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RESUMO

IWASAKA, G. K. Analise do efeito subletal de produtos comerciais de
Abamectina e Difenoconazol em abelhas da espécie Melipona scutellaris
(Latreille, 1811) com o auxilio do software de video rastreamento SACAM. 2020.
84 f. Monografia (Trabalho de Conclusdo de Curso) - Curso Engenharia Ambiental,
Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2020.

Evidéncias apontam para o declinio do nimero de abelhas em todo o mundo, resultado de
fatores antropogénicos como o0 uso de agrotoxicos. Neste estudo utilizou-se 0 SACAM,
software de video rastreamento para o uso com insetos praga, de modo a avaliar os efeitos
subletais, em especial a locomogdo como resposta fototropica, pela exposicdo topica em
abelhas aos produtos comerciais de Abamectina e Difenoconazol, Kraft 36 EC e Score 250
EC respectivamente. Foram utilizadas, individualmente, concentragdes baseadas na DLso dos
agrotoxicos, fragdes de 10% da DLso e doses baseadas em recomendacfes de aplicacdo em
campo, bem como a mistura de ambos os agrotéxicos. Observou-se mortalidade precoce em
praticamente todas as amostras e também alteracées no padrdo de resposta ao inicio do
teste, com reducdo de 7 a 54,16% no numero de abelhas que reagiram a presenca de luz
dentre as amostras contaminadas. As amostras contaminadas com o Kraft, Score e a mistura
destes apresentaram alteracéo estatistica relevante quanto a Velocidade Angular Média, e a
analise das médias de Tortuosidade, Velocidade, Distancia Percorrida e Velocidade Angular
sugere alteragbes nos padrbes de comportamento como hiperatividade, sendo este mais
comum em doses aplicadas maiores e letargia, efeito oposto observado em algumas doses
de menor concentragdo. Por fim, validou-se o software utilizado com a proposi¢cdo de
melhorias organizacionais e estruturais para replicagdo do teste e obtencdo de resultados

mais consistentes.

Palavras Chave: Abelhas nativas. Efeitos de toxicidade. Abelha - comportamento. Video

rastreamento. Agrotoxicos.






ABSTRACT

IWASAKA, G. K. Analise do efeito subletal de produtos comerciais de
Abamectina e Difenoconazol em abelhas da espécie Melipona scutellaris
(Latreille, 1811) com o auxilio do software de video rastreamento SACAM. 2020.
84 f. Monografia (Trabalho de Conclusdo de Curso) - Curso Engenharia Ambiental,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos, 2020.

Evidences indicate the bee population declining all over the world as a result of anthropogenic
factors such as pesticides use. In this study a video tracking software used to monitor pests
called SACAM was used to evaluate sublethal effects as phototropic motion responses caused
by topic exposure to the commercial products of Abamectin and Difenoconazole known as
Kraft 36 EC and SCORE 250 EC. Concentrations based on pesticides LDsy, 10% LDso
fractions, field application based doses and both pesticides mixtures were used. Early mortality
was observed in most samples as well as pattern alteration to test start with a decline from 7
to 54.16% of bees that reacted to the presence of light among the contaminated samples.
Kraft, Score and the mixtures contaminated samples had statistically relevant alterations to
Angular Speed. The analysis of the averages Tortuosity, Speed, Distance and Angular Speed
suggests behavioral pattern alterations such as hyperactivity and even the opposite effect:
lethargy. Hyperactivity was commonly found on samples contaminated with higher doses and
lethargy among the smaller concentrations samples. Finally the software was validated and
organizational and structural changes were suggested as a manner to improve test replication

and achieve more consistent results.

Keywords: Native bees. Toxicity effects. Bee - behaviour. Video tracking. Pesticides.
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1. Introducéao

O Brasil, um pais de imensa biodiversidade apresenta uma grande riqgueza de
abelhas nativas sem ferrdo, com destaque para a tribo Meliponini, que € um grupo de
abelhas eussociais de grande importancia (KERR et al., 1996), uma vez que seu
trabalho de polinizacdo auxilia na renovacéao das florestas tropicais como também
para a melhoria da producédo de muitas culturas agricolas. Outra espécie bastante
difundida no pais é a exotica Apis mellifera, introduzida no século XIX para a producao
de cera (KERR et al., 2011).

Estudos apontam que cerca de 35% da producdo agricola mundial seja
dependente de agentes polinizadores, como as abelhas (KLEIN et al., 2006),
porcentagem que pode até aumentar ao se considerar apenas as lavouras destinadas
para o consumo humano, segundo a FAO (2020). Para plantas agricolas de grande
importancia econdmica e social a auséncia de polinizadores como abelhas pode
significar a auséncia de reproducdo ou frutificacbes pequenas e insuficientes
(BRADBEAR, 2009; KLEIN et al., 2006).

Deste modo, a importancia da preservacdo e manutencdo dos agentes
polinizadores ndo esta somente relacionada a preservacao da biodiversidade, como
também esta intrinsecamente relacionada a economia e seguranca alimentar da
espécie humana.

No caso das abelhas sem ferrdo, sua manutencao esta associada a polinizacéo
de 40 a 90% de toda flora nativa, dependendo do ecossistema em questao, incluindo
espécies alimenticias e de interesse econdmico (KERR et al., 1996).

Colocando em risco seu importante servico ambiental, evidéncias apontam
para o declinio das populacdes de abelhas no mundo todo, em especial as selvagens,
fenbmeno atribuido majoritariamente aos fatores antropogénicos (BROWN; PAXTON,
2009). No Brasil, segundo Kerr et al. (2001), as principais causas atribuidas a
diminuicdo das populacdes de abelhas nativas estdo relacionadas a supressao e
fragmentacao de habitats, a exploracdo das abelhas, comercial ou néo, e ao uso de
agrotoxicos.

A contaminacado por agrotoxicos esta relacionada a diminuigdo expressiva da
populacdo de abelhas e ao desaparecimento de coldnias inteiras (VANENGELSDORP

et al, 2009). Aplicacdo de maneira incorreta, concentragbes acima das
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recomendadas, persisténcia ambiental e acuamulo nos tecidos plantares e cadeia
alimentar ameacam a manutencao destes polinizadores (ALMEIDA et al.,, 1985;
GOMES et al., 2020; CARVALHO, 2017).

O presente estudo objetiva a espécie Melipona scutellaris (Latreille, 1811)
conhecida popularmente como “urucu” ou “urugu-nordestina”. Considerada uma
espécie de tamanho grande (NOGUEIRA-NETO, 1997) e corpo robusto (VIANA,
2020), é originaria das matas Uumidas e subumidas do nordeste brasileiro (ALVES et
al., 2012) e sua capacidade tanto como produtora de mel, como polinizadora de
espécies nativas e exoticas faz com que esta possua grande importancia econémica
e ambiental (KERR et al., 1996).

O estudo tem como foco avaliar o impacto da exposi¢cao a doses subletais de
um inseticida (Abamectina) e um fungicida (Difenoconazol), ambos de uso agricola
sobre a capacidade locomotora da espécie. A Abamectina € um quimico da familia
das Avermectinas de efeito acaricida, inseticida e nematicida amplamente utilizada na
agricultura (ANVISA, 2020a). Seu mecanismo de funcionamento consiste na atuagéo
sobre o neurotransmissor inibitério GABA (acido gama amino butirico) e sobre os
canais de cloro dos receptores glutamato (GIuCl) (BAl;, OGBOURNE, 2016). O
Difenoconazol € um fungicida da familia dos triazéis de elevada importancia ambiental
pela sua baixa degradabilidade (LEWIS et al., 2016) e longa permanéncia em solos e
corpos hidricos (WANG et al.,, 2011; BROMILOW et al., 1999) e apesar de ser
considerado téxico para mamiferos e organismos aquaticos, apresenta risco
considerado baixo as abelhas meliferas (LEWIS et al., 2016).

Dada a grande relevancia ambiental e agricola da espécie Melipona scutellaris
e o amplo uso na agricultura dos agrotoxicos citados, tem-se em questdo a
necessidade do estudo da interacéo entre eles e o quanto esta interacao pode afetar
na mobilidade e capacidade de orientacdo apOs exposicdo. Para registrar o
comportamento das abelhas apds a exposicéo foi utilizado o software SACAM, que
como ferramenta de video rastreamento pode ser utilizada no estudo do
comportamento animal permitindo exatidao e flexibilidade de anélises. Tal recurso ndo
possui efeito sobre a movimentacdo e nem o comportamento animal (AKAKA;
HOUCK, 1980) e sao independentes do discernimento do pesquisador, apresentando
reprodutibilidade nas analises (NOLDUS et al., 2001). Destaca-se que a ferramenta
utilizada, de desenvolvimento da Embrapa, ainda n&o foi validada com testes em

abelhas, sendo tal validagdo também um objetivo do estudo.
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2. Objetivos

No presente trabalho, buscou-se avaliar a acdo dos efeitos subletais dos
produtos comerciais dos agrotoxicos Abamectina e Difenoconazol a partir da

aplicacao topica em campeiras da espécie Melipona scutellaris.

2.1 Objetivos Especificos

e Montar, testar e adaptar um sistema denominado de Raia para uso acoplado
ao registro de imagens;

e Realizar o0 estudo investigativo e de potencialidades dos recursos do software
SACAM: exigéncias fisicas, Opticas, recursos estatisticos e resultados gerados;

e Aplicar teste de toxicidade tépica utilizando os produtos comerciais Kraft, Score
e a mistura, em abelhas adultas de M. scutellaris;

e Aplicar a metodologia integrando Raia, Imagens, Abelhas e SACAM para

avaliar efeito na capacidade locomotora das abelhas.
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3. Revisédo Bibliogréfica

3.1 Polinizagéo por abelhas

O processo de polinizacéo, quer seja abiotica ou bidtica, desempenha um papel
vital na perpetuacédo das plantas. Por meio da polinizacdo, sementes séo geradas e a
perpetuacdo da espécie pode ser garantida (BARFIELD, 2010).

A polinizacao pode ser compreendida como a transferéncia do poélen, presente
nas anteras, para o estigma. Existem espécies que apresentam autofecundacéo, mas
na sua auséncia, agentes externos devem realizar o deslocamento dos grédos de
pélen. Para algumas plantas a polinizacao pode acontecer com a utilizagdo exclusiva
de algum agente externo, enquanto outras utilizam-se de uma combinacéo destes
(BRADBEAR, 2009).

Os agentes externos podem ser naturais, como o0 vento, como também uma
imensa variedade de agentes biodticos. Dentre os agentes polinizadores animais
conhecidos estdo mamiferos, aves e insetos, com destaque para as mais de vinte mil
espécies de abelhas selvagens (FAO?, 2020).

Angiospermas, que tipicamente reproduzem-se de maneira sexuada
(BARFIELD, 2010), sdo amplamente beneficiadas pela polinizacao por abelhas, fato
explicado pela grande diversidade morfolégica ou comportamental do grupo de
insetos. Enquanto evolutivamente abelhas e angiospermas estdo intimamente
conectadas, caracteristicas morfolégicas como cor, presenca de aroma e néctar,
formato e acessibilidade ao poélen das flores resultaram, em alguns casos, na
realizacdo da polinizacao exclusividade das abelhas (PINHEIRO et al., 2014).

Conhecidas como entomdfilas as plantas polinizadas por insetos e melitéfilas,
as que séo polinizadas por abelhas (PINHEIRO et al., 2014) tendem a possuir certas
caracteristicas especificas como a floragdo diurna, aroma mais suave em comparacao
as com floracéo e polinizagcédo noturna, tubos de néctar ndo maiores que 2cm, areas
de pouso para abelhas e coloracdo variada, como azul, amarela e branca, mas
raramente vermelha (BRADBEAR, 2009).

Nestes casos, a eficiéncia das abelhas se da pelo grande numero, fisico e
capacidade de forragear uma espécie por vez (BRADBEAR, 2009).

A polinizagdo pode ser ainda mais dependente da atuacdo das abelhas.

Angiospermas com anteras poricidas ou envolvidas em disposicao a deixar apenas
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um pequeno orificio petalar de acesso, necessitam de um polinizador fisicamente
adaptado a acdo (HOLSTEIN; GOTTSCHLING, 2018). A acdo conhecida como
“Buzz-Pollination” ou Polinizagdo por Vibragao, capaz de polinizar tais angiospermas,
consiste no movimento vibratorio produzido pelo relaxamento e contracdo dos
musculos indiretos de voo e consequentemente 0 movimento toracico e é realizado
exclusivamente por abelhas fémeas (NADIA; MACHADO, 2005).

3.2 Importancia dos agentes polinizadores

Em ambientes naturais a participacdo animal é de vital importancia para que
ocorra a polinizacao de certas espécies. Ambientes fechados pela densidade vegetal
como florestas tropicais onde o sombreamento impede muitas vezes que ocorra
floracdo no solo, falta de ventos para carregar o polen, distancias muito grandes ou
floracbes muito rapidas, como as das florestas temperadas europeias, impedem que
0 processo ocorra na auséncia de agentes bitdticos (BRADBEAR, 2009).

Com relacdo a producdo agricola os polinizadores sao essenciais a producao
de muitos dos frutos, vegetais, castanhas e 0leos que garantem variedade e
micronutrientes a alimentacdo (FAO?, 2020) e sdo consequentemente vitais para a
qualidade de nutricdo humana (BRUNET, 2019).

Ainda que aproximadamente, em volume, 60% da producédo agricola mundial
nao depende da polinizagdo animal, como no caso de gréos e cereais, 35% da
producdo agricola é diretamente dependente da polinizacdo animal (KLEIN et al.,
2006). Dados da FAO! mostram que aproximadamente 75% das lavouras de frutas e
sementes para consumo humano sejam dependentes da acdo de agentes
polinizadores (FAO?!, 2020). Além disso, interferem positivamente também na
producao de carne e laticinios sendo as abelhas os principais polinizadores da alfalfa,
um dos maiores componente para a alimentagéo de gado e frango no hemisfério Norte
(BRUNET, 2019).

Para determinados cultivos de grande valor comercial e importancia social
como castanha-do-brasil, baunilha, cacau, melancia, meldo, macadamia, kiwi e
maracuja, a acdo dos polinizadores € essencial para que ocorra a reproducéo (KLEIN
et al., 2006). Para variedades como morango e maca, que requerem um determinado

namero de graos de polen para que ocorra a fertilizacdo completa, um numero
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insuficiente de visitas de abelhas resulta em um desenvolvimento insuficiente de
sementes e também frutificacdes menores (BRADBEAR, 2009)

Em termos econdmicos diversas abordagens diferentes de pesquisas sugerem
diferentes, porém igualmente significativos impactos econdmicos dos polinizadores
sendo as abelhas os mais importantes polinizadores de monoculturas no mundo todo
(WATANABE, 1994).

Seguindo uma abordagem bioeconomica, que integra a relacdo de
dependéncia com polinizadores sobre as 100 variedades classificadas mundialmente
como alimentos, o valor econémico da polinizacdo na producéo é estimado entre 235
a 577 bilhdes de dolares anualmente (FAO3, 2016).

Dados mais antigos, dos EUA, de 1994, ja avaliavam a participacdo dos
polinizadores em 10 bilhdes de ddlares anuais em safras como améndoa, magé e
alfafa (WATANABE, 1994). Pesquisas anteriores, de 1992, estimaram os ganhos
sociais anuais relacionados a producéo agricola atribuidos as abelhas entre 1,6 e 5,7
bilhdes de ddlares nos EUA (SOUTHWICK; SOUTHWICK, 1992).

Um estudo americano realizado no estado de Nova Jersey em 2005, com
produtores de melancia, onde o valor anual da producéo chega a, aproximadamente,
7,64 milhdes de dolares por ano, atribui aproximadamente 4,74 milhdes de dolares
por ano a polinizacdo realizada por abelhas nativas, em consideravel declinio na
regido. O mesmo estudo também avaliou um custo de aproximadamente 210 mil
dolares anuais apenas com o aluguel de abelhas meliferas para a substituicdo das
espécies nativas quanto a seus servigcos ambientais (WINFREE et al., 2011).

Nem todos os ganhos humanos da acdo das abelhas e demais polinizadores
podem ser quantificados ainda. A seguranca alimentar futura do planeta é
extremamente dependente da manutencdo dos ecossistemas e da agricultura
sustentavel (UN, 2015) e a industria farmacéutica, altamente dependente da
biodiversidade, fonte de compostos muitos dos quais ainda n&o conhecidos, podem
ser profunda e negativamente afetadas pelo declinio da acdo destes agentes
(BRUNET, 2019).

3.3 Abelhas Sociais Nativas do Brasil

Enquanto existem inumeras evidéncias da ameaga e declinio das abelhas

meliferas (Apis mellifera) por parte do uso de pesticidas, parasitas e sindromes, as
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abelhas nativas do Brasil sofrem com as constantes ameacas a integridade de seus
ecossistemas, com o avanco das cidades e a agricultura.

O grupo de abelhas nativas eussociais do Brasil é representado pela Tribo
Meliponini, popularmente conhecidas como abelhas sem ferrdo. S&o responsaveis por
até 90% do sucesso reprodutivo de arvores nativas de fecundacéo cruzada e de 40%
a 90% da polinizacéo de toda flora nativa, dependendo do ecossistema (KERR et al.,
1996).

Além da auséncia de ferrdo, pelo fato de este ser atrofiado, diferem das outras
abelhas também pela presenca de ninhos feitos em &arvores, em fendas, ou
pendurados em galhos, ndo constituem células reais e a entrada dos ninhos esta
quase sempre coberta com alguma estrutura, de terra ou geoprépolis (NOGUEIRA-
NETO, 1997). No territério brasileiro, tem-se o conhecimento de mais de 400 abelhas
sem ferrdo eussociais de diferentes habitos de nidificacdo, tamanho de ninhos, cores,
formas e tamanhos (SANTOS, 2010).

Dentro da subfamilia Meliponinae existem, dentre 52 géneros, 300 espécies
espalhadas pelas regifes Tropicais do hemisfério Sul, estando aproximadamente 100
dessas espécies ameacadas de extincdo dada a destruicdo de habitats. No continente
americano, estao distribuidas do Rio Grande do Sul ao México (KERR et al., 1996).

Sua organizacdo social, em colénias de numero populacional variavel,
dependendo da espécie (NOGUEIRA-NETO, 1970), é dividida em castas, sendo a
rainha responsavel pela coesdo da coldénia e postura de ovos, os machos
responsaveis pela copula da rainha e as operarias ou obreiras responsaveis pelas
outras funcdes necessarias tais como limpeza, alimentacdo da rainha, protecdo da
colonia, coleta de recursos externos e construcao das estruturas internas e externas
(VENTURIERI, 2008).

3.3.1 A espécie Melipona scutellaris (Latreille, 1811)

O manejo da espécie conhecida popularmente como “urugu”, “urugu-
verdadeira” ou “urugu-nordestina” remonta a antes da chegada dos colonizadores
portugueses no Brasil, sendo praticada por diversas tribos indigenas. Seus produtos
como o mel apresentam o maior interesse econémico para a meliponicultura, bem
como sua capacidade de coletar pélen e realizar polinizacdo, de grande importancia
ambiental (KERR et al., 1996).
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Segundo Viana (2020), a morfologia das operarias consiste em comprimento
de 10 a 12 milimetros, um corpo robusto, vértice marrom-amarelado com pelos
abundantes de cor amarelo-ruivos e clipeo levemente convexo. A cabecga, abdémen
e o térax sdo escuros, sendo este Ultimo coberto com pelos densos amarelo-dourado.

O nome popular “urugu” é também atribuido a diversas outras espécies de
abelhas da fauna brasileira (NOGUEIRA-NETO, 1970), comumente associadas as
espécies de tamanho grande (NOGUEIRA-NETO, 1997), e por este motivo, algumas
informacdes relacionadas a sua distribuicdo podem se apresentar equivocadas,
ocorrendo naturalmente na regido Nordeste do Brasil (ALVES et al., 2012).

Estudos mostram a relacdo entre a ocorréncia natural desta espécie com a
vegetacao de florestas Umidas e subumidas e também com a presenca de arvores
com grandes vazios e fendas, caracteristica que propicia sua ocorréncia mesmo em
areas de transicdo (ALVES et al., 2012). A umidade relativa também se mostra um
importante fator a atividade de voo, sendo intensificada nos periodos com maior
umidade relativa (SILVA et al., 2011).

3.4 Ameacas as Abelhas Nativas

Em contrapartida a sua imensa importancia econdmica e ecolégica, o declinio
das populacbes de abelhas, em especial as selvagens, se mantém em crescente e
ritmo acelerado e esta diretamente relacionado a fatores antropogénicos (BROWN;
PAXTON, 2009) e majoritariamente ligada a fatores econémicos (BARBOSA et al.,
2017).

Além disso, a falta de informacéo acerca de sua importancia somada a baixa
producéo de mel, que para muitos ainda € o Unico valor econémico das abelhas, em
comparacdo com a Apis mellifera faz com que poucos se interessem pela
conservagao e manejo racional das abelhas sem-ferrédo (LOPES et al., 2005).

Em nivel global, fatores como perda, destruicdo e fragmentacdo de habitats,
doencas, insercdo ou invasao de espécies exoticas e mudancas climaticas séo
atribuidos como os principais contribuintes para a diminuicdo das populacbes de
abelhas e biodiversidade em geral, bem como a interacdo entre todos estes fatores
(BROWN; PAXTON, 2009). A revisao de dados historicos gerados na Inglaterra e EUA

mostraram também a correlacdo entre a diminuicdo de espécies de abelhas nativas



27

com a insercdo e utilizacdo de agrotoxicos e a implantacdo de grandes areas de
monocultura em ambos os paises (SANCHEZ-BAYO; WYCKHUYS, 2019).

Segundo Kerr et al. (2001) a diminuicdo populacional das abelhas nativas do

Brasil pode ser atribuida aos seguintes fatores:

Desmatamentos e exploracdo de madeira - Relacionam-se com a
diminuicdo expressiva de espacos para nidificacdo de cerca de 300
espécies e também com a oferta de alimento;

Queimadas - Diretamente relacionada com o desmatamento e
destruicdo direta de colbnias. Da-se atencao especial a rainha, que ao
nao conseguir voar, acaba por impossibilitar a colénia de se deslocar e
evitar a ameaca,;

Exploragdo do mel - Com intuito comercial ou ndo, a procura pelo mel e
técnicas incorretas utilizadas acabam culminando na destruicdo de
colbnias inteiras;

Fragmentacdo de habitats - A diminuicdo das areas de mata e de
colonias em determinado espaco se desdobram na diminuicdo da
variabilidade genética, necesséaria para manutencado a longo prazo das
populacoes;

Uso de agrotoxicos - O uso de agrotoxicos afeta diretamente o tamanho

das populacdes de abelhas nas areas aplicadas e proximas.
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A Lei Federal n.° 7.802 de 1989 (BRASIL, 1989) apresenta como definicdo de

agrotoxico:

Os produtos e os agentes de processos fisicos,
guimicos ou biologicos, destinados ao uso nos setores
de producéo, no armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protecao de
florestas, nativas ou implantadas, e de outros
ecossistemas e também de ambientes urbanos,
hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-
las da acdo danosa de seres vivos considerados
nocivos; Substancias e produtos, empregados como
desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores

de crescimento;

Os agrotéxicos podem ser classificados quanto a seu principio ativo ou

especificidade e a praga de destinacéo tais como Inseticidas, Larvicidas, Herbicidas,
Fungicidas, entre outros (ALMEIDA et al., 1985).

pY

A classificacdo quanto a sua toxicidade para humanos baseia-se na Dose
Média Letal (DL50), por via oral para ratos (BARRIGOSI, 2020), variando entre as
Classes 1 a 5, sendo 1 considerada “Produto Extremamente Toxico” e a 5 “Produto
Improvavel de Causar Dano Agudo” (ASCOM/ANVISA, 2019), como representado na

tabela 1.

Tabela 1. Classificagdo dos agrotdxicos quanto a toxicidade.

Classe Classificacéo
1 Produto Extremamente Toxico
2 Produto Altamente Tdxico
3 Produto Moderadamente Téxico
4 Produto Pouco Toxico
5 Produto Improvavel de Causar Dano Agudo

Fonte: ASCOM/ANVISA (2019).
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Dentro do contexto de modelo de producao vigente e o aumento da populagéo
mundial, assim como a consequente demanda por alimentos, os agrotoxicos
proporcionaram um aumento da producdo mundial e da produtividade das lavouras
(CARVALHO, 2017).

Mesmo com dados comumente associados a conflitos de interesse e
subnotificacdes, o Brasil ainda consta entre os principais consumidores mundiais de
agrotoxicos. No setor, a expansdo do mercado brasileiro das ultimas décadas figurou
em aproximadamente 190%, em comparacdo com 0s 93% da média mundial
(RIGOTTO et al., 2014).

Segundo dados da FAQO?, entre os anos de 2010 e 2017 o uso total de
agrotoxicos no Brasil foi de aproximadamente 360 mil toneladas. Os mesmos dados,
no mesmo periodo de tempo, revelam uma média nacional anual de 5,81 kg de
agrotoxicos por hectare (Figura 1). No mesmo periodo a média mundial ndo superou
os 2,68 kg/hectare (FAO?, 2020).

Figura 1. Uso médio de agrotoxicos por area de lavoura de 2010 a 2017 no Brasil.
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Fonte: FAO?2 (2020)

Outras bases de dados tais como o Ibama, revelam dados ainda maiores.
Boletins anuais demonstram quantidades em torno de 500 mil toneladas anuais de
agrotoxicos comercializados, chegando a 549.280,44 toneladas no ano de 2018
(IBAMA, 2018).

O uso de pesticidas quimicos, no geral, ndo se concentra apenas em areas
rurais e ao uso agricola. Seu uso em areas urbanas se concentra no controle de
pragas como mosquitos e outros vetores de doencas bem como em seu uso

domeéstico como jardins e gramados. Essa configuracdo caracteriza-se pelo uso de
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doses maiores que o recomendado, de maneiras muitas vezes ndo intencionais
(MEFTAUL et al., 2020).

Agrotoxicos sdo sinbnimo de uma importante preocupacdo com saude publica
visto a elevada quantidade de pessoas envolvidas e expostas desde sua fabricacéo,
aplicacdo no campo, aplicacdo urbana e todas as suas areas adjacentes. Somam-se
ao problema todos os consumidores de alimentos contaminados com seus residuos
(RIGOTTO et al., 2014).

A questdo a saude publica se torna mais complexa ao aprofundar a temética.
Trabalhadores envolvidos na aplicacdo encontram-se comumente mal protegidos,
sem 0S equipamentos necessarios e sem a instrugcdo necessaria para aplicacao
correta (ALMEIDA et al., 1985) e diferentes métodos de aplicacdo, como o aéreo,
podem atingir facilmente areas nao desejadas (PAN et al., 2019).

Esses quimicos, no geral, possuem a capacidade de impregnar e persistir nos
tecidos das plantas, podem infiltrar os solos e atingir corpos hidricos contaminando-
0s e sdo passiveis de bioacumulacdo na cadeia alimentar (GOMES et al., 2020).
Posteriores a aplicacdo, alguns agrotdéxicos podem ainda sofrer transformacdes
guimicas ou serem metabolizados por microrganismos, por exemplo, aumentando sua
toxicidade ou sua persisténcia no ambiente (CARVALHO, 2017). Tais capacidade
podem aumentar o alcance destes em relacdo a outros ecossistemas e também

exercer efeito toxico sobre diversas espécies ndo desejadas (CARVALHO, 2017).

3.5.1 Efeito sobre Polinizadores

Uma vez aplicados e inseridos no ambiente, os agrotoxicos podem afetar as
abelhas e outros agentes polinizadores de diversos modos, podendo ocasionar em
sua mortalidade direta ou indireta.

A acdo dos agrotoxicos associada a técnicas de monocultura pode diminuir
consideravelmente, dependendo da espécie botéanica, a abundancia de néctar e pélen
e também a oferta de locais de reproducéo e nidificacdo. A distribuicdo de pdlen e a
diminuicdo de tipos polinicos associados a menos espécies afetam em nivel local e
regional a populacéo de polinizadores (PINHEIRO; FREITAS, 2010; OSBORNE et al.,
1991).

Segundo PINHEIRO e FREITAS (2010) a principal causa direta de mortalidade

de abelhas (efeito agudo) se da pelo contato, oral ou tépico, durante o forrageamento
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de plantas contaminadas pela aplicacdo de determinados pesticidas. Outros fatores
como a presenca das abelhas na hora da aplicacdo, concentracdes utilizadas,
métodos de aplicacdo e a presenca de agentes naturais como chuva e vento podem
agir como agravantes para expor as abelhas a contaminantes (PORRINI ET AL.,
2003).

A constante busca por agua, néctar e polen para a manutencéo da colénia e a
grande area coberta na atividade de forrageamento faz com que estes insetos néo-
alvo entrem em contato, quando ndo com doses letais, com doses subletais que
podem afetar o desenvolvimento e salude de toda coldnia. Residuos de pesticidas
foram encontrados em amostras de pdélen coletadas por abelhas e outros subprodutos
recolhidos nas colmeias (OLIVEIRA et al., 2016; SKERL et al., 2009) revelando a
exposi¢cdo ndo s6 da campeira como também possivelmente da col6nia toda e seu
impacto negativo ao desenvolvimento da mesma (SKERL et al., 2009), estando ligado
as principais causas do desaparecimento de coldnias inteiras, fenébmeno conhecido
como Colony Collapse Disorder (CCD) (VANENGELSDORP et al., 2009).

Efeitos comportamentais causados pela exposicdo subletal a diversos
agrotoxicos corroboram com as hipoteses do enfraquecimento dos individuos e
consequentemente das colonias inteiras. O registro de diversas variacdes
comportamentais compreende entre muitos outros efeitos, em abelhas Apis e também
em abelhas nativas do Brasil, a diminuicdo do forrageamento, diminuicdo da
frequéncia de remocao de rejeitos, diminuicdo na postura de ovos (WU-SMART;
SPIVAK, 2016; ALIOUANE et al., 2009), alteracao na velocidade média de locomocao
(PEREIRA, 2010), confusdo, déficits motores (JACOB et al., 2019), letargia,
dificuldades motoras, paralisia, superexcitacdo (MORAIS et al., 2018) e dificuldade
nas acdes de comunicacgao social e defesa de colonias (BOFF et al., 2018).

3.5.2 Abamectina

A Abamectina € um acaricida, inseticida e nematicida de uso agricola
(ANVISAL, 2020), sendo um dos principais e mais populares compostos quimicos da
familia das Avermectinas (BAI; OGBOURNE, 2016).

As Avermectinas foram primeiro obtidas a partir da fermentacdo do
Streptomyces avermitilis, de uma amostra de solo coletada proxima ao Golfo de
Kawano no Japdo (GERENUTTI; SPINOSA, 1997).
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Figura 2. Férmula Estrutural da Abamectina.

(i) R=-CH,CH, (avermectin B, )

(#) R =-CH, (avermectin B,,)

Fonte: ANVISA! (2020).

Pode ser empregado em diversas culturas, muitas delas de grande importancia
para a producdo brasileira. Segundo a ANVISA?! (2020) é indicada no emprego as
culturas de:

[...] algod&@o, amendoim, batata, berinjela, café, cana-
de-acgucar, cebola, citros, coco, cravo, crisantemo,
ervilha, feijdo, feijdo-vagem, figo, macd, mamao,
manga, melancia, meldo, morango, pepino, péra,
péssego, pimentdo, rosa, soja, tomate e uva [...] alho,

[...] cenoura, milho.

Sua aplicacdo pode ser foliar, no solo, bulbilhos e sulcos e no emprego ao
tratamento de sementes (ANVISA?! ,2020).

A Abamectina, como as Avermectinas, é classificada como uma neurotoxina,
atuando sobre o neurotransmissor inibitério GABA (4cido gama amino butirico) e
sobre os canais de cloro dos receptores glutamato (GIuCl) (BAl; OGBOURNE, 2016).

O blogueio do neurotransmissor GABA reduz a inibicdo neural levando a hiper
excitacdo do sistema nervoso central, causando tremores, hiperatividade e hiper
excitabilidade, enquanto o efeito sobre os receptores GIuCl faz com que este aumente
sua permeabilidade para os ions cloreto, resultando em um bloqueio entre os sinais
neurais e musculares (BLOOMQUIST, 2003).

As consequéncias aos invertebrados expostos sdo movimentos n&o-
coordenados, paralisia, inani¢cdo e morte (BAl; OGBOURNE, 2016).

Segundo Wislocki et al. (1989) estudos demonstraram a toxicidade aguda da

Abamectina para abelhas Apis mellifera com valores de CLso para 24h e 48h de 0,0017
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e 0,002 pg/abelha respectivamente, e DLso de 0,009 pg/abelha. Tal risco elevado a
espécie ndo-alvo levou a European Food Safety Authority a recomendar sua aplicacao
quando as lavouras ndo estivessem em época de floragio (EUROPEAN FOOD
SAFETY AUTHORITY, 2016).

3.5.3 Difenoconazol

O Difenoconazol é um fungicida de uso agricola, pertencente ao grupo quimico
dos Triazbis cuja férmula quimica bruta é Ci9H17CI2N3O3 (ANVISA?, 2020),

representada na figura 3.

Figura 3. Férmula estrutural do Difenoconazol.
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Fonte: ANVISAZ (2020)

Os triazois, cujo modo de acao consiste na inibicdo da biossintese dos esterdis,
sdo amplamente utilizados na agricultura e caracterizados por sua longa permanéncia
no solo (BROMILOW et al., 1999).

Sao classificados como quimicamente e fotoquimicamente estaveis e de baixa
biodegradabilidade (LEWIS et al., 2016) e, portanto, facilmente transportados ao solo
e aos corpos hidricos (LEWIS et al., 2016; WANG et al., 2011).
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Segundo a ANVISA? (2020), é empregado na aplicagédo foliar ou no tratamento

de sementes das seguintes culturas:

[...] abacate, abobora, abobrinha, alamo, alface,
algoddo, alho, ameixa, amendoim, anturio,arroz,
alstroeméria, aveia, azaleia, banana, batata, begonia,
berinjela, beterraba, boca de ledo, café, caju, caqui,
cebola, cenoura, cevada, citros, coco, couve-flor,
cravo, cravinea, crisantemo, ervilha, eucalipto, feijao,
figo, geranio, gérbera, girassol, goiaba, kalanchoe,
lisianthus, macd, mamao, manga, maracuja,
melancia, meldo, milho, morango, nectarina, pepino,
péssego, pimentdo, rosa, soja, tomate, trigo, uva e

violeta.

Segundo ANVISA? (2020) é classificado como classe 1 quanto a toxicidade.
Possui “risco moderado a alto” em mamiferos e “risco moderado a alto” a organismos
aquaticos como peixes, invertebrados e algas. Com relacdo a abelhas, seu risco €
considerado “baixo”, sendo a DLso oral menor que 177ug/abelha e DLso de contato
menor que 100 pg/abelha (LEWIS et al., 2016).

3.6 Fototropismo

Fototropismo pode ser definido como a mudanca de orientacéo, positiva ao
aproximar ou negativa ao distanciar, determinada por fatores externos, no caso, a luz.
No caso das plantas, o fototropismo € utilizado de modo a otimizar a absor¢céo de luz
solar e é predominantemente influenciado pela luz de cor azul (TAIZ et al., 2015).

Experimentos ja mostraram que este fendmeno também ocorre com abelhas.
Submetidas & um ambiente escuro e depois & um foco de iluminacdo, as abelhas
testadas seguiram positivamente a direcdo da luz, voando ou caminhando (WOLF;
ZERRAHN-WOLF,1934).

Outros experimentos e observacdes conduzidas mostraram uma reacao de
grande intensidade causada pela luz em abelhas, mesmo estas em condigdes
debilitadas ou ambientes n&o favoraveis, como frio intenso ou alta umidade e também

nas condic¢des de abelhas sozinhas ou como enxame (MINNICH, 1920).



35

A fototropia pode ser utilizada como forma de localizacdo e estudos citam
determinados comportamentos e movimentacdes, como dancas, de abelhas meliferas
utilizados para comunicar a presenca de alimentos, por exemplo, de acordo com
variagcOes da rotagcéo da Terra e posicédo do Sol (PIERCE; CHENEY, 2013).

Neste estudo, o fototropismo foi utilizado de modo a guiar as abelhas dentro de

um ambiente confinado.

3.7 Métodos de Avaliacdo de Efeitos Subletais em Abelhas

Dentro do campo da ecotoxicologia, existem diferentes técnicas aplicadas para
avaliacdo do comportamento cognitivo das abelhas, com a deteccao de alteracdes
nestes comportamentos provocadas pela exposi¢do subletal a pesticidas agricolas.
Esta andlise pode ser realizada nos ambitos individuais, sendo comuns as alteracdes
nos padrdes de locomocao e resposta a estimulos e no ambito social, com mudancas
no comportamento em relagdo a outros individuos, vitais para o funcionamento das
colénias (PHAM-DELEGUE et al., 2002).

As técnicas de registro podem ser ou ndo computadorizadas. Por exemplo, um
estudo realizado por Boff et al. (2018) sobre o comportamento de antenacao e
trofolaxia, foi realizada com base na observacéo e contagem manual das interacoes.
Wu-Smart e Spivak (2016) utilizaram contagem e observacdo de modo a avaliar o
comportamento de higiene e forrageamento de coldnias inteiras, apds contaminacao
com pesticidas, correlacionando os resultados com diferentes concentracdes e
tamanhos de colonias.

De maneira semelhante, Pereira (2010) utilizou-se de analises néao
computadorizadas de gravacdes de abelhas para estimar a velocidade de locomocéao
das abelhas contaminadas. Analises ndo computadorizadas também foram utilizadas
por Eeraerts et al.,, (2020) os quais objetivaram a observacdo dos padrbes de
forrageamento de abelhas na natureza, por meio da acao das abelhas de rotacao da
movimentagao e cronometragem.

Ainda que os métodos ndo computacionais apresentem baixo investimento,
facil aplicagdo e em alguns casos sejam a Unica possibilidade de detectar certos
comportamentos, nota-se, no entanto, que utilizam poucos parametros de analise,

sendo que os mesmos sdo, de certo modo, dependentes dos observadores e seu
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discernimento, e a replicacéo de tais experimentos néo € de todo garantida (NOLDUS
et al., 2001).

O uso de técnicas de registro por automacao para estudar o comportamento
cognitivo de muitos animais evoluiu rapidamente a partir de detectores simples usados
por Clarke, Smith e Justesen (1985) ou mesmo os aparelhos de ultrassom utilizados
por Akaka e Houck (1980) ou o sistema de radar Doppler e micro-ondas usado por
Martin e Unwin (1980), para sistemas cada vez mais complexos em capacidade de
deteccéo.

Dentro do universo das técnicas computacionais estdo os programas de Video-
Tracking ou rastreamento de video utilizados nos estudos de comportamento animal.
Atualmente, a técnica de rastreamento por video tem sido muito utilizada para medir
0 comportamento ou o0s deslocamentos de animais em laboratorio.

Programas de rastreamento por video foram introduzidos na década de 90 e
tém sido aprimorados para oferecer cada vez mais as vantagens dentre as técnicas
computadorizadas, como a flexibilidade, precisédo e exatidao, reprodutibilidade
(NOLDUS et al., 2001), além de ser possivel ampliar os parametros de andlise, sem
impor restricbes de movimento ou afetar o comportamento normal dos objetos em
estudo (AKAKA; HOUCK, 1980).

A utilizacdo de programas de Video-Tracking possibilitou Hassani et al. (2005)
e Teeters et al. (2012) o uso de multiplos par@metros de analise, a padronizacdo da
obtencéo de dados e o tratamento de um grande volume de informacdes. Hassani et
al. (2005) utilizaram-se das analises por video para acompanhar o deslocamento das
abelhas em intervalos de 5 segundo, enquanto Teeters et al. (2012) do monitoramento
por video durante 26 horas seguidas para monitorar as distancias percorridas, o tempo
gasto com alimentacao e o numero de interacfes sociais de um grupo de 32 abelhas.
Teeters et al. (2012) utilizaram-se do software pago EthoVisionXT desenvolvido pela
companhia neerlandesa Noldus (NOLDUS, 2020).

O presente estudo visa a utilizagdo do software SACAM, de analise de
imagens, desenvolvido pela Embrapa Instrumentacdo Agropecuaria em parceria com
a Embrapa Recursos Genéticos inicialmente para o0 uso com insetos praga, cujo
objetivo é a adaptabilidade a diferentes tipos de teste e também o baixo custo, sendo
disponibilizado gratuitamente pela desenvolvedora (RIBEIRO DA SILVA; JORGE,
2010; CAETANO et al., 2006).
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4. Método

4.1 Desenvolvimento Experimental

Todo o desenvolvimento experimental do projeto foi realizado no Centro de
Recursos Hidricos e Estudo Ambientais da Escola de Engenharia de Sdo Carlos
EESC-USP bem como no Instituto de Quimica de Séao Carlos IQSC-USP.

Para a realizacdo do teste final, no qual as abelhas foram submetidas a
contaminac@o e ao trajeto em uma estrutura denominada raia, realizaram-se pré
testes de modo a definir padrées e modificacdes necessarias a raia ja construida.

Inicialmente foi realizado um teste de anestesia com gelo, que ndo obteve
resultados satisfatérios e posteriormente com COz2, padronizado pelas diretrizes para
teste em abelhas Apis mellifera pela OECD. Definido o CO2 como agente
anestesiante, realizou-se um outro teste de modo a definir os menores tempos e
volumes do gas necessarios para o manuseio das abelhas.

Realizaram-se também testes utilizando a Raia e o software SACAM de modo
a definir os parametros de andlise e filmagem a serem utilizados além do manuseio
adequado da estrutura para que o teste fosse bem sucedido.

Dada as dimensdes da raia preexistente, que ndo comporta amostras inteiras
de 10 abelhas, decidiu-se por realizar o teste final em grupos de 5 abelhas, como
representado na Figura 4.

Figura 4. DivisGes para cada concentracao de agrotoxico.

P || P || P

10 Abelhas 10 Abelhas 10 Abelhas

3 réplicas de 10 abelhas

el BalBal i Bal | Bal | Bal

5 Abelhas 5 Abelhas 5 Abelhas 5 Abelhas 5 Abelhas 5 Abelhas

Subdivisoes para teste na raia

Fonte: Autor

Assim, de cada uma das 3 amostras de 10 abelhas, padronizadas para este

tipo de teste, subdividiu-se as abelhas em gaiolas de 5 individuos, totalizando 6
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gaiolas para cada uma das solucdes de agrotoxicos utilizadas. As amostras Controle
foram definidas como 5 amostras de 10 abelhas, totalizando 10 gaiolas contendo 5
individuos.

Os testes em raia foram realizados em 2 dias devido a duracao prolongada

destes.

4.2 Organismo Teste

Para a realizagdo do experimento foram utilizadas abelhas urugu-nordestina
Melipona scutellaris (Latreille, 1811), provenientes do Meliponario Experimental, no
Centro de Recursos Hidricos e Estudos Ambientais EESC USP, localizado no
municipio de Itirapina, estado de S&o Paulo (22,166812°S, 47,9020744°W).

Todos os organismos utilizados foram abelhas adultas, campeiras e de col6nias
saudaveis, em caixas proprias, como representado na Figura 5. Por col6nia saudavel
entende-se a auséncia aparente de parasitas, presenca da atividade de
forrageamento e atividades naturais, presenca de potes preenchidos com pdélen e mel

e rainha em postura.

Figura 5. Caixa contendo colénia de Melipona scutellaris.
W AW i 3

Fonte: Autor

As coletas foram realizadas no periodo da manha do dia anterior ao teste,
acompanhando a atividade de forrageamento natural, na saida das colonias,
utilizando gaiolas de teste plasticas acopladas a extensores plasticos (Figura 6). Para

a coleta dos organismos néo houve nenhum tipo de interferéncia ou estimulo para que
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as abelhas saissem da colmeia, garantindo que os testes fossem realizados apenas

com campeiras adultas e saudaveis.

Figura 6. Coleta de abelhas com gaiola e extensor plastico.

Fonte: Autor

As abelhas foram mantidas em gaiolas plasticas de 250ml, ventiladas e com
livre acesso a alimentacao por meio de tubos Eppendorf contendo algoddo embebido
em solucéo sacarose/agua (50%). A alimentacao foi mantida todo periodo ad libitum,
de modo a prolongar o bem-estar dos organismos para a realizagéo dos testes.

Apés a coleta, as gaiolas plasticas foram mantidas em incubadora a 28 + 1°C
e umidade controlada de 50 a 60% até a aplicagdo do contaminante e o teste de

locomocgéo, como representado pela Figura 7.

Figura 7. Gaiolas mantidas na incubadora sob ambiente controlado.

Fonte: Autor
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4.3 Teste de Anestesia

Seguindo protocolo da OECD para testes com Apis Mellifera a anestesia para
manejo das abelhas deve ser realizada com dioxido de carbono ou nitrogénio e sua
quantidade e periodo de exposicdo devem ser minimizados (OECD, 1998).

A escolha do CO2 se deu pela facilidade em obtencéo, ja disponivel no
laboratério, e para a minimizacdo da quantidade e exposicdo, foram realizados testes
preliminares de modo a definir o menor tempo possivel com efetiva anestesia (Figura
8).

Para a padronizacao da anestesia, definiu-se a vazao do cilindro de CO2 como
aproximadamente 0,5 L/min, o tempo de injecdo na gaiola-teste de 4 segundos e o

tempo de dispersdo do CO2, com gaiola fechada, de 5 segundos.

Figura 8. Abelhas anestesiadas sob observacéo.

Fonte: Autor

Os resultados obtidos no teste preliminar de anestesia, com os padrdes
utilizados, sdo apresentados na tabela 2 e no grafico do Tempo Necessario para

Retorno da Anestesia por NUmero de Amostras, na Figura 9.



coordenada como andar e voo).

Amostra 1 | Amostra 2 | Amostra 3 | Amostra 4 | Amostra 5 | Amostra 6 | Amostra 7
2min22s 6min02s 3min52s 5min01s 5min25s 58s 2min52s
21s 5min28s 1min54s 6minl10s 4min58s 1min30s 3min32s
3minl10s 6min 3min36s 2min56s 4min52s 3min03s 3min40s
2minl3s 5min06s 3min33s 3min53s 5minlls 4min32s 3min54s
2min50s 2min40s 2min32s 6minl2s 4min20s 6minl3s 4min03s
2min26s 55s 3min40s 5min55s 5min55s 6minl7s 4min04s

Fonte: Autor
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Tabela 2. Tempo registrado de anestesia completa (até que o individuo apresentasse movimentagao

Constatou-se no teste preliminar uma certa mortalidade ou elevada letargia ao

Figura 9. Tempo necessario para retorno da anestesia

Numero de amostras por tempo necessario para retorno pos

anestesia

Numero de individuos

0-50

51-100 101-150 151-200 201-250 251-300 301-350 351-400

Intervalos de tempo em segundo (s) para retorno da anestesia por CO2

Fonte: Autor

aumentar os parametros de teste: vazao, tempo de injecao e disperséo.

Para a conducao do resto do experimento, definiu-se um tempo de 7 minutos

para que as abelhas retornassem do estado de anestesia.
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4.4 Contaminacao

Os agrotoxicos escolhidos para a conducgdo deste teste foram a Abamectina e
o Difenoconazol.

Para o teste optou-se pelo uso da formulacdo comercial de ambos, de modo a
aproximar as condices reais de campo. Assim, utilizou-se o Kraft® 36 EC, 36g
Abamectina/L), marca pertencente a Cheminova Brasil Ltda e o Score® 250 EC, 2509
Difenoconazol/L e 23,6% (p/p) Difenoconazol, marca pertencente a Syngenta
Protecao de Cultivos Ltda, ambos de uso agricola.

Tanto o Kraft® 36 EC como o Score® 250 EC séo classificados como classe 1
toxicoldgica (extremamente toxico) e classe 2 quanto ao potencial de periculosidade
ambiental (produto muito perigoso ao meio ambiente) (SYNGENTA GLOBAL, 2020;
CHEMINOVA, 2020).

A contaminacao tépica foi escolhida para garantir a dose aplicada em cada
abelha, algo mais dificil de ser rastreado em testes de contaminacao oral.

Todas as concentragdes utilizadas foram definidas de modo a contaminar cada
uma das abelhas com 1 pL de solucéo e seguindo o protocolo da OECD para testes
agudo em abelhas (OECD, 1998), todas as solucdes foram preparadas com um
“wetting agent”, o Triton X-100, na concentracdo de 0,1% (v/v) em solucdo com agua.

A base tomada para a determinacao das concentrac¢des utilizadas foi o estudo
realizado por Brigante, J. (Dados ainda nao publicados) que determinou valores de
DLso, para as vias de exposicéo oral e topica dos ingredientes ativos Abamectina e

Difenoconazol para a espécie Melipona scutellaris (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de DLso, por contato, para Melipona scutellaris em pug i.a. /UL seus intervalos de

confianca de 95%.

Duracéo da Exposi¢céo
Pesticida
24h 48h 72h
Abamectina 0,079 (0,071 - 0,089) | 0,049 (0,045 - 0,055) N&o Possivel
Difenoconazol 67 (35 - 98) 9,6 (8,2-11) 9,2 (7,9-10)

Fonte: Brigante, J. (Dados ainda n&o publicados)
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De modo a observar apenas os efeitos subletais de ambos os produtos e
diminuir os efeitos de mortalidade utilizou-se também uma diluicdo em 10% das doses

subletais apresentadas (DLso) no periodo de 48h (Tabela 4).

Tabela 4. Concentracdes utilizadas em teste, derivadas da DLso tépica dos ingredientes ativos.

Agrotoéxico Concentragéo pg i.a/pL
Abamectina 0,0049 (~0,005)
Difenoconazol 0,96 (~1)

Fonte: Autor

Adicionou-se também uma concentracdo, para cada produto, baseada nas
doses aplicadas em campo do produto comercial, simulando uma concentracéo
semelhante e mais proxima a real. As doses resultantes foram baseadas em

diferentes culturas, todas de relevante interesse a espécie e correspondéncia

geografica, para cada um dos agrotoxicos (Tabelas 5 e 6).

Tabela 5. Culturas e dose recomendada para estimar uma concentracdo de campo.

Dose recomendada em mistura
Cultura i
para 100L de agua
Citrus 12,5mL
Kraft 36 EC .

Maca 45mL

Mamao 40mL
Tomate 35mL

Fonte: Cheminova (2020).

Para a determinagdo da dose de campo do Kraft 36 EC utilizou-se a média
aritmética das doses recomendadas para as culturas selecionadas (Tabela 5), e o
desvio padréo desta.

Possivel dose de campo = 33,125 + 12,42 mL/100I
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A dose escolhida foi a maior dose dentro do intervalo, sendo 45,55 mL/100L de

agua ou 0,0164 pg i.a./uL em solucéo.

Tabela 6. Culturas e dose recomendada para estimar uma concentracdo de campo.

Cultura

Dose recomendada em mistura

para 100L de agua

Café

35mL / 100L agua

Citrus

20mL / 100L agua

Score 250 EC .
Magca

14 mL /100L &gua

Mamaéo, Péssego e Pimentéo

30mL / 100L agua

Manga, Tomate

50mL/ 100L agua

Rosa

60mL/ 100L agua

Fonte: Syngenta Global (2020).

Para a determinacéo da dose de campo do Score 250 EC utilizou-se a média

aritmética das doses recomendadas para as culturas selecionadas (Tabela 6), e o

desvio padréo desta.

Possivel dose de campo = 34,83 + 16,025 mL/100L

A dose escolhida foi a maior dose dentro do intervalo, sendo 50,86 mL/100L de

agua ou 0,127 ug i.a./uL em solucdo.

Por fim, adicionou-se também duas concentra¢cdes de mistura de modo a

observar a possivel interagdo entre os produtos. Para a determinacdo destas doses a
DLs0o/10 do SCORE 250 EC foi mantida, adicionando a DLso do Kraft 36 EC e a média

de campo determinada em cada uma das misturas.
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Tabela 7. Resumo das concentracdes utilizadas no experimento.

Produto Utilizado

Descricao da Concentracéo

Concentracao pg i.a./uL

Topico

DLso 0,05
KRAFT 36 EC DLso/10 0,005
Média Campo 0,0164
DLso 9,6
SCORE 250 EC DLso/10 0,96 (~1)
Média Campo 0,127

Mistura

DLso/10 SCORE + DLso KRAFT

1 pg Score /uL + 0,05 pg
Kraft/pL

DLso/10 SCORE + Média Campo
KRAFT

1 ug Score /uL + 0,0164 g
Kraft/pL

Fonte: Autor

Contaminou-se as abelhas na regido do térax apds anestesia por CO2 na

prépria gaiola, por aproximadamente 8 segundos.

De modo a viabilizar a contaminacédo, optou-se por utilizar uma gota de 4 pL,

com maior espalhamento e melhor vazao da pipeta. Deste modo, no dia determinado

para a aplicacdo, todas as solucdes foram diluidas em 25%, preservando as doses

iniciais pretendidas.

4.5 Raia e Teste de Locomocgéo

A estrutura do teste de locomocéo das abelhas foi baseada na utilizada por

Pereira (2010) com abelhas Apis mellifera.
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Figura 10. Estrutura de raias utilizada por Pereira (2010).

— — —

Fonte: Pereira (2010).

A estrutura consiste em uma caixa com tampo de vidro, dividida verticalmente
em 8 raias de largura de aproximadamente 5 centimetros, comprimento de 50
centimetros e altura de 4 centimetros. O comeco de cada raia contém um vao no qual
cada uma das abelhas fica alojada individualmente, bem como uma contengao para
gue todas possam ser liberadas no mesmo instante. Ao final da raia situa-se uma
grade, também para contencdo, e uma lampada fluorescente de 59cm de
comprimento, responsavel pela atracao fototropica.

Utilizou-se uma lampada fluorescente de 10W, da marca Luxor, com tonalidade
fria “luz do dia”, de 6400K.

Algumas alteracdes foram realizadas para o teste como a mudanca do fundo
para branco, aumentando o contraste das abelhas com a raia, a contengdo para
liberacdo simultanea e também o deslocamento da lampada para mais proxima do
final do percurso.

O tampo de vidro permite a visibilidade da camera utilizada pelo software
SACAM, situada a 70 cm da raia. Assim, de modo a diminuir a interferéncia nas
leituras causada pelos reflexos no vidro bem como outras fontes de luminosidade, o
experimento foi realizado em ambiente controlado escuro, onde predominava a

luminosidade proveniente da lampada.
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Posicionou-se as abelhas uma a uma na raia e apds o tempo pré determinado
de retorno da anestesia, todas foram liberadas simultaneamente para analise do

software, durante 1 minuto.

Figura 11. Raia em posicdo preparada para o teste.

Fonte: Autor.

4.6 Video Rastreamento

Utilizou-se o software SACAM (software para analises de comportamento de
insetos) desenvolvido e disponibilizado gratuitamente pela Embrapa Instrumentacao
Agropecuaria e em parceria com a Embrapa Recursos Genéticos com o objetivo de
auxiliar no monitoramento de animais em movimento, inicialmente de insetos praga
(RIBEIRO DA SILVA; JORGE, 2010).

O software utiliza-se de imagens sobrepostas a uma area pré-determinada de
modo a analisar padrdes de movimentacgédo e algoritmos de detec¢do automatica com
diferentes sensibilidades, gerando importantes marcadores para analise, dentre eles
velocidade linear e angular, tempo de permanéncia em cada area de estudo, distancia
percorrida e tortuosidade, permitindo seu uso para objetos de estudo de diferentes

tamanhos e padrdoes de comportamento.
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A baixa exigéncia quanto aos requisitos minimos de hardware e a interface
simples propiciam sua ampla utilizacdo em diferentes estudos.

Utilizou-se para este experimento uma camera USB da marca Logitech, modelo
€270, resolugéo 720p, foco fixo e FoV 60°.

Os parametros utilizados no SACAM sao descritos na tabela 8 e foram obtidos
empiricamente de modo a obter os melhores resultados compativeis com a camera,

computador e raia disponiveis.

Tabela 8. Parametros utilizados no software SACAM

Resolucao 640x480
Sensibilidade de Deteccédo 94,1%
Tamanho minimo do retangulo 1x1
Tamanho do pixel >0,9cm
Tempo de anélise 60 s

Fonte: Autor

4.7 Analise Estatistica

A avaliacdo dos dados gerados pelo SACAM foi realizada a partir do teste
Kruskal-Wallis, para dados ndo paramétricos, com significancia de 5% (ALKASSAB;
KIRCHNER, 2018). Em caso de valor p significativo, utilizou-se o teste de Dunn para
identificar entre quais amostras encontrava-se a diferengca estatisticamente
significativa (LOURENCO, 2012).

Todos os testes foram realizados em Microsoft Excel 2019 com o apoio do
pacote de analises estatisticas RealStats 2020, disponivel gratuitamente em

http://www.real-statistics.com.



49

5. Resultados e Discussao

5.1 Mortalidade pds contaminacéo

No periodo que compreendeu o intervalo entre a contaminacdo topica das
abelhas em laboratério e a colocacdo das abelhas na raia foram observadas as
relagbes de mortalidade em cada um dos grupos. Dos 27 individuos encontrados
mortos em suas gaiolas 12 estavam entre as abelhas contaminadas apenas com
KRAFT, 9 estavam entre as abelhas contaminadas com SCORE e 4 entre as abelhas
contaminadas com a mistura entre ambos.

Foi possivel observar também que relevante parte dos individuos encontrados
mortos foram encontrados nas maiores doses: DLso e Média Campo do KRAFT, DLso
do SCORE e a mistura da DLso/10 do SCORE com a DLso do KRAFT.

Os resultados obtidos de mortalidade encontram-se descritos na tabela 9.



registro dos efeitos sobre a mobilidade.
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Tabela 9. Mortalidade observada no intervalo de tempo entre a exposigédo aos agrotoxicos e o

Abelhas mortas em

Produto . Ndmero de Abelhas ~
L Descrigéo Dose (ug/uL) relagdo ao tamanho
Utilizado Mortas
da amostra (%)
Controle limpo - 1 19
Controle (Agua + i 0 0
Triton)
KRAFT DLso 0,05 5 14,7
36 EC
DLso/10 0,005 1 3,03
Média Campo 0,0164 7 20,58
Controle (Agua +
Triton) ) 0 0
DLso 9,6 7 23,33
SCORE
250 EC DLso/10 1 2 6,45
Média Campo 0,127 0 0
DLso/10 SCORE + DLso | 1 pg Score + 0,05 3 937
KRAFT ug Kraft ’
Mistura
DLso/10 SCORE + 1 pg Score + 1 3.125

Média Campo KRAFT

0,0164 ug Kraft

Fonte: Autor

Por meio da aplicagao de doses subletais, esperava-se uma mortalidade muito

mais reduzida em comparagdo com a encontrada, levando em consideragédo que as

doses tais como DLso sdo calculadas para periodos de exposi¢cao de 48 horas e nao

entre 3 e 6 horas, como apresentado no experimento.

Com relacdo ao KRAFT a mortalidade n&o apresentou efeito linear, sendo a

mortalidade apresentada pela “Média Campo” e pela “DLso” muito préximas, nao

correspondendo com a diferenca de quase 300% entre as doses, ainda assim quando
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observadas as Misturas, 0 aumento na dose presente de KRAFT elevou a mortalidade
de maneira proporcional.

A amostra contaminada com SCORE, por outro lado, apresentou linearidade
com relacdo a mortalidade, indicando que a exposi¢céo ao fungicida pode ter ligacao
direta com a mortalidade apresentada, bem como a dose de cada amostra, mesmo

em periodo de exposicdo muito menor, como ja apresentado.

5.2 Resposta ao inicio do teste e imobilizacao

A primeira alteragéo observada na realizagdo dos testes de locomogao se deu
pelo fato de que certa porcentagem de abelhas ndo conseguiu iniciar o percurso da
raia, permanecendo no local inicial de disparo, ndo respondendo ao efeito da luz, ou
seja, ndo apresentando fototropismo positivo.

Todas as amostras contaminadas com KRAFT, SCORE e a mistura destes
apresentaram imobilizacdo, ou seja, alteracdo quanto a porcentagem de abelhas que
nao iniciaram o percurso, tendo 0 aumento da concentracdo do contaminante refletido
diretamente nesse parametro.

Os dados obtidos com relacdo a imobilizagcéo foram reunidos na Tabela 10.
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Tabela 10. Reacao das abelhas ao inicio do teste e realizacéo do percurso, por concentragao

de exposicao.

Abelhas que iniciaram o

Produto Utilizado Descricao Dose (ug/pL) percurso (%)
Controle limpo - 94,12
Controle (Agua + Triton) - 67,24
DLso 0,05 45,84
KRAFT 36 EC
DLso/10 0,005 83,87
Média Campo 0,0164 85,19
Controle (Agua + Triton) - 86
DLso 9,6 78,26
SCORE 250 EC DLso/10 1 79,31
Média Campo 0,127 93,34
DLso/10 SCORE + DLso 1 pg Score + 0,05 ug 75,86
KRAFT Kraft
Mistura
DLs0o/10 SCORE + Média 1 pg Score + 0,0164 80,64
Campo KRAFT pg Kraft

Fonte: Autor

Os controles descritos como “Agua + Triton” representam a primeira sequéncia
de testes realizada em cada dia e o aumento do numero de abelhas que n&o iniciaram
0 percurso pode estar associado a estressores como movimentacdo e transporte da
caixa com as gaiolas, bem como o menor intervalo, dentre todos os testes, entre a
exposicao e o teste de locomocao na raia. Neste momento € importante ressaltar que
por motivos praticos néo foi possivel manter exato o intervalo entre contaminacéo e
teste de locomogéao na raia em todos as amostras, com a diferencga variando entre 3

a 6 horas.
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Em comparagao ao “Controle limpo” em que nada foi aplicado as abelhas,
todas as concentragbes seguintes, incluindo as mais baixas, apresentaram uma
diminuicdo da porcentagem de abelhas que efetivamente passaram pela raia, sendo
gue, quanto maior a concentracdo, menor a porcentagem de abelhas analisadas.

A logica também se mantém com relacdo ao aumento das doses: quanto maior
a concentracdo de agrotoxico utilizada, maior foi a porcentagem de abelhas que se
mantiveram imoéveis na area delimitada e n&o iniciaram o teste.

Entre si, as misturas seguiram o mesmo padréo. Apesar disso, quando
comparadas as amostras apenas da diluicdo do KRAFT e do SCORE, apresentaram
valores semelhantes.

Avaliando este parametro, a reacdo mais expressiva apresentada foi a da
concentracéo de 0,05 ug i.a./pL de KRAFT (caracterizada como DLso), sendo a dose
DLso do SCORE, apesar da diminuigéo de abelhas que iniciaram o percurso em quase
22%, nem tao sensivel como os quase 55% apresentados pelo KRAFT.

Em teste semelhante, com uso de raia e influéncia de forte luminosidade,
porém utilizando-se do inseticida Fipronil, Lourenco (2012) obteve também uma
diminuicdo consideravel do numero de abelhas que n&o iniciaram 0 percurso,
caracterizando tal imobilidade como efeito subletal sobre a capacidade locomotora e

de orientacao da abelha.

5.3 Teste de Locomocao

Os seguintes parametros gerados pelo software SACAM foram utilizados para
a analise dos efeitos na locomoc¢éo das abelhas: Velocidade, Distancia Percorrida,
Velocidade Angular e Tortuosidade.

Os parametros avaliados buscam refletir possiveis alteracbes no
comportamento natural e mobilidade das abelhas bem como em sua orientagéo e
espacialidade.

O parametro da tortuosidade, por exemplo, segundo Benhamou (2004), esta
diretamente ligado a eficiéncia do mecanismo de orientacdo, sendo seu caminho ideal
0 mais préximo de uma linha reta. Benhamou (2004) ainda liga tal parametro com
atividades como navegacao e procura de alimento. A tortuosidade como indicador da
eficiéncia de localizagédo esta contida em uma escala de 0 a 1, sendo 1 o caminho

ideal, a linha reta. O software SACAM gera dados de tortuosidade instantadnea para
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cada frame capturado, baseado no conjunto de frames anteriores, e também a média
por objeto.

A velocidade angular, segundo Zeil et al. (1996), esta intimamente ligada ao
posicionamento da visdo de abelhas e vespas, atuando na definicho e manutencao
de um ponto objetivo em seus campos focais direito e esquerdo e, portanto, ligado ao
controle de voo e espacialidade.

A velocidade de voo também se mostra ndo s6 como um indicador de agitacdo
das abelhas como também um indicador da eficiéncia do voo e forrageamento.
Estudos indicam a correlacédo entre o aumento da eficiéncia de forrageamento com a
diminuicao da velocidade de voo, constatando-se que em um ambiente controlado, as
abelhas possuem a capacidade de sacrificar a velocidade de modo a aumentar a
eficacia de suas viagens (CHITTKA et al., 2003; SPAETHE et al., 2006).

Por fim, o parametro da Distancia Percorrida em tempo determinado, no caso
um minuto, foi utilizado de modo a observar ndo s6 a habilidade das abelhas em
percorrer toda a estrutura como também se realizariam o caminho mais de uma vez,
evidenciando possivelmente a capacidade locomotora, agitacdo e otimizacdo do

caminho realizado.

5.3.1 Contaminacéo por KRAFT 36 EC

A analise estatistica dos dados gerados pelas amostras contaminadas com
KRAFT pelo teste de Kruskal-Wallis ndo apontou diferenca estatistica significativa
para os parametros de Velocidade Média (H = 5,057, df = 4 e p = 0,281), Distancia
Percorrida (H=4,54, df =4 e p=0,338) e Tortuosidade (H = 6,585, df =4 e p =0,159).

O parametro Velocidade Angular Média (H=12,956, df =4 e p=0,0115), sendo
p < 0,05, apresentou diferenca significativa. Foi possivel constatar diferenca entre as
comparacdes “Controle (Agua + Triton) e Controle Limpo” e entre o “Controle (Agua +
Triton) e Média Campo (0,0164 ugi.a)”. Além disso, houve diferencga significativa entre
as amostras “DLso (0,05 pgi.a.) e DLso/10 (0,005 pgi.a.)” e entre as amostras “DLso/10
(0,005 ugi.a.) e Média Campo (0,0164 pg i.a)”

O teste realizado com a contaminagdo com o pesticida KRAFT 36 EC foi
também o teste em que se realizou a diferenciacdo entre um controle limpo, onde foi

aplicada apenas a anestesia padrdo com CO2, e um controle contaminado com
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solucdo de agua e Triton, seguindo as especificacbes dadas para seu uso como
“wetting agent”.

Avaliando os dois testes controle, observou-se uma diferenca percentual em
todos os parametros analisados com excec¢ao da tortuosidade e pelo teste de Kruskal-
Wallis, diferenca significativa quanto a Velocidade Angular Média.

Neste caso, a Distancia Média Percorrida e a Velocidade Média foram maiores
no controle limpo, 28,21% e 18,4% respectivamente, enquanto em comparacéao, a
Velocidade Angular Média foi aproximadamente 95% maior no controle com Triton.
Tais dados podem sugerir uma diminuicdo de mobilidade ou maior desorientacéo na
amostra tratada com a agua e Triton.

Hassani et al. (2005) observou diferencas entre os resultados obtidos entre a
aplicacdo oral e a aplicacao tdpica em abelhas Apis mellifera com fipronil, que em
diferentes concentracdes ndo apresentou alteracées nas habilidade de locomocao das
abelhas testadas, e sugere que a aplicacao tépica por si sO ja provoca resultados
como a diminuigdo na mobilidade das abelhas.

Em consideracgéo aos resultados apresentados pelas diferencas dos controles,
utilizou-se como controle comparativo em todos os testes seguintes apenas a amostra
em que houve aplicacdo tépica, ou seja, o “Controle (Agua + Triton)”.

Para as analises de diferenca média dos parametros analisados, observou-se
os dados representados nas Figuras 12(A), 12(B), 12(C) e 12(D).
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Figura 12. Resultados apresentados pelas amostras contaminadas com KRAFT 36 EC

segundo os parametros de Tortuosidade Média (A), Velocidade Média (mm/s) (B), Distancia Média
(mm) (C) e Velocidade Angular Média (rad/s) (D).
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Figura 12. Resultados apresentados pelas amostras contaminadas com KRAFT 36 EC
segundo os parametros de Tortuosidade Média (A), Velocidade Média (mm/s) (B), Distancia Média
(mm) (C) e Velocidade Angular Média (rad/s) (D).
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A andlise dos dados médios em comparacao apenas com o Controle
(agua + Triton) mostra que 0s maiores parametros alcancados estdo nas amostras
contaminadas com a maior concentragdo do agrotoxico em questdo. Em comparacao
com o controle, a diferenga entre a dose DLso (0,05 pg i.a.) foi de quase 67% com
relacdo a Velocidade Média das amostras, de 5,44% com relacdo a Distancia
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percorrida Média e de aproximadamente 11% com relacdo a Velocidade Angular
Média.

Comparando apenas as amostras contaminadas com o agrotoxico, a diferenca
entre as amostras de maior e de menor concentragao foram de 69,7% para Velocidade
Média, 12,7% para Distancia Média e 122% para Velocidade Angular Média.

Ainda, € possivel sugerir mudancas significativas nos padrées de locomocao
causados pela presenca do pesticida KRAFT, mudancas estas que estao relacionadas
com as doses utilizadas. Hassani et al. (2005), em um estudo com Fipronil, de
mecanismo de acdo semelhante a Abamectina, de acdo sobre o neurotransmissor
inibitério GABA e sobre os canais de cloro dos receptores glutamato (GIuCl) (BAI,
OGBOURNE, 2016), sugere que efeitos ndo lineares de resposta a doses utilizadas,
como ocorrido no experimento, podem ser um indicativo de acdo nos diferentes
receptores, com afinidades diferentes de acordo com a concentracdo utilizada ou

entdo da acao de diferentes metabdlitos do quimico.

5.3.2 Contaminacéo por SCORE 250 EC

A andlise de todos os parametros pelo método de Kruskal-Wallis revelou uma
diferenca estatistica ndo significativa entre os valores de Tortuosidade (H = 5,976, df
=3 e p = 0,113), Velocidade Média (H = 2,481, df = 3 e p = 0,478) e Distancia
Percorrida (H = 1,907, df =3 e p = 0,592).

Apenas os valores da Velocidade Angular apresentaram relevancia estatistica
(H=10,324, df =3 e p = 0,016), no caso, quando comparadas as doses “DLso (9,6 pg
i.a.) e DLso/10 (0,96 ugi.a.)” e entre “DLso (9,6 pgi.a.) e Média Campo (0,127 ugi.a)”’.
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Figura 13. Resultados apresentados pelas amostras contaminadas com SCORE 250 EC

segundo os parametros de Tortuosidade Média (A), Velocidade Média (mm/s) (B), Distancia Média
(mm) (C) e Velocidade Angular Média (rad/s) (D).
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Figura 13. Resultados apresentados pelas amostras contaminadas com SCORE 250 EC
segundo os parametros de Tortuosidade Média (A), Velocidade Média (mm/s) (B), Distancia Média
(mm) (C) e Velocidade Angular Média (rad/s) (D)
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Observando as médias obtidas pelos dados gerados € possivel observar um
aumento de todos os parametros com o aumento da concentragdo do contaminante
utilizado, ainda assim, a menor concentragado, “Média Campo (0,127 pg i.a)’,
apresentou resultados semelhantes ou inferiores nos parametros analisados em
comparacao com o controle.

Assim como no teste com o KRAFT, em comparacdo com as demais
concentragbes e controle, a amostra com as maiores alteragbes foi a de maior
concentragédo, DLso (9,6 pg i.a.). Embora a tortuosidade ndo tenha apresentado

diferencas muito significativas, na amostra a variacao foi de aproximadamente 66%
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em comparacdo com a Velocidade Angular Média do controle e 21% em relacédo a
Velocidade Média do controle. Os mesmos parametros em comparacdo com a
amostra de menor concentracdo mostram diferencas ainda maiores, de 115% e 58%
para Velocidade Angular Média e Velocidade Média, respectivamente.

As diferencas obtidas podem sugerir que o fungicida SCORE 250 EC em doses
subletais pode causar alteracbes nos padrbes de comportamento em abelhas
Melipona scutellaris, alteracbes como aumento da agitacdo e alteragcfes de
localizacdo e espacialidade, e também que doses mais baixas podem surtir pouco ou
nenhum efeito na capacidade de locomocéo das abelhas bem como podem ter efeito

contrario as doses maiores, causando por exemplo, letargia as abelhas.

5.3.3 Misturas

A andlise estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis realizada com as amostras de
Mistura em comparagao com o controle e as concentragbes que compdem a mistura
mostram que nao houve diferenca significativa com relacdo aos parametros de
Tortuosidade (H = 0,585, df =5 e p = 0,988), Velocidade Média (H = 2,334, df=5ep
=0,801) e Distancia Percorrida (H = 2,805, df =5 e p = 0,729). O Unico parametro com
diferenca estatisticamente significativa foi a Velocidade Angular (H = 21,057, df=5e
p =0,00079). Seguido pelo teste de Dunn, a diferenca significativa foi encontrada entre
a “Mistura 2 e a dose Média Campo (0,0164 pg i.a) de KRAFT”, indicando que neste

caso, o acréscimo de 1 ug i.a. de SCORE pode ter contribuido para tal diferenca.
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Figura 14. Resultados apresentados pelas amostras contaminadas com misturas de KRAFT
36 EC e SCORE 250 EC em comparacdo com o controle, segundo os parametros de Tortuosidade
Média (A), Velocidade Média (mm/s) (B), Distancia Média (mm) (C) e Velocidade Angular Média (rad/s)

(D).
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Figura 14. Resultados apresentados pelas amostras contaminadas com misturas de KRAFT
36 EC e SCORE 250 EC em comparacdo com o controle, segundo os parametros de Tortuosidade
Média (A), Velocidade Média (mm/s) (B), Distancia Média (mm) (C) e Velocidade Angular Média (rad/s)

(D).
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A analise das diferencas médias entre os parametros utilizados mostrou que
em comparacgao ao controle, a Mistura 1 (1 pug i.a. de SCORE + 0,05 ug i.a. de KRAFT)
apresentou uma diminuicdo de 3,65% em relacdo a Tortuosidade Média, uma
diminuicdo de 6,44% em relacdo a Velocidade Média, um aumento de 14% em relagéo
a Distancia Percorrida Média e um aumento de 26,5% em relacdo a Velocidade
Angular.

A comparacédo entre o controle com a amostra contaminada com a Mistura 2
(1 pg i.a. de SCORE + 0,016 g i.a. de KRAFT) mostrou, em relagdo ao controle uma
diminuicdo de 1,7% em relagdo a Tortuosidade Média, um aumento de 35,3% em
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relacdo a Velocidade Média, uma diminuicdo de 4,2% em relacdo a Velocidade

Angular Média e um aumento de 27,9% em relacéo a Distancia Percorrida Média.
Assim, ambas as amostras se mostraram ligeiramente mais tortuosas (sendo 1

0 caminha reto) e ambas apresentaram acréscimos consideraveis em relagdo a

Distancia Média Percorrida pelas amostras.

Figura 15. Resultados apresentados pelas amostras contaminadas com a Mistura 1 em
comparacéo com as amostra de KRAFT e SCORE isoladas, segundo os pardmetros de Tortuosidade
Média (A), Velocidade Média (mm/s) (B), Distancia Média (mm) (C) e Velocidade Angular Média (rad/s)

(D).
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Figura 15. Resultados apresentados pelas amostras contaminadas com a Mistura 1 em
comparagéo com as amostra de KRAFT e SCORE isoladas, segundo os parametros de Tortuosidade
Média (A), Velocidade Média (mm/s) (B), Distancia Média (mm) (C) e Velocidade Angular Média (rad/s)

(D).
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Comparando as médias das misturas com as amostras em que contaminou-se
apenas com um tipo de agrotoxico foi possivel observar que a amostra Mistura 1
apresentou o comportamento mais tortuoso, a menor Velocidade Média, a maior
Distancia Percorrida Média e a maior Velocidade Angular Média em relacdo as
amostras contaminadas com 0s componentes separados da mistura nas mesmas

concentracoes.
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Figura 16. Resultados apresentados pelas amostras contaminadas com a Mistura 2 em

comparagéo com as amostra de KRAFT e SCORE isoladas, segundo os pardmetros de Tortuosidade
Média (A), Velocidade Média (mm/s) (B), Distancia Média (mm) (C) e Velocidade Angular Média (rad/s)

(D).
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Figura 16. Resultados apresentados pelas amostras contaminadas com a Mistura 2 em
comparagéo com as amostra de KRAFT e SCORE isoladas, segundo os pardmetros de Tortuosidade
Média (A), Velocidade Média (mm/s) (B), Distancia Média (mm) (C) e Velocidade Angular Média (rad/s)
(D).

"""""" 61865
00.00 51967
41018

Mistura 2 (1 pgi.a de KRAFT Média Campo SCORE DLS0,10 (0,96
SCORE + 0,016 pe La. (0,0164 pe ia) pELa)
de KRAFT)

Distinciaiédia (mm)

0,200

0250
0. 200
5150 0.145 0135 0.148
0.100
0.050

Mistura 2 (1 pgia de KRAFT Média Campo  SCORE DLS0/10 (0,96
SCORE + 0,016 pe ia. (0,0164 pe ia) pgia)
de KRAFT)

Velocidade Angular Média (rad/s)

D

Fonte: Autor

Da Mistura 2, que mantém a mesma concentracdo de SCORE da Mistura 1,
porém com a dose de campo referente ao KRAFT, esperava-se um efeito semelhante
a Mistura 1 poréem com menor intensidade devido a diminuigdo do KRAFT.

Em comparagdo com as amostras contaminadas pelos componentes
separados das misturas foi possivel observar que a Mistura 2 apresentou, quanto a
tortuosidade, um valor equivalente ao observado na amostra contaminada apenas
com o KRAFT e mais tortuoso que a contaminada apenas pelo SCORE, apresentou
a maior Velocidade Média e a maior Distancia Percorrida Média dentre os trés valores
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e também a maior Velocidade Angular Média, valor equivalente a apresentada pela
amostra contaminada unicamente com SCORE.

Analisando os resultados obtidos pelas misturas é possivel observar que, ainda
que de maneira ndo linear e previsivel, as amostras contaminadas com as Misturas
apresentaram alteracdes consideraveis em comparacdo com o0 controle, mas
principalmente em comparacdo com os componentes individuais dessas solucdes. E
possivel sugerir que os agrotoxicos estudados KRAFT e SCORE possam atuar de
maneira conjunta causando efeitos subletais ao comportamento da Melipona

scutellaris.

5.4 SACAM

O software SACAM mostrou-se uma opc¢ao viavel, sem custos, gerando dados
complexos para analise e possivel de ser utilizado na realizagcdo de testes
semelhantes. Porém, fatores tais como a sensibilidade de deteccdo da cémera, a
propria qualidade de imagem da camera utilizada, bem como o nivel de controle sobre
o ambiente utilizado geraram muitos dados atribuidos a objetos duplicados, néo
existentes e indesejados, tais como sombras e reflexos na raia.

Tratando-se de um software que atua por meio de um “algoritmo de diferengas
entre quadros sucessivos de video, calculando-se o valor do tom de cinza médio numa
janela de tamanho proporcional ao tamanho do inseto” tal mecanismo pode estar
sujeito a falhas causadas pela planificacdo de um objeto 3D, variacbes de
luminosidade e ruido de imagem e também da forma nem sempre constante do objeto,
como abelhas que possuem corpo articulado, asas e patas, que se deslocam sem que
0 corpo necessariamente se deslogue também (JORGE, 2011).

Foi possivel observar também dificuldade na configuracéo utilizada como um
todo, incluindo configuragbes dentro do software e hardware disponivel, para
identificar os objetos em velocidade muito elevadas ou quando as abelhas mudavam
sucessivamente de posicao, sendo filmadas de lado ao invés de filmadas pela parte

de tras ou vice versa.
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Figura 17. Exemplo de rotas “confusas” registrada pelo software. Nota-se que por interferéncia

de reflexos, por exemplo, em alguns momentos a trajetéria dos objetos, identificados por cores

diferentes, se confunde.

Fonte: Autor

Tais interferéncias fazem com que a analise dos dados obtidos necessite de

uma filtragem de modo a eliminar todos esses objetos ndo existentes, bem como os

momentos em que as trajetdrias se confundem, prejudicando muitas vezes a

qualidade e exatiddo dos dados obtidos e a reprodutibilidade do teste.
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6. Conclusao

A juncéo de testes de toxicidade subletal com testes de mobilidade controlados,
aliados a tecnologia de video rastreamento possibilitou a geracdo de uma grande
guantidade de dados e possiveis analises comportamentais.

A Raia, estrutura construida para os testes, apresentou boa usabilidade com
abelhas do porte da Melipona scutellaris. Antes mesmo da utilizagcdo do software de
deteccdo por imagem, a estrutura propiciou visualizacdo sobre a diminuicdo a
resposta ao inicio do teste, com abelhas mantendo-se imoveis e sem reacao a luz, e
gue junto ao aumento da mortalidade pds-contaminacgéao, revelaram possiveis efeitos
negativos da acdo de ambos os agrotoxicos testados.

Os dados gerados pelo SACAM, dentre todos os parametros utilizados,
mostraram diferencas estatisticas relevantes apenas quanto a Velocidade Angular das
amostras, parametro este ligado com a espacialidade e o posicionamento de visédo
das abelhas, e principalmente entre as amostras de diferentes concentracdes e nao
em comparagao com o controle, como esperado.

Mesmo sem diferencas estatisticas relevantes nos outros parametros, a andlise
dos dados médios possibilitou a observacdo de diferencas expressivas entre as
amostras. A amostra contaminada com KRAFT em 0,05 ug i.a./ abelha apresentou
uma Velocidade Média 67% superior a observada no controle e percorreu, em média,
uma Distancia 5,44% maior. A amostra contaminada com SCORE a 9,6 ug i.a./abelha
apresentou um aumento de 66% na Velocidade Angular Média, em comparacédo com
o controle e 21% superior com relacédo a Velocidade Média.

Apesar de grandes, as diferencas entre Controle e as maiores concentragdes
aplicadas, chamou atencdo também, em alguns parametros, as diferencas ainda
maiores entre as amostras contaminadas com as maiores e as menores
concentracbes, mostrando que existe a possibilidade de doses diferentes
apresentarem efeitos subletais opostos.

Assim, é possivel indicar a existéncia de efeitos subletais as abelhas Melipona
scutellaris causados pelos agrotoxicos em estudo, inclusive com a agdo conjunta
deles em mistura. Na natureza, as diferencas apontadas pelos testes podem ser
determinantes para a realizacéo de atividades cotidianas, porém de vital importancia

para a espécie, como localizacao espacial e a capacidade de forragear.
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Com relacdo ao software utilizado e sua validacdo, acredita-se que a
ferramenta foi validada para este tipo de teste e o0s resultados apresentados
mostraram-se eficientes para a analise, porém mudancas ainda podem ser feitas na
estrutura do teste para que a qualidade dos dados apresentados pelo software
aumente ainda mais, seja com a melhor adaptacdo do ambiente ou até de
equipamento com melhor capacidade de processamento e resolucao.

Sugere-se ainda que para resultados mais precisos e conclusivos, dentro da
melhora da metodologia, que se aumente o nUmero de amostras e concentracdes
utilizadas bem como a atenuacédo de fatores que neste caso foram inevitaveis, como
o transporte das abelhas ap6s a contaminacgéo para um local diferente, a realizacéo
dos testes em dias separados devido a sua longa duracado, respeitando também
alteracdes comportamentais das abelhas ao longo de um dia, e também a influéncia
das alteracdes de estresse e temperatura, na escala anual, como mudancas de

estacdes, ou diaria, como a variacdo ao longo de 24 horas.
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Apéndice

Resultados obtidos pelo SACAM no teste com KRAFT 36 EC
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Controle (Agua +

Controle Limpo

DL50 (0,05 ug

DL50/10 (0,005 Média Campo

Triton) i.a.) ug i.a.) (0,0164 pg i.a)
Tortuosidade
Mo 0.68752922 0.69749096 0.73626555 0.72738466  0.71473443
Desv. Padraoda | 56405 0.0740414 0.06703117 010579516  0.07542484
Amostra
VEIERERE 1050554821  13.46981827  17.53870798  10.33319384  10.29570321
Média (mm/s)
Desv. Padrdoda| - o 050771 803292495 2150906327 = 8.47544182  10.70291132
Amostra
Distancia Média
468.148718 5543044546  493.6345455  437.7706364  410.1815652

(mm)

Desv. Padrdo da
Amostra

559.7756294

408.7176173

494.7609067

414.0579475

383.9830735

Velocidade
Angular Média
(rad/s)

Desv. Padrao da
Amostra

0.14812162

0.13396018

0.07579339

0.05786691

0.16417508

0.11663736

0.07391262

0.05718602

0.1351871

0.10447206

Fonte: Autor
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Resultados obtidos pelo SACAM no teste com SCORE 250 EC

Amostra

Teste SCORE 250 | Controle (Agua + . DL50/10 (0,96 pg Média Campo
EC Triton) DL50 (9.6 ngia) i) (0,127 ug i.a)
Tortuosidade Média|  0.7275320 0.7806897 0.7451378 0.7185951
Desv. Padrao da 0.1018500 0.0912374 0.0826904 0.1120146
Amostra
VEpElE MEE 9.5899962 11.6767139 10.2949624 7.3920043
(mm/s)
Desv. Padrao da 6.0080456 10.3256472 3.7302673

Distancia Média 483.7817955
(mm)

Desv. Padrdo da

524.6676111

515.6656190

409.5055357

Amostra

274.8472122 491.7172897 279.6921449 234.9960147
Amostra
Velocidade Angular | | oog g4 0.2579069 0.1199071
Média (rad/s)
Desv. Padrdo da 0.0938252 0.1859217 0.1150292

Fonte: Autor

Resultados obtidos pelo SACAM no teste com misturas entre KRAFT 36 EC e

SCORE 250 EC

TESTE MISTURAS

Mistura 1 (1 pg i.a. de SCORE +
0,05 pg i.a. de KRAFT)

Mistura 2 (1 pg i.a. de SCORE +
0,016 pg i.a. de KRAFT)

Tortuosidade Média 0.7009727 0.7150191
Desv. Padrédo da Amostra 0.1494622 0.1206599
Velocidade Média (mm/s) 8.9721759 12.9759707
Desv. Padrédo da Amostra 6.8724124 11.1629693

Distancia Média (mm)

551.4771200

618.6521538

Desv. Padrao da Amostra

667.4225418

628.9606106

Velocidade Angular Média
(rad/s)

0.1964900

0.1488198

Desv. Padrao da Amostra

0.1399581

0.1284937

Fonte: Autor
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