséncia do uso destes
causaria queda na producéo agricola, aumento nos custos de producéo e elevacéo
dos precos entre outros fatores (Knutson, 1999). Assim, inseticidas, herbicidas e
fungicidas sao usados para melhorar a producéo agricola.

Um grupo de inseticidas muito utilizados sdo 0s neonicotinoides, por serem
eficientes para o controle de insetos que se tornam pragas nas lavouras. Contudo,
afetam os polinizadores, em especial as abelhas. Elas acabam perdendo seu senso
de direcdo e localizacdo, agregando mais uma causa a CCD (Colony Collapse
Disorder), que é um distlrbio multifatorial. A desorientacdo ocorre pelo fato desse
agrotoxico atuar no sistema nervoso dos insetos, promovendo uma excitacdo que
pode causar caimbras r complicacbes na comunicacdo, como sua danca de
localizag&o, tanto por bloqueio quanto por liberagdo de receptores neurais (Fischer
et al., 2014).

Os residuos de neonicotinoides podem estar presentes no polen e néctar
das culturas tratadas. O contato com este produto apresenta impactos negativos
como comprometimento da fisiologia, habilidades cognitivas, incluindo
forrageamento, comportamento e memoria das abelhas visitantes e forrageadoras
das plantas tratadas com esses inseticidas (Gontijo, 2003; Sandrock et al., 2014).

As abelhas vao a locais muito distantes em busca de alimento. Quando
retornam ao ninho, utilizam uma danca para informar onde localizaram o alimento,
repassando as coordenadas para as demais operarias. Essa comunicacao atinge as

areas cognitivas e o contato com inseticidas neonicotinoides podem ocasionar
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blogueio em sua comunicacdo sinptica, impedindo-a de localizar o ninho apdés a
coleta de forrageamento (Fischer et al., 2014).

O melhoramento genético de abelhas é uma ferramenta fundamental para o
desenvolvimento apicola, reforcando o manejo adequado, tendo a troca de rainhas e
a inseminacédo instrumental como bases para a selecédo e o aumento do progresso
genético, principalmente de caracteristicas quantitativas (Martinez et al., 2012).

O presente estudo teve como objetivos selecionar abelhas rainhas de A.
mellifera africanizadas tolerantes ao neonicotinoide tiametoxam, produzir quatro
geracOes de abelhas mantidas em contaminacdo cronica com esse inseticida e

realizar testes para validar a tolerancia.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Origem e evolucéo das abelhas

As primeiras abelhas surgiram na era terciaria, mesmo periodo em que
houve constatacéo da presenca do grdo de podlen ou das angiospermas. Acredita-se
que as abelhas tenham se originado a partir das vespas, que deixaram de cacar
pequenos insetos e passaram a coletar néctar e pdlen, realizando a funcdo de
polinizadora, mecanismo reprodutivo e evolutivo fundamental para as plantas e para
o ecossistema (Winston, 2003).

Abelhas séo insetos sociais que vivem em colénias e sdo conhecidos héa
mais de 40 mil anos. Encontram-se por varias regides como Africa, Asia e Europa. A
técnica de realizar trabalho com a abelha e a exploracdo desse inseto, conhecida
como apicultura, existe desde o ano 2400 a. C., sendo usualmente uma técnica
racional de aproveitamento dos produtos apicolas. Gregos e egipcios apresentaram
técnicas simples para a coleta do produto apicola, o que ganhou aperfeicoamento no
final do século XVII (Crane, 1999; Winston, 2003).

A influéncia mutua entre o homem e as abelhas ja se estende ao longo dos
tempos, podendo ser expressa por meio das gravuras em cavernas datadas de
7.000 anos a. C., mostrando a coleta de mel nos ninhos silvestres. A forma de coleta
era rudimentar e ndo apresentava cuidados com o enxame, 0 que ndo garantia o
desenvolvimento do mesmo. O manejo foi aprimorado ao longo do tempo com as
técnicas desenvolvidas e a necessidade do homem consumir produtos apicolas
(Crane, 1999).

Para ocorrer o desenvolvimento e evolugcédo das abelhas dois fatores foram
de grande importancia, a habilidade de poderem agrupar-se e a capacidade de
manter a temperatura ideal da colénia de forma independente da temperatura
externa, o que permitiu as abelhas uma boa disseminacédo ao longo dos tempos,
tanto nos tropicos quanto em climas temperados (Ruttner, 1978; Mello et al., 2003).

As abelhas colonizaram vérios lugares, o que as colocou em condi¢des
ecologicas diferentes e desafiadoras, numa dindmica e sistémica Iuta pela
sobrevivéncia que, associado ao isolamento geogréafico, propiciou um fator de

adaptacdo das subespécies de A. mellifera, caracterizando estes grupos como



ramos ou linhagens evolutivas (Ruttner, 1978). A origem da A. mellifera é a Africa,
migrando em seguida para a Asia e Europa, o que desencadeou a formacdo de
muitas subespécies que apresentavam morfologia, comportamento e fisiologia de
forma bem distintas. O ser humano apresentou um bom dominio ao longo dos
tempos com a apicultura, o que garantiu mais hibridacdo intraespecifica, como
ocorreu no Continente Americano (Parker et al., 2010).

O desenvolvimento da apicultura nacional se expressa pelo tamanho do
territdrio que é ofertado, com um clima propicio e floradas diversificadas, e que, com
0 manejo adequado, tem garantido alta producdo ao longo dos tempos desde a
introducdo da A. mellifera (Couto e Couto, 2002).

Estima-se que o desenvolvimento na cadeia de producédo foi maior com a
africanizacdo das abelhas, introducdo das abelhas A. m. scutellata ou abelha
africana, no ano de 1956, ocorrendo acasalamento natural com as abelhas de outras
subespécies, introduzidas anteriormente, originando as abelhas africanizadas que se
dispersaram por todo continente (Mello et al., 2003 ).

No Brasil, as abelhas chegaram no ano de XIX, com a imigracao europeia e,
no ano de 1839, chegam no Rio de Janeiro as abelhas pretas ou A. m. mellifera. No
Rio Grande do Sul, aparecem as abelhas A. m. ligustica, introduzidas pelos
imigrantes alemaes no ano de 1879. A disseminacao ao longo do territério brasileiro
se deu com a entrada de outras espécies pelos europeus, as quais foram
denominadas A. mellifera (Kerr, 1967).

A eficiéncia da polinizagéo tem sido comprometida ao longo dos anos com a
utilizagdo dos inseticidas, como 0 neonicotinoide tiametoxam, tendo se agravado
cada vez mais e aumentando a preocupacao mundial a respeito da sobrevivéncia
dos polinizadores, como a A. mellifera (Samson-Robert . et al., 2014).

Abelhas apresentam caracteristicas de cooperagcdo muatua, as quais nao sao
encontradas em outros animais. Ao se observar uma colbnia, h4 uma constatacéo
de que a perfeita atividade de trabalho das abelhas, desde a produgéo dos favos até
a producdo e armazenamento de mel, vai muito além do imaginavel. Neste trabalho,
destacam trés membros importantes: a rainha, as operarias e os zangdes ( Winston,
2003).

Para um homem do campo, a apicultura € uma forma de renda, de ocupacao
para sua vida e de contribuicho com o meio ambiente, pois, além de ser uma

atividade de baixo custo, se comparada a outros trabalhos agricolas, as abelhas
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contribuem para o equilibrio do ecossistema e para a manutencao da biodiversidade.
A apicultura nos oferece varios produtos, além de ajudar o aumento da producéo
das culturas (Araujo, 1982).

Em condicbes favoraveis, de intensa florada, as abelhas coletam e
armazenam alimento, mas, em periodos de escassez de néctar, pode ocorrer a
diminuicdo das suas atividades, ocasionando a reducdo da postura da rainha e um
desequilibrio da populacdo na colmeia. Em tais circunstancias, € essencial a
interferéncia do apicultor, sob o risco de perda de enxames ou enfraquecimento
geral das col6nias. Muitas dietas oferecidas as abelhas até suprem o valor nutritivo
do pdlen, mas quando as abelhas tém uma livre escolha entre o pdélen e o substituto,
elas geralmente tém maior preferéncia pelo primeiro do que o segundo (Castagnino,
2006).

2.2. Desordem de colapso de col6nia

A Desordem de Colapso de Colonia (CCD) ou Colony Collapse Disorder
caracteriza-se por apresentar o desaparecimento das abelhas operarias de uma
determinada colbnia enquanto ainda sobrevivem no ninho a abelha rainha e as crias.
Vérios fatores estdo relacionados ao desaparecimento das abelhas, como
associacdo de acaros, fungos, virus e pesticidas e também deficiéncia no
forrageamento, além de uma rainha falha que néo transmite aos seus descendentes
caracteristicas de resisténcia para sobrevivéncia (Fairbrother et al., 2014).

Nos Estados Unidos, foi apresentada a condigdo de CCD, pela primeira vez,
no ano de 2006, quando houve a inferéncia de que diversos fatores poderiam
ocasionar o desaparecimento das abelhas, de forma individual ou em conjunto, pois
as coldnias apresentavam condicdes diferentes dos problemas classicos de outros
momentos. A morte de abelhas, apos o inverno, é habitual, porém, em 2007, ocorreu
uma perda muito expressiva, levando a eliminagéo parcial ou até total de col6nias ou
apiarios (Oldroyd, 2007; Cox-Foster e VanEngelsdorp, 2009).

Com o registro do desaparecimento das abelhas ou o fenbmeno da CCD,
tornou-se fator de grande relevancia o estudo sobre os efeitos letais e subletais dos
inseticidas em abelhas. Esses insetos sociais estdo em contato constante com
plantas com flores para coleta de néctar e pdlen, entrando em contato com

agrotoxicos. Logo, sdo expostas a compostos que geram graves complicacdes de
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sobrevivéncia, comprometendo também o restante do enxame que se encontra na
colméia e causando danos irreparaveis (Marchini, 2006; Pinheiros e Freitas, 2010).

Os declinios em populacdes de abelhas preocupam os pesquisadores, pois
comprometem a crescente demanda de culturas a serem polinizadas, assim como
das plantas nativas, uma vez que a exposi¢do a agentes patogénicos causa uma
escassez de polinizadores e efeitos negativos sobre o desenvolvimento das colonias
de abelhas (Macieira, 1989; Pettis et al., 2013).

A presenca de agrotoxicos na agricultura e sua utilizacdo sdo de grande
espectro, sendo que os mais utilizados sao os herbicidas, seguido pelos inseticidas,
fungicidas e por Uultimo pelos acaricidas. Os inseticidas apresentam grande
toxicidade que comprometem o desenvolvimento das abelhas e as suas tarefas de
manter a polinizacdo e a continuidade na producdo de alimentos e no seu
desenvolvimento vital (Delgado e Paumgartten, 2004; Jardim e Andrade, 2009).

A dependéncia de inseticidas e de agrotéxicos, visando a controlar pragas e
plantas daninhas que prejudicam o desenvolvimento agricola, é cada vez maior na
agricultura, embora estes produtos contribuam para a devastacdo de insetos
benéficos a lavoura, como 0s que promovem controle biolégico, dentre estes as
abelhas. Esta interatividade de produtos quimicos provoca o surgimento de novos
compostos e pesticidas que garantem a produtividade agricola, mas que podem
determinar o CCD (Thompson, 2003; Desneux et al., 2007; Oldroyd, 2007).

Os inseticidas, de forma geral, sdo agressivos ao sistema nervoso central,
sendo considerados neurotoxicos e responsaveis pelo comprometimento das células
nervosas, transmissoras dos impulsos nervosos, impedindo a ocorréncia de uma

sinapse (Sandrock et al., 2014).

2.3. Neonicotinoide: tiametoxam

A utilizacdo da nicotina para controle de insetos sugadores foi de grande
importancia ao longo dos tempos, com uma eficiéncia baixa e de grande toxicidade
nos insetos. Com a descoberta dos neonicotinoides, houve uma seletividade maior
com o grupo dos insetos, causando danos letais aos mesmos e nao prejudicando os
vertebrados, o que fomentou o mercado de inseticidas, gerando lucro cada vez
maior para a industria agricola. (Maienfisch et al., 2001; Matsuda et al., 2001,
Tomizawa; Casida, 2005; Elbert et al., 2008; Ford e Casida, 2008).



Os neonicotinoides sdo uma classe de inseticidas sintéticos analogos a
nicotina, que € proveniente da folha do fumo, da qual j& se utiliza ha muito tempo
como uma forma de protecdo a agricultura. Tanto a nicotina quanto o0s
neonicotinoides apresentam atuacdo na fenda sinaptica dos insetos. Sendo
comprometedores da transmissdo do impulso nervoso, pois sdo agonistas dos
receptores nicotinicos da acetilcolina (principal neurotransmissor do sistema nervoso
central do inseto), comprometem as funcdes vitais do inseto, causando danos que
podem leva-lo a morte ( Nauen et al., 2001; Rigitano; Carvalho, 2001).

A divisdo do grupo de neonicotinoides pode ser feita em duas classes ou
geracdes: a primeira geracdo, composta pelas classes das cloronicotinilas, a qual
pertenciam acetamiprido, imidacloprido e tiacloprido; e a segunda geracao,
composta por dinotefuram, clotianidina, nitenpiran e tiametoxam (Elbert et al., 2008;
Nauen et al., 2003).

Neonicotinoides e alguns de seus metabdlitos sdo agonistas potentes e
atuam seletivamente sobre o0s receptores pos-sinapticos nicotinicos de acetilcolina
(nAChRs) do sistema nervoso central dos insetos (Tomizawa e Casida, 2001;
Tomizawa, 2013). Imitando o0s neurotransmissores naturais, 0S neonicotinoides
ligam-se com elevada afinidade a estes receptores e desencadeiam uma
hiperexcitagdo neuronal, o que pode, sob uma dose letal, levar o inseto a efeitos
neurotéxicos (Tomizawa e Casida, 2001). Sob doses subletais, as abelhas
comecaram a sucumbir 15 dias apés a exposicao inicial (Moncharmont et al., 2003).

O neonicotinoide tiametoxam apresenta uma ampla forma de atuag&o contra
insetos, principalmente os sugadores, sendo um pesticida utlizado tanto no
tratamento de sementes, quanto como pesticida foliar, com uma importante
caracteristica sistémica de atuacdo e comprometimento da vida do inseto
(Maienfisch et al., 2001; Tomizawa e Casida, 2005).

A abelha A. mellifera € de grande importancia para a polinizacdo, sendo
ecoldgica e economicamente importante ao mundo. Declinios das abelhas levam a
constantes pesquisas sobre os fatores que influenciam esta queda de sobrevivéncia:
parasitas, perda de habitat, desnutricio e com destaque o0s inseticidas, cuja
expressdo de perda se da por maior parte ao neonicotinoides neurotoxicos e que
causam o stress subletal, devido ao grande uso nas lavouras (Sandrock et al., 2014;
Rand et al. 2015).
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A eficiéncia bioldgica de tiametoxam € analoga a de outros inseticidas
neonicotinoides, o0s quais comprometem o sistema nervoso central do inseto,
afetando locomocdo e retorno do animal a sua colonia, fazendo com que haja
estimulo ao desenvolvimento dos sintomas de CCD (Wiesner; Kayser, 2000).

O tiametoxam pode ser empregado por meio de aplicagéo direta no solo nas
culturas de abacaxi, abobrinha, alface, arroz, batata, berinjela, café, cana-de-agucar,
citros, feijao-vagem, fumo, macd, mamao, melancia, meldo, morango, pepino,
péssego, pimentao, repolho, tomate e uva; por aplicacdo em sementes de algodao,
amendoim, arroz, batata, feijdo, milho, soja e trigo; e por aplicacéo foliar nas culturas
de alface, algoddo, amendoim, arroz, batata, cana-de-acucar, cebola, citros,
crisantemo, ervilha, eucalipto, feijdo, fumo, melancia, meldo, milho, morango,
pastagens, pepino, repolho, sorgo, tomate, trigo e soja (ANVISA, 2008).

Nos ultimos anos, a utilizacdo dos neonicotinoides tem aumentado de forma
sistémica e representativa. Os neonicotinoides sao inseticidas que agem no sistema
nervoso central, perturbando esta via de comunicacdo, comprometendo movimentos
e a fisiologia do inseto, pois sdo agonistas de receptores de acetilcolina, o que
ocasiona grandes danos ao inseto, comprometendo todas as suas habilidades
(Sandrock et al., 2014).

Os neonicotinoides tém afetado de forma adversa as imunidade das abelhas
e, por meio da resisténcia metabdlica, os insetos tém apresentado uma forma de
tentar sobreviver ao contato com o inseticida (Rand et al.2015).

Abelhas sdo muito sensiveis ao contato com inseticidas, principalmente aos
neurotdxicos, como o neonicotinoide tiametoxam. Os efeitos dos inseticidas sobre os
insetos podem ser devastadores, causando danos muito graves quando associados
a outros compostos que fatalmente destroem a vida das abelhas. Os problemas com
as habilidades, fisiologia, comportamento ficam mais agravados, identificando mais
um caminho ao CCD (Williamson et al., 2013).

Nos ultimos anos de pesquisa com as abelhas, o declinio dos polinizadores
tem se expressado de forma gigantesca, o que gera grandes perdas na
sobrevivéncia destes insetos. Fatores de adversidade, como a alteragcao climatica, o
comprometimento na genética, a implementacdo de monoculturas no campo, 0s
patbgenos e o0s inseticidas sdo 0s protagonistas na contribuicAo para o

desaparecimento das abelhas (Samson-Robert et al., 2015).



2.4. Melhoramento genético em abelhas

O melhoramento de abelhas é de grande importancia para o setor apicola.
Envolve fatores como o manejo de colmeias, trocas de rainhas e a inseminacao
instrumental, sendo um conjunto de atividades fundamentais para o cotidiano
apicola. O Brasil € um pais que apresenta boas condi¢cbes para o desenvolvimento
deste ramo de atividade, colaborando com clima e areas para producéo, assim como
uma vasta flora que supre as necessidades alimentares e nutricionais das abelhas
(Campos, 2008).

E de grande importancia realizar o melhoramento genético em massa, ou
seja, com um grande numero de colmeias, para que assim possam ser observadas
caracteristicas especificas de cada colmeia e realizada a selecéo, utilizando alguns
critérios ou caracteristicas, como producéo de mel, producéo de propolis, infestacéo
por varroa, comportamento higiénico, entre outros ( Campos, 2008).

O método de producéo de rainhas € de grande importancia para a expansao
da atividade apicola, pois uma rainha revigorada e forte, com caracteristicas
selecionadas, faz com que a producdo aumente e que a industria apicola esteja
sempre evoluindo tecnologicamente (Winston, 2003; Campos, 2008 ).

A selecao de abelhas rainhas para o melhoramento genético é a ferramenta
por meio da qual podem ser propagadas caracteristicas fenotipicas observadas,
provenientes das caracteristicas genotipicas do animal, buscando desenvolvé-las de
forma a atender a expectativa de desenvolvimento de uma colmeia com qualidade.

Idade e qualidade de uma abelha rainha sdo fatores fundamentais para o
desenvolvimento de uma colbnia. Rainhas mais novas e que foram selecionadas
apresentam mais vigor, em termos reprodutivos, em relacdo as rainhas mais velhas
e gue nao passaram por um processo de selecdo. Por isso, poderdo estimular
enxameacdo e reducdo populacional, levando consigo metade do enxame
(Wilkinson e Brown, 2002).

A guantidade de inseticidas utilizados nas lavouras assusta, principalmente a
utilizacdo dos inseticidas sistémicos, aplicados no solo e nas plantas que irdo
fornecer pélen e néctar para as abelhas, mas que, com residuos em doses subletais,
nao podem ser detectados, mas podem afetar o sistema de orientacdo de abelhas

ou sistema de imunidade genética (Chauzat et at., 2006).



A presenca de uma rainha com boa sele¢édo genética garante a qualidade da
linhagem das colGnias e essas qualidades séo transmitidas ao longo das geracdes,
contribuindo para a qualidade, seja com relacéo a producéo, seja quanto a tolerancia

a pragas e a doencas (Wilkinson e Brown, 2002).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta das abelhas

A coleta dos enxames de Apis mellifera foi realizada no municipio de
Maringd, com as localizacbes geograficas de latitude sul 23° 24' 34,8778" e
longitude oeste 51° 56' 18,3272", e em cidades vizinhas. As coletas, sempre em
ninhos naturais, foram feitas tanto na zona urbana quanto na zona rural, nos meses
de fevereiro, marco e abril de 2015, em parceria com o0 corpo de bombeiros e
prefeitura municipal.

Foram coletados 5 enxames para o experimento. As abelhas foram
acondicionadas em nucleos, os quais serviram de ninho ao longo do experimento.
Esses ninhos foram mantidos no apiario da Fazenda Experimental de Iguatemi (FEI),

pertencente a Universidade Estadual de Maringa, (Figura 1).

Figura 1 - Material para coleta das abelhas. Fonte: Arquivo pessoal.

3.2. Producéo de rainhas filhas

A técnica de divisdo de enxame foi empregada para a producado das rainhas

filhas das rainhas parentais. Dessa maneira, foi colocado um ndcleo sobre o outro
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para a expansdo da colmeia. Apos o desenvolvimento do enxame, realizava-se a
separacdo dos nucleos que se mantinham com a quantidade de 5 caixilhos cada,
caracterizando a formacdo da geracdo seguinte, sendo que o nucleo ja existente
permanecia com a rainha velha e o nucleo novo (geracéo seguinte) permanecia com
os favos de crias abertos para a estimulacéo e formac¢ao da nova rainha.

O nucleo antigo era removido para outra localizacdo, com a mesma rainha
dando continuidade ao seu trabalho e o novo nucleo ocupando a localizacdo do
antigo, com a presenca de abelhas campeiras, a formacdo das realeiras e o

nascimento da nova rainha.

3.3. Montagem dos bioensaios

A concentracao de tiametoxam empregada nos bioensaios foi de 1%. Cada
bioensaio consistiu de um controle e trés repeticdes. Os bioensaios foram realizados
por contato, utilizando a inser¢cdo de papel filtro embebido em 5 mL de inseticida
tiametoxam no interior do ndcleo. No experimento controle, foi inserido o papel de

filtro embebido com 5 mL de acetonitrila (solvente do tiametoxam) (Figura 2).

Figura 2 - Papel filtro com tiametoxam 1% inserido no nucleo.
Fonte: Arquivo pessoal.
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A troca do papel filtro controle e tratado foi realizada a cada 15 dias durante
todo o periodo do experimento, seguindo a orientagdo da aplicacdo conforme a bula
do fabricante. Apds o tempo de 45 dias, considerando o ciclo de uma geracéo,
iniciou-se a producdo das abelhas rainhas filhas, posteriormente, acasaladas
naturalmente e introduzidas em um novo nucleo para a proxima geragao.

Esse processo foi realizado por quatro geracdes, visando a verificar a
ocorréncia de tolerancia ao inseticida neonicotinoide tiametoxam. Os nucleos foram
marcados/identificados como nucleo CONTROLE, nucleo A, nucleo B e nudcleo C,
para os parentais seguindo a mesma marcacado para as geragcbes descendentes,
respectivamente (Figura 3).

Figura3 - Identificacdo do nucleo.
Fonte: Arquivo pessoal.

3.4. Diluigcédo e aplicacdo do neonicotinoide tiametoxam

O principio ativo do tiametoxam foi preparado de acordo com as orientacdes
do fabricante para aplicacdo em soja. A partir dessa solucao principal, foi realizada a
diluicdo para 1%, que corresponde a 1,65 gi.a./L.

3.5. Analise em campo

Durante todo o periodo de execucdo do experimento, iniciado em marco de
2015, foram realizadas observacbes sobre o comportamento das operarias dentro
dos ninhos. Foi observado: atividade das operarias (cuidando da cria, em constante
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movimento ou paradas); estimativa do niumero de abelhas; se houve producéo de
machos; abandono da colmeia; se operarias estavam ou ndo se alimentando;
condicdo do papel de filtro embebido no inseticida (operarias estavam retirando ou

nao da colmeia).

3.6. Teste de toxicidade

As abelhas foram coletadas de forma aleato6ria dentro de cada nucleo dos
bioensaios. Esses nucles foram identificados como nucleo controle F3, nucleo F3 A,
nacleo F4 B e nucleo F3 C na FEI/UEM e transportadas até o laboratério na
Universidade Estadual de Maringd, para os testes.

Para a realizacdo dos testes de exposicdo por via de contato, foram
utilizados os ingredientes ativos comerciais, sendo que as concentracdes a serem
utilizadas foram determinadas por meio do bioensaio localizado na fazenda
Experimental de Iguatemi, utilizando a concentragéo de 50% de tiametoxam.

Potes de vidro foram utilizados para acondicionar cada bioensaio no
laboratorio. Os papeis filtros, cortados de forma a ocupar o fundo dos potes, foram
embebidos com 1 mL acetonitrila, para o controle, e com 1 mL da solucdo de
tiametoxam na concentracdo de 50%, para o0s nucleos F3A, F4B e F3C. Esses
papéis foram acondicionados no fundo dos potes ap6s secagem na capela de
exaustao.

Para uma observacdo de 24 horas, foram realizadas trés repeticdes para
cada nucleo tratado com neonicotinoide tiametoxan do bioensaio e o nucleo controle
tratado com acetonitrila. Cada repeticdo para o teste de observagdo era composta
por um frasco contendo 20 abelhas, tanto para o os bioensaios tratados com o
inseticida como para o controle.

As abelhas foram anestesiadas em congelador e posteriormente colocadas
em frascos de vidro contendo papel filtro com o inseticida, uma quantidade de
alimento preparado com mel, acicar e um algoddo com agua. A entrada dos frascos
foram fechados com tecido voil preso com fita de borracha.

Os potes de vidro com os nucleos F3 A, F4 B e F3 C foram mantidos em
camara climatizada, por 24 horas, em temperatura de 33 °C e umidade relativa +

80%. O controle foi mantido nas mesmas condi¢gdes mas em local separado.
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Apbs o periodo de realizagdo dos testes, foram contadas as abelhas mortas,
observadas as condi¢cbes de movimento e de v6o das abelhas sobreviventes.

3.7. Concentracao critica de eletrolitos (CEC)

A insercéo do papel filtro dentro dos nucleos ao longo das geragfes permitiu
uma simulagéo de contato com o inseticida neonicotinoide tiametoxam, como se as
abelhas tivessem contato com 0 mesmo nas plantacdes e lavouras, considerando a
avaliacdo de comportamento e o desenvolvimento dos insetos.

Para a realizacdo da andlise citoquimica, foram coletadas amostras das
abelhas mantidas nos bioensaios da Fazenda Experimental de Iguatemi, ue
estavam em contato com o neonicotinoide tiametoxam na concentracdo de 1%.

Para analise da estrutura da cromatina, por meio da técnica de
Concentracéo Critica de Eletrolitos (CEC), foram extraidas glandulas hipofaringeana
e cérebro de abelhas A. mellifera contaminadas com doses subletais de tiametoxam.

Com a utilizagdo de uma lupa, realizou-se a extragcdo da glandula
hipofaringeana e do cérebro da abelha. O material foi depositado sobre uma lamina
de vidro com uma gota de acido acético e sob o material foi colocada uma laminula,
esmagando-a. A lamina foi submetida ao nitrogénio liquido e, em seguida, retirada a
laminula e mergulhada em uma solugéo fixadora de etanol: acido acético (3:1 v/v),
por 2 minutos. Apés esse periodo, a lamina foi lavada em etanol 70% por 5 minutos.

Realizados estes procedimentos, as laminas foram coradas com o corante
azul de toluidina em cubas préprias para este procedimento. Posteriormente, nove
coloracbes foram realizadas. As concentracdes do corante de Azul de Toluidina
utilizadas foram: 0,02%, 0,05%, 0,08%, 0,10%, 0,12%, 0,15%, 0,20%, 0,30% e o
controle. As laminas ficaram em contato com o corante por 20 minutos e, em
seguida, foram lavadas em agua destilada e colocadas no porta laminas para
secagem em temperatura ambiente. Finalizada a secagem, as laminas foram
mergulhadas em cubetas contendo Xylol, por 15 minutos, montadas com entellan e

laminula, e analisadas em microscoépio optico.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Comportamento ap0s contaminac¢do crénica com tiametoxam

O comportamento de limpeza das abelhas foi observado com a presenca do
papel filtro, uma vez era feita a remocao total ou parcial, garantindo assim o contato
com a superficie e o inseticida. No inicio dos tratamentos, contaminando 0s nucleos
com tiametoxam, as abelhas apresentaram dificuldades na locomocdo (andar e
voar), tremores e espasmos, além de alteracbes nas caracteristicas de
comportamento quanto ao armazenamento do pélen, mel e propolis de forma
reduzida ou ndo armazenando (Figuras 4, 5, 6, 9 e 10). Essas alteracbes eram
visiveis durante a manutencdo dos ndcleos, mas, ap6s a emersao de novas
operarias e zangdes, o comportamento e atividades foram retomados e a condicdo
populacional do nucleo equilibrada. A alimentacao fornecida era sempre consumida.

O comportamento higiénico caracterizado pelo servico interno das operérias
envolve o ato de limpar a colmeia, desopercular as células dos favos e remover crias
mortas ou contaminadas dentre outros conteldos presentes no favo ou na colméia.
Isso garante a dindmica populacional da espécie o que Ihe confere uma barreira

para impedir o desenvolvimento de doencas ou parasitas (Arathi et al., 2000).

Figura 4 - Insercao de papel filtro.
Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 5 - Remocéao do papel filtro pelas abelhas.
Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 6 - Abelhas operéarias mortas no fundo do nucleo.
Fonte: Arquivo pessoal.

Embora a localizacdo do apiario apresentasse condi¢des favoraveis ao bom
desenvolvimento dos enxames, apds 09 meses do tratamento cronico com
tiametoxam 1%, duas colbnias parentais que se apresentavam em boas condicfes

abandonaram os nucleos (Figuras 7 e 8).

17



Figura 7 - Abandono de nucleo.
Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 8 - Abandono de nucleo.
Fonte: Arquivo pessoal.

A coleta de néctar sempre ocorreu de forma que 0s ndcleos sempre estavam
com estoque de alimento para o enxame. O nucleo é composto por cinco caixilhos
de madeira, onde estao inseridos os favos. O caixilho central é o local onde a abelha
rainha faz a postura dos ovos e os caixilhos laterais sdo os locais onde as abelhas
depositam o mel nos favos. As abelhas de alguns nucleos apresentaram uma
caracteristica importante no comportamento: depositam mel ao centro do nucleo
mesmo com a presenca da rainha e a realizacdo da postura de ovos (Figuras 9 e
10).
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Figura 9 - Armazenamento de mel, pdlen e crias em desenvolvimento. Fonte:
Arquivo pessoal.

Figura 10 - Crias em desenvolvimento. Fonte: Arquivo pessoal.

A. mellifera € um inseto altamente social, 0 que colabora para sua grande
adaptabilidade ao meio, conferindo-lhe caracteristicas proprias, como o cuidado
conjunto de sua cria, possibilitando a sobreposicdo de geracbes e garantindo o
sustento de todos por um periodo de tempo, mesmo sendo estas proles expressivas,
variando em média de 50.000 a 80.000 individuos. As abelhas dependem de captar
recursos e garantir a sobrevivéncia do enxame e, assim, o trabalho em conjunto se

faz necessario de forma ordenada e eficiente, beneficiando a garantindo da
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sobrevivéncia momentanea e futura da colénia (Michener, 1974; McFarland, 1993;
Bianchini, 1998).

Os neonicotinoides sdo empregados para o controle de insetos-pragas nas
lavouras, mas seus residuos presentes em néctar ou culturas tratadas podem afetar
de forma direta as abelhas, comprometendo sua fisiologia e habilidades cognitivas,
incluindo o forrageamento, o comportamento e a memoria, com perturbacao
sinaptica, causando bloqueio e ndo localizagcdo do ninho (Fischer J et al., 2014;

Sandrock et al., 2014), como observado no tratamento crénico com tiametoxam 1%.

4.2. Producdao de rainhas tolerantes ao tiametoxam

As geracdes das abelhas foram produzidas ao longo do ano de 2015,
periodo que apresentou um inverno atipico e dificuldades climaticas, como o grande
volume de chuva em periodos longos. As rainhas filhas eram produzidas a cada 45
dias apds o inicio do novo enxame. A geragdo F1 iniciou em abril /2015; a F2 em
agosto/2015, F3 em outubro/2015 e a F4 em dezembro/2015.

A técnica de divisdo de enxame foi empregada para a producéo das rainhas
filhas, formando assim as geracdes F1, F2, F3 e F4. A garantia de uma boa postura
foi o ponto de partida para a separacdo dos nucleos e a formagdo das novas
colméias. Houve grande producdo de realeiras para a formacgdo das novas rainhas,

0 que garantiu o desenvolvimento dos nucleos (Figura 11).

Figura 11 - Formacdao de realeiras nos ndcleos. Fonte: Arquivo pessoal.

A multiplicacéo artificial de colénias € uma técnica apresentada na apicultura

para a conservacdo e manutencdo do material genético, multiplicando, assim, as
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qualidades existentes num determinado grupo de individuos. Possibilita, ainda, a
qualidade da linhagem das colonias, aproveitando o potencial e selecionando
caracteristicas especificas, seja para producdo ou defesa e tolerancia a pragas e
doencas (Campos, 2008; Martinez et al., 2012).

As abelhas ao longo das geracdes apresentaram uma continua atividade de
comportamento higiénico na limpeza dos ndcleos, mantendo o contato cm o papel
filtro que continha o tiametoxam 1%. Nas geracOes observadas, as abelhas sempre
mantiveram suas atividades de coleta, armazenamento, producédo de mel, producéo
de favos, alimentacdo da rainha e seguiram o ciclo de expulsar os zangdes da
colméia no periodo de inverno.

N&o foi perceptivel, nas geracdes seguintes, nenhum comprometimento na
mobilidade, localizacdo e vdo, 0 que garantiu boa visualizacdo na parte defensiva
da colméia. As abelhas rainhas produzidas realizaram postura nhormal, embora tenha
havido mudanca de comportamento no inicio da geragdo em F1, nacleos A e B, com
armazenamento de mel nos favos centrais, o que foi modificado ao longo do tempo
com o trabalho da rainha desenvolvida neste nucleo.

O inseticida neonicotinoide tiametoxam mostrou-se inicialmente muito toxico,
comprometendo a fisiologia e o comportamento das abelhas, mesmo em pequenas
concentracbes, corroborando a sugestdo de muitos pesquisadores de que o0s
inseticidas estdo comprometendo o desenvolvimento das abelhas, contribuindo para
0 seu desaparecimento dos campos de cultivos de muitos ecossistemas,
expressando a desordem e o colapso das colonias. O uso do inseticida tem sido
uma das principais causas desse distlrbio multifatorial.

A obtencdo de rainhas tolerantes a inseticidas € uma colaboracdo para
apicultura, pois selecionar rainhas com esta caracteristica, associada a outras, como
a resisténcia a pragas ou parasitas, garante ao produtor uma colméia mais eficiente,
tanto para a resisténcia aos fatores que ameacam a sobrevivéncia da abelha, quanto
para uma producéo de qualidade e com quantidade.

A caracteristica da tolerancia ao inseticida pode garantir ao apicultor a
protecdo da colméia no momento em que a abelha busca néctar e pdlen em plantas
gue apresentam residuos de inseticidas em doses subletais. Assim, ela retornara ao
ninho para indicar o local para a coleta de alimento, impedindo que se estimule
C.C.D.
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Uma rainha jovem é sinal de producédo e de qualidade, o que, associado a
selecdo de tolerancia tanto a inseticidas quanto a doengas, pode melhorar a
producdo de mel, pélen e cera, reduzindo também a utilizacdo de outros produtos de

protecdo para as colméias.

4.3. Testes para validar a geracéo F4 de rainhas tolerantes ao tiametoxam

4.3.1. Toxicidade do tiametoxam na F4

A contaminacao aguda das operérias das geracfes F3 e F4, em laboratorio,
mostrou baixa mortalidade. Para cada teste, houve variacdo entre 1 a 3 abelhas
mortas, com a quantidade de 20 abelhas por frasco.

O teste de toxicidade em papel filtro foi feito por 24 horas, no periodo de trés
dias, em B.O.D., com tiametoxam 50% nas geracdes F3 do nucleo A, F, do nucleo B
e F3; do nucleo C. No teste com a geragdo F3 as operarias controle foram
submetidos a acetonitrila fora da B.O.D., por trés dias. Para cada dia de teste de

toxicidade foram coletadas 20 novas abelhas (Quadro 1).

Quadro 1 - Teste de toxicidade por contato

Geracgdes / dias 1° dia 2° dia 3° dia
Controle F3 19 20 20
Geracdo F3 A 18 17 17
Geracéo F4 B 17 19 17
Geracdo F3 C 17 18 18

Os neonicotinoides séo toxicos, competindo com acetilcolina e com sintomas
gue podem causar danos prejudiciais ao sistema nervoso central, levando o inseto a
morte, tremores, dificuldade em locomocéo e excitabilidade (Tomizawa e Casida,
2005).

Durante os bioensaios, as abelhas maceraram o papel filtro que ficava no
fundo do pote de vidro que continha a solucdo de tiametoxam, mostrando o0 mesmo
comportamento observado em campo, no tocante ao consumo de alimento e de

agua e ao agrupamento para manter a temperatura.
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Varios séo os trabalhos que buscam compreender os danos causados pelos
inseticidas, pois sdo de grande e fundamental importancia para desvendar a agao
destes produtos sobre a vida dos insetos, pois agem de forma direta e sistémica,
dificultando o desempenho comportamental e vital da abelha (Blaquiere et al., 2012).

Até o término deste trabalho, As rainhas selecionadas da geracdo F4
apresentaram tolerdncia ao tiametoxam, mas ainda ndo € possivel considera-las
resistentes. Para isso, sera necessario aumentar o numero de geracdes de rainhas
tolerantes até chegar a uma linhagem que realmente seja resistente a esse

neonicotinoides.

4.3.2. Concentracao critica de eletrdlitos

DNA nédo complexado a proteina e complexos DNA-proteina em cromatina
de células somaticas, geralmente, exibem basofilia metacromética na cor violeta,
quando corados com solu¢des de azul de toluidina em um pH 3,6 - 4,0 (Mello,
1997).

Com o azul de toluidina na presenca de ions Mg2+ ocorre uma disputa pelo
ponto de ligacdo ou cargas negativas do DNA ou RNA e a metacromasia
desaparece em funcao de determinada concentracdo do ion Mgz+ (Mello, 1997).

A cromatina condensada expressa um elevado valor de CEC, enquanto a
cromatina relaxada exibe menor valor de CEC, logo, alteracbes na estrutura da
cromatina geram reflexos na atividade génica (Falco, 1999; Mello, 1997).

Apés obter nacleo com rainha de 42 geracao submetida a timetoxam 1%,
foram realizados testes de Concentracdo Critica de Eletrélitos para detectar
possiveis alteracdes na expressao génica das abelhas tolerantes.

A andlise citoquimica mostrou que o ponto de CEC em laminas de cérebro
controle ocorreu na concentracdo de 0,30%, enquanto a geracdo F3 do nucleo A
ocorreu na concentracdo de 0,15%, indicando um aumento de concentracgao.
Portanto, provavelmente, tenha ocorrido condensagéo da cromatina e consequente
reducdo na expressao génica (Quadro 1). Nas laminas de glandula hipofaringeanas
das operarias do nucleo controle nao foi possivel determinar o ponto de CEC nas
concentracdes analisadas, mas, nas geracdes F4 do nucleo B e F3 do nucleo C, os

pontos de CEC foram de 0,20% e 0,30%, evidenciando novamente que houve
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condensacao da cromatina e consequente diminuicdo da expressao génica (Quadro
2).

Os resultados de CEC sdao iniciais, mas permitem uma analise parcial do
resultado da contaminac&o crénica no tratamento com tiametoxam 1% ao longo de
quatro geracdes de rainhas de A. mellifera. Tanto no cérebro quanto nas glandulas
hipofaringeanas, houve uma diminuicdo da expressao génica, o que provavelmente
altera a fisiologia tanto comportamental quanto com relacdo ao desenvolvimento
das operarias. O cérebro esta relacionado a capacidade de mobilidade (v60),
localizacdo e coleta de néctar e pdlen, enquanto as glandulas hipofaringeanas
possuem papel importante na alimentacao da cria, uma vez sao responsaveis pela
producao de geléia real.

A determinacdo da concentracao critica de eletrdlitos contribui muito para a
identificacdo de alteragbes na cromatina dos insetos. Melo e Falco (1996)
pesquisaram a concentracdo critica de eletrdlitos nos nucleos de espermatozdides e
glandulas de espermateca de abelhas rainhas, com o objetivo de detectar diferencas
nas concentracdes para a cromatina destas células. O valor da concentragao critica
de eletrdlitos foi 0 mesmo para as diferentes células sométicas em andlise. Verificou-
se aumento do valor nos espermatozéides, onde se constata uma maior
disponibilidade de grupos fosfatos de DNA do que em células somaticas, sendo
conferida a diferenca de complexos de proteinas ( Melo e Falco, 1996).

O aumento de C.E.C. nos espermatozoides no interior da espermateca se da
devido a alterac6es adicionais apds o espermatozdlide penetrar o trato da fémea,
afetando o complexo de proteinas do DNA.

Falco e Mello (1999) verificaram o espermatozoéide de espécies conhecidas
e de espécies suspeitas como as de abelhas, ourico — do — mar, zangao e ra, de
apresentarem variantes de histona H1 a partir da afinidade com os seus complexos
de proteinas com o Azul de Toluidinana presenca de Mg2+. A C.E.C. para abelhas
ndo expressou relacdo filogenética particular, relacdo do material do ourico do mar
com histonas de cromatina de eritrocitos de galinhas. A C.E.C. de histonas de
cromatina de células de esperma onde ha presenca de H1 indicou uma grande
variabilidade nos complexos de DNA-proteina com pouco valor na filogenética.

O tratamento com com azul de toluidina a 0,025%, em Tamp&o Mac llvaine

pH 4,0, acrescido de MgCI2 em diferentes concentragbes, produziu importantes
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respostas de Basofilia nuclear das glandulas hipofaringeanas e do cérebro de Apis

mellifera, conforme pode ser observado no Quadro 2.

Quadro 2 - Respostas de Basofilia nuclear de glandulas hipofaringeanas e de
cérebro de Apis mellifera

CONTROLE F3A F4 B F3C

Cérebro GH Cérebro GH Cérebro GH Cérebro GH
AT sem . . . . . . . .
MgClI2 Vi Vi Vi Vi Vi Vi Vi Vi
AT + MgCI2 ' : ' : . : : .
0.02M Vi Vi Vi VilAz Vi Vi Vi Vi
AT+MQCI2  \un,  vilAz VilAZ  VilAz Vi Vi VilAz  VilAz
0,05 M
AT + MgCI2 . . . . . . . .
0,08 M VilAz VilAz Vi Vi Vi Vi VilAz VilAz
AT + MgCI2 ' . . . . . . .
0.10 M Vi Vi Vi VilAz VilAz VilAz VilAz Vi
'81;24- I\I>I/| gcl2 Az/Ve Az/Ve VilAz Az/Ve VilAz Az/Ve VilAz Az/Ve

AT+MQCI2Z iz  viaz ViiAz  VilAz  VilAz  VilAz  VilAz
0,15 M

AT + MgCI2 ' . . . .
0.20 M Vi Vi Ve Az/Ve VilAz - VilAz VilAz
AT + MgCI2 . . . .

0.30 M - VilAz VilAz VilAz VilAz Ve Az/Ve -

Valor de
CEC 0,30 - 0,15 (01520 J— 0,30

Legenda: Vi: violeta, Az: azul, Ve: verde.

O desenvolvimento agricola apresenta um grande investimento, tanto nos
niveis de producdo quanto em areas cultivhveis, o que pode gerar grandes
consequéncias negativas, no momento em que as areas ampliadas afetam os
habitats de polinizadores, causando destruicdo nestas populacées. As abelhas sdo
insetos afetados de grande forma com a utilizacdo de inseticidas, comprometendo
seu trabalho e desenvolvimento no campo. Contudo, exitem varios métodos fisicos,
quimicos e bioldgicos que podem contribuir para a identificacdo de residuos de
inseticidas que afetam o equilibrio ambiental das abelhas. (Falco et. al, 2010).

A representacdo ecologica das abelhas € de grande importancia. As abelhas
afetadas pelos inseticidas provocam mudancas no meio onde vivem, pois estes
insetos representam um grupo bioindicador e respondem as alteracbes ambientais

proporcionadas pelo ser humano.
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O alto indice de mortalidade de abelhas no mundo tem causado grandes
preocupacgdes. Pesquisas tém evidenciado que o uso indiscriminado de inseticidas,
o desmatamento e a poluicdo sdo os principais fatores causadores dessas mortes.
Essas mortes, em tempos ndo muito remotos, serdo responsaveis por grande
desequilibrio ecoldgico e grandes perdas na producdo de produtos importantes para

os humanos (Fermino et. al, 2011).
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5. CONCLUSOES

a) O tratamento cronico com tiametoxam 1% causou inicialmente alteracdes
comportamentais nas operarias.

b) Ap6s um periodo de 25 dias em tratamento crénico com tiametoxam 1%,
0s nucleos voltaram as suas atividades normais.

c) Os testes de toxicologia e CEC mostraram que as rainhas selecionadas e
mantidas em tratamento crénico com tiametoxam 1% estédo se tornando tolerantes a

esse neonicotinoide.
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