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Resumo geral

Hé evidéncias do declinio da abundancia de polinizadores e consequentemente dos seus
servicos em algumas regides do mundo, com possiveis impactos negativos para o
funcionamento dos ecossistemas. Entre as principais ameagas aos polinizadores estéo a
perda de habitat devido a fragmentagdo e destruicdo da vegetacdo nativa, 0 uso de
inseticidas na agricultura e as mudancas climaticas. O objetivo desta tese foi verificar
como as abelhas nativas polinizadoras do tomateiro respondem a esses fatores de risco
ambiental. O capitulo | apresenta a influéncia do contexto da paisagem na abundancia
de abelhas nativas polinizadoras do tomateiro. Para verificar a influéncia do contexto da
paisagem amostrou-se a abundancia de visitas de abelhas as flores do tomateiro em 10
cultivos de tomate convencional estaqueado em campo aberto em 2010 e 14 cultivos de
tomate em 2011 e mensuraram-se as varidveis preditoras: proporcdo de vegetacdo
nativa, tamanho relativo do maior fragmento e a distancia entre o cultivo e a vegetacao
nativa mais proxima. As espécies amostradas foram incluidas em cinco grupos de
acordo com a similaridade morfoldgica e ecoldgica. Abelhas de tamanho corporal
menor responderam em escalas menores enquanto abelhas de tamanho corporal maior
responderam em escalas maiores. A abundéncia de todos polinizadores juntos (buzzers),
do grupo Exomalopsis e Centris aumentaram com a cobertura de vegetacdo nativa. A
maioria dos grupos apresentaram maiores abundancias em paisagens mais
fragmentadas. N&o houve relacéo entre a distancia dos fragmentos de vegetacdo nativa e
a abundancia para nenhum dos grupos. O capitulo Il apresenta a avaliagdo da
genotoxicidade (danos ao DNA) dos inseticidas imidacloprid (neonicotindide) e
deltametrina (piretroide) usando o ensaio cometa para detectar danos ao DNA em
células da hemolinfa, hemdcitos, de individuos da espécie de abelha nativa Melipona
quadrifasciata Lepeletier, 1836 (Hymenoptera, Apidae, Meliponini) em condi¢Oes de
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laboratdrio. Para avaliar a genotoxicidade (danos ao DNA) dos inseticidas imidacloprid
e deltametrina, as abelhas operarias adultas foram expostas a solucdo de sacarose 50%
acrescida de inseticida e o grupo controle foi alimentado apenas com solucéo de 50% de
sacarose. O ensaio cometa e posteriormente a captura das imagens para verificacdo de
possiveis danos ao DNA foi realizada 72 horas ap0s a exposi¢cdo aos inseticidas. Um
aumento significativo de danos ao DNA (conforme indicado pelo momento da cauda de
Olive) foi detectado em hemdcitos de abelhas expostas a duas concentracdes subletais
do inseticida deltametrina quando comparados ao inseticida imidacloprid e com o
controle negativo. O inseticida imidacloprid ndo apresentou danos ao DNA em
hemacitos das abelhas expostas a duas concentracdes subletais quando comparado ao
controle negativo. O capitulo 111 apresenta a avaliacdo das potenciais consequéncias
das mudancas climaticas na distribuicdo geografica de cinco espécies de abelhas nativas
polinizadoras do tomateiro e as alteracBes nas distribuicdes dessas espécies na area
plantada de tomate no Brasil. Para avaliar as potenciais consequéncias das mudancas
climaticas as projecbes foram realizadas para o ano de 2100 em dois cenarios de
emissdo de carbono, sendo um cenario considerado otimista, caminhos representativos
de concentracdo (RCP) 2,6 e o outro pessimista, RCP 8,5. Projecdes conjuntas foram
implementadas para simular alteracGes na distribuicdo das cinco espécies de abelhas
através de cinco algoritmos. A érea total do cultivo foi computada em células com pelo
menos 50% de adequabilidade para cada espécie e para cada cenario climatico. Os
resultados mostram uma reducéo na area de habitat adequado para as cinco espécies em
ambos os cenarios, sendo mais intensa no cenario pessimista. Em relagdo aos cultivos
de tomate, em ambos os cenarios, também havera uma reducdo de habitat adequado
para todas as espécies em areas de plantio de tomate no Brasil. Os resultados do

presente estudo sugerem que o desmatamento, 0s inseticidas e as mudancas climaticas
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podem afetar negativamente a abundancia, a permanéncia e a distribuicdo espacial

futura de abelhas nativas polinizadoras associadas aos cultivos de tomate.

Palavras-chave: Fragmentacdo, perda de habitat, conservacdo, ensaio cometa,

imidacloprid, deltametrina, genotoxicidade, mudancas climaticas, projecOes, habitat,

adequabilidade.

Xviii



Introducéo geral

Biodiversidade e 0s servi¢cos ecossistémicos

A biodiversidade tem um papel importante no bem-estar do ser humano ao
prover produtos basicos e servigos ecossistémicos (Costanza et al. 1997; Daily 1997,
Kearns et al. 1998; Alho 2012). Os servicos ecossistémicos sdo processos naturais que
garantem a sobrevivéncia das espécies no planeta e tém a capacidade de prover bens e
servicos que satisfazem as necessidades humanas (De Groot et al. 2002). A
biodiversidade influencia os servicos ecossistémicos por afetar a magnitude, o ritmo, a
continuidade temporal pelo qual a energia e os materiais sdo distribuidos ao longo dos
ecossistemas e também através de seus atributos, tais como composicao, riqueza,
abundancia entre outros (Diaz et al. 2006).

Num estudo de revisdo sobre os atributos da biodiversidade e 0s servigos
ecossistémicos avaliados verificou se que a maioria das relacbes foram positivas
(Harrison et al. 2014). Por exemplo, a abundancia se relacionou positivamente com 0s
servigos ecossistémicos de controle de pragas, polinizacdo e recreacdo e a riqueza de
espécies com a producdo de madeira e pesca (Harrison et al. 2014). Estudos tém
demonstrado que o servigo de polinizacdo € mais produtivo e tem maior estabilidade em
cultivos agricolas com maior riqueza e/ou abundancia de polinizadores (Klein et al.
2007; Ricketts et al. 2008; Winfree & Kremen 2009, Kleijn 2015). Contudo, a
biodiversidade e 0s servi¢os ecossisttmicos em paisagens dominadas por atividades
humanas estdo sob crescente ameaca e com base nas evidéncias disponiveis néo
podemos definir um nivel de perda de biodiversidade que seja seguro (Millenium 2005,

Diaz et al. 2006).
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Polinizacdo e sua importancia

A polinizacdo é essencial para a maioria das angiospermas e &€ um Servico
ecossistémico importante em muitos cultivos agricolas (Williams 1994; Roubik 1995;
Kearns et al. 1998; Garibaldi et al. 2016). A polinizacéo é a transferéncia de gréos de
polen das anteras de uma flor para o estigma da mesma flor ou para uma outra flor da
mesma espécie. Embora a polinizacdo possa acontecer através de agentes abioticos
(4gua e vento), os vetores bioticos sdo responsaveis pela polinizacdo da grande maioria
das angiospermas (Ollerton et al. 2011b).

Uma ampla variedade de organismos pode atuar como polinizadores, tais como
aves, morcegos, outros mamiferos e insetos (Willmer 2011), sendo estes ultimos os
mais comuns (Kearns et al. 1998). Estimativas indicam que a dispersdo de polen feita
por animais, principalmente insetos, contribui para a reproducdo sexuada de
aproximadamente 90% das 250.000 espécies conhecidas de angiospermas (Bawa 1990,
Kearns et al. 1998). Dentre estes organismos se destacam as abelhas como principal
grupo de polinizadores (Delaplane & Mayer 2000).

Klein et al. (2007) mostraram que 87 das 115 principais espécies cultivadas no
mundo se beneficiam significativamente da polinizacdo por animais, o que representa
35% da producdo global de alimentos. Os servicos de polinizacdo global foram
avaliados em US$ 200 bilhGes por ano (Costanza et al. 1997) e no Brasil em US$ 12
bilhdes (Giannini et al. 2015). Apesar disso, o declinio dos polinizadores, em especial
das abelhas, registrado em varios estudos pode colocar em risco 0s servigos de
polinizacdo, a producdo de alimentos, a reproducdo de espécies de plantas nativas e
cultivadas, a manutencao global da biodiversidade e o funcionamento dos ecossistemas

(Kearns et al. 1998; Klein et al. 2007).
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Declinio de abelhas polinizadoras

Ha evidéncias do declinio das populacbes de insetos polinizadores,
principalmente abelhas, em diferentes partes do mundo (Kearns et al. 1998; Potts et al.
2010; Goulson et al. 2015; Potts et al. 2015). Embora haja registros desse declinio na
Asia e América do Sul (Goulson et al. 2015), os dados mais consistentes vém de estudos
realizados nos Estados Unidos e Europa (Steffan-Dewenter et al. 2005; Fitzpatrick et al.
2007; VanEngelsdorp et al. 2008; Grixti et al. 2009; Bommarco et al. 2011; Cameron et
al. 2011; Dupont et al. 2011).

Biesmeijer et al. (2006) verificaram uma relacdo entre o declinio das abelhas
nativas na Gra-Bretanha e na Holanda e a alteracdo na abundancia relativa das plantas
polinizadas por abelhas por plantas polinizadas por moscas. Em 11 paises da Europa,
27,4% da fauna de abelhas estd na lista de espécies ameacadas de extingdo (Steffan-
Dewenter et al. 2005). Metade das espécies de mamangavas (bumble bees) desapareceu
da regido Centro-Oeste da América do Norte e quatro espécies do genéro Bombus ja
foram extintas (Grixti et al. 2009). Para a espécie domesticada Apis melifera, as perdas
de colbnias chegam a 25% na Europa Central e 59% na America do Norte
(VanEngelsdorp et al. 2008; Goulson et al. 2015). Além desse declinio, varias espécies
se encontram ameacadas na Europa, América e em outras partes do mundo (Steffan-
Dewenter et al. 2005; Freitas et al. 2009; Potts et al. 2010; Ministerio do Meio
Ambiente 2015).

Na America do Sul, na regido da Patagonia (Sul da Argertina e Chile) a invaséo
da especie de abelha europeia Bombus terrestris tem levado ao declinio da espécie
nativa B. dahlbomii (Schmid-Hempel et al. 2014). No Brasil, trés espécies de abelhas
sdo consideradas ameacadas de extingdo: Exomalopsis (Phanomalopsis) atlantica;

Melipona capixaba e Xylocopa (Diaxylocopa) truxali (Machado et al. 2008). Na
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realidade, esse pequeno numero de espécies ameacadas talvez reflita apenas a nossa
falta de conhecimento sobre o estado de conservacdo desse grupo. Outras 11 espécies de
abelhas indicadas para a lista de espécies ameacadas deixaram de ser incluidas, dada a
falta de informac6es, qualificando-as na categoria deficientes em dados (Machado et al.
2008). Entre as principais ameacas as abelhas esta a perda de habitat, a fragmentacdo, o
uso de pesticidas, as mudancas climaticas e patdgenos (Kearns et al. 1998; Brown &
Paxton 2009; Potts et al. 2010).

Neste cenario de constante pressdo das atividades humanas sobre a
biodiversidade (Millenium 2005), entender como importantes ameacas atuam sobre as
abelhas nativas em cultivos podera contribuir para conservacdo da diversidade desse
grupo e seus efeitos em cadeia (Daily et al. 2002). Além disso, contribuird para um
melhor aproveitamento dos seus servicos de polinizacdo, particularmente em paisagens
dominadas por atividades humanas onde estes servicos sdo muito demandados e

ameacados (McNeely & Scherr 2003; Millenium 2005).

Fragmentacao e perda de habitat

A fragmentacdo de habitat pode ser definida como o processo onde habitats
continuos sdo divididos ao longo do tempo em areas ou manchas menores, de diferentes
tamanhos e mais ou menos isoladas entre si (Fahrig 2003; Rambaldi & Oliveira 2003).
Tal processo pode ser resultado de fenémenos naturais, ou mais frequentemente, por
perturbacdes antropicas diversas. Os efeitos negativos sobre as populagdes animais e
vegetais decorrentes da fragmentacdo de habitat e da perda de habitat estdo bem
documentados por diversas pesquisas realizadas nos ultimos anos (Fahrig 2003;

Rambaldi & Oliveira 2003; Viana et al. 2012). Quantitativamente, estudos envolvendo a

22



relacdo entre polinizadores e a perda de habitat sdo mais comuns do que estudos sobre
os efeitos da fragmentacdo nesse grupo (Hadley & Betts 2012).

A proporcdo de vegetacdo nativa, o tamanho do fragmento e a distancia
geografica da vegetacdo nativa sdo parametros simples, poréem de alto valor preditivo
para determinar a abundancia e a frequéncia de visitas dos polinizadores (Tscharntke et
al. 2002a). Areas grandes tém taxas de imigracao altas, extincdes baixas (MacArthur &
Wilson 1967) assim como eventos aleatorios de extin¢des séo menos comuns do que em
areas pequenas (Shaffer 1981). Contudo, alguns estudos em paisagens fragmentadas
verificaram que pequenos fragmentos sdo importantes, pois podem maximizar a
diversidade beta e fornecer recursos cruciais para manutencdo de algumas espécies,
principalmente espécies com alta mobilidade (Tscharntke et al. 2002b; Rueda et al.
2013). Um declinio da rigueza e da abundancia de polinizadores foram encontrados em
cultivos com menor proporcdo de vegetacdo nativa no entorno e menor numero de
fragmentos de habitats naturais ou semi-naturais (Tscharntke et al. 2002a; Ricketts et al.
2008; Carvalheiro et al. 2010; Klein et al. 2012; Viana et al. 2012), mostrando que a
vegetacdo nativa e o seu nivel de fragmentacdo podem influenciar os polinizadores que
visitam os cultivos agricolas (Klein et al. 2012).

Segundo a teoria de biogeografia de ilhas, ha uma diminuicdo da taxa de
colonizagdo em ilhas mais distantes em relacdo as mais proximas dos continentes
(MacArthur & Wilson 1967). Baseado nesta teoria e em outros estudos, € possivel
prever que cultivos mais proximos da vegetacdo nativa tenham maior riqueza e
frequéncia de visitas de polinizadores do que cultivos mais distantes da vegetacdo nativa
(Tscharntke et al. 2012). Entretanto, Ricketts et al. (2008) ressaltam que os efeitos da
paisagem nos servigos de polinizacdo podem variar substancialmente de maneiras ainda

pouco entendidas, pois sdo altamente dependentes das caracteristicas de cada espécie
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(Greenleaf & Kremen 2006), provocando uma divergéncia nas respostas dependendo

das espécies estudadas.

Inseticidas e abelhas

Substancias xenobioticas introduzidas nos agroecossistemas com o intuito de
controlar pragas, doencas ou plantas daninhas podem também afetar insetos ndo alvo,
como as abelhas (Nocelli et al. 2012). Durante os ultimos anos, diversos relatos
evidenciam a diminuicdo das populacbes de abelhas no campo, fato esse que pode estar
intimamente ligado ao uso demasiado de agrotoxicos, gerando prejuizos incalculaveis a
flora, fauna e ao homem.

Em vérios paises da Europa o uso do inseticida do grupo dos neonicotindides foi
proibido. No entanto, sua utilizacdo é livre em muitos outros paises, incluindo os
Estados Unidos, onde desde 2006, um terco da populacdo de Apis mellifera j& morreu
(VanEngelsdorp et al. 2008). Varios estudos suportam a decisdo de proibir o uso de
inseticidas neonicotindides devido aos seus impactos sobre abelhas (Tennekes 2010;
Hayasaka et al. 2012). Outro grupo de inseticida altamente tdxico para as abelhas é o
grupo dos piretroides (Inglesfield 1989; Johnson et al. 2010). No Brasil, os piretrdides e
0s neonicotindides sdo utilizados em larga escala (Latorraca et al. 2008)

Ambos os grupos de inseticidas, piretroides e neonicotindides, atuam
principalmente no sistema nervoso. Os neonicotindides atuam na propagacdo do
impulso nervoso competindo com a acetilcolina. E, ao contrario da ligagdo natural da
acetilcolina com seu receptor, a ligagdo entre 0s neonicotinoides e os receptores de
acetilcolina é irreversivel. A ativacdo dos receptores de acetilcolina é prolongada de
modo anormal, causando hiperexcitabilidade do sistema nervoso central devido a

transmisséo continua e descontrolada de impulsos nervosos, colapso do sistema nervoso

24



e morte (Faria 2009). Os piretrdides atuam alterando as propriedades de propagacao do
fon sodio (Na*), o qual é essencial para a geracdo e propagacdo do impulso nervoso,
causando, assim, sintomas de envenenamento como hiperexcitacao, ataxia, convulsoes,
hipersensibilidade, tremores e paralisias (Soderlund et al. 2002).

Ha varios estudos ecotoxicologicos sobre os efeitos subletais de inseticidas dos
grupos dos neonicotinoides, ingrediente ativo imidacloprid, e piretroides, ingrediente
ativo deltametrina, no comportamento e fisiologia de abelhas (Vandame et al. 1995;
Belzunces et al. 2001; Schmuck et al. 2001; Thompson 2002; Decourtye et al. 2004,
2005; Skerl & Gregorc 2010; Gregorc & Ellis 2011; Schneider et al. 2012) e alguns
estudos de campo (Kevan 1975; Gels et al. 2002; Alston et al. 2007), mas ndo existem
evidéncias de qual é a extensdo dos danos genotoxicos induzidos pelos inseticidas em
abelhas.

A espécie M. quadrisfacita é uma abelha eusocial, sem ferrdo, exclusiva da regido
neotropical (Camargo & Pedro 1992), e possui grande importancia ecoldgica e
econbmica devido a sua participacdo na polinizacao de plantas nativas e cultivadas (Del
Sarto et al. 2005; Antonini et al. 2006; Santos et al. 2009; Nunes-Silva et al. 2010). M.
quadrisfacita tem se mostrado eficiente polinizador do tomateiro em cultivos protegidos
e de outras espécies vegetais (Nunes-Silva et al. 2010). Sendo assim, essa espécie pode
ser um importante objeto de estudo para testar a extensdo dos danos genot6xicos
induzidos pelos inseticidas em abelhas.

Genotoxicidade é quando uma substéncia tem a capacidade de reagir com o
acido desoxirribonucléico (DNA) diretamente ou apds a sua ativacdo metabdlica,
produzindo danos na estrutura e/ou funcdo do DNA (Weisburger 1999). Danos ao DNA
(quebras de fitas simples, duplas, crosslinks, sitios de reparos ou por excisao e/ou lesbes

alcali-labeis) representam potenciais lesdes mutagénicas. O grau de integridade do DNA
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tem sido proposto como um indicador sensivel de genotoxicidade para
biomonitoramento de ecossistemas terrestes e aquaticos (Azqueta et al. 2015). Tendo
em vista o potencial toxico dos inseticidas e a falta de dados sobre os riscos genotdxicos
que eles oferecem as abelhas, tornam-se necessarios estudos mais aprofundados sobre o
assunto.

Uma das técnicas utilizadas para avaliacdo de danos ao DNA € o ensaio cometa
(eletroforese em gel de célula unica) ou do inglés, “single cell gel electrophoresis” e tem
sido considerada como uma das mais eficientes (Azqueta et al. 2015). E considerada de
baixo custo, alta sensibilidade, facil execucdo e qualquer célula eucaridtica nucleada
pode ser utilizada nos ensaios (Tice et al. 2000). Nesse teste, as células que apresentam
um nucleo redondo séo identificadas como normais, sem danos detectaveis no DNA
(Quadro 1a). Por outro lado, as células lesionadas sdo identificadas visualmente ou
através de programas computacionais por uma espécie de cauda, similar a cauda de um
cometa, formada pelos fragmentos de DNA (Quadro 1b-e). Estes fragmentos podem se
apresentar em diferentes tamanhos (Quadro 1b-e), e ainda estar associados ao nucleo
por uma cadeia simples. Para alguns autores, o tamanho da cauda é proporcional a
dimensdo do dano que foi causado, mas é de consenso que a simples visualiza¢do do

“cometa” ja significa que danos estdo presentes no DNA (Silva 2007).
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Imagem Observada Cauda/Cabeca Classes de Danos
K R
a) § .- sem cauda 0
R normal

<l 1
lesionada

1-2
lesionada

L)

=2 3
lesionada

sem cabeca 4
lesionada

Quadro 1. Classificagdo das imagens das “células cometa”. Fonte: Silva 2007.

Mudancas climaticas e abelhas

Uma vasta gama de estudos indica que as mudancas climéaticas sdo um dos
maiores fatores de pertubacdo antrépica imposta ao ecossistema (Parmesan 2006;
Walther et al. 2002) e uma das maiores ameacas a biodiversidade no século 21 ( Aradjo
et al. 2004; Brook et al. 2008; Leadley et al. 2010). As alteracBes climaticas tém
produzido numerosas mudancas nas distribuicGes e abundancia de espécies (Root et al.
2003; Parmesan & Yohe 2003) e afetado a fenologia de insetos e plantas (Memmott et
al. 2007; Hegland et al. 2009; Hoover et al. 2012). Outro problema grave é que as
mudancas climaticas podem causar desencontros espaciais e temporais entre 0s
polinizadores e as plantas que visitam devido a mudancas diferenciais nas areas de
distribuicdo e fenologia das espécies que interagem entre si (Memmott et al. 2007;
Hegland et al. 2009; Polce et al. 2014).

Embora tenha havido um aumento no numero de estudos envolvendo o

aquecimento global e a fenologia de insetos e plantas, alguns estudos de revisdo tém

27



indicado que o conhecimento sobre este assunto ainda é limitado (Walther et al. 2002;
Visser & Both 2005). Quando o assunto envolve os polinizadores, 0s Sservigos
ecossistémicos e as mudancas climaticas as lacunas sdo ainda maiores (Hegland et al.
2009; Giannini et al. 2012). Isso é preocupante, pois os polinizadores sdo considerados
pecas fundamentais para a biodiversidade global e a polinizacdo realizada por eles é
vital para os sistemas naturais e para a agricultura (Daily 1997).

As mudancas climaticas podem afetar o servico ecossistémico de polinizagédo
através dos seus efeitos sobre os polinizadores. Os impactos das mudancas climaticas
sobre os insetos sdo frequentemente estudados em escala temporal (Sparks & Yates
1997) ou em escala espacial, como por exemplo, as mudancas nas distribruicbes
geograficas das espécies (Parmesan 2006). Uma vez que 0s insetos sdo ectotérmicos
(Willmer & Unwin 1981) até mesmo pequenas mudancas de temperatura podem alterar
sua atividade e comportamento de forrageio (Heard & Hendrikz 1993; Stone 1994).
Embora haja uma relacdo positiva entre a temperatura e a atividade de polinizadores nas
flores (Willmer & Stone 2004), importantes polinizadores, como as abelhas, podem
alcancar altos limiares de temperatura e passar mais tempo resfriando o corpo e menos
tempo forrageando (Heinrich 1979; Cooper et al. 1985).

O Painel Intergovernamental para as Mudangas Climaticas (IPCC) da
Organizacao das Nacgdes Unidas (ONU) criou quatro projecfes de cenéarios futuros de
forcantes radioativas, 0s RCPs — Caminhos Representativos de Concentragdes. Sao eles
0 RCP 2,6; RCP 4,5; RCP 6,0 e RCP 8,5. O termo "representativos"” significa que cada
RCP fornece apenas um dos muitos cenarios possiveis que levaria para caracteristicas
especificas do forcamento radioativo. A palavra “"caminhos" enfatiza que ndo sO 0s
niveis de concentracdo a longo prazo sdo de interesse, mas também a trajetéria tomada

ao longo do tempo para chegar a esse resultado (Moss et al. 2010).
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No cenario RCP 2,6, considerado um cenério otimista, o forcamento radioativo
ficara em torno de 3 W m™ (watt por metro quadrado) e a concentragio de CO;
equivalente atingird um pico de cerca de 490 ppm (partes por milhdo) antes de 2100 e
entdo declinara. No RCP 4,5 o forcamento radioativo serd aproximadamente de 4,5 W
m2 e a concentracdo de CO; equivalente ficara em torno de 650 ppm. No RCP 6,0 o
forcamento radioativo ficara em torno de 6,0 W m-? e a concentracio de CO;
equivalente ficard em torno de 850 ppm e no RCP 8,5, considerado um cenario
pessimista, o forcamento radioativo ¢ maior que 8,5 W m e a concentracio de CO;
equivalente maior que 1.370 ppm (Moss et al. 2010).

Um cenario preocupante em relacdo as mudancas climaticas futuras sobre as
abelhas e alguns servicos ecossistémicos foi demostrado em alguns estudos realizados
na Europa, América do Norte, Africa (Kuhlmann et al. 2012; Rader et al. 2013; Polce et
al. 2014) e na América do Sul (Giannini et al. 2012; Giannini et al. 2013).

Na Europa, as projecdes futuras para 2050 mostram que a maioria das areas
adequadas para cultivos de macas, cerejas, peras, ameixas e nozes terdo baixa
disponibilidade de polinizadores devido ao desencontro entre 0s cultivos e 0s
polinizadores (Polce et al. 2014). Na América do Norte, 0 servico ecossistémico
realizado por Apis mellifera Linnaeus, 1758, em cultivos de melancia em 2099 deixara
de existir e passard a ser realizado apenas por espécies de abelhas nativas devido a
inadequabilidade climética para persisténcia dessa espécie na regido dos cultivos (Rader
et al. 2013). Na Africa, em uma regido considerada de alto endemismo de abelhas,
Kuhmman et al. (2012) verificaram que havera contracGes nas areas de distribuicao para
as 12 espécies estudadas em maior ou menor extensdo dependendo da espécie.

No Brasil, dois estudos também mostram efeitos negativos das mudancas

climaticas na distribuicdo de espécies de abelhas e plantas nativas associadas a essas
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especies. No primeiro estudo, nove das 10 espécies de abelhas nativas estudadas
sofrerdo reducdo na area de habitat adequado no futuro. De acordo com o segundo
estudo, ocorrera uma reducédo nas areas de habitat adequados para a maioria das abelhas
polinizadoras do maracuja, Passiflora edulis Sims, e para as plantas nativas associadas a
esses polinizadores (Giannini et al. 2012; Giannini et al. 2013).

Uma questdo que se torna relevante é entender como as mudancas climaticas
podem afetar a distribuicdo das espécies de abelhas e, consequentemente como 0s
servicos de polinizacdo poderiam ser prejudicados em termos de area plantada devido a

potencial auséncia de polinizadores nos cultivos no futuro.

Modelagem de nicho

O surgimento dos bancos de dados com grandes colecBes biologicas
informatizadas, a tecnologia do Sistema de Informacgédo Geografica — GIS —acessivel aos
ecélogos e biogeografos e o desenvolvimento dos modelos bioclimaticos permitiram
que os modelos de “nicho” ecologico fossem utilizados para estimar a “distribuigdo
geografica” das espécies, seja potencial ou real (Soberdn 2007).

A modelagem de distribuicdo potencial tem sido amplamente utilizada para a
conservacao de espécies raras ou ameacadas, para a avaliacdo do potencial invasivo de
espécies exdticas, para estudos de impactos das mudangas climéticas e estudos das
possiveis rotas de disseminacdo de doencas infecciosas, entre outros (De Marco &
Siqueira 2009; Peterson et al. 2011). Na maior parte das aplicacGes se considera que o
nicho ecoldgico é o modelo basico que sustenta a possibilidade de produzir predi¢bes
sobre a ocorréncia de espécies (Peterson 2001; Thuiller et al. 2005; Elith et al. 2006).

Joseph Grinell foi o primeiro naturalista a definir nicho sob uma perspectiva

ambiental e geografica, em que o0 nicho seria determinado pelas
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condigdes/requerimentos ambientais sob 0s quais uma espécie consegue sobreviver
(Grinell 1917). Charles Elton, uma década depois, propds um conceito de nicho baseado
nas interacdes bidticas, no qual o nicho determina o papel funcional da espécie em uma
comunidade, de acordo com o impacto gerado sobre as outras espécies e com o0 impacto
recebido (Elton 1927). Para George E. Hutchinson, o nicho é composto de duas facetas
basicas, nicho fundamental e o realizado, refletindo processos diferentes sobre a
existéncia de uma especie. O nicho fundamental reflete todas as condi¢cdes ambientais
em que a espécie consegue sobreviver, e o nicho realizado é reflexo dos impactos dados
pelas interacdes bidticas negativas, como competicdo e predacdo, sobre as condi¢bes
que a espécie consegue sobreviver (Hutchinson 1957). Em nosso estudo, o conceito de
nicho utilizado serd o conceito de nicho de Joseph Grinell e o conceito de Hutchinson
no que diz respeito ao sub-espaco de condi¢des (ou cenopoético) e ndo o sub-espacgo de
recursos, pois os dados ambientais disponiveis representam o sub-espaco de condicdes e
ndo a interacdo entre as espécies (De Marco & Siqueira 2009).

A ferramenta de modelagem ecoldgica utiliza variaveis ambientais e climaticas
do lugar onde se registrou a ocorréncia das espécies para construir um modelo do nicho
utilizado por elas em todos os pontos de ocorréncia conhecidos. A partir desse modelo,
ela projeta as condi¢cdes ambientais propicias para a ocorréncia das espécies para locais
em que esta ndo € conhecida e gera um mapa de distribuicdo potencial ao longo da éarea
considerada. A partir das variaveis analisadas no treino do modelo, a analise também
pode extrapolar a ocorréncia das espécies em outros periodos de tempo ou em outras
regides geograficas (Oliveira 2015).

Ha uma diversidade enorme de modelos com diferentes concepcbes e que
utilizam diferentes parametros (Elith et. al. 2006; Qiao et. al. 2015). A sele¢cdo de um

modelo apropriado pode ser feita com base no conhecimento da espécie a ser modelada

31



ou atraves da projecdo conjunta de varios modelos (Peterson et al. 2011; Aradjo & New
2007). A previsao da distribuicdo das espécies com 0 uso do consenso de VAarios
modelos reduz as incertezas proprias de cada modelo e melhora a precisdo da previsao
(Aratjo & New 2007). Sendo assim, em nosso estudo optamos pela previsdo da
distribuicdo das espécies através da projecdo conjunta de cinco modelos com intuito de

reduzir as incertezas de cada modelo e melhorar a precisao da previséo.

Bioma Cerrado e os cultivos de tomate

O Cerrado é um dos “hotspots” com prioridades de conservagdo, possui uma das
floras mais rica das savanas (> 7.000 espécies) com alto grau de endemismo (Myers et
al. 2000). Depois da Amazénia, o Cerrado brasileiro destaca-se como o segundo maior
bioma em extensao territorial (cerca de 20% do territorio nacional).

Historicamente, o Cerrado vem sofrendo impactos antrépicos que contribuem
para a perda da cobertura vegetal original. Tal transformacéao torna possivel relacionar o
aumento da produtividade agricola do Cerrado nos ultimos 30 anos, concomitantemente
com a reducao de suas reservas naturais, restando atualmente apenas pequenas manchas
do Cerrado original, sendo raro ver alguma area preservada (Lima 1996).

No bioma Cerrado se encontram presentes mais de 1/3 da producdo nacional de
tomate (Brito & Melo 2010). O tomateiro € uma das hortalicas com maior volume de
producdo no Brasil, com mais de quatro milhdes de toneladas produzidas em 2013
(IBGE 2015). E a espécie mais cultivada da familia Solanaceae, sendo denominada
Solanum lycopersicum. As flores, pequenas e amarelas, sdo hermafroditas, costumam
ocorrer em monocasios de 3 a 12 flores (Fontes & Silva 2002), os estames formam um
tubo em torno do pistilo. Solanum lycopersicum possui sistema reprodutivo auto-

compativel, mas dependente da visita de abelhas polinizadoras para melhorar a
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qualidade e quantidade de frutos e sementes (McGregor 1976; Melo-Silva et al. 2013;
Depré et al. 2014). Em um levantamento realizado em 14 plantac6es do estado de Goiés
foi registrada a presenca de 26 espécies de abelhas nativas visitando as flores do
tomateiro. As espécies de abelhas nativas mais frequentes e capazes de realizar essa
polinizacdo foram: Exomalopsis analis, Exomalopsis auropilosa, Augochloropsis sp.,
Centris tarsata, Bombus sp e Eulaema nigrita (Silva-Neto et. al. no prelo).

A cultura do tomateiro exige altos investimentos em adubacéo, tratos culturais e
protecao fitossanitaria. Os varios problemas fitossanitarios (patdgenos, acaros e insetos
praga) que atingem o tomateiro levam o produtor ao uso preventivo, exagerado e
indevido de agrotoxicos (Reis-Filho et al. 2009). No estado de Goids, estes produtores
usam varios tipos de inseticidas, sendo os mais vendidos para as plantacbes de tomate
em Goiania e Goianapolis os dos grupos quimicos organofosforados, piretroides e
neonicotindides (Latorraca et al. 2008), todos tdxicos para uma ampla gama de animais.

O cultivo do tomateiro configura-se como um sistema interessante para testar
qual a influéncia da paisagem, a genotoxicidade dos inseticidas e o potencial efeito das
mudancas climaticas futuras em abelhas nativas associadas a esses cultivos devido a alta
riqueza e frequéncia de polinizadores nativos, a sua grande importancia econémica para

0 Brasil e a alta quantidade de agrotoxicos utilizados.

Objetivo geral

O objetivo geral desta tese foi verificar como as abelhas nativas polinizadoras do
tomateiro se relacionam ou sdo afetadas pelas principais ameacas impostas a esse grupo
no presente e no futuro. “No presente”, buscamos avaliar: 1) a influéncia do contexto da
paisagem na abundancia de abelhas nativas polinizadoras do tomateiro; 2) a

genotoxicidade de dois inseticidas, o imidacloprid, do grupo dos neonicotinoides e a

33



deltametrina, do grupo dos piretroides, no DNA de células da hemolinfa de abelhas M.
quadrifasciata usando a técnica do ensaio cometa. “No futuro”, buscamos avaliar: 3) as
possiveis alteracBes na distribuicdo geografica de cinco espécies de abelhas nativas
polinizadoras do tomateiro e quanto dessas alteracGes acontecerdo em areas plantadas

de tomate no Brasil como consequéncias das mudancas climaticas em 2100.

Objetivos especificos

1.1) Verificar se em locais com maior proporcao de vegetacdo nativa encontra-se
uma maior abundancia de abelhas nativas nos cultivos de tomate.

1.2) Verificar se ha relacdo entre fragmentacdo: tamanho relativo do maior
fragmento (RLPs) e a abundéancia de abelhas nativas nos cultivos de tomate.

1.3) Testar se a distancia dos remanescentes de vegetacdo nativa afeta a
abundancia de abelhas nativas polinizadoras do tomateiro.

2.1) Verificar se ha diferencas significativas entre os danos ao DNA em células
da hemolinfa da M. quadrifasciata causados pelos inseticidas imidacloprid, do grupo
dos neonicotindides e o deltametrina, do grupo dos piretroides.

2.2) Verificar se ha diferencas significativas entre o controle negativo e 0s
tratamentos em relacdo aos danos ao DNA em células da hemolinfa de M.
quadrifasciata causados pelos inseticidas imidacloprid e deltametrina.

3.1) Verificar se havera alteracfes nas areas de habitat adequado para as cinco
principais espécies de abelhas nativas polinizadoras do tomateiro em dois cenarios de
mudangas climaticas, um mais otimista e outro mais pessimista, para o ano de 2100 se
comparado com o cendrio presente.

3.2) Mensurar a concordancia entre areas de habitat adequado para estas cinco

especies de abelhas nativas e as areas de plantio de tomate no Brasil no presente e
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futuro, considerando que a area plantada de tomate na atualidade continue a mesma nos

dois cenarios futuros para o ano de 2100.
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Influéncia do contexto da paisagem na abundancia de abelhas nativas em cultivos

de tomate
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Resumo

Ha evidéncias do declinio da abundancia de polinizadores e consequentemente
0S seus servicos em algumas regides do mundo, com possiveis impactos negativos para
o funcionamento dos ecossistemas. A resposta especifica das abelhas a mudanca
antropogénica na escala da paisagem ainda € pouco compreendida, em parte porque 0s
polinizadores podem atuar ou responder em diferentes escalas espaciais. O objetivo
deste estudo foi testar a influéncia do contexto da paisagem na abundancia de abelhas
polinizadoras em cultivos de tomate. As paisagens no entorno das plantacdes foram
classificadas a partir de imagem de satélite e as variaveis preditoras proporcdo de
vegetacdo nativa (Prop), o tamanho relativo do maior fragmento (rLPS) e a distancia
entre o cultivo e a vegetacdo nativa mais proxima foram calculados. A abundancia de
abelhas nativas foi amostrada em plantios de tomateiro cultivados no sistema
convencional estaqueado em campo aberto na regido do Cerrado entre 2010 e 2011. As
espécies foram divididas em cinco grupos de acordo com a semelhanca morfol6gica e
ecologica. Os resultados deste estudo mostram que o contexto de paisagem influenciou
a abundancia dos cinco grupos de polinizadores de tomate. Abelhas de menor tamanho
corporal, como as espécies do grupo Exomalopsis responderam em escalas menores
enguanto as abelhas de tamanho corporal maior, tais como as dos grupos Centris e
Bombus/Eulaema responderam em escalas maiores. A abundancia de todos os
polinizadores juntos (Buzzers), do grupo Exomalopsis e Centris esta associada com um
aumento da proporcdo de vegetacdo nativa. A maioria dos grupos apresentou maior
abundancia em paisagens mais fragmentadas. Ndo houve relacdo entre a distancia dos
fragmentos de vegetacdo nativa e a abundancia para nenhum dos grupos. O presente
estudo mostra a importancia de se considerar, além da perda de habitat, os efeitos da

fragmentacdo sobre a biodiversidade e 0s servigos ecossisttmicos que essa
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biodiversidade prové e reforca a necessidade de estudos em multiplas escalas para

detectar a importancia do contexto da paisagem na assembleia de polinizadores locais.

Palavras-chave: Vegetacdo nativa, fragmentacdo, perda de habitat, conservacéo,

polinizadores.

Influence of landscape context on the abundance of native bee pollinators in

tomato crops in Central Brazil

Abstract

Evidences show that pollinator abundance has declined and, consequently, also has their
services in some regions of the world, with possible negative impacts on ecosystem
functioning. The specific response of bees to anthropogenic changes at the landscape
scale remains poorly understood, partly because pollinators may respond at different
spatial scales. The goal of this study was to evaluate the influence of landscape context
at multiple spatial scales on the abundance of bee pollinators in tomato crops. The
landscapes surrounding the crops were classified from satellite image and the predictor
variables proportion of native vegetation (Prop), relative size of the largest fragment
(rlps) and the distance between the crop and the closest native vegetation were
calculated. Their abundance was obtained from tomato crops grown in a conventional
system in the Cerrado region in 2010 and 2011. Only buzzers were analyzed. The
species were categorized into five groups according to taxonomical and ecological
relationships. The results of this study showed that the landscape context influenced the
abundance of the five groups of tomato pollinators. Bees with a smaller body size, such

as species of the Exomalopsis group, responded at smaller scales, while bees with a
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larger body size, such as the Centris and Bombus/Eulaema groups responded at larger
scales. The abundance of all pollinators and of the Exomalopsis and Centris groups
increased with native vegetation cover. Most groups showed higher abundances in more
fragmented landscapes. The results of the present work reinforce the need for
maintaining natural habitats around crop areas, even if fragmented, for the conservation

of tomato pollinator assemblage.

Key-words: Buzzers, Cerrado, ecosystem service, Exomalopsis, fragmentation, habitat

loss, Halictidae.

Introducéo

O declinio das populacdes de insetos polinizadores, principalmente abelhas,
reportado em diferentes partes do mundo (Potts et al. 2010; Goulson et al. 2015; Potts et
al. 2015) é preocupante devido a sua importancia na polinizacdo de 78% das
angiospermas nas regides temperadas e 94% nas regides tropicais (Ollerton et al. 2011).
Portanto, o declinio populacional de abelhas poderia causar alteracbes no
funcionamento e diversidade dos ecossistemas naturais (Allen-Wardell et al. 1998).
Além disso, abelhas sdo importantes para muitas plantas cultivadas (Klein et al. 2007;
Melo-Silva et al. 2013), e vérios estudos ja demonstram haver relacdo entre perda de
polinizadores e reducdo da produtividade dos cultivos (Kevan 1977; Ricketts et al.
2004).

O declinio das populagdes de abelhas pode estar relacionado a combinacdo de
diferentes fatores como o uso de pesticidas (Whitehorn et al. 2012), a ocorréncia de
doencas e parasitas (Furst et al. 2014), além da perda e fragmentacdo do habitat (Kearns

et al. 1998). Para as comunidades de insetos polinizadores, que incluem abelhas, vespas,
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moscas, besouros, borboletas e mariposas, a perda e fragmentacdo de habitat
provavelmente representam os impactos mais importantes (Kruess & Tscharntke 1994;
Steffan-Dewenter et al. 2002; Steffan-dewenter 2003; Steffan-Dewenter & Kuhn 2003).
Os possiveis efeitos negativos da perda de habitat sobre esse grupo incluem a reducéo
na disponibilidade de recursos alimentares e a falta de sitios de nidificacdo, levando a
menores tamanhos populacionais e consequentemente a perda de espécies. Diferentes
métricas do nivel de conservacdo da paisagem tém mostrado efeitos positivos sobre a
riqueza de espécies e a abundancia de abelhas e consequentemente sobre a polinizacao
de plantas cultivadas (Viana et al. 2012), como por exemplo, a proximidade de
fragmentos de vegetacdo nativa (Ricketts et al. 2008), a proporcéo de vegetacdo nativa
(Steffan-Dewenter et al. 2002) e o tamanho do fragmento (Aizen & Feinsinger 1994).

Tais efeitos e a escala em que atuam, entretanto, sdo altamente dependentes das
caracteristicas de cada espécie de abelha (Greenleaf & Kremen 2006). Respostas de
espécies de abelhas as mudancas antropogénicas na escala da paisagem continuam mal
compreendidas. Em parte, porque os taxons de abelhas apresentam uma variacdo
consideravel em aspectos da sua historia de vida (Michener 2001), como por exemplo, 0
grau de especializacdo no recurso floral, o nivel de sociabilidade e o tipo de local que
utilizam para nidificacdo (Goulson et al. 2005; Morandin et al. 2007; Ricketts et al.
2008). Acrescida as diferencas na capacidade de dispersao (Greenleaf et al. 2007), essa
variacdo leva a diferentes respostas frente as propriedades da paisagem (Winfree &
Kremen 2009). Portanto, as alteragdes nas caracteristicas da paisagem em diferentes
escalas podem impactar 0s servigos ecossistémicos através dos efeitos sobre a
abundancia dos polinizadores.

Neste trabalho analisamos a abundancia de diferentes grupos de espécies de

abelhas em resposta as caracteristicas da paisagem, usando como sistema de estudo as
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abelhas nativas presentes em plantacbes de tomate convencional (Solanum
lycopersicum). Entre as espécies de abelhas observadas até entdo em plantacdes de
tomate no Brasil (Nunes-Silva et al. 2010) apenas espécies nativas realizam polinizacéo
por vibragdo (Franceschinelli, E. V., com. pess.).

O objetivo deste estudo foi testar a influéncia das caracteristicas da paisagem na
abundancia de abelhas nativas polinizadoras do tomateiro. Nesse trabalho buscamos
responder as seguintes questdes: (1) Quais sdo os efeitos da proporcdo de vegetacao
nativa e do seu grau de fragmentacdo sobre a abundancia de diferentes grupos de
abelhas, e em quais escalas esses efeitos sdo mais evidentes? (2) Plantacbes mais
préximas dos remanescentes de vegetacdo natural apresentam maior abundancia de
abelhas? (3) Existem diferencas nas respostas de diferentes grupos de espécies de

abelhas?

Métodos

Local e periodo das coletas

O presente estudo foi realizado, no estado de Goias, em 10 plantacGes de tomate
convencional estaqueado em campo aberto no ano de 2010 (entre 7 de Agosto e 17 de
Outubro) e 14 plantacbes de tomate convencional estaqueado em campo aberto no ano
de 2011 (entre 21 de Maio e 27 de Setembro) (Figura 1). Nesses municipios ocorrem
fragmentos de mata e cerrado inseridos em uma matriz composta principalmente por
pastagem e areas agricultaveis, nas quais se cultivam tomate, pepino, repolho, milho,
feijéo, laranja. No sistema em estudo, 0s remanescentes naturais constituem pequenas
manchas de formato irregular e frequentemente formam estreitos corredores de

vegetacdo junto aos corpos d’agua.
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Figura 1. Localizagdo de 10 cultivos de tomate convencional estaqueado em campo
aberto em 2010 e de 14 cultivos em 2011. Tridngulos preenchidos correspondem ao ano

de 2010 e circulos preenchidos correspondem ao ano de 2011.

As paisagens no entorno das plantaces foram classificadas a partir de uma
imagem de satélite Landsat5-TM (datada de 10 de outubro de 2005), com resolucao
espacial de 30 x 30 m, georreferenciada com base nas cartas topograficas do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE, na escala de 1:50.000. As coordenadas
foram adquiridas no sistema UTM, Datum SAD 1984 e as bandas espectrais utilizadas
foram TM3, TM4 e TM5. Os fragmentos de vegetacdo nativa (cerrado e matas nativas)
foram delimitados através de classificacdo manual. Circulos (buffers) de 0,75, 1,0, 1,5,
2,0 e 3,0 quilémetros (Km) de raio tomando como centro cada ponto amostral (cultivo
de tomate) foram delimitados usando as imagens classificadas pelo método descrito

acima (Figura 2). Circulos (buffers) com raios menores que 0,5 Km frequentemente néo
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continham vegetacao nativa, por isso os circulos foram delimitados a partir de 0,75 Km.
Os procedimentos de georreferenciamento e classificacdo foram realizados no sistema

de processamento de imagens de sensoriamento remoto ArcGIS 9,3 (Esri Inc.).

Google earth

Figura 2. Cultivo de tomate ao centro e os cinco circulos de 0,75,1,0, 1,5,2,0 e 3,0 km
de raio delimitados para o calculo da vegetacdo e do tamanho relativo do maior

fragmento (RLPs).

Dois valores foram calculados dentro da area delimitada para cada um dos cinco
buffers: 1) proporcao de vegetacdo nativa na paisagem (Prop) dentro de cada circulo; e
2) o tamanho relativo do maior fragmento (rLPS) (Bascompte & Sole 1996; Montoya et
al. 2010), que é uma medida de continuidade da vegetacdo e varia entre 0 e 1. Os
valores do rLPS perto de 1 indicam paisagens com pouca fragmentacdo da vegetagédo
nativa. Ao contrario de indices como o0 nimero de manchas e o tamanho médio do

fragmento que sdo altamente correlacionados com a quantidade de habitat (Fahrig
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2003), o indice rLPS permite uma medida mais direta do grau de fragmentagéo
(Bascompte & Sole 1996). Valores combinados de Prop e rLPS abaixo de 0,25 indicam
paisagens com forte perturbacdo humana e uma elevada fragmentacdo da vegetacdo
nativa, enquanto que valores acima de 0,75 caracterizam paisagens com vegetacao
nativa preservada e ligeiramente fragmentada (adaptado de Montoya et al. 2010). Além
dessas duas medidas, a distancia em metros entre cada cultivo de tomate e o fragmento
mais préximo de vegetacao nativa maior que 1 hectare foi calculado. Os valores destas
variaveis foram calculados utilizando o software R (R Development Core Team, 2015)
usando os pacotes MapTools (Bivand & Lewin-Koh, 2015), rgdal (Bivand et al. 2015) e

raster (Hijmans 2015).

Descricdo da planta

O tomateiro € uma planta da familia Solanaceae, espécie Solanum lycopersicum.
As flores, hermafroditas, costumam ocorrer na quantidade de 3 a 12, reunidas em forma
de monocasios, sdo pequenas e amarelas (Fontes & Silva 2002). Os estames formam um
tubo em torno do pistilo e as anteras possuem deiscéncia poricida, as quais precisam ser
vibradas para que o pdlen seja liberado (Buchmann 1983). Embora a polinizacéo
espontanea possa acontecer, pois essa espécie possui sistema reprodutivo auto-
compativel, é altamente dependente de fatores climaticos, entre eles o vento. Portanto,
uma maior eficiéncia no processo de polinizagdo é conseguida quando abelhas vibram
as flores e as anteras, melhorando a qualidade e quantidade de frutos e sementes
(McGregor 1976; Melo-Silva et al. 2013; Depra et al. 2014). Os principais cultivares de

tomateiro nos cultivos estudadas foram ‘ltaliano’ e 'Dominador.
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Frequéncia de visitas

As atividades das abelhas foram registradas em cada cultivo entre as fileiras de
tomateiro no centro dos cultivos por dois observadores a fim de estimar a abundancia de
abelhas. As observacgdes foram realizadas das 9h00 as 13h00 horas, em pelo menos dois
dias diferentes, sem nuvens ou com poucas nuvens e a velocidade do vento inferior a 3
m/s. A abundancia das abelhas foi medida através da inspecédo das visitas de abelhas as
flores do tomateiro em dois transectos contiguos de 100 metros cada localizados entre
as fileiras de tomateiro no centro dos cultivos. As observacdes das visitas de abelhas as
flores do tomateiro foram realizadas a cada 15 minutos (intervalo de cinco minutos) do
lado direito e esquerdo de cada transecto, totalizando 360 minutos em cada cultivo em
2010 e entre 80 e 160 minutos em cada cultivo em 2011. A abundancia de visitas as
flores foi estimada somando todas as visitas durante o tempo total de coleta em cada ano
para cada grupo.

Visitantes florais foram observados durante cada visita para verificar se o pélen
foi coletado por vibracdo das anteras. Dado o papel das abelhas para aumentar as taxas
de polinizacdo, observacbes foram feitas para reconhecer os polinizadores efetivos
(polinizacdo por vibracdo) e distingui-los dos visitantes florais pilhadores que roubam
polen inserindo suas mandibulas dentro das anteras.

Apenas espécies de abelhas observadas que coletaram polen por vibracdo das
anteras foram selecionadas para o estudo e agrupadas com base na similaridade

ecologica, sendo categorizadas em cinco grupos, conforme descrito na Tabela 1.
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Tabela 1. Critérios para agrupamento de espécies de abelhas nativas observadas nos

cultivos de tomate convencional estaqueado em campo aberto com base na similaridade

morfo-ecologica.

Grupo Critério
1.Buzzers= Todas abelhas observadas nas flores do tomateiro que sao
Exomalopsis,

Halictidae, Centris,

Bombus/Eulaema.

2. Exomalopsis

3. Halictidae

4. Centris

5. Bombus/Eulaema

capazes de realizar a polinizacdo por vibracdo, vibram as
anteras para retirar grdos de pélen. Todos 0s grupos descritos
abaixo formaram esse grupo.

Devido as semelhancas comportamentais e morfoldgicas entre
espécies desse género, sdo abelhas de pequeno porte, tamanho
corporal de aproximadamente 0,8 cm.

Abelhas da familia Halictidae, com a excecdo do género
Dialictus (que néo realizou polinizacdo por vibracdo), também
sdo muito semelhantes, coloracdo metalica verde, tamanho
corporal de aproximadamente 1,0 cm.

Abelhas do género Centris sdo morfologicamente distintas de
outras abelhas que visitam as flores do tomateiro, tamanho
corporal de aproximadamente 1,4 cm.

Abelhas dos géneros Bombus e Eulaema possuem tamanho do
corpo similar (aproximadamente 1,8 cm) e algumas espécies sao

morfologicamente semelhantes e de coloragéo preta.
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Anélises estatisticas

Para testar se a abundancia de abelhas ¢ maior em paisagens mais preservadas
(ou seja, paisagens com uma maior proporcao de vegetacdo nativa e valores maiores do
indice rLPS) foi utilizada a abordagem de selecdo de modelos. Para cada grupo de
espéecies de abelhas e a escala da paisagem (raios) modelos lineares generalizados
(GLM) de Poisson foram ajustados, tendo a abundancia de abelhas como variavel
resposta e a proporcdo de vegetacdo nativa, rLPS ou a combinacdo de ambos como
varidveis preditoras. Além desses modelos, um modelo com apenas o0 intercepto
também foi ajustado. No total, 16 modelos foram ajustados para cada grupo nas cinco
escalas da paisagem utilizadas nesse estudo.

Devido a dificuldade de convergéncia dos modelos quando o ano foi incluido
como efeito aleatério, os dados dos dois anos foram analisados separadamente. Os
tempos de observacdo em cada cultivo foram diferentes em 2011, por isso essa variavel
foi controlada nos modelos de 2011.

Os modelos ajustados foram, entdo, classificados de acordo com o AlCc, critério
de informacdo de Akaike corrigido (Burnham & Anderson 2002), e os pesos de Akaike
foram calculados para cada modelo. A inferéncia dos modelos foi feita atraves dos
intervalos de confianca para os coeficientes médios calculados entre os melhores
modelo(s) (A AICc <2). A fim de avaliar o ajuste do modelo, uma medida de pseudo R?
seguindo a formulacdo de Heinzl & Mittlbdck (2003) foi calculada, juntamente com um
teste qui-quadrado da razédo de verossimilhanca.

Para testar se ha relacdo entre a distancia dos fragmentos de vegetacao nativa e a
abundancia de abelhas em cada grupo foram utilizados os modelos lineares
generalizados mistos (GLMM), tendo a abundéncia de abelhas como varidvel resposta e

a distancia como variavel preditora. Nesses modelos a abundancia foi calculada como o
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numero de abelhas observadas por minuto e o ano foi incluido como um efeito aleatério.
Usamos modelos de inclinacdes aleatdrias para estimar a variagdo entre 0s anos nos
efeitos da distancia sobre a abundancia de abelhas registradas nas flores do tomateiro
nos 24 cultivos, 10 em 2010 e 14 em 2011.

Todas as analises foram realizadas no programa R (R Development Core Team,

2015) usando os pacotes Mumin (Barton 2015) e Ime4 (Bates et al. 2015).

Resultados

A analise das paisagens ao redor dos cultivos de tomateiros amostrados revela
uma ampla variacdo na propor¢do de vegetacdo nativa (0,03 a 0,55) e no rLPS (0,11 a
1,00) nas diferentes escalas (buffers) permitindo um contraste adequado para a
modelagem proposta. No entanto, esses dados caracterizam a regido estudada como
altamente perturbada pela atividade agricola e vegetacdo nativa fragmentada, sendo que

o0s baixos valores de rLPS ocorrem principalmente nas escalas maiores (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores médios, minimo e maximo de proporc¢édo de vegetacao nativa (Prop) e
do tamanho relativo do maior fragmento (rLPS) para cinco circulos (buffers) de
diferentes raios no entorno de 10 cultivos de tomate convencional estaqueado em campo

aberto no estado de Goias em 2010 e de 14 cultivos em 2011.

Raio Variavel Meédia (min — max) 2010 Media (min — max) 2011
0,75Km  Prop 0,25 (0,12 - 0,55) 0,18 (0,04 — 0,38)
1,0 Km Prop 0,24 (0,13-0,41) 0,19 (0,03 -0,34)
1,5Km  Prop 0,22 (0,14 -0,38) 0,20 (0,08 — 0,35)
2,0 Km Prop 0,22 (0,17 -0,34) 0,21 (0,10 - 0,36)
3,0Km  Prop 0,24 (0,18 - 0,32) 0,24 (0,13 -0,32)
0,75Km rLPS 0,61 (0,30 — 1,00) 0,68 (0,41 —1,00)
1,0Km  rLPS 0,54 (0,22 — 0,98) 0,61 (0,37 —0,91)
15Km  rLPS 0,41 (0,22 - 0,70) 0,47 (0,15 — 0,84)
20Km  rLPS 0,32 (0,16 — 0,50) 0,41 (0,22 - 0,69)
3,0Km  rLPS 0,30 (0,11 -0,64) 0,38 (0,13 -0,74)

Um total de 656 visitas de abelhas (Buzzers) foram observadas nas flores de

tomateiro, em média 0,46 * 0,43 (desvio padrdo) visitas por minuto, durante os 3.600

minutos de observacao realizados nos 10 cultivos no ano de 2010. Em 2011, das 698

visitas, foram realizadas em média 0,67 + 0,32 (desvio padrdo) visitas por minuto,

durante os 1.660 minutos de observacdo realizados em 14 plantacGes. As espécies do

género Exomalopsis foram as mais frequentes nos dois anos de estudo (Tabela 3).
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Tabela 3. Frequéncia relativa (%) de visitas dos diferentes grupos de abelhas as flores
do tomateiro em 10 cultivos de tomate convencional estaqueado em campo aberto em

2010 e 14 cultivos em 2011 no estado de Goids. (N) corresponde a numero de

individuos.

Grupos Frequéncia N Frequéncia N
de visitas (%) 2010 de visitas (%) 2011

em 2010. em 2011.

Exomalopsis 74,2 487 73,8 515

Halictidae 10,5 69 16,6 116

Centris 11,9 78 7,3 51

Bombus/ Eulaema 3,4 22 2,3 16

Total 100 656 100 698

Entre todos os modelos relacionados com a abundancia de abelhas e as variaveis
da paisagem, apenas um modelo foi selecionado em cada ano para os grupos Buzzers,
Exomalopsis e Centris (Tabela 4). Para o grupo Halictidae, dois modelos foram
selecionados em cada ano e para o grupo Bombus/Eulaema dois modelos em 2010 e um

modelo em 2011 (Tabela 4).
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Tabela 4. Descritores dos modelos selecionados para a relacao entre a abundancia de abelhas nativas nas flores de tomateiros e a propor¢éo

de vegetacdo nativa (Prop) e o tamanho relativo do maior fragmento (rLPS) para os cinco grupos de espécies de abelhas em 10 cultivos de

tomate convencional estaqueado em campo aberto no ano de 2010 e em 14 cultivos de tomate no ano de 2011 no estado de Goiés. Os

valores de Delta séo as diferencas entre o AlICc de cada modelo e o AICc do melhor modelo. Pesos de Akaike (Weigth) sdo estimativas

normalizadas da probabilidade relativa de cada modelo e sdo utilizados no calculo do modelo médio de forma que os melhores modelos

tém uma maior contribuicdo para a estimativa dos coeficientes médios. Valores de Pseudo R? foram calculados utilizando a formulacéo de

Heinzl & Mittlbock (2003). Testes qui-quadrado da razdo de verossimilhanca (L.ratio y?) foram usados para testar se a diferenca entre o

desvio do modelo ajustado e o desvio do modelo nulo sdo significativas. K, o namero de parametros do modelo; Obsv. tempo, tempo de

observacao.
Grupo Modelo AlICc  Delta  Weight R? L.ratio »° P
Buzzers Prop 2Km+ rLPS 2Km 2204 0,00 1,000 0,21 94,17 <0,001
Exomalopsis Prop 2Km+ rLPS 2Km 200,9 0,00 1,000 0,32 120,49 <0,001
Prop 3Km+ rLPS 3Km 86,60 0,00 0,457 0,19 25,16 <0,001
S Halictidae
I Prop 3Km 87,30 0,70 0,321 0,21 20,16 <0,001
Centris Prop 3Km 69,30 0,00 0,830 0,39 26,10 <0,001
Bombus/Eulaema Prop 3Km 46,50 0,00 0,359 0,06 7,54 0,006
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Tabela 4. Continuacao.

Grupo Modelo AICc Delta Weight R2 L.ratioy2 P
9 Bombus/Eulaema  Prop 1,5 Km 46,70 0,20 0,193 0,04 6,30 0,012
o
N
Buzzers Prop 1Km + Obsv. time 155,3 0,00 0,766 0,24 38,02 <0,001
Exomalopsis Prop 1Km + Obsv. time 136,2 0,00 0,863 0,20 25,52 <0,001
rLPS 3Km + Obsv. time 125,8 0,00 0,707 0,34 52,57 <0,001
N Halictidae
N Prop 3Km+ rLPS 3Km + Obsv. time 1275 1,70 0,293 0,29 54,86 <0,001
Centris Prop 2Km + Obsv. time 95,80 0,00 0,770 0,23 15,86 <0,001
Bombus/Eulaema  rLPS 3Km + Obsv. time 37,70 0,00 0,524 0,45 23,83 <0,001
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A abundancia de abelhas foi associada com as varidveis da paisagem para todos
grupos nos dois anos de estudo, sendo a Unica exce¢do o grupo Bombus/Eulaema em
2010 (Figura 2). Os grupos Buzzers, Exomalopsis e Centris apresentaram uma
associacdo positiva entre a abundancia e a proporcdo de vegetacao nativa, embora haja
uma variagdo entre 0s anos no raio da proporcao de vegetacdo nativa (Figura 2a, 2b, 2d,
informacao adicional esta disponivel em anexo, tabela S1, S2, S4). Em relagéo ao indice
de continuidade (rLPS), houve um efeito negativo da continuidade da paisagem na
abundancia em 2010 apenas para 0s grupos Buzzers e Exomalopsis (Figura 2a, 2b), com
paisagens mais fragmentadas apresentando maiores abundancias para esses grupos.

Os resultados entre os dois anos foram conflitantes para o grupo Halictidae
(Figura 2c). Em 2010, houve relacdo negativa entre abundancia e a proporcdo de
vegetacdo nativa e em 2011 houve um efeito negativo da continuidade da paisagem na
abundancia, com paisagens mais fragmentadas apresentando maiores abundéncias para
esse grupo. Por ultimo, para o grupo Bombus/Eulaema em 2011 houve um efeito

negativo da continuidade da paisagem na abundancia (Figura 2e).
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Figura 2. Coeficiente padronizado do efeito de cada variavel preditora sobre a
abundancia de abelhas dos modelos médios para cada grupo de abelhas polinizadoras do
tomateiro em cultivos convencionais estaqueados em campo aberto no estado de Goiés.
(o) correspondem aos 10 cultivos onde foram coletados os dados de abundancia no ano
de 2010 e (e) correspondem aos 14 cultivos no ano de 2011. Linhas verticais indicam
1,96 vezes o desvio padrdo. (Prop) Proporcdo de vegetacdo nativa, (rLPS) tamanho
relativo do maior fragmento e (Obsv. time) tempo de observagdo. Variaveis preditoras
selecionadas: Prop. 1km, 1,5km, 2km, 3km e rLPS 2km e 3km. Standardized

coefficient: coeficiente padronizado da abundancia de abelhas.
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As distancias da vegetacao nativa aos cultivos de tomate foram pequenas (média
= 196 m, range = 10 m a 539 m, Anexo) e ndo houve relacdo significativa entre a
distancia e a abundancia de abelhas nativas (Tabela 5). Esta auséncia de efeito foi
consistente entre 0s anos, com pouca variancia explicada pelo efeito aleatério do ano

(Tabela 5).

Tabela 5. Relacdo entre a distancia dos remanescentes de vegetacdo nativa mais
préximos dos cultivos de tomateiro e a abundancia de cinco grupos de abelhas nas
flores do tomateiro em 10 cultivos convencionais estaqueados em campo aberto no ano
de 2010 e nos 14 cultivos em 2011 no estado de Goias. Os pequenos valores de
variancia nas inclinac6es do efeito aleatério do ano indicam que as respostas em ambos

os anos foram similares.

Grupos Distancia P Variancia nas inclinacbes do
t-value efeito aleatdria do ano

Buzzers 1,394 0,370 < 0,001
Exomalopsis 1,290 0,410 <0,001

Halictidae 0,173 0,865 <0,001

Centris 0,924 0,464 <0,001
Bombus/Eulaema 1,690 0,255 < 0,001

Discussao

Os resultados desse estudo mostram que o contexto da paisagem influenciou a
abundancia dos cinco grupos de polinizadores do tomateiro. No entanto, comparacgoes

baseadas em nossas inferéncias com regides de baixa ocupacdo agricola e proximas a
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areas continuas e extensas de vegetacdo nativa devem ser feitas com cuidado. Apesar da
paisagem intensamente fragmentada, ndo houve um padrdo geral para todos 0s grupos.
O padréo apresentado pelo grupo Buzzers, que inclui todas as abelhas, refletiu bastante
0 padrdo do grupo de espécies do género Exomalopsis, mostrando que essas espécies
sdo importantes polinizadores no sistema estudado. Uma revisdo recente que incluiu
785 espécies de abelhas mostra que uma pequena minoria de espécies de abelhas
comuns é capaz de fornecer a maioria dos servicos de polinizagdo das culturas
estudadas (Kleijn et al. 2015), o que apoia a importancia de identificar esses grupos de
espécies, tal como proposto em nosso estudo.

A fragmentacdo da vegetacdo nativa teve um efeito positivo sobre a abundancia
de todos os grupos de polinizadores em pelo menos um dos anos do estudo, exceto o
grupo Centris. Estes dados sugerem que as abelhas do Cerrado podem ser naturalmente
adaptadas para viver em um ambiente fragmentado, pois 0 Bioma Cerrado € composto
por um mosaico de diferentes tipos de vegetacdo que variam de areas florestais a
campos abertos com formacédo herbacea (Oliveira-Filho & Ratter 2002). Além disso, a
vegetacdo da area de estudo foi fragmentada ha muito tempo e as espécies de abelhas
existentes na comunidade local podem ter sido selecionadas a viver em ambientes
perturbados. Por exemplo, individuos de Eulaema nigrita possuem maior
comportamento de forrageamento em areas abertas (Tonhasca Jr. et al. 2003; Brosi
2009; Pinto et al. 2015) e sua abundancia é maior em areas fragmentadas (Tonhasca Jr.
et al. 2003). Eulaema nigrita e outras espécies de abelhas nativas podem se alimentar de
néctar e polen de espécies de plantas ruderais ou de espécies de plantas nativas que
ocorrem naturalmente em areas abertas de Cerrado e nas areas de pastagens. Além
disso, estudos fenoldgicos da vegetacdo de Cerrado mostraram que € possivel encontrar

especies florescendo ao longo do ano, indicando a disponibilidade de recursos para
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polinizadores (Oliveira & Gibbs 2002). Isto sugere a vagilidade de muitas espécies de
polinizadores, uma vez que eles devem ser capazes de usar recursos diferentes
intercalados nos diferentes componentes da paisagem.

Uma vez que os efeitos positivos de fragmentacao ocorreram frequentemente em
conjunto com os efeitos positivos da quantidade de habitat, existe uma dependéncia de
habitats naturais e um efeito da configuracdo desse habitat, provavelmente relacionado a
diversidade de habitats maior em paisagens fragmentadas (Tscharntke et al. 2002b).
Esse resultado demonstra a importancia da conservacdo mesmo de pequenos
fragmentos, uma vez que esses podem ser responsaveis por aumentar a diversidade de
habitats e fornecer recursos cruciais para manutencdo de algumas espeécies,
principalmente espécies com alta mobilidade (Tscharntke et al. 2002b; Rueda et al.
2013).

O grupo Exomalopsis respondeu na escala menor enquanto que 0S grupos
Centris e Halictidae em escalas maiores, sendo que para este Ultimo houve maior
variabilidade na resposta nos dois anos. Uma provavel explicacdo para a diferenca nas
escalas entre os grupos Exomalopsis e Centris seria a capacidade de voo das espécies,
que por sua vez é influenciada pelo tamanho do corpo (Gathmann & Tscharntke 2002;
Greenleaf et al. 2007). Abelhas de tamanho pequeno forrageiam em escalas de paisagem
menores, enquanto abelhas de tamanho grande, voam em escalas de paisagem maiores,
até cinco quilémetros (Osborne et al. 1999; Walther-Hellwig & Frankl 2000; Knight et
al. 2005; Lepais et al. 2010). Essa diferenca na resposta entre as espécies pode ser um
importante mecanismo promovendo a estabilidade desse servico ecossistémico (Winfree
& Kremen 2009).

Os grupos Exomalopsis e Centris apresentaram respostas consistentes nos dois

anos de estudo enquanto 0s outros grupos mostraram respostas diferentes. Essa variagdo
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pode ser explicada por dois processos principais. O primeiro seria a presenca de alguma
flutuacdo temporal em condigdes ou recursos que afetem o tamanho das populacdes de
abelhas desses grupos, pois populacdes de insetos, especialmente abelhas apresentam
grande flutuacbes de ano para ano, nas estacdes e no espaco (e.g. Roubik 2001;
Williams et al. 2001). O segundo seria uma mudanca espacial/temporal na composi¢édo
de espécies de abelhas entre os anos. Por exemplo, apesar das espécies da familia
Halictidae possuirem grande semelhanca morfoldgica, o que torna dificil a identificacdo
especifica em campo, esta familia apresenta muita variacdo em seus atributos de
historias de vida (Jauker et al. 2013). Assim, os resultados inconsistentes para este
grupo podem estar relacionados a mudanca de composicao de espécies de um ano para
outro. Portanto, para esse grupo seria importante conduzir futuros trabalhos como este
somente se for possivel estabelecer mais precisamente a relacdo entre a identidade do
grupo e seus atributos ecoldgicos.

N&o houve relacéo entre abundancia dos grupos e a distancia do fragmento nos
dois anos de estudo. Uma provavel explicacdo para auséncia de relacdo seria que em
nosso estudo as distancias do cultivo de tomateiro de manchas de vegetacdo natural
foram pequenas. Isso ocorre porque 0s cultivos sao proximos de cursos de dgua devido
a necessidade de irrigacdo, e geralmente proximos a estes cursos de dgua ha vegetacéo
nativa. Numa meta-analise, envolvendo 16 cultivos em cinco continentes, observou-se
um acentuado declinio da taxa de visitas de polinizadores nativos com o aumento da
distancia das areas naturais, sendo que a taxa de visitas reduziu pela metade em 0,6 Km
(Ricketts et al. 2008), o que significa mais que trés vezes a distancia média das areas
naturais aos cultivos de tomateiro no presente estudo. Outra explicacdo seria que as
especies presentes na area de estudo possuem um conjunto de caracteristicas que fazem

com que nao respondam a distancia da vegetacao nativa nessa escala pequena. Estudos
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mostram que determinadas combinac6es de atributos das espécies, tais como tamanho
do corpo, grau de socialidade e tipo de substrato de nidificacdo podem influenciar na
resposta em relacdo a distancia dos fragmentos (Klein et al. 2003; Ricketts et al. 2008;
Jauker et al. 2013).

A influéncia do contexto da paisagem sobre a abundancia e riqueza de abelhas
nativas nos agroecossistemas € pouco estudada nas regides tropicais. No entanto, este
assunto € extremamente importante e deveria ser levado em conta nos planos de manejo
da paisagem, pois ajudaria na conservacdo das abelhas e, consequentemente, melhoraria
os servicos de polinizacdo e a producdo de alimentos. Os resultados obtidos nesse
estudo reforcam a necessidade de manutencdo dos habitats naturais no entorno das areas
de plantio, mesmo que fragmentadas, para a manutencao da assembleia de polinizadores
do tomateiro. Uma vez que o cultivo fornece apenas pélen como recurso alimentar para
seus polinizadores, restrito a alguns meses do ano, as abelhas necessariamente
dependem de recursos complementares como alimento alternativo e locais de
nidificacdo obtidos em outras fontes. Esse trabalno mostra a importancia de se
considerar além da perda de habitat (Fahrig 2013) os efeitos da fragmentacdo sobre a
biodiversidade e os servigos ecossistémicos que a biodiversidade prové. Por altimo,
estudos em mudltiplas escalas sdo crucias para detectar a importancia do contexto da
paisagem na assembleia de polinizadores locais (Steffan-Dewenter et. al. 2002; Taki et

al. 2010).
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Capitulo 11

Avaliacéo de danos ao DNA em abelhas Melipona quadrisfaciata expostas in vivo a

concentracdes subletais dos inseticidas imidacloprid e deltametrina
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Resumo

Abelhas sdo os principais polinizadores de plantas nativas nos ecossistemas
terrestres e indispensaveis ao servico ecossistémico de polinizacdo. Ao realizar o
servico de polinizacdo em cultivos agricolas elas sdo expostas direta e indiretamente a
inseticidas, tais como o imidacloprid e a deltametrina comumente usados em uma
variedade de cultivos, entre eles o tomateiro. Atualmente o0s inseticidas sao
considerados uma das principais ameagcas as abelhas em todo o mundo. Sendo assim, 0
objetivo do presente estudo foi avaliar, em condi¢des de laboratdrio, os possiveis efeitos
genotoxicos, danos ao DNA, causados pelo imidacloprid e deltametrina em abelhas
operarias da espécie Melipona quadrisfaciata. As abelhas foram divididas em um grupo
controle e quatro grupos experimentais, e expostas a duas concentracdes subletais de
imidacloprid e duas de deltametrina presentes em sacarose a 50% por um periodo de 72
horas. Decorrido esse tempo, o ensaio cometa foi realizado para detectar danos ao DNA
nas células de defesa, hemdcitos, presentes na hemolinfa das abelhas operarias.
Aumento significativo de danos ao DNA (conforme indicado pelo momento da cauda
de Olive) foi detectado em hemdcitos de abelhas expostas as duas concentracdes
subletais do inseticida deltametrina quando comparado com o inseticida imidacloprid e
com o controle negativo. Esse é o primeiro estudo a analisar os efeitos genotoxicos de

inseticidas em abelhas nativas do Brasil.

Palavras-chaves: Ensaio cometa, imidacloprid, deltametrina, genotoxicidade,

hemacitos, momento da cauda de Olive.
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Evaluation of DNA damage in bees Melipona quadrifasciata L. exposure in vivo to

subletal concentrations of two inseticides using the comet assay

Abstract

Bees are the main pollinators of native and cultivated plants, offering essential
pollination service to the ecosystem. Upon pollination service in agricultural crops, bees
are exposed directly or indirectly to insecticides, such as imidacloprid and deltamethrin.
These insecticides are commonly used in a variety of crops, including tomato. Currently
pesticides are considered major threats to bees worldwide. Thus, the aim of this study is
to evaluate, in laboratory conditions, potential genotoxic effects, and the DNA damage
caused by imidacloprid and deltamethrin in haemocytes of worker bees of Melipona
quadrifasciata, species that is often found in tomato crops. Bees were shared into four
experimental groups and one control, and exposed to two sublethal concentrations
present in 50% sucrose for each insecticide during a period of 72 hours. After this time,
the comet assay was performed to detect DNA damage in immune cells present in the
haemolymph of worker bees. A significant increase in DNA damage (as indicated by
the Olive tail moment) was found in haemocytes of bees exposed to both sublethal
concentrations of insecticide deltamethrin when compared with the insecticide
imidacloprid and the negative control. To our knowledge, this is the first study to

examine the genotoxic effects of insecticides on bees.

Keywords: Comet Assay, imidacloprid, deltamethrin, genotoxicity, hemocytes,

Olive tail moment.
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Introducéo
Abelhas sdo os principais polinizadores de plantas nativas e cultivadas nos
ecossistemas terrestres (Delaplane & Mayer 2000; FAO 2004; Klein et al. 2007). Varios
estudos tém demonstrado a importancia econdmica do servi¢co de polinizacdo e 0s
potenciais riscos do declinio dos polinizadores (Costanza et al.1997; Klein et al. 2007;
Gallai et al. 2009; Potts et al. 2010; Bauer & Wing 2010, Giannini et al. 2015).
Contudo, ha claras evidéncias do declinio de populacGes de abelhas nativas e manejadas
(Biesmeijer et al. 2006; Potts et al. 2010, VanEngelsdorp & Meixner 2010), tendo como
possiveis causas a perda de habitat, fragmentacdo, mudanca climatica, doencas,
patdgenos e agrotoxicos, principalmente inseticidas (Kevan & Imperatriz-Fonseca 2006;
Aizen et al. 2008; Potts et al. 2010; VanEngelsdorp & Meixner 2010; Potts et al. 2010;
Goulson et al. 2015).
O Brasil € considerado um dos maiores consumidores de agrotoxicos do planeta.
Em 2007 houve um consumo de 730 milhdes de toneladas. Cerca de 30% desse total
eram inseticidas (Nocelli et al. 2012), dentre os quais, aproximadamente 40% sdo
considerados téxicos para as abelhas (Menten 2009). Dentre os grupos considerados
toxicos para abelhas, os inseticidas do grupo quimico dos neonicotindides tem sido foco
de um intenso debate e preocupacdo mundial em funcdo do desaparecimento das
abelhas (Blacquiere et al. 2012; European Food Safety Authority 2013; Gross 2013). No
Brasil, 0s neonicotindides sdo utilizados largamente em uma variedade de cultivos.
Outro grupo altamente toxico para as abelhas € o grupo dos piretroides (Inglesfield
1989; Johnson et al. 2010). Estudos demonstram que inseticidas desses grupos quimicos
causam morte ou efeitos subletais nas abelhas manejadas e nativas (Stevenson 1978;
Nation et al. 1986; Desneux et al. 2007; Thomazoni et al. 2009; Carvalho et al. 2009;

Whitehorn et al 2012).
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Existem varios inseticidas disponiveis no mercado com principios ativos
pertencentes a esses dois grupos. Dentre eles, podemos citar o imidacloprid, que
pertence ao grupo dos neonicotindides e a deltametrina, que pertence ao grupo dos
piretroides. Imidacloprid é o principio ativo mais usado no mundo no controle de pragas
e doencas agricolas (Freitas & Pinheiro 2010) e juntamente com a deltametrina séo
utilizados numa ampla variedade de culturas, entre elas a do tomate (MAPA 2015). Em
2008, a deltametrina foi um dos inseticidas mais comercializados para uso em cultivos
de tomate convencional estaqueado de mesa em Goias (Latorraca et al. 2008). Esses
cultivos sdo frequentemente visitados por abelhas em busca de polen (Nunes-Silva et.
al. 2010).

Estudos sobre a toxicidade do ingrediente ativo imidacloprid mostraram que doses
subletais induziram necroses em glandulas hipofaringeanas de abelhas operarias em 48
horas apds o tratamento, morte apoptoética em células do intestino médio, reducdo do
ciclo de postura da rainha, diminuicdo da atividade locomotora, reducdo no
forrrageamento e capacidade de voo (Schmuck et al. 2001; Skerl & Gregorc 2010;
Gregorc & Ellis 2011; Schneider et al. 2012). O ingrediente ativo deltametrina também
tem mostrado que suas doses subletais induzem a distdrbios fisioldgicos e
comportamentais graves (Vandame et al. 1995; Belzunces et al. 2001; Thompson 2002;
Decourtye et al. 2004, 2005). Portanto, seria interessante também verificar se ha danos
ao DNA, ou seja, genotoxicidade, em abelhas que coletam néctar ou pélen em cultivos
agricolas que utilizam tais inseticidas, pois esses danos tém implicacbes para
sobrevivéncia e reproducéo caso ajam falhas nos mecanismos de reparacao.

O género Melipona pertence a tribo Meliponini e apresenta distribuicdo geografica
exclusivamente neotropical (Michener 2007). Este género compreende mais de 40

especies conhecidas (Camargo 1979; Michener 1979). Dentre os meliponineos, a
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especie Melipona quadrisfacita Lepeletier 1836 € considerada um importante
polinizador do tomateiro em cultivo protegido (Del Sarto et al. 2005; Santos et al. 2009;
Nunes-Silva et. al. 2010), podendo ser afetada direta e indiretamente por compostos
toxicos pulverizados em cultivos de tomateiro. Tal fato, sugere que esta espécie pode
sofrer danos no DNA causados por inseticidas.

Nas Gltimas décadas, um grande numero de estudos experimentais foi realizado
sobre os danos ao DNA induzidos por pesticidas em algumas espécies de roedores,
peixes, anfibios, moluscos, minhocas e insetos (Frantzios et al. 2008, Azqueta et al.
2015, Lapuente et al. 2015). Contudo, ndo ha estudos sobre os danos causados ao DNA
de abelhas e induzidos por inseticidas. Danos ao DNA (quebras de fitas simples, duplas,
crosslinks, sitios de reparos ou por excisdo e/ou lesdes alcali-labeis) representam
potenciais lesdes mutagénicas (Cook et al. 2003). O grau de integridade do DNA tem
sido proposto como um sensivel indicador de genotoxicidade para biomonitoramento de
ecossistemas terrestes e aquaticos (Azqueta et al. 2015). No presente estudo, o objetivo
foi avaliar a genotoxicidade dos inseticidas imidacloprid e deltametrina usando o ensaio
cometa para detectar o dano ao DNA em células da hemolinfa, hemdcitos, de individuos

da espécie de abelha nativa Melipona quadrifasciata em condicGes de laboratorio.

Material e métodos

Os experimentos para determinar a genotoxicidade dos inseticidas imidacloprid e
deltametrina foram realizados com operarias adultas de trés colonias de abelhas-sem-
ferrdo, M. quadrifasciata. Essas foram obtidas de col6nia domesticada de fornecedor
comercial (Meliponério Abelha Jatai, Cambara — PR, Brasil) e sdo mantidas em
condi¢es de campo no viveiro da engenharia florestal da Universidade Federal de
Goias (UFG, Goiania, Brasil, 16°35” S, 49°17°W).
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Inseticidas

Para os experimentos com imidacloprid foi utilizado a formulacdo comercial:
Evidence 700WG (Bayer), composicdo de 700g/Kg de imidacloprid e de 300g/Kg de
outros ingredientes e o tipo de formulacdo é o granulado dispersivel em agua. Para os
experimentos com deltametrina foi utilizada a formulacdo comercial: Decis 25 EC
(Bayer), composicdo de 25g/L de deltametrina e de 886g/L de ingredientes inertes e 0
tipo de formulacdo é o concentrado emulsionavel. Ambos inseticidas utilizados nos
experimentos sdo registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), para a cultura do tomateiro e frequentemente utilizados na regido de Goias.

O imidacloprid €é utilizado no controle de tripes (Thrips palmi), pulgdo-verde
(Myzus persicae), e moscas-brancas (Bemisia tabaci) e a deltrametrina € empregada
para o controle da broca-pequena-do-fruto (Neoleucinodes elegantalis), Larva minadora
(Lyriomyza sativae), percevejo-rendado (Corythaica cyathicollis), Traca-da-batatinha
(Phthorimaea operculella), Vaquinha-verde-amarela (Diabrotica speciosa), Vaquinha-
das-solanéceas (Epicauta atomaria), Besouro (Systena tenuis) e Lagarta-rosca (Agrotis

ipsilon).

Bioensaios e tratamentos

As abelhas foram coletadas nas col6nias pela manha, com tubo de pléstico de 20
mm, transferidas para caixas de madeira (15x15x15 cm), e mantidas em estufa BOD,
28° £ 1°C e umidade relativa de 70 % * 5% durante todo o periodo do experimento. Nas
primeiras 48 horas, todas as abelhas foram alimentadas com sacarose 50%, periodo
considerado de adaptacdo para minimizar os efeitos causados pelo estresse da

manipulagéo dos individuos.
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Alimentacao das Abelhas

Em todos os ensaios realizados, o alimento foi fornecido diariamente ad libidum no
periodo da manhd. Em cada caixa foram colocados dois recipientes de plastico de 10
mL e em cada recipiente de plastico um chumaco de algoddo embebido com solucédo de

sacarose 50% somente ou com solucdo de sacarose 50% acrescida do inseticida.

Determinacéo das Concentragdes Subletais

Para determinar as concentracdes subletais maximas de cada um dos inseticidas
utilizados, foram utilizadas vérias caixas de madeira, cada uma com 15 abelhas que
eram mantidas em estufa BOD conforme descrito acima. ApOs o periodo de
aclimatacdo, cada caixa passou a receber diariamente uma solucdo de sacarose 50%
acrescida de diferentes concentracdes dos inseticidas pesquisados.

A concentracdo subletal maxima considerada foi aquela na qual as abelhas
apresentaram uma taxa de mortalidade de 20% (12 abelhas vivas) apos trés dias de
consumo. Para ambos inseticidas testados a concentrcao subletal maxima encontrada foi
de 2,5x 10° %. Os calculos para se chegar a essa concentracio foram feitos a partir das
informac@es fornecidas no rotulo dos produtos: 700g9/Kg de imidacloprid e de 300g/Kg
de outros ingredientes e 25g/L de deltametrina e de 886g/L de ingredientes inertes.
Durante nossos testes, as abelhas ndo demonstraram rejeicdo a solucdo de sacarose

contaminada com os inseticidas.
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Grupo controle e grupos xperimentais

Abelhas operéarias foram coletadas e mantidas em caixas de madeira em estufa

BOD, conforme descrito anteriormente. Ap6s o periodo de aclimatacdo, as abelhas

passaram a ser alimentadas diariamente por 72 horas, conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1. Divisao e descricdo dos grupos experimentais de abelhas da espécie Melipona

quadrifasciata expostas a solucdo de 50% de sacarose e a solucdo de 50% de sacarose

acrescida de imidacloprid e deltametrina durante 72 horas.

Grupo

Descricéo

Controle negativo

Tratamento 1

Tratamento 2

Tratamento 3

Tratamento 4

As abelhas continuaram sendo alimentadas diariamente com
solucdo de 50% de sacarose por 72 horas.

Abelhas alimentadas com sacarose 50% acrescida de metade da
concentragdo subletal maxima de imidacloprid (1,25 x 10° %)
por 72 horas.

Abelhas alimentadas com sacarose 50% acrescida da
concentragdo subletal maxima de imidacloprid (2,5x 10° %) por
72 horas.

Abelhas alimentadas com sacarose 50% acrescida de metade da
concentragdo subletal maxima de deltametrina (1,25x 10° %)
por 72 horas.

Abelhas alimentadas com sacarose 50% acrescida da
concentracio subletal maxima de deltametrina (2,5 x 10° %) por

72 horas.
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Os experimentos foram realizados em triplicata (trés réplicas), totalizando 45
abelhas para cada um dos quatros tratamentos e 45 abelhas para o controle negativo.
Cada replica era constituida de 15 abelhas operarias adultas.

Ensaio cometa

Abelhas operéarias da espécie M. quadrifasciata de cada tratamento experimental
foram eterizadas, isto €, inseridas em recipientes de vidros, cuja tampa é constituida de
um chumaco de tecido, o qual foi embebido em éter antes de fechar os recipientes
contendo as abelhas, e transferidas para uma placa escavada contendo solu¢do de EDTA
(&cido etilenodiamino tetra-acético) para evitar a coagulacéo da hemolinfa.

Visualizando-os ao microscopio estereoscépico (Lupa), com a ajuda de uma
pinca de relojoeiro n°5 e uma seringa de 5mL foram realizadas duas lesGes em cada
individuo, uma gue transpassava o torax e uma segunda lesdo no abdémen. A hemolinfa
depositada no fundo da placa escavada foi retirada com a ajuda de uma micropipeta e
colocada em tubos de microcentrifuga (1,5 mL). A hemolinfa de cada réplica foi
misturada em um Unico tubo, constituindo um pool celular de todos os individuos.

Posteriormente, os tubos foram centrifugados. O volume final de solucdo de
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) + hemolinfa foi equivalente a 0,5 mL por
tubo. Os tubos foram submetidos a centrifugacdo por 2 vezes a 3.000 rpm por 3
minutos, sendo descartados 100uL de sobrenadante, seguido do acréscimo de mais
100uL de solugdao de EDTA, completando o volume do tubo novamente para 0,5 mL,
para a terceira centrifugacdo. Esse procedimento se fez necessario para que todas as
impurezas sejam eliminadas, aumentando a qualidade das amostras.

Em seguida, 10 pL. da suspensdo de pool celular de todos os individuos foram
embebidos em 120 pL de agarose “Low Melting Point” a 0,5%, a qual estava em banho

Maria a 37°C. Essa mistura foi colocada em lamina preparada com a pré-cobertura de
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agarose “Normal Melting” 1,5% e coberta com uma laminula. Esse procedimento foi
feito em cinco laminas por réplica para cada grupo de estudo, considerando que os
experimentos foram realizados em triplicata (trés réplicas), o total de laminas para cada
grupo foi de 15 laminas. Na sequencia, as laminas foram colocadas na geladeira a 4°C
durante dois minutos para que houvesse a solidificagao do material. Apos esse tempo as
laminulas foram retiradas e as laminas entdo foram imersas em tampao de lise por até
24 horas.

ApOs 24 horas, as laminas foram retiradas da lise e colocadas em uma cuba
horizontal de eletroforese, incubadas em tampao alcalino deixando descansar por 30
minutos. A corrida eletroforética foi realizada por 25 minutos, a 25 volts e 300 Amps. A
neutralizacao foi feita com uma solugao Tampao Tris a 0,4 M (pH 7,5) por trés vezes,
durante 5 minutos. Ap6s a neutralizacdo essas laminas foram lavadas duas vezes com
agua destilada e colocadas para secar na posicdo inclinada. A fixacdo foi feita com
etanol absoluto por 5 minutos. O DNA foi corado com 125uL de uma solugao contendo
Sybr green®e essa lamina ficou em local escuro por 30 minutos. Em seguida o material
corado foi fixado com 20uL do reagente Vectashield®. Apds a fixacdo, a laminula foi
novamente colocada sobre a ldmina e todas as laminas foram analisadas sob
microscopia de epifluorescéncia, utilizando um conjunto de filtros de excita¢do 515-560
nm, para fluorescéncia verde. Os nucleoides das células foram visualizados utilizando a
objetiva de 20X e as imagens fluorescentes foram capturadas utilizando o software
Comet Assay da MetaSystens®

Cinco laminas foram analisadas para cada réplica. Em cada lamina 20
nucledides das células foram contados aleatoriamente, totalizando 100 nucleoides por
réplica. Em cada nucledide (cometa) foram avaliados: o comprimento da cauda (cc), a

porcentagem de DNA na cauda e 0 momento da cauda de Olive (mco). Este momento é
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0 produto da porcentagem de DNA na cauda multiplicado pelo comprimento da cauda
(Olive et al. 1990). Uma vez que o momento da cauda de Olive contém tantas
informacdes sobre a porcentagem de DNA na cauda quanto sobre o comprimento da
cauda, optou-se por utiliza-lo como a Unica variavel resposta nesse estudo. O método
para a avaliacdo dos danos genotoxicos foi realizado através do programa software
“Comet imager” versao 2.2.

Anélises estatisticas

O teste estatistico utilizado para comparar diferencas na variavel resposta entre 0s
inseticidas e suas concentracGes subletais foi a analise de variancia fatorial 2 x 2 com
decomposicdo da soma de quadrado tipo IV. Posteriormente, comparacdes planejadas
foram feitas entre as concentracdes subletais dos inseticidas e o controle. Para satisfazer
0s pressupostos do modelo foi realizada uma transformacao logaritmica nos valores da

variavel resposta. Os testes foram realizados no programa Statistica (versaol3).

Resultados

Os nucleodides dos hemdcitos de abelhas operarias de M. quadrifasciata usados
para avaliacdo dos danos ao DNA através do ensaio cometa apresentaram valores
médios do momento da cauda de Olive para os inseticidas imidacloprid e deltametrina

conforme descritos na Tabela 2.
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Tabela 2. Valores médios e desvio padrdo do momento da cauda de Olive (MCO) em
hemocitos de abelhas operarias da espécie Melipona quadrifasciata expostas a dois

tipos de inseticidas em diferentes concentracdes subletais. U.A.: unidade arbitraria.

Inseticidas Tratamento Média e desvio padrdao MCO

(UA)
Imidacloprid 1,25x 10™°% 0,62 + 0,26
2,5x 10°% 0,46 0,11
Deltametrina 1,25x 10™°% 9,07 + 3,05
2,5x 1075% 9,28 +0,55
Controle negativo - 1,25+1,37

O momento da cauda de Olive foi significativamente diferente entre as abelhas
expostas aos inseticidas imidacloprid e deltametrina (Tabela 3), sendo que em média as
duas concentracdes subletais do inseticida deltametrina causaram aproximadamente 17
vezes mais danos significativos sobre o DNA de hemdcitos de abelhas operarias de M.
quadrifasciata quando comparado com a media das duas concentra¢fes subletais do
inseticida imidacloprid (Figura 1). A média das duas concentracdes subletais do
inseticida deltametrina causou sete vezes mais danos, sendo estatisticamente
significativo quando comparado com o controle negativo (t=6,688, P<0,001, Figura 1) e
ndo houve diferenca significativa entre a média das duas concentracdes subletais do
inseticida imidacloprid quando comparado com o controle negativo (t= - 0,828, P=
0,422, Figura 1). Entre as concentragdes de 1,25x 10°% e 2,5x 10°% n&o houve

diferenca significativa para nenhum dos inseticidas (Tabela 3).
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Tabela 3. Analise de variancia testando o efeito entre os inseticidas imidacloprid e

deltametrina, entre as concentracfes subletais e entre os inseticidas e as concentragdes

(interacdo) sobre 0 momento da cauda de Olive (MCO) em hemdcitos de abelhas opera-

rias da espécie Melipona quadrifasciata.

Fonte de  Soma dos Quadrado
F Valor- P
variacdo  Quadrados
Intercepto 5,598 15,146 <0,001

(¢5]
2
e) Inseticidas 24,732 66,908 <0,001
S
3 Concentragao 0,029 0,080 0,781
g
K Inseticida*
= 0,075 0,203 0,659
S concentragéo
S
o
= Erro amostral 4,805 - -
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Figura 1. Efeitos de 72 horas de exposi¢do aos inseticidas imidacloprid (I) e
deltametrina (D) em duas concentracGes subletais (%) para cada inseticida sobre o DNA
de hemdcitos de abelhas operérias da espécie Melipona quadrifasciata. MCO
corresponde a0 momento da cauda de Olive; Controle (-) no eixo x corresponde ao
controle negativo; D, corresponde ao inseticida deltametrina em duas concentragdes
subletais e I, corresponde ao inseticida imidacloprid também em duas concentracdes
subletais. Circulos preenchidos correspondem a média e linhas verticais indicam o
desvio padrdo. Letras iguais indicam que ndo ha diferenca estatisticamente significativa

e letras diferentes indicam diferencas significativas, P <0 ,05.

Discusséo

Nesse estudo foram avaliados os efeitos genotoxicos das concentragdes subletais
de inseticidas nas células de defesa de abelhas operarias da espécie M. quadrifasciata
apos a exposicdo in vivo desses agentes. As concentracOes usadas nesse trabalho,

embora estabelecidas por meio de ensaios experimentais, nao diferem das concentragdes
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médias de deltametrina e imidacloprid encontradas no polen e na cera de abelhas
meliferas na América do Norte (Mullin et al. 2010).

Os resultados demonstram que as concentracdes testadas de deltametrina foram
capazes de causar danos ao DNA (conforme indicado pelo momento da cauda de Olive)
dos hemacitos de abelhas quando comparados com o controle. J& as abelhas tratadas
com o inseticida imidacloprid ndo demonstraram danos ao DNA induzidos pelo
inseticida quando comparadas com o controle. Frantzios et al. (2008) também nao
encontraram efeitos genotdxicos do imidacloprid na espécie Drosophila melanogaster
para larvas e adultos através do teste de mutacdo e recombinacdo somatica (SMART).
No entanto, estudos sobre a genotoxicidade de imidacloprid detectaram danos ao DNA
em minhocas, anfibios e humanos utilizando o ensaio cometa (Zang et al. 2000, Feng et
al. 2004, 2005). De acordo com Frantzios et al. (2008) os resultados divergentes podem
estar relacionados a técnica utilizada, ao sistema genético estudado e aos diferentes
niveis de exposicao.

O ensaio cometa é usado como biomarcardor para danos ao DNA e 0 aumento
de danos é interpretado como prejudicial a saude do organismo caso haja falha nos
mecanismos de reparacao (Steinert 1999; Pavlica et al. 2001). Danos ao DNA podem
ser associados com reducdo do crescimento, desenvolvimento anormal e diminuicéo da
sobrevivéncia e sucesso reprodutivo (Jha 2008). Uma das formas de contaminacdo em
campo das abelhas da espécie M. quadifasciata por inseticidas, como por exemplo a
deltametrina em concentragdes subletais, se daria por meio da coleta de néctar e pélen
contaminados, podendo atingir em maior ou menor extensdo a colonia (Jay 1986). As
abelhas operarias ao se alimentarem de néctar contaminados poderiam acumular danos
ao DNA néo reparados nas células somaéticas, levando ao desenvolvimento de doencas

com consequente reducdo da sobrevivéncia e adaptabilidade (Adaptdo de Jha 2008). Ja
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para a rainha, 0 zangdo e para as futuras geracdes as consequéncias dos danos ao DNA
devido a ingestdo de alimento contaminado por inseticida seriam mais graves. Ao se
alimentarem de néctar e pdlen contaminados por inseticida, além da possibilidade da
reducdo na sobrevivéncia e adaptabilidade devido ao DNA danificado e ndo reparado,
esses individuos poderiam ter também seu sucesso reprodutivo reduzido. Em certos
casos, 0s danos poderiam persistir e serem passados para as proximas geracoes,
afetando negativamente o desenvolvimento, sobrevivéncia e por fim a persisténcia da
colénia (Adaptdo de Jha 2008). Portanto, nosso estudo sugere que os danos ao DNA
causado pelo inseticida deltametrina poderia impactar negativamente a sobrevivéncia e
0 sucesso reprodutivo da espécie M. quadifasciata com implicacdes para conservacéo e
0S Servicos ecossistémicos.

Em nosso estudo utilizamos baixas concentracdes de ambos 0s inseticidas para
verificar o potencial genotdxico nos hemdcitos de abelhas operarias da espécie M.
quadrifasciata como uma tentativa de se aproximar das concentracdes residuais de
inseticidas presentes no néctar e no polen de plantas nos cultivos e de plantas ruderais
préximas aos cultivos visitados pelas abelhas (Mullin et al. 2010, Blacquiére et al.
2012). A auséncia de aumento de danos no DNA de abelhas expostas ao inseticida
imidacloprid poderia ser resultado do baixo tempo de exposicdo ou porque a
concentracdo limiar critica desse inseticida ainda ndo foi alcancada para detecgdo de
danos através do ensaio cometa. Wang et al. 2015 avaliaram o potencial genotoxico de
imidacloprid em uma espécie de minhoca, Eisenia fetida, e ndo encontraram danos ao
DNA nas duas menores concentracdes subletais das cinco fornecidas ao individuos.
Marinowic et al. (2012) verificaram que numa determinada concentragdo inicial do
inseticida B-cyfluthrin os danos ao DNA na espécie de peixe Bryconamericus iheringii

(Characidae) nao diferiram do grupo controle, porém uma segunda concentragdo maior

100



do que a primeira e num periodo de tempo maior verificou-se uma diferenca
significativa entre os danos deste Ultimo tratamento e o grupo controle. Ha varios
estudos sobre os efeitos subletais em abelhas causados pelo principio ativo presente no
imidacloprid em uma ampla extensdo de concentracdes subletais utilizadas (Schmuck et
al. 2001; Skerl & Gregorc 2010; Gregorc & Ellis 2011; Schneider et al. 2012, Tomé et
al. 2012). No entanto, Aliouane et al. (2009) verificaram que 0s neonicotindides agem
como agonistas do sistema colinérgico, provocando excitacdo em baixas doses e efeitos
toxicos relevantes em altas doses. Os resultados referentes ao imidacloprid encontrados
no presente estudo precisam ser avaliados com cautela, ja que seria prematuro afirmar
que esse pesticida ndo causa danos ao material genético de M. quadrifasciata sem antes
se avaliar outras concentracdes do inseticida e outros tempos de exposi¢do ao produto.
Precisa-se também certificar que outro tipo de estresse celular ndo esta sendo produzido,
como por exemplo espécies reativas de oxigénio que além de danificarem a estrutura do
DNA sdo também capazes de atrapalhar o funcionamento de proteinas e enzimas
citoplasmaticas.

Por outro lado, o resultado encontrado no presente estudo para deltametrina
mostram danos ao DNA mesmo nas baixas concentracfes testadas. No entanto, é
importante ressaltar que os danos ao DNA nas abelhas podem ser muito maiores para
ambos o0s inseticidas uma vez que concentracdes muito maiores e até mesmo misturas
de varios inseticidas e fungicidas sdo aplicados em cultivos como nos de tomate (Reis-
Filho et al. 2009). Além disso, ainda ndo foram avaliados possiveis efeitos genotoxicos
causados por esses inseticidas quando inseridos na alimentagdo das larvas de M.
quadrifasciata, ja que os animais sdo normalmente mais sensiveis a efeitos deletérios

durante seu desenvolvimento.
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Entre os piretroides, a deltametrina, é relatada como sendo o0 mais téxico, uma
vez que nao é completamente metabolizada e nem rapidamente desintoxicado, e por
conseguinte, cria serios problemas de acumulacédo de residuo, especialmente em tecidos
gordurosos, com riscos genotdxicos para os organismos (Sayeed et al. 2003; Marinowic
et al. 2012). Estudos demonstram que os piretrdides estimulam a producdo de espécies
reativas de oxigénio e produzem danos oxidativos em componentes celulares essenciais
(Marinowic et al. 2012). Sayeed et al. (2003) encontraram efeitos toxicos em sistemas
oxidante/antioxidante apOs exposicdo da espéecie de peixe Channa punctatus a uma
concentracdo subletal de deltametrina durante 48 hs. Diante dessas evidéncias,
Marinowic et al. (2012) argumentam que uma possivel rota que conduziria aos danos
observados ao DNA seria a do estresse oxidativo na fisiologia celular, ocasionado pela
exposicdo aos piretroides. Wang et al. (2015) sugerem que 0 aumento de espécies
reativas de oxigénio estd associado com o aumento das concentracGes subletais de
imidacloprid, resultando também em grandes danos ao DNA. Portanto, ambos
inseticidas em nosso estudo tém potencial genotdxico, tendo como possivel rota dos
danos ao DNA o estresse oxidativo. Contudo aqui apenas o inseticida deltametrina
apresentou genotoxicidade para abelhas operarias da espécie M. quadrisfaciata nas
concentragdes subletais utilizadas.

As abelhas sdo importantes para a manutencdo e o funcionamento dos
ecossistemas (Allen-Wardell et al. 1998), uma vez que 78% das angiospermas na regido
temperada e 94% nas regides tropicais dependem da polinizacdo realizadas por elas
(Ollerton 2011). Além disso, possuem grande relevancia econdmica em diversos
cultivos, pois melhoram qualidade e quantidade de frutos e sementes (Costanza et
al.1997; Klein et al. 2007). Dessa forma, algumas medidas poderiam ser implementadas

para minimizar os impactos negativos dos inseticidas, como por exemplo, indicagéo de
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inseticidas de baixo risco feita por especialistas, pulverizacfes ao entardecer de
inseticidas cujo ingrediente ativo se degrade em poucas horas e uso de inseticidas
seletivos e do manejo integrado de pragas (Freitas & Pinheiro 2012). Embora sejam
medidas necessarias e tenham havido esfor¢cos nesse sentido desde que foi evidenciado
0 declinio de abelhas em varias partes do mundo (Imperatriz-Fonseca 2010), essas
medidas sdo de dificil implementacéo, pois os inseticidas muitas vezes sdo considerados
uma solucdo rapida e facil para controlar insetos-praga nos cultivos, e por isso
utilizados sem o devido cuidado (Reis-Filho et al. 2009).

Baseado nos resultados do presente estudo foi possivel verificar que o inseticida
deltametrina em baixas concentrac6es induz danos ao DNA em hemdcitos de abelhas da
espécie M. quadrifasciata, enquanto que para o inseticida imidacloprid néo foi possivel
evidenciar tais danos nas baixas concentracdes utilizadas. No entanto, estudos
adicionais em muitos aspectos sdo necessarios para uma melhor compreensdo da
genotoxicidade de ambos inseticidas. Para o inseticida deltametrina sdo necessarios
estudos envolvendo concentragfes proximas da Dose letal 50 (DLsg) para verificar se 0s
danos ao DNA aumentardo a medida que aumentam as concentracdes do inseticida.
Para o imidacloprid, é necessario encontrar o limiar no qual os danos ao DNA se
iniciam e em concentracdes proximas da Dose letal 50 (DLso). Para ambos inseticidas
seria importante investigar em qual concentracédo subletal os danos ao DNA podem ser
reparados e os efeitos adversos da exposi¢cdo dos inseticidas por um periodo de tempo
maior. Por dltimo, a espécie Melipona quadrifasciata mostrou-se como um promissor

bioindicador para detectar genotoxicantes em ecossistemas agricolas.
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Mudancas climaticas ameacam o servi¢co de polinizacdo em cultivos de tomate no

Brasil

Resumo

Mudangas climaticas sdo uma das principais ameacas a biodiversidade no século 21.
Entender como as mudancas climaticas podem afetar a distribui¢do das espécies ajuda a
simular como os servigos ecossistémicos poderiam ser prejudicados devido a potencial
auséncia de polinizadores nos cultivos no futuro. O objetivo desse estudo foi avaliar as
potenciais consequéncias das mudancas climaticas na distribuicdo geogréafica de cinco
espécies de abelhas nativas e estimar os possiveis efeitos das alteragbes nas
distribuicbes dessas espécies na area plantada de tomateiro no Brasil. As condicdes
climaticas foram projetadas para o ano de 2100 em dois cenarios de emissdo de
carbono: cendrio otimista e cenario pessimista. ProjecBes conjuntas foram
implementadas para simular alteracbes na distribuicdo das cinco espécies de abelhas
através de cinco algoritmos. A éarea total do cultivo foi computada em células com ao
menos 50% de adequabilidade para cada espécie e para cada cenario climatico. Os
resultados mostram uma reducdo da area total de adequabilidade de habitat para as
cinco espécies em ambos 0s cenarios, sendo mais intensa no cenario pessimista. A
espécie que apresentou maior reducdo na sua area total de adequabilidade de habitat foi
Bombus morio, ficando restrita a algumas partes das regidoes Sudeste e Sul do Brasil.
Em relagéo aos cultivos de tomate, em ambos os cenarios, também havera uma reducao
na concordancia entre a area plantada de tomate no Brasil e area total de adequabilidade
de habitat para todas as espécies. Outra vez, a espécie que sofreu maior redugdo na
concordéncia foi B. morio, com uma reducédo de 39,8 % no cenario otimista e de 63,8%

no pessimista. Esse estudo indica que as mudancas climaticas previstas podem causar
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reducdo na distribuicdo geogréfica dessas espécies em 2100 com implicagdes para

conservacao e a economia das regides produtoras de tomate.

Palavras-chave: modelos de distribuicao de espécies, polinizadores, biodiversidade.

Abstract

Understanding how climate change may affect species distribution helps predict how
ecosystem services, such as pollination, could be impaired in the future. Here, we
examine the potential consequences of climate change on the geographical distribution
of five native bee species and estimate the possible effects of bee distribution shifts on
tomato crops in Brazil. Ensemble forecasting was implemented through five algorithms
in two carbon emission scenarios to predict range shifts for five tomato-visiting bee
species for the year 2100. We then calculated the total tomato crop area in the cells with
at least 50% bee suitability, for each bee species, in each scenario. Results showed that
all species will undergo a reduction in suitable areas in both scenarios. The high
agreement between tomato crops and bee distribution observed in the present will also
be reduced in both scenarios for all species, especially in the pessimistic scenario. The
species Bombus morio had the highest reduction in range due to habitat suitability,
being restricted to some parts of southeastern and southern Brazil. Over 60% of the
tomato crop area presently occurring within the distribution of B. morio will become
climatically unsuitable in the pessimistic emission scenario. This study indicates that the
predicted climate change may negatively impact several species associated with tomato
crops in Brazil by the year 2100. This is troubling, as it could result in tomato
production losses, bringing economic and environmental losses to the tomato-producing

regions with implications for pollinator conservation.
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Introduction

Climate change is among the greatest biodiversity threats of the 21st century
(Araujo et al. 2004; Brook et al. 2008; Leadley et al. 2010; Kerr et al. 2015). The
impacts of global change may vary among species, changing their phenology (Root et
al. 2003), geographical distribution (Aradjo et al. 2004), and possibly causing the
extinction of several species (Pounds et al. 2006). One of the main effects of climate
change is the reduction in the availability of suitable habitat (Giannini et al. 2013),
leading to reductions or shifts in range (Kuhlmann et al. 2012; Kerr et al. 2015). The
extent of these effects is alarming, with estimates that 57% of all plants and 34% of all
animals will have about 50% of their geographical distributions displaced by the year
2100 (Warren et al. 2013). Furthermore, climate change effects may decrease the
efficiency of protected areas, as such areas may become climatically inadequate in the
future (Ferro et al. 2014; Martins et al. 2015).

Climate change may cause temporal and spatial mismatches between plants and
their pollinators due to changes in their phenology and geographic ranges, in addition to
the direct effects on the species (Memmott et al. 2007; Hegland et al. 2009; Polce et al.
2014; Kerr et al. 2015). Pollinators are extremely important in the maintenance of
global biodiversity, for providing a vital ecosystem service for natural systems and
agriculture (Daily 1997). A total of 78% of the plant species known in temperate zones
and 94% of tropical plant communities are pollinated by animals (Ollerton et al. 2011).

Insects, especially bees, are involved in the pollination of 75% of all cultivated species,
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which are highly important in the global human food supply (Klein et al. 2007).
Additionally, pollinators increase the quality and amount of fruits and seeds of different
cultivars in the world (Klein et al. 2007). One third of agricultural production depends
on animal pollination services (Kremen et al. 2007; Klatt et al. 2014).

The animal-pollination of cultivated and wild plants is one of the ecosystem
services currently at risk due to rapid and increasing anthropogenic changes (Steffan-
Dewenter et al. 2005; Biesmeijer et al. 2006; Aizen and Harder 2009; Potts et al. 2010;
Goulson et al. 2015). The main threat to native pollinators in developed countries is
intensive agriculture, whereas in developing countries, deforestation and destruction of
natural areas are cited as the main threats (Aizen et al. 2008). The use of pesticides,
introduction of exotic species, environmental pollution, and the occurrence of diseases
and parasites in managed pollinators are other equally important factors (Kevan and
Imperatriz-Fonseca 2006). However, the decline in pollination services in agriculture
due to global changes has not been properly evaluated (Gallai et al. 2009).

Bees are the main pollinators of angiosperms, and are responsible for about 35%
of global food production, increasing the production of coffee, canola, soybean, orange,
apple, passion-fruit, tomato, and others (Klein et al. 2003; Kremen et al. 2007; Klatt et
al. 2014). A considerable increase in the production of fruits and seeds after pollination
by native or introduced bees was observed in these crops (Veddeler et al. 2008). Recent
studies have shown a 55.2% increase in the productivity of pollinated canola plants
(Durén et al. 2010; Rosa et al. 2011). Studies showed an increase of up to 200% in
coffee fruit yield after bee pollination (De Marco and Coelho 2004; Ricketts et al.
2008), and 65% in the production of tomato fruits when bees visit tomato flowers

(Melo-Silva et al. 2013).
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Brazil occupies the ninth place in world production of tomato and is the largest
producer in Latin America. Brazilian annual production is estimated in 4.4 million tons
(FAO 2013). The Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE) estimated that
tomato production in Brazil profited R$ 6.6 billion (US$ 2 billion) in 2011. Most of this
production is concentrated in the states of Goias, Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana and
Bahia (Brito and Melo 2010). Flowers of cultivated tomato varieties can be self-
pollinated because their stigmas are shorter than the stamens and are located within the
anther pollen tube. The pollen is released from flower anthers through a pore opening
located in the distal part of the anthers. This kind of anther opening makes it essential
for the pollinator to vibrate the anthers for pollen grain release. This behavior increases
the pollen load on the stigma, and fruit and seed production (Greenleaf and Kremen
2006; Melo-Silva et al. 2013). Therefore, only bees able to perform buzz pollination
(vibration process) are regular pollinators of tomato flowers, because pollen grain
release from the poricidal anthers requires bee vibration (Fontes and Silva 2002). A
recent study showed that global warming may change the geographical distribution of
Xylocopa frontalis, an uncommon tomato visitor (Giannini et al. 2013). However, no
study has predicted changes in the geographical distribution of the main tomato
pollinators due to global warming.

In this study, we aim to examine the potential consequences of climate change
on the geographical distribution of five native bee species, known to be among the most
frequent pollinators of tomato crops in Brazil. Furthermore, we aim to estimate the
possible effects of bee distribution shifts on tomato production by relating bee

suitability and total crop area in each cell.
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Methods
Biotic data

We analyzed four Apidae and one Halictidae bee species, namely Exomalopsis
analis Spinola, 1853, Bombus morio (Swederus, 1787), Eulaema nigrita Lepeletier,
1841, Centris tarsata Smith, 1874 and Augochloropsis callichroa (Cockerell, 1900).
These five species were among the most abundant bees from the 26 bee species that
were observed visiting tomato flowers in conventional tomato plantations in the state of
Goiés, Brazil (Edivani Franceschinelli pers. comm.). Besides, some of these bees are
also among the most common pollinators of tomato crops located in other Brazilian
States, such as Sergipe (Santos and Nascimento 2011) and Minas Gerais (Santos et al.
2014). These five species represent well the diversity of bees visiting tomato flowers,
comprising small (A. callichroa, Ex. analis) and large bees (B. morio, Eu. nigrita) and
bees with different levels of sociality (Exomalopsis analis is para-social, Bombus morio
is social and the other three are solitary bees).

Occurrence points of each species were compiled using different data sources,
especially Internet data providers (Global Information Biodiversity Facility, Species-
Link), literature and field data. The details of the data sources can be found in the

Online Resource 1.

Climate data

Climate data were used to determine a model of the current range of five native
bee species using the Ecoclimate database (ecoclimate.org; Lima-Ribeiro et al. 2015).
We used five bioclimatic variables (i.e., annual mean temperature, mean diurnal range,
temperature seasonality, precipitation of driest month, and precipitation of wettest

quarter). These variables were selected among the variables with the highest loadings in
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the first five Varimax rotated eigenvectors of the correlation matrix between all
variables (Terribile et al. 2012). This procedure avoids collinearity problems when
building species distribution models (SDMs).

For future climate predictions, we used the same five layers projected onto the
year 2100, mean of the simulations for 2080-2100. The projections were also provided
by Ecoclimate. Two carbon emission scenarios were applied, one with a more
optimistic, Representative Concentration Pathways (RCP) 2.6, and a more pessimistic

(RCP 8.5) carbon emission rate for 2100 (see details in Taylor 2009; Taylor et al. 2012).

Modelling distribution

We used an ensemble model implemented in the BIOMOD2 package (Thuiller
etal. 2009) in R 3.1.3 (R Development Core Team 2015) to model species distribution,
using only the available presence data. Pseudo-absences were generated randomly at
any point located at least two degrees in latitude or longitude from any presence point
(Barbet-Massin et al. 2012) over the whole study area. We aim to obtain more accurate
predictions of the future range of the species using an ensemble forecasting approach
(Grenouillet et al. 2011). Ensemble forecasting was implemented through five
algorithms: random forest (RF), flexible discriminant analysis (FDA), generalized linear
models (GLM), classification tree analysis (CTA) and Maximum Entropy (MAXENT).
We used a random subset of 70% of the data to calibrate the model and the remaining
30% to evaluate its predictive performance. We used the area under the receiver
operating characteristic (ROC) curve (AUC) (Fielding and Bell 1992) and the true skill
statistic (TSS) to evaluate model performance (Allouche et al. 2006). The AUC values
range from 0.5 (models with random predictions) to 1 (perfect model fit), while the TSS

values from 0 (random model) to 1 (model with an excellent agreement). The data
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splitting approach was replicated 30 times to obtain the average AUC and TSS values
by cross validation. Only models with TSS values above 0.7 were retained for the
ensemble forecasts, which were then obtained by calculating the average suitability

values while weighting models by their TSS values.

Shifts in suitable habitat area

Suitable habitat area was computed for each species in two steps for both the
present ensemble models and for the two future scenarios. First, grid cells with less than
50% suitability in the ensemble forecasts were considered unsuitable. The area of the
remaining cells was then added, and the suitability value for the cell used as a weighting
factor. Hence, a cell with 90% suitability was considered as having 90% of its area
comprising suitable habitats. Proportional changes in suitable habitat areas of the future
scenarios in comparison with the present forecast were computed. The uncertainty of
these estimates arising from the differences in the models used for the ensemble forecast
was estimated by computing the proportional changes, using the 2.5% and the 97.5%

quantiles for the suitability values resultant of all models for each cell.

Bee suitability and tomato crops

We obtained data for the area of tomato crop for 2008 to 2013 for all Brazilian
municipalities (http://www.sidra.ibge.gov.br/bda/tabela/listabl.asp?z=t&0=1&i=P&e=
1&c=492). We transposed the data to the cell scale by sampling, since the only data
available was at the municipality scale. First, we estimated the average tomato crop
density in each municipality by dividing the average area planted with tomato in the
five-year period by the municipality area, and used a sampling grid of points evenly

spread every 0.04° to obtain tomato density values from the underlying municipalities.
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The total crop area in each cell was estimated by multiplying the mean of the density
values within the cell by the cell area. Finally, we computed the total crop area in the
cells with at least 50% bee suitability habitat, for each bee species and for each climatic
scenario (present, optimistic and pessimistic future) as a measure of agreement between
crop distribution and bee occurrences. Estimated changes in tomato/bee agreement were
calculated under a scenario where tomato crops retain their present distribution and thus

represent the expected changes resulting only from bee distribution shifts.

Results

A total of 764 occurrence points were obtained from different sources (see
Online Resource 1 for details). The ensemble models obtained for all species had AUC
and TSS values equal to or greater than 0.9, and can be considered accurate.
Furthermore, the TSS and AUC values from ensemble forecasting were higher than the
values of each of the five distribution models of individual species (single-SDMs). The
RF model, among the single-SDMs, showed the highest TSS and AUC values. (Details
of all species models and their values of AUC and ROC and single-SDM can be found
in Online Resource 2).

According to our results, all species will undergo a reduction in suitable
occurrence areas in the future, in both scenarios (Fig. 1). The species B. morio had the
greatest area reduction under the optimistic (RCP 2.6) and pessimistic scenarios (RCP
8.5): near 38 (%) and 71 (%) in 2100, respectively. The second species exhibiting a
relatively high impact is A. callichroa: near 32 (%) and 70 (%) in 2100, respectively.
There were, however, differences in the degree of uncertainty between the species, as
Eu. nigrita, Ex. analis and B. morio exhibited a lower uncertainty in the estimates than

the other species (Fig. 1).
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Ensemble projections with average weighting indicated that all species, in the
optimistic scenario, had a greater reduction of appropriate areas in the central part of
Brazil. Five species showed a reduction of suitable area in the Midwest, Southeast and
Northeast regions (Fig. 2). The reduction for Eu. nigrita and C. tarsata was more
extensive in the south of the geographical distribution, with only Eu. nigrita and B.
morio increasing their suitable occurrence areas: the former in the southeast region,
state of Minas Gerais, and the latter in the southern region, state of Santa Catarina. The
pessimistic scenario showed a reduction in the central part of the country that spanned
toward the coast of Brazil (Fig. 2). There were retractions in suitable occurrence areas
for all species in the southeastern region, particularly in the state of Minas Gerais and in
the coastal region.

Assuming that tomato crop locations will not change in the future, there will be a
sharp reduction in total crop area present in cells of at least 50% habitat suitability for
the five species of pollinators in both scenarios for these plantation areas (Table 1).
However, in the worst-case scenario this reduction will be higher. For example, the
species that underwent the greatest reduction was, again, B. morio, with a 49.5%

reduction in agreement in the optimistic and 78.8% in the pessimistic scenario.

Discussion

In this study, we found that the five most common species of bees in tomato
pollination on average showed a considerable loss of climatically suitable habitat within
their range for the year 2100. Additionally, we found that the high agreement between
tomato crop area and bee suitability observed in this study will be severely reduced in
the future. Both results suggest that the tomato pollination service may be threatened in

the future, confirming the troubling scenario that has been demonstrated by other
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studies in North America (Rader et al. 2013), Europe (Polce et al. 2014), Africa
(Kuhlmann et al. 2012) and also in South America (Giannini et al. 2012; Giannini et al.
2013; Martins et al. 2015).

The tomato is of great economic importance for Brazil. A recent study showed
that the crop production value in Brazil is about $ 1.5 billion and that the economic
value of the pollination service for tomato in Brazil is approximately $ 1 billion
annually (the ratio of dependence of pollination of this crop is 0.65, where 0 is no
dependency and 1 is maximum dependence) (Giannini et al. 2015). Here, considering
these values in both scenarios, the future the losses would be significant because
potential occurrence areas for five native bee species will be more restricted to a small
part of the southeast region and the coastal region, which correspond to only 20% of
national production (Brito and Melo 2010). Tomato crops in the states of the southeast
and Midwest regions would suffer most in the absence of pollination service, for
example, the states of Goias, Minas Gerais and S8o Paulo, which together are
responsible for 61% of national production of tomato (Brito and Melo 2010). Besides, at
least two more consequences could be mentioned regarding the loss of pollinators in the
crops. First, some of these tomato crops are cultivated regionally, and the loss of native
pollinators can have a potentially high impact on local economies, for example, on the
municipality of Goianapolis, state of Goids. Second, other crops may lose the
pollination service carried out by these species, such as other cultivated plants species of
the genus Solanum (Roubik 1995; Imperatriz-Fonseca 2004).

The intensity of the predicted response to climate change varied among species.
The species Bombus morio has a more southern distribution, and showed a strong
reduction in suitable areas, in addition to a high mismatch with tomato crops in the

future scenarios. The genus Bombus is known to be more diverse and abundant in colder
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regions (Goulson 2003) and another Neotropical species was also predicted to be
severely affected by climate change (Martins et al. 2015). In contrast, Exomalopsis
analis, the most abundant bee in tomato crops in the state of Goias (Edivani
Franceschinelli, pers. comm.) was less impacted. This species has a large part of its
current distribution in hot, dry areas of Caatinga vegetation in northeastern Brazil, and
most of the expected reduction in its abundance in the future will be in this region.
Apparently, this species will still be able to withstand future climate conditions in
regions that produce tomatoes, in the center-south of the country, when compared to
other species. Similar results were found for Centris sponsa, which also occurs in this
region (Giannini et al. 2012).

The species Ex. analis is probably very important for the pollination service,
since it is abundant in tomato crops (Kleijn et al. 2015), accounting for over 70% of
visits to flowers (Elias 2016.). Our results show that its importance should remain in
future scenarios, as Ex. analis underwent the smallest reduction in suitable habitat area
and has the smallest discrepancy between the distribution estimated for the future and
the area planted with tomatoes today. This implies that the negative effects of climate
change on pollination in tomato crops would be minimized. However, the changes
expected here also mean an increasing dependency on this species, which is of concern
as other threats such as habitat loss, pesticides and pathogens that impact this species
can lead to serious impacts on the productivity of crops such as tomato (Potts et al.
2010). Therefore, studies on the biology of Exomalopsis species will be increasingly
important in the future to develop conservation and management strategies.

In addition to the impacts on the tomato crops, the loss of native pollinators on
crops due to the shift of potential occurrence area could lead to spatial mismatches

between pollinators and wild plants (Hegland et al. 2009). As our model focuses on the
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potential distribution of pollinator species associated with tomato crops, our approach
does not incorporate the activities of the insect pollinators not connected with tomato
flowers. However, our results showed mostly reductions in the central region of Brazil,
and in the southeast and northeast regions in the future, in both scenarios. There was
also a contraction in suitability values in the coastal region for most species. Wild plants
in these regions may undergo a decrease in number of visits and pollen deposition,
leading to reduced reproductive success and potential negative effects on population
dynamics (Hegland et al. 2009). On the other hand, Eu. nigrita and C. tarsata showed a
punctual increase in potential occurrence areas in some regions. This result is in
agreement with a recent study that also predicted range expansions for Eu. nigrita (Silva
et al. 2015). Nevertheless, even for these species, the potential lack of suitable food
plants in the new range can be a limiting factor in the future.

Some actions can help protect the important pollination services for the
production of tomato crops to mitigate the potential effects of climate change. For
example, to manage areas placing forage plant species near crops (Vaughan and
Hoffmann Black 2006), furnishing nest sites for bees (Isaacs and Tuell 2007) and
maintaining native vegetation, once fragmentation and habitat loss are major threats to
pollinators as well. Alternatively, other possibilities to be considered, though it requires
high investments, is either to install beehives of Meliponna quadrifasciata to supply
insect-pollinated crops or to plant new crop varieties that are less dependent on
pollination.

Here we assess the possible impacts of bee range shifts on tomato crop
pollination by assuming that crop area will remain similar in the future scenarios. This
was done due to difficulties in predicting changes in crop areas based on climatic

variables alone, since many other socio-economic factors play important roles in crop
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distribution (Rounsevell et al. 2005). Nevertheless, our scenarios give an overview of
the possible impacts caused by climate change via effects on the pollinators alone,
providing a baseline to be compared in future studies with results that also consider the
direct effects of climate change on the tomato crops.

This study indicates that the predicted climate change may cause a reduction in
the geographical distribution of all the species considered in this study, associated with
tomato crops in Brazil by 2100. This is troubling, as it would result in losses in seed
quality and quantity, and on fruit set, bringing economic and environmental damage to
the tomato producing regions and implications for pollinator conservation, since climate
change can lead to pollinator extinction (Ferro et al. 2014). In addition, the reduction in
the potential distribution in the future suggests the need to seek alternatives that
minimize losses of the pollination service, improving pollinator habitat and tomato crop

management.
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Figures and tables Captions:

Figure 1. Shifts in suitable habitat areas of five wild bee species (expressed as
proportional reductions compared with the present scenarios) in an optimistic (green
bars), and a pessimistic scenario (grey bars) of future climate change for the year 2100.
Vertical spreads represent the shifts computed using the 2.5% and the 97.5% quantiles
of all suitability values obtained for each cell. A. callichroa (Augochloropsis
callichroa), B. morio (Bombus morio), C. tarsata (Centris tarsata), Ex. analis
(Exomalopsis analis) and Eu.nigrita (Eulaema nigrita).

Figure 2. Consensus maps for five species of native bees of the current, optimistic
(RCP 2.6 - 2100) and pessimistic (RCP 2.6 - 2100) scenarios of future climate change
for the year 2100. Five models were combined through an ensemble of forecasts to
generate these consensus maps.

Table 1. Agreement between tomatoes cropped areas in hectares and the presence of
five bee species in these areas in the current, optimistic (RCP 2.6) and pessimistic (RCP
8.5) future scenarios. The values in parentheses represent the percentage the
concordance between the area planted tomato in Brazil and occurs in suitable cells for
each species. Ex. analis (Exomalopsis analis), B. morio (Bombus morio), Eu. nigrita
(Eulaema nigrita), C. tarsata (Centris tarsata) and A. callichroa (Augochloropsis

callichroa).
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Table 1.

Total area of Agreement Agreement  Agreement
tomato in Current 2100 2100
Brazil (ha) RCP 2.6 RCP 85
(ha) (ha) (ha)
Ex. analis 67,265 58,442 54,697 37,521
(100%) (93.6%) (64.3%)
B. morio 67,265 54,845 27,685 11,600
(100%) (50.5%) (21.2%)
Eu. nigrita 67,265 48,306 34,722 11,465
(100%) (71.9%) (23.8%)
C. tarsata 67,265 50,073 38,792 18,444
(100%) (77.5%) (36.9%)
A. callichroa 67,265 46,169 38,598 10,669
(100%) (83.7%) (23.2%)

140



Online Resource 1

Number of points for each specie:

Exomalopsis analis:144

Bombus morio:113

Eulaema nigrita: 284

Centris tarsata: 188

Augochloropsis callichroa: 35

Data providers

- GBIF (www.gbif.org)

Centro de Referéncia em Informacdo Ambiental: Colecdo de
Entomologia do Laboratério de Biologia Vegetal.

Universidade Federal da Paraiba, UFPB: Colecdo Entomoldgica do
Departamento de Sistematica e Ecologia — DSEC

Centro de Referéncia em Informacdo Ambiental: Colecdo
Entomoldgica Paulo Nogueira-Neto - IB/USP

Centro de Referéncia em Informacdo Ambiental: Laboratério de
Ecologia e Biogeografia de Insetos da Caatinga.

Centro de Referéncia em Informacdo Ambiental: Colecdo
Entomologica Pe. Jesus Santiago Moure (Hymenoptera).

Colecdo de Abelhas do Museu de Ciéncias e Tecnologia da

PUCRS.
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e Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia - INPA:
Hymenoptera Collection - Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA).

e Centro de Referéncia em Informacdo Ambiental: Colegéo

Entomologica Moure e Costa.

- SpeciesLink (specieslink.cria.org.br)

Universidade de Sdo Paulo, USP: Colecdo Entomologica Paulo
Nogueira-Neto - IB/USP-CEPANN

Universidade Federal da Paraiba, UFPB: Colecdo Entomoldgica do
Departamento de Sistematica e Ecologia — DSEC

Universidade Federal de Campina Grande, UFCG: Laboratorio de
Ecologia e Biogeografia de Insetos da Caatinga- LEBIC

Universidade Federal de Minas Gerais: Colecdo de DNA, tecidos,
células e subamostras bioldgicas do Centro de Colecbes Taxonémicas
da UFMG - UFMG-BDT.

Universidade Estatual de Ponta Grossa, UEPG: Colecdo Entomoldgica
dos Campos Gerais do Parana - UEPG, CECG.

Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola, EBDA: Colecédo
Entomoldgica Moure & Costa-EBDA.

Universidade de Santa Cruz do Sul: Colecdo Entomoldgica de Santa
Cruz do Sul- CESC.

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, INPA: Colecdo de

Hymenoptera INPA- INPA- Hymenoptera
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Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul, PUCRS:
Colecéo de Abelhas do Museu de Ciéncias e Tecnologia da PUCRS.
Universidade Federal do Espirito Santo, UFES: Colecdo Entomoldgica
da Universidade Federal do Espirito Santo.

Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP: Museu de
Zoologia/Universidade Estadual de Campinas, ZUEC Hymenoptera.
Universidade Federal de Juiz de Fora: Herbario Leopoldo Krieger-
Herbéario CESJ.

Universidade Federal do Parana, UFPR: Colecdo Entomoldgica Pe.
Jesus Santiago Moure (Hymenoptera)- DZUP — Hymenoptera.
Universidade Federal do Vale do S&o Francisco: Herbario Vale do Séo
Francisco- HVASF.

Universidade Estadual de Londrina, UEL: Museu de Zoologia da
Universidade Estadual de Londrina - Colecdo de Abelhas — MZUEL-
abelhas.

Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo, FAPESP:

Sistema de Informac&o do Programa Biota/Fapesp.

Universidade Federal de Minas Gerais, UFMG: colecdo do laboratério de

Sistemaética e Ecologia de Abelhas, professor Dr. Fernando A. Silveira.

Universidade Federal Goiéas, UFG: Colecdo do laboratério de biologia

reprodutiva, professora Dra. Edivani V. Franceschinelli.

Scholar Google (scholar.google.com.br)
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- Web of Science (http://apps-
webofknowledge.ez54.periodicos.capes.gov.br/WOS_GeneralSearch_input
.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&SID=2BsjZ0yrx2UKG

TFXGcG&preferencesSaved=).

Points obtained through the references below

Aguiar AJC, Martins CF (2002) Abelhas e vespas solitarias em ninhos-armadilha na
Reserva Biologica Guaribas (Mamanguape, Paraiba, Brasil). Rev Bras Zool
19:101-116

Aguiar CML, Zanella FCV (2005) Estrutura da comunidade de abelhas (Hymenoptera:
Apoidea: Apiformis ) de uma area na margem do dominio da caatinga (ltatim,
BA). Neotrop Entomol 34:15-24

Aguiar CML, Garofalo CA, Almeida GF (2004) Nesting biology of Centris
(Hemisiella) tarsata Smith ( Hymenoptera , Apidae , Centridini ). Rev Bras Zool
21:477-486

Aguiar CML, Zanella FCV, Martins CF, Carvalho CAL de. (2003) Plantas visitadas por
Centris spp. (Hymenoptera: Apidae) na Caatinga para obtencdo de recursos
florais. Neotrop Entomol 32:247-259

Aguiar WM, Gaglinone MC (2008) Comunidade de abelhas Euglossina (Hymenoptera:
Apidae) em remanescentes de mata estacional semidecidual sobre tabuleiro no
estado do Rio de Janeiro. Neotrop Entomol 37:118-125

Aleman M, Figueroa-Fleming T, Etcheverry A, Siihring S, Ortega-Baes P (2014) The
explosive pollination mechanism in Papilionoideae (Leguminosae): an analysis

with three Desmodium species. Plant syst evol 300:177-186
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Alves dos Santos | (2002) Flower-visiting bees and the breakdown of the tristylous
breeding system of Eichhornia azurea (Swartz) Kunth (Pontederiaceae). Biol J
Linnean Soc 77:499-507

Alves JE, Freitas BM (2007) Requerimentos de polinizacdo da goiabeira. Cienc Rural
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Online Resource 2
Table Al. Scores the area under the receiver operating characteristic (ROC) curve
(AUC) and true skill statistic (TSS) to ensemble forecasting, random forest (RF),
flexible discriminant analysis (FDA), Generalized linear models (GLM), classification
tree analysis (CTA) and Maximum Entropy (MAXENT) and cutoff AUC and TSS to
each specie. Ex. analis (Exomalopsis analis), B. morio (Bombus morio), Eu. nigrita
(Eulaema nigrita), C. tarsata (Centris tarsata) and A. callichroa (Augochloropsis

callichroa).

Ensemble RF FDA GLM CTA Maxent Cutoff

Ex.analis  AUC 0.990 0962 0931 0.922 0860 0.813 573.0
TSS 0.900 0832 0.795 0.788 0.686 0.626  572.0

B. morio AUC 0.995 0986 0.968 0.963 0937 0.896  462.5

TSS 0.937 0.924 0.863 0.880 0.855 0.793  460.0

Eu. nigrita ~ AUC 0.995 0.959 0.883 0.845 0.875 0.842 4915
TSS 0.932 0.807 0.674 0.598 0.681 0.633  492.0

C.tarsata  AUC 0.992 0965 0922 0.886 0.891 0.847 476.5
TSS 0.938 0.841 0.761 0.716 0.743 0.685  476.5

AUC 0.998 0.858 0.827 0.788 0.681 0.740  496.0

A. callichroa
TSS 0.957 0.709 0.669 0.618 0.368 0.479 494.0
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Consideracoes finais

As ameacas antropicas estudadas em diferentes escalas: local, inseticidas,
regional, vegetacdo nativa e fragmentacdo, e biogeografica, mudancas climaticas,
afetam os polinizadores do tomateiro, porém esse impacto é diferenciado para cada
grupo/espécie. Os resultados do presente estudo sugerem que o desmatamento, 0S
inseticidas e as mudancas climéticas podem afetar negativamente a abundancia, a saude
e a distribuicdo espacial futura de abelhas nativas polinizadoras associadas aos cultivos
de tomate. Esta constatacdo tem sérias implicacGes para a conservagdo, para 0 Servico
de polinizacdo e, consequentemente para a produtividade desse cultivo e compde um
quadro mundial desfavoravel que somado a outras ameacas impostas a esses grupos
compromete a manutencdo da biodiversidade em paisagens dominadas por atividades
humanas.

O contexto da paisagem influenciou a abundancia dos cinco grupos de
polinizadores do tomateiro e ndo houve um padrdo geral para todos os grupos. Essa
diferenca na resposta entre as espécies pode ser um importante mecanismo promovendo
a estabilidade desse servico ecossistémico (Winfree & Kremen 2009).

A proporcao de vegetacdo nativa e a fragmentacdo da paisagem tiveram efeito
positivo sobre a abundancia para maioria dos grupos de polinizadores. Esses resultados
indicam que a manutencdo e conservacao da vegetacdo nativa é de grande importancia
para espécies de abelhas nativas associadas aos cultivos de tomate, pois até mesmo
pequenos fragmentos podem ser responsaveis por aumentar a diversidade de habitats e
fornecer recursos cruciais para manutencdo das espécies (Tscharntke et al. 2002b;
Rueda et al. 2013). No entanto, fato preocupante é que a perda de habitat e a
fragmentacdo ainda s@o duas das principais ameagas aos polinizadores nos paises em
desenvolvimento na atualidade (Aizen et al. 2008). Por ultimo, ndo houve relagdo entre
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abundancia dos grupos e a distancia do fragmento. Sdo necessarios estudos adicionais
que permitam um delineamento no qual hajam distancias maiores entre os cultivos e a
vegetacdo nativa e que abordem essa relacdo no nivel de espécie para evitar que 0s
atributos de varias espécies possam influenciar a resposta.

De acordo com 0 nosso conhecimento esse € o0 primeiro estudo a analisar o0s
efeitos genotdxicos de inseticidas em abelhas. Nas concentracdes subletais utilizadas o
inseticida deltametrina, do grupo dos piretréides é genotoxico ao DNA de células da
hemolinfa de abelhas Melipona quadrifasciata enquanto o inseticida o imidacloprid, do
grupo dos neonicotindides, ndo apresentou genotoxicidade. Estudos adicionais séo
necessarios para uma melhor compreensdo da genotoxicidade de ambos inseticidas.
Danos do DNA causado pelo inseticida deltametrina poderia impactar negativamente a
sobrevivéncia e 0 sucesso reprodutivo da espécie M. quadifasciata. Uma das medidas
praticas que deveriam ser adotadas para reducdo do uso de inseticidas € adocao de
métodos agricolas mais sustentaveis (Goulson et al. 2015).

A mudanca climatica prevista para 0 ano de 2100 pode causar reducdo na
distribuicdo geogréafica das cinco espécies associadas a culturas de tomate no Brasil. Na
atualidade, ha um alto grau de concordancia entre area plantada de tomate e a
distribuicdo geogréafica das cinco espécies polinizadoras do tomateiro, porém para o0 ano
de 2100 grande parte dessa concordancia deixard de existir. Ambos os resultados
sugerem que essas cinco espécies de abelhas e o servico de polinizacdo tomateiro
podem ser ameacados no futuro pelas mudancas climaticas. Algumas medidas poderiam
mitigar a ameaca das mudancas climéticas sobre as abelhas, como por exemplo, a
migracao assistida, embora controversa e a busca de refugios nos biomas originais (Kerr
et al. 2015), mas o0 mais importante seria 0 comprometimento de todos para a reducgéo

das emissdes de gases de efeito estufa.
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As abelhas estdo sujeitas a inUmeras ameacas da atividade antrépica e esses
estressores ndo agem de forma isolada. Perda de habitat, fragmentacdo, exposicdo
crbnica a coqueteis de agroquimicos e novos parasitas sao alguns dos exemplos agindo
em conjunto. Além disso, as alteracbes climaticas sdo susceptiveis de agravar estes
problemas no futuro. Portanto, nesse meio tempo, tomar medidas para reduzir o estresse

sobre as abelhas parece prudente e urgente (Goulson et al. 2015).

163



Referéncias bibliogréaficas

Aizen, M. A., Garibaldi, L. A., Cunningham, S. A., Klein, A. M. Long-term global
trends in crop yield and production reveal no current pollination shortage but
increasing pollinator dependency (2008) Current Biology, 18: 1572 -1575.

Goulson, D., Nicholls, E., Botias, C., Rotheray, E.L. (2015) Bee declines driven by
combined stress from parasites, pesticides, and lack of flowers. Science.
<http://www.sciencemag.org/cgi/doi/10.1126/science.1255957> Acesso em: 5
de abril de 2015.

Kerr J.T., Pindar, A., Galpern, P., Packer, L., Potts, S.G., Roberts, S.M., Rasmont, P.,
Schweiger, O., Colla, S.R., Richardson, L.L., Wagner, D.L., Gall, L.F., Sikes,
D.S., Pantoja, A. (2015) Climate change impacts on bumblebees converge across
continents. Science, 349: 177-180.

Rueda, M., Hawkins, B.A., Morales-Castilha, 1., Vidanes, R.M., Ferrero, M.,
Rodriguez, M. A. (2013) Does fragmentation increase extinction thresholds? A
European-wide test with seven forest birds. Global Ecology and Biogeography,
22,1282-1292.

Tscharntke, T., Steffan-Dewenter, I., Kruess, A., Thies, C. (2002b) Contribution of
small habitat fragments to conservation of insect communities of grassland—
cropland landscapes. Ecological Applications, 12, 354-363.

Winfree, R., Kremen, C. (2009) Are ecosystem services stabilized by differences among
species? A test using crop pollination. Proceedings of the Royal Society B, 276,

229-237.

164



Anexos

165



Anexo 1 - Material suplementar do capitulo |

Tabela S1. Estimativas dos coeficientes dos modelos médios para a relagdo entre a

abundancia de abelhas do grupo Buzzers nas flores dos cultivos de tomate e a proporcgéo

de vegetacdo nativa (Prop) e o tamanho relativo do maior fragmento (rLPS) em 10

cultivos de tomate convencional estaqueado em campo aberto no ano de 2010 e 14

cultivos de tomate no ano de 2011. IC-inferior, intervalo de confianga limite inferior e

IC-superior, intervalo de confianca limite superior, Obsv. tempo, tempo de observacéo.

Buzzers Estimativa IC-inferior IC-superior Z

Intercept 3,177 1,527 4,827 20,691

Prop 2Km 7,980 6,330 9,630 9,482
S rLPS2Km -2,540 -3,326 -1,748 - 6,303
3¢

Intercept 2,417 1,994 2,945 10,174

Prop 1Km 1,525 0,668 2,382 3,489
g Obsv. time 0,009 0,006 0,013 5,703
3¢
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Tabela S2. Estimativas dos coeficientes dos modelos médios para a relacdo entre a
abundancia de abelhas do grupo Exomalopis nas flores dos cultivos de tomate e a
proporcéo de vegetacdo nativa (Prop) e o tamanho relativo do maior fragmento (rLPS)
em 10 cultivos de tomate convencional estaqueado em campo aberto no ano de 2010 e
14 cultivos de tomate no ano de 2011. IC-inferior, intervalo de confianca limite inferior

e IC-superior, intervalo de confianca limite superior, Obsv. tempo, tempo de

observacao.
Exomalopsis Estimativa IC-inferior IC-superior Z
Intercept 2,665 2,310 3,020 14,727
Prop 2Km 10,675 8,641 12,709 10,288
g rLPS 2Km - 3,898 - 4,880 - 2,916 - 1,782
0
Intercept 2,415 1,862 2,968 8,573
Prop 1Km 2,267 1,275 3,258 4,480
g Obsv. time 0,006 0,002 0,010 3,201
0
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Tabela S3. Estimativas dos coeficientes dos modelos médios para a relacdo entre a

abundancia de abelhas do grupo Halictidae nas flores dos cultivos de tomate e a

proporcéo de vegetacdo nativa (Prop) e o tamanho relativo do maior fragmento (rLPS)

em 10 cultivos de tomate convencional estaqueado em campo aberto no ano de 2010 e

14 cultivos de tomate no ano de 2011. IC-inferior, intervalo de confianca limite inferior

e IC-superior, intervalo de confianca limite superior, Obsv. tempo, tempo de

observacao.
Halictidae Estimativa IC-inferior IC-superior Z
Intercept 5,418 3,845 6,990 5,727
Prop 3Km -17,245 -26,313 -8,177 3,260
g rLPS 3Km 1,306 -1,277 3,890 0,928
0
Intercept 1,600 0,098 3,102 1,894
Prop 3Km 1,087 - 3,120 5,294 0,480
g rLPS 3Km - 4,446 - 6,075 - 2,816 4,746
0
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Tabela S4. Estimativas dos coeficientes dos modelos médios para a relacdo entre a
abundancia de abelhas do grupo Centris nas flores dos cultivos de tomate e a propor¢édo
de vegetacdo nativa (Prop) e o tamanho relativo do maior fragmento (rLPS) em 10
cultivos de tomate convencional estaqueado em campo aberto no ano de 2010 e 14
cultivos de tomate no ano de 2011. IC-inferior, intervalo de confianca limite inferior e

IC-superior, intervalo de confianca limite superior, Obsv. tempo, tempo de observacao.

Centris Estimativa IC-inferior IC-superior Z

Intercept -1,122 - 2,407 0,163 -1,711
g Prop 3km 12,796 7,952 17,641 5,177
0

Intercept - 2,528 -4,708 - 0,348 -2,273
g Prop 2km 6,265 2,336 10,195 3,125
- Obsv. time 0,020 0,007 0,032 3,006
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Tabela S5. Estimativas dos coeficientes dos modelos médios para a relacdo entre a

abundancia de abelhas do grupo Bombus/Eulaema nas flores dos cultivos de tomate e a

proporcéo de vegetacdo nativa (Prop) e o tamanho relativo do maior fragmento (rLPS)

em 10 cultivos de tomate convencional estaqueado em campo aberto no ano de 2010 e

14 cultivos de tomate no ano de 2011. IC-inferior, intervalo de confianca limite inferior

e IC-superior, intervalo de confianca limite superior, Obsv. tempo, tempo de

observacao.
Bombus/Eulaema Estimativa  IC-inferior  1C-superior Z
Intercept -1,827 -4,773 1,119 1,216
- Prop 3Km 8,427 -5,738 22,592 1,110
§ Prop 1,5 Km 2,172 - 4,255 8,599 0,640
Intercept -3,733 - 17,215 - 0,250 - 2,101
g rLPS 3Km - 7,044 -12,878 -1,210 - 2,367
- Obsv. time 0,046 0,021 0,071 3,665
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Tabela S6. Variaveis preditoras e variaveis respostas para os 24 cultivos de tomateiro convencional estaqueado em campo aberto em 2010

e 2011. (Prop.) corresponde a proporc¢édo de vegetacao nativa, (rLPS) tamanho relativo do maior fragmento e (A. Buz.) abundancia de todos

polinizadores juntos (buzzers), (A. Exo), abundancia do grupo exomalopsis, (A.Centris) abundancia do grupo centris, (A. Halic)

abundancia do grupo halictidae e (A.B/Eu) abundancia do grupo bombus/Eulaema.

Cultivos  Ano Distancia Prop.  Piop. Prop.  Prop. Prop. RLPs  ELPs RLPs RLPs RLPs ABuz AExo ACesms AHalic ABEu
(m) 075Km 1Km 1,Km 2Km 3Km 075Km 1Km 1,5Km 2Km 3Km
wilgoia 10 10 346 0370 0400 0382 0309 0273 0619 0577 0452 0384 0344 132 102 14 9 7
ruth 10 10 98 0,208 0224 0,178 0.194 0181 0518 0417 0233 0162 0,112 29 27 0 2 0
apar.10 10 346 0,160 0,180 0,167 0221 0,264 0483 0322 0204 0,177 0241 154 130 16 3 5
armand 10 10 12 0,133 0128 0.145 0166 0176 0519 0456 0341 0255 0265 63 34 0 29 0
cigan10 10 10 0,548 0410 0342 0338 0,324 0998 0076 0696 0497 0393 70 54 13 1 2
dirce 10 10 156 0218 0200 0.194 0175 0234 0832 0723 0470 0330 0343 63 49 2 7 5
edvarg 10 10 34 0264 0255 0217 0219 0,252 0944 0881 0611 0493 0638 37 40 12 4 1
learlos. 10 10 145 0277 0266 0210 0202 0224 0422 0305 0465 0491 0200 21 4 12 3 2
rivael 10 10 338 0,172 0187 0.191 0.194 0209 0306 0221 0217 0202 0176 29 23 5 1 0
valner.10 10 186 0,119 0150 0179 0175 0,220 0468 0326 0240 0232 0150 3§ 24 4 10 0
elt 11 11 94 0221 0170 0120 0.150 0200 0507 0459 0408 0267 0328 26 2 0 4 0
jaill 11 333 0,134 0160 0149 0195 0,286 0,654 0758 0561 0282 0261 94 47 6 33 8
jur.11 11 258 0,042 0032 0105 0119 0,199 1000 0501 0340 0283 0466 37 28 2 7 0
dd.11 111 0,055 0057 0078 0.137 0237 0815 0440 0152 0222 0232 35 28 1 5 1
apa.1l 11 143 0221 0244 0354 0358 0323 0393 0366 0384 0437 0489 26 13 g 4 1
Inc.11 11 70 0269 0234 0219 0206 0206 0723 0.698 0646 0353 0316 37 41 5 9 2
mar.11 1 152 0,387 0295 0220 0225 0301 0875 0896 0607 0451 0312 40 37 0 3 0
osv.11 11 67 0,125 0132 0202 0274 0,249 0972 0718 0557 0411 0462 38 21 15 ) 0
rig 11 11 358 0,184 0159 0123 0.136 0223 0558 0523 0572 03568 0259 32 25 4 3 0
rin 11 11 539 0,147 0180 0213 0209 0217 03505 0469 0228 0217 0356 33 42 9 0 2
van11 11 15 0,110 0113 0.105 0.103 0132 0879 0551 0382 0398 0559 33 48 0 5 0
vil.11 11 284 0256 0317 0344 0333 0,298 0467 0848 0571 0361 0377 33 49 1 5 0
rud.11 11 200 0,151 0,162 0197 0196 0,227 0468 0433 0268 0231 0127 79 46 0 31 2
tom 11 11 295 0296 0343 0320 0326 0293 0577 0455 0467 0678 0739 73 68 0 5 0
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