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RESUMO - Reconhecidas como um dos principais agentes polinizadores de culturas agricolas e
plantas selvagens, as abelhas tém se tornado uma preocupac¢éo mundial devido ao declinio de suas
populacdes. Pesquisas recentes sugerem que o uso de fungicidas poderiam estar contribuindo para
esse processo. Amplamente utilizados nos cultivos agricolas, esse tipo de agrotéxico entra em
contato com as abelhas através do pdlen e do néctar. O objetivo desse estudo foi observar a

sobrevivéncia da espécie de abelha sem ferrdo Scaptotrigona depilis quando exposta a fungicidas

durante seu desenvolvimento larval. Nesse ensaio foram testados dois tipos, um quimico e outro
bioldgico, adicionados diretamente ao alimento das larvas em diferentes concentracdes. As abelhas
foram monitoradas e as taxas de mortalidade foram registradas em todas as fases de
desenvolvimento, até que as sobreviventes emergissem. Em todos os tratamentos houve reducédo
na taxa de sobrevivéncia da abelha. Os resultados reforcam a necessidade de se ampliarem os

estudos sobre a toxicidade dos fungicidas quimicos e biolégicos sobre organismos néo-alvo.
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ABSTRACT - Recognized as one of the main pollinators of agricultural crops and wild plants, bees
have become a global concern due to the decline in their populations. Recent research suggests that
the use of fungicides could be contributing to this process. Widely used in agricultural crops, this type
of pesticide comes into contact with bees through pollen and nectar. The aim of this study was to

observe the survival of the stingless bee species Scaptotrigona depilis when exposed to fungicides

during their larval development. In this experiment, two types of fungicides were tested, one chemical
and one biological, added directly to the larval food at different concentrations. The bees were
monitored, and mortality rates were recorded at all stages of development until the survivors emerged.
In all treatments, there was a reduction in the bee survival rate. The results reinforce the need to

expand studies on the toxicity of chemical and biological fungicides on non-target organisms.

Keywords: fungicide, Scaptotrigona depilis, Mancozeb, Bacillus spp., survival.

1. INTRODUGCAO

Os polinizadores cumprem um importante papel como promotores da diversidade biolégica,
estabilidade de ecossistemas e segurancga alimentar, sendo 0s insetos responsaveis pela polinizagdo
da maioria das plantas selvagens e cultivadas (Potts et al., 2016). O declinio das populacdes de
polinizadores, principalmente das abelhas, € uma preocupagéo crescente em todo o mundo. As
causas desse declinio sdo variadas e complexas, mas podemos destacar a perda de habitat,

exposicao a pesticidas e infestacdes por parasitas entre as principais (Neumann; Carreck, 2010).

Frequentemente pesquisas tém sido atribuidas aos efeitos prejudiciais dos inseticidas sobre
as abelhas, todavia, estudos recentes tém demonstrado que a exposicao a fungicidas também
podem prejudicar esses importantes polinizadores (Belsky; Joshi, 2020). A aplicacdo de fungicidas
nas plantas € uma pratica comum na agricultura. Constantemente usado de forma profilatica, é
considerado seguro para 0 meio ambiente e para as abelhas. Pode ser pulverizado em um cultivo
inUmeras vezes na estacdo e diretamente nas flores. Portanto, h4 uma probabilidade alta de que
abelhas forrageiras entrem em contato diretamente com fungicidas por meio do pélen e do néctar
(Rondeau; Raine, 2022).

O Mancozeb, por exemplo, € um fungicida de amplo espectro usado extensivamente na
agricultura ha mais de 50 anos (Gullino et al., 2010). De acdo multissitio, € capaz de interferir em

multiplos processos metabdlicos dos fungos. Devido a essa caracteristica, € necessario aplica-lo em
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taxas e frequéncias relativamente altas para compensar os efeitos do clima e do crescimento das
plantas (Gullino et al., 2010). O Mancozeb é empregado em diversos tipos de cultivo, incluindo alguns
gue sao frequentemente visitados por abelhas, como citricos, abdboras, meldes, pepinos, cebolas e

mangas (Giannini et al., 2015).

Diversas espécies de insetos mantém relagbes simbidticas com microrganismos (Prado;
Zucchi, 2012). Uma eventual contaminagdo das abelhas forrageiras por fungicida poderia
comprometer sua microbiota intestinal (Motta; Moran, 2024). Nao somente as forrageiras, mas
também as larvas podem ser prejudicadas por fungicidas. O alimento larval das abelhas é composto
por uma combinacao de polen fermentado, mel e secre¢des glandulares, e esta associado a diversas
espécies de bactérias e fungos (Menezes et al., 2018; Santos et al., 2023). Foi demonstrado que a
Scaptotrigona depilis, uma espécie de abelha sem ferrdo nativa do Brasil, possui uma relacdo
mutualistica, onde um fungo especifico contido no alimento larval é essencial para o crescimento da

larva (Menezes et al., 2015).

Enquanto as pesquisas sobre a possivel toxicidade de fungicidas em abelhas concentram-se
em grande parte na América do Norte e Europa, na regido sul do globo ha uma escassez de dados
(Rondeau; Raine, 2022). No Brasil sdo reconhecidas mais de 300 espécies de abelhas sem ferrédo
(Pedro, 2014). Ainda pouco estudadas, elas desempenham papéis ecoldgicos fundamentais nos

ecossistemas, contribuindo para a polinizagéo de plantas nativas e cultivadas.

O propésito deste estudo foi avaliar potenciais efeitos na sobrevivéncia de imaturos de
Scaptotrigona depilis expostos via alimento larval a fungicidas agricolas. Originaria das regides sul e
sudeste do Brasil, a Scaptotrigona depilis € uma abelha sem ferrdo caracterizada por ter colénias
amplamente dispersas e que podem conter mais de 10.000 individuos (Figueiredo-Mecca et al.,
2013).

2. MATERIAL E METODOS

Esse ensaio teve duracéo de 48 dias e foi realizado entre os meses de novembro e dezembro
de 2023, na unidade da Embrapa Meio Ambiente em Jaguaritna - SP. Foram testados dois tipos de
fungicidas, o quimico Mancozeb (principio ativo ditiocarbamato de manganés e zinco), e o biolégico

Bombardeiro, composto pelas bactérias Bacillus subtilis, Bacillus velezensis e Bacillus pumilus.

O protocolo de criagédo in vitro da espécie Scaptotrigona depilis foi utilizado nesse experimento
(Menezes et al., 2013). Diferentemente das abelhas meliferas, as abelhas sem ferrao néo alimentam

gradualmente suas larvas. Neste grupo, as larvas sao alimentadas por meio de uma deposicao Unica
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de alimento dentro das células de cria. A rainha coloca seus ovos sobre o alimento larval e as
operérias fecham a célula. Consequentemente, as células de cria permanecem fechadas desde a

oviposicdo até que os adultos emergem (Menezes et al., 2013).

O alimento larval foi extraido de favos e homogeneizado com os fungicidas em diferentes
concentracoes. Outros favos contendo larvas de Scaptotrigona depilis foram coletados de 5 col6nias
diferentes oriundas do meliponario da Embrapa Meio Ambiente. Logo apds a coleta, foram

transportados para o Laboratério de Entomologia e Fitopatologia da unidade.

Para simular as condi¢Ges de temperatura e umidade como no interior de uma coldnia (28°C
com umidade relativa do ar entre 83% e 90%), a manipulagdo das larvas foi feita em uma sala
fechada com ar-condicionado regulado a 30°C e com um ebulidor elétrico aquecendo agua em um
recipiente metélico. Larvas com idade entre 1-2 dias foram selecionadas e transferidas com auxilio

de pingas para placas multipocos ja contendo uma dose unica de 35ul de alimento tratado.

Os tratamentos foram preparados usando uma série de diluicbes em uma escala de base 10,
onde o mais concentrado foi projetado para refletir a dose recomendada para aplicagdo no campo,
enquanto os tratamentos subsequentes representavam concentracdes residuais cada vez mais
diluidas. Um grupo contendo alimento larval (controle negativo) e outro contendo alimento larval e
inseticida dimetoato (controle positivo) também foram preparados. Em cada placa multipogos foi
pipetado um tratamento especifico. Desta forma, o ensaio toxicoldgico ficou estruturado para
distribuir as larvas em 10 tratamentos experimentais (Tabela 1). Cada tratamento recebeu 20 larvas,
e foram produzidas 5 réplicas, totalizando 100 individuos por tratamento.

Tabela 1. Tratamentos com fungicidas em que as larvas de Scaptotrigona depilis foram expostas. O tratamento
FQ1 (fungicida quimico Mancozeb) e FB1 (fungicida biolégico Bombardeiro) foram preparados seguindo a dose

recomendada para aplicacdo no campo. Um grupo com alimento larval e outro com alimento larval e inseticida
dimetoato foram incluidos, representando um controle negativo e um positivo, respectivamente.

Tratamento Composicéo Concentracéo
controle negativo Alimento larval -
controle positivo Alimento larval + Dimetoato 0,01mg/mL

FQ1 Alimento larval + Fungicida Quimico 0,32g/L
FQ2 Alimento larval + Fungicida Quimico 0,032g/L
FQ3 Alimento larval + Fungicida Quimico 0,0032¢g/L
FQ 4 Alimento larval + Fungicida Quimico 0,00032g/L
FB 1 Alimento larval + Fungicida Biol6égico 0,66g/L

FB 2 Alimento larval + Fungicida Biol6égico 0,066g/L
FB 3 Alimento larval + Fungicida Biol6gico 0,0066g/L
FB 4 Alimento larval + Fungicida Biol6gico 0.000664g/L
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Durante o periodo de desenvolvimento dos imaturos até a emergéncia dos adultos, as placas
multipocos foram acondicionadas em placas de Petri fechadas e mantidas em camara de
crescimento controlada a 28° C. Agua destilada foi adicionada no fundo das placas de Petri para que
a umidade relativa se mantivesse em 98%. No 8° dia, estagio aproximadamente em que a larva
termina de consumir todo o alimento, cloreto de sédio foi adicionado a agua destilada, na
concentragao de 0,36g/mL, para reduzir a umidade a 75%. A mortalidade das abelhas foi registrada

diariamente, desde o estagio larval até que todas as sobreviventes emergissem apoés 48 dias.

A analise dos dados foi feita utilizando o Software R. A probabilidade de sobrevivéncia dos
individuos submetidos aos diferentes tratamentos foi baseada no modelo de curvas de Kaplan-Meier,
utilizando a fungéo ‘surv’ do pacote survival, enquanto que a diferenca de sobrevivéncia entre os
grupos de tratamento foi analisada com o teste de Log-Rank, usando a fungao ‘survidiff do mesmo

pacote estatistico (Therneau, 2014).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a exposicao aos fungicidas, foi observado que as larvas consumiram todo o alimento
disponivel no poco, independente do tratamento utilizado. A probabilidade de sobrevivéncia do
controle apds os 48 dias foi de 92,8% (95% CI: 87-98%). No teste de Log-Rank, as comparacdes
entre o grupo de controle e cada um dos tratamentos resultaram em valores p < 0,05, 0 que sugere
uma diferenca significativa na sobrevivéncia dos tratamentos em comparagédo com o controle (Figura
1).
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Figura 1. Probabilidade de sobrevivéncia de imaturos de Scaptotrigona depilis criadas in vitro e expostas a
fungicidas durante o periodo larval. Control = somente alimento larval; dimetoato = 0,0lmg/mL; FB1 =
Fungicida Bioldégico Bombardeiro 0,66g/L; FB2 = Fungicida Biol6gico Bombardeiro 0,066g/L; FB3 = Fungicida
Biolégico Bombardeiro 0,0066g/L; FB4 = Fungicida Biolégico Bombardeiro 0,00066g/L; FQ1 = Fungicida
Quimico Mancozeb 0,32g/L; FQ2 = Fungicida Quimico Mancozeb 0,032g/L; FQ3 = Fungicida Quimico
Mancozeb 0,0032g/L; FQ4 = Fungicida Quimico Mancozeb 0,00032g/L. Grupo Controle diferente
estaticamente dos demais tratamentos (p > 0,05).

O fungicida quimico obteve os seguintes resultados na sobrevivéncia: FQ1 = 72% (95% CI:
63-83%), FQ2 = 80% (95% ClI: 72-90%), FQ3 = 68% (95% CI: 59-80%), FQ4 = 52% (95% ClI: 42-
65%) (Figura 2).
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Figura 2. Probabilidade de sobrevivéncia de imaturos de Scaptotrigona depilis criadas in vitro e expostas ao
fungicida quimico Mancozeb durante o periodo larval. Concentra¢des dos tratamentos: FQ1 = 0,32g/L; FQ2 =
0,032g/L; FQ3 = 0,0032g/L; FQ4 = 0,00032g. Grupo Controle diferente estaticamente dos demais tratamentos
(p > 0,05).

Estudos publicados recentemente também obtiveram efeitos negativos em abelhas com a
exposicao do fungicida Mancozeb na dieta. Um trabalho realizado com exposi¢cdo de Mancozeb por
meio da dieta em adultos de Apis mellifera indicou reducdo na sobrevivéncia da espécie (Gomes et
al., 2023). Em outra pesquisa, foi constatado que a microbiota intestinal da Osmia cornifrons, uma
espécie de abelha solitaria, foi reduzida quando suas larvas eram alimentadas com pélen tratado

com Mancozeb (Porras et al., 2024).

Em relac@o ao fungicida biolégico, as probabilidades de sobrevivéncias foram: FB1 = 56%
(95% CI: 47-66%), FB2 = 69% (95% CI: 60-78%), FB3 = 66% (95% ClI: 58-76%), FB4 = 64% (95%
Cl: 55-74%). Apesar de os niveis de concentragdo do fungicida biolégico terem sido ajustados em
uma série de diluicdes com base 10, ndo foi encontrada uma diferenca estatistica na sobrevivéncia
guando os tratamentos foram comparados entre si (Figura 3). A concentracdo do tratamento FB4,
por exemplo, foi 1000 vezes menor que a concentracdo do FB1, mas a diferenca na probabilidade
de sobrevivéncia comparada com o controle foi significativa. Isso implica que a sobrevivéncia da
abelha foi afetada mesmo quando exposta a doses minimas do fungicida bioldgico durante seu

estagio larval.
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Figura 3. Probabilidade de sobrevivéncia de imaturos de Scaptotrigona depilis criadas in vitro e expostas ao
fungicida biolégico Bombardeiro durante o periodo larval. Concentracdes dos tratamentos: FB1 = 0,66g/L; FB2
= 0,066g/L; FB3 = 0,0066g/L; FB4 = 0,00066g/L. Grupo Controle diferente estaticamente dos demais
tratamentos (p > 0,05).

Embora os dados tenham indicado uma diferenca estatistica na probabilidade de
sobrevivéncia da abelha ao ser exposta por todos os tratamentos com fungicidas, quimico e
biolégico, convém destacar que esses resultados provém de um Unico ensaio toxicoldgico. Foi
apenas parte de um projeto mais abrangente, envolvendo também a exposi¢do aos mesmos tipos
de fungicidas em abelhas recém-emergidas e forrageiras de Scaptotrigona depilis e Apis mellifera.
Portanto, é necessario a continuidade dos estudos, incluindo aqueles que investigam o efeito de

fungicidas sobre microrganismos associados com as abelhas.

Os fungicidas biol6gicos tém sido reconhecidos como uma alternativa inovadora na
agricultura devido a sua origem natural e menor impacto ambiental em comparagcdo com 0s
fungicidas quimicos convencionais. Contudo, avaliagbes de risco desses tipos de fungicidas
agricolas em relagdo a organismos ndo-alvo sdo importantes e precisam ser ampliados,
especialmente durante aplicacdo em periodos criticos como de pré-floracéo e a floragéo das plantas,
visando tornar as diretrizes para o uso desses produtos mais seguras para as abelhas e o meio

ambiente.

4. CONCLUSAO

Os resultados demonstram que a exposi¢cao ao fungicida quimico Mancozeb e ao fungicida

biol6gico Bombardeiro afetam a sobrevivéncia de imaturos da espécie Scaptotrigona depilis.
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