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Pesquisa de Campo

Gélia de Miranda

Néctar e polen
um trabalho de todo dia
por toda uma vida.

Uma surgéncia que muito
intriga: criador e criatura.
A flor e a abelha se misturam.
Que asa ancestral da sua pétala?
Que pétala ancestral da sua asa?
As flores, o néctar, o polen: des-seducéo?

A rainha, os zang0es, as operarias: a colméia.

A que fim leva para onde se levam?
Que esconderijo

Ihes serve de abrigo ou de cemitério?

Diplomacia entomoldgica:

as mesmas razoes de fronteiras demarcadas.
Fome e desnutricdo em voos desgovernados.

As pequeninas,

a imitagado das borboletas, se encasulam
e aguardam uma nova estacao das cores.
Sem a nociva presenca quimica nas aguas
de banho das flores. Sem os torturantes voos
agobnicos nas asas do desamor e do desencanto!
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RESUMO

FERNANDES, Renata Oliveira de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de
2012. Avaliacdo Ecotoxicolégica de Agrotdxicos, seus Componentes e Afins:
Teste para o Parametro Abelhas. Orientador: Evaldo Ferreira Vilela.
Coorientadores: Eraldo Rodrigues de Lima e Angelo Pallini Filho.

A legislacdo brasileira para o Registro de Produtos Agrotoxicos, seus Componentes e
Afins, tem como base a avaliacdo e classificacdo do Potencial de Periculosidade
desses produtos, com previsdo da Avaliacdo do Risco Ambiental e Toxicoldgico,
fundamentados em protocolos internacionais para diversos parametros, inclusive
estudos em abelhas, que podem ndo refletir a realidade brasileira. Um fator de
preocupacdo no Brasil e no mundo é o Colapso das Colonias (CCD), fenbmeno de
desaparecimento das abelhas, onde uma das hipoteses discutidas para tal fato seria o
uso indiscriminado de agrotoxicos. Este trabalho teve como objetivo levantar e
estudar os protocolos existentes para a avaliacdo da toxicidade dos agrotoxicos em
abelhas, bem como a discutir estudos alternativos para melhor adequa-los ao cenario
brasileiro. Neste sentido, foram conduzidos estudos de sobrevivéncia,
comportamento de caminhamento, extensdo de probdscide e de nutricdo sobre as
glandulas hipofaringeanas em Apis mellifera africanizadas expostas ao inseticida
Azamax®. Os resultados demonstraram que a sobrevivéncia das abelhas pode ser
reduzida quando expostas ao inseticida na dose de campo e que as abelhas
apresentaram alteracdes morfolégicas nas areas dos 4&cinos das glandulas
hipofaringeanas em operéarias jovens expostas a trés doses diferentes do inseticida.
Esses achados indicaram a importancia de testar os efeitos subletais dos agrotoxicos
em insetos, observando pardmetros como comportamento de caminhamento, PER
(Proboscis Extension Response), nutricdo sobre glandulas hipofaringeanas, ao invés
de considerar apenas estudos de toxicidade aguda como acontece nos dias de hoje
para a revisdo dos protocolos de testes vigentes, considerando ndo apenas a avaliagcdo

do perigo, mas também da dose e o0 cenario de exposicao.
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ABSTRACT

FERNANDES, Renata Oliveira de, M.Sc.; Universidade Federal de Vigosa, July,
2012. Ecotoxicological Evaluation of Pesticides and their Components:
Honeybees Protocols. Adviser: Evaldo Ferreira Vilela. Co-advisers: Eraldo
Rodrigues de Lima and Angelo Pallini Filho.

In order to register a Pesticide, Brazilian Law is based on the evaluation and
classification of the Pesticides Potential Hazard of the products. Also planned is the
introduction of the Environmental and Human Health Risk Assessment for pesticides
both based on study results that follow internationally recognized protocols,
however, all these those study protocols, including bee toxicity, may not be adequate
to represent the Brazilian reality, once they are applied mostly in temperate
countries. In this sense, there is growing concern about bees and other pollinators
that possess universal importance to the economy, agriculture and environmental
balance on the planet. The disappearance of these insects of the hives, a phenomenon
commonly known as CCD (Colony Collapse Disorder) has been discussed nowadays
in Brazil and worldwide. This study aimed to identify and study the existing
protocols for assessing the toxicity of pesticides to bees, as well as to discuss
alternative studies to better adapt the protocols used abroad to the Brazilian scenario.
In order to do that, studies were conducted on survival, walking behavior, proboscis
extention response (P.E.R), nutrition and morphology of hypopharyngeal glands in
africanized Apis mellifera exposed to the insecticide Azamax® Results have
demonstrated that bee survivial can be diminished when those insects are exposed to
the insecticide at field doses and also that bees present morphological changes in the
areas of acini hypopharyngeal glands, preventing its development when young
worker bees were exposed to three different doses of insecticide. These findings
indicated the importance of exploring pesticides sub lethal effects on insects,
observing parameters such as walking behavior, PER (Proboscis Extension
Response), nutrition and morphology of hypopharingeal glands, instead of only
consider acute toxicity studies, like it happens nowadays, when reviewing the test
protocols that already exists, considering not only hazard evaluation, but also the

dose and exposition scenery.
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1 Introducéo Geral

Os polinizadores s@o considerados componentes principais dos
ecossistemas agricolas, sendo que cerca de 73% das espécies agricolas cultivadas
mundialmente sdo polinizadas por abelhas (FAO, 2004). No Brasil, oito culturas
responsaveis por US$ 9,3 bilhdes em exportacdes dependem de polinizadores
(Freitas & Imperatriz-Fonseca, 2004, 2005). Segundo Buchmann & Nabhan, 1996, a
polinizacdo € essencial para a reproducdo e manutencao da diversidade de espécies
de plantas e prové alimentos para humanos e animais, influenciando também, o
aspecto qualitativo da producdo. No entanto, o aumento da atividade de
forrageamento das abelhas tem levado a reducdo no nimero de espécies em funcgéo
do contato com inseticidas, geralmente utilizados no controle de insetos-praga, nas
areas de cultivo (Malaspina & Silva-Zacarin, 2006).

A utilizacdo de agrotoxicos no Brasil é uma questdo que deve ser
constantemente discutida, tendo em vista que entre 1964 e 2004 o consumo desses
produtos aumentou em 700% (Spadoto et al., 2004).

A legislacdo vigente no Brasil regulamenta a avaliacdo dos
agrotoxicos, classificando-os quanto ao Potencial de Periculosidade Ambiental
(PPA) e quanto a Toxicidade para a saide humana, baseada em resultados de estudos
que seguem protocolos internacionalmente reconhecidos (IBAMA, 2009). No
entanto, a aplicacdo desses protocolos nem sempre correspondem a realidade
brasileira, uma vez que foram criados, em sua maioria para a aplicacdo em paises de
clima temperado.

Atualmente ndo se conta com informacdes suficientes nos protocolos
internacionais como, por exemplo, estudos utilizando doses subletais e estudos
conduzidos com espécies nativas para a avaliacdo do parametro abelhas que
suportem a adequacdo desses documentos a realidade brasileira. Os protocolos de
toxicidade de agrotoxicos descritos e padronizados utilizam somente Apis mellifera
L. (Hymenoptera: Apidae) (Felton et al., 1986). No entanto Witfield et al., 2006;
Kerr et al., 1996) demonstram que Apis mellifera africanizada, bem como as demais
abelhas nativas, representariam melhor o cenario brasileiro. Desneux et al. (2007)
afirma que as abelhas (Apoidea) fazem parte de um grupo muito diversificado,
distribuidos em diferentes grupos taxondmicos e apresentam vulnerabilidade

variadas, no que diz respeito aos agrotoxicos.



A mortalidade de abelhas, pelo uso inadequado de agrotoxicos, € um
assunto discutido atualmente no Brasil e no mundo (Malaspina & Souza, 2008;
Malaspina et al., 2008; Pinto & Miguel 2008).

Na literatura existem inimeros relatos do desaparecimento de abelhas
das colmeias ao longo dos anos de 1880, 1920 e 1960 (Pareja, et al., 2011), os quais
foram conhecidas como Mal de outono, Colapso de outono, Doenga de Maio e
Doenca do desaparecimento (De Jong, 2009) com descricdes semelhantes ao que
hoje os Estados Unido denominam CCD (Colony Collapse Disorder) (Pareja et al.,
2010), no entanto sem a magnitude e velocidade dos recentes acontecimentos
(Williams et al., 2010). Mais especificamente, a partir dos anos 2006 e 2007 a perda
de centenas de milhares de colmeias das abelhas meliferas (A. mellifera) sem uma
explicacdo clara, ndo somente em paises como os Estados Unidos, mas também na
Europa e no Canada (Williams et al., 2010).

Este trabalho teve como objetivo levantar e estudar os protocolos
internacionais utilizados na avaliacdo de toxicidade de agrotdxicos para abelhas, bem
como discutir alternativas para melhor adequa-los ao cendario brasileiro. Neste
sentido foram conduzidos estudos de mortalidade e morfologia das gléandulas

hipofaringeanas em A. mellifera africanizadas expostas ao inseticida Azamax®.

2 Justificativa

As abelhas da espécie A. mellifera sdo polinizadores universais e de
comprovada importancia ecoldgica e econdmica, uma vez que polinizam uma grande
variedade de plantas silvestres e culturas comerciais (Pham-Delegue et al., 2002).
Segundo Williams (1994), o valor econdmico da atividade das abelhas ndo resulta
apenas dos produtos da colmeia como o mel, a geleia real e a cera, mas também da
polinizacdo de culturas agricolas.

Os protocolos internacionais mais utilizados para avaliagdo da
toxicidade dos agrotoxicos as abelhas em laboratdrio sdo os elaborados pela EPPO —
European and Mediterranean Plant Protection Organization (1992), US-EPA —
United States Environment Protection Agency (1996) e OECD — Organization for
Economic Cooperation and Development (1998 a,b) (Pinheiro & Freitas, 2010). Tais
protocolos indicam somente A. mellifera (Hymenoptera: Apidae) como modelo de
teste (Felton et al., 1986). Contudo, Whitfield et al. (2006) menciona a necessidade

da realizacdo desses testes sob condi¢cBes que melhor representem o cenério



brasileiro com o poli-hibrido oriundo do cruzamento das abelhas A. mellifera
scutellata x A. mellifera carnica x A. mellifera mellifera x A. mellifera ligustica,
conhecidas como abelhas africanizadas. Outro grupo de abelhas sociais que merece
maior atencdo sd@o 0s meliponineos, que constituem um grupo de abelhas nativas
sociais do Brasil e que séo responsaveis pela polinizacdo de 40 a 90 % das espécies
vegetais silvestres (Kerr et al. 1996).

Publicados ha mais de dez anos, os protocolos internacionais ndo
fazem mencéo a avaliacdo da toxicidade em crias das abelhas, larvas e pupas. Lidam
exclusivamente com as abelhas adultas e de uma Unica espécie, A. mellifera. Ao final
do ano 2009, em resposta a preocupacdo publica sobre o destino de certos
agrotoxicos no meio ambiente, a US-EPA concordou em rever os registros de todos
0s pesticidas em um periodo de 15 anos (Burlew, 2010).

Estes protocolos destacam de modo enfatico o tipo de efeito especifico
a ser relatado em relagdo as doses subletais (Freitas & Pinheiro 2010). Tanto
Desneux, et al. (2007) quanto Freitas & Pinheiro (2010) mencionam que os efeitos
subletais de agrotdxicos as abelhas e outros artropodes sdo tdo importantes quanto o0s
efeitos letais, uma vez que a acdo desses produtos nas fases adultas e jovens dos
insetos sdo relevantes quanto a interferéncia nas mudancas fisiol6gicas e
comportamentais, impactando nas coldnias de varias espécies de abelhas. Como
exemplo de alteracdo do estado fisioldgico, Cruz-Landim (2009), Seehuus et al.
(2007) e Gatehouse et al. (2004) citam o papel da qualidade do alimento coletado por
abelhas sobre a ativagéo das glandulas hipofaringeanas.

Importante mencionar que a nutricdo adequada das coldnias pode
atuar como barreira contra patdgenos e epizootias como a CCD, que rendem perdas
de milhdes de dolares para a apicultura mundial (Brodschneider & Crailsheim,
2010), o que aumenta a preocupacao de apicultores e principalmente agricultores, os
quais dependem das abelhas para a polinizagéo de suas culturas (De Jong, 2009).

Estudos ja publicados ou ainda em fase de investigacdo sdo
ferramentas Uteis na pesquisa de alternativas ao estudo da toxicidade de agrotoxicos
para abelhas quanto a Avaliacdo do Potencial de Periculosidade Ambiental, bem
como da Avaliacdo de Risco Ambiental.



3 Objetivos

3.1 Geral:

Discutir os protocolos utilizados para avaliagdo de toxicidade a
agrotoxicos para organismos nao alvos, como as abelhas, por meio do estudo do
efeito de diferentes concentracdes do produto Azamax® (DVA Agro do Brasil-
Comeércio Importacdo e Exportacdo de Insumos Agropecuérios S.A.) em abelhas A.

mellifera africanizadas.

3.2 Especificos:

e Realizar uma revisdo de literatura sobre o historico do emprego de
agrotoxicos no Brasil e no mundo.

e Realizar um levantamento dos protocolos existentes para os estudos
de toxicidade para abelhas utilizados pela legislacdo brasileira e internacional
relacionados a Avaliacdo do Potencial de Periculosidade Ambiental de produtos
agrotoxicos no Brasil e no mundo.

e Auvaliar a sobrevivéncia e o efeito de diferentes concentragcdes do
agrotoxico Azamax® em abelhas operarias adultas da espécie A. mellifera
africanizada.

e Auvaliar o caminhamento e extensdo da probdscide - PER em operéarias
adultas de A. mellifera africanizada submetidas as diferentes concentracdes do
agrotoxico Azamax®.

e Verificar o efeito de diferentes concentragdes do agrotéxico Azamax®
na ativacdo das glandulas hipofaringeanas de abelhas operarias de A. mellifera

africanizada.

4 Revisao de Literatura

4.1 Agrotdxicos no Brasil e no mundo

Desde a pré-historia até hoje, a humanidade agiu para evitar danos
causados por pragas aos cultivos agricolas. Neste sentido, documentos atestam o uso
de “agrotoxicos” desde a antiguidade. Ha mais de 1.000 anos AC o poeta grego
Homero jéa citava as utilidades anti-pragas do enxofre. Os romanos foram conhecidos

por terem usado o sal para destruir as colheitas de seus inimigos e Demdcrito, 0



filésofo grego, chamou a atengéo para efeitos curativos de pragas com a aplicagdo de
residuo de processamento de azeite (Ware & Whiteacre, 2004).

Os primeiros compostos quimicos comegaram a ser sintetizados
durante a Primeira Guerra Mundial com a manipulacdo de substancias quimicas
letais pelas principais poténcias bélicas e econémicas durante o conflito militar. O
fim da guerra direcionou 0s organo-sintéticos ociosos para os fins militares para o
uso agricola, tornando-os Uteis ao combate de insetos causadores da quebra da
producdo (Moragas & Schneider, 2003).

Ainda segundo Moragas & Scnheider (2003), no Brasil os venenos
boténicos extraidos de plantas como o crisantemo (piretro), o fumo (nicotina) e os
artificiais inorganicos como o arsénio, mercurio, enxofre, entre outros, foram os mais
utilizados até 1930, sendo que alguns desses sdo utilizados até os dias atuais.

Durante as décadas de 1960 e 1970 iniciou-se o debate sobre a
utilizacdo de agrotoxicos, particularmente em paises industrializados e mais
desenvolvidos (Solomon et al., 2010).

Segundo 0s mesmos autores, a partir de 1962 com a publicacdo do
livro Silent Spring (Primavera Silenciosa) de autoria da bidloga Rachel Louise
Carson, o aparente e ilimitado otimismo sobre os agrotdxicos contrastou com um
grande numero de problemas ambientais que emergiram do uso persistente de
inseticidas e alguns dos efeitos colaterais insuspeitos de herbicidas.

Esta obra certamente foi um grande marco para a historia, traduzindo
a preocupacdo, ndo sé da escritora, mas de varios cientistas com a displicéncia
humana face a contaminacdo sistematica provocada por acbes extremamente
poluidoras. A autora expos de maneira clara e cientifica os problemas ambientais
causados pelo uso abusivo de agrotdxicos incentivados a partir da Segunda Guerra
Mundial. Uma das primeiras substancias que envolvia 0 novo campo das moléculas
de carbono foi o Arsénio, primeiro produto de acdo cancerigena com alto poder de
contaminagdo constatado. Em seguida surgiram os hidrocarbonetos clorados e um
deles é representado pelo DDT (Dicloro-Difenil-Tricloro-Etano), sintetizado em
1874 por Othmar Zeidler (Universidade de Estrasburgo, Alemanha) e aplicado como
inseticida a partir de 1939. Esse produto passou a ser produzido em grande escala e
aplicado de forma aérea em paisagens inteiras, inclusive em areas urbanizadas. Logo
apos, surgiu a Dieldrina com uma acédo toxica 50 vezes maior que o DDT (Carson,
1962).



Com a proibicdo da utilizagdo desses compostos para fins agricolas
em meados da década de 80, novos compostos passaram a ser utilizados com
destaque para os inseticidas organofosforados e piretroides (Guedes et al., 1995).

Na ultima década, os neonicotinoides, representantes mais recentes
dos agrotoxicos comercializados mundialmente, tornaram-se suspeitos de causarem
mortalidades de abelhas ligando esses produtos aos problemas relacionados com o
CCD (Luetal., 2012).

No Brasil 0 uso de agrotoxicos assumiu grandes proporc¢des. Entre
2001 e 2008 a venda saltou de pouco mais de US$ 2 bilhdes para mais US$ 7
bilhGes, colocando o pais na posi¢do de maior consumidor mundial desses produtos
(Londres, 2011).

Embora o uso de agrotéxicos tenha aspectos positivos, existe o risco
inerente de contaminacdo ambiental e hd necessidade de se ordenar seu comércio e
uso, mantendo sua eficiéncia do ponto de vista agrondmico, minimizando 0s seus
efeitos danosos ao meio ambiente e a saude humana. Nesse contexto a legislacéo
deve ser um dos instrumentos existentes para disciplinar e organizar o tema, evitando

0s excessos e 0 uso indevido dos agrotoxicos (Tomyta, 2005).

4.2 Legislacdo para o Registro de Agrotdxicos no Brasil

O Brasil possui uma das legislagdes mais completas no que diz
respeito aos agrotoxicos, seus componentes e afins (Ribeiro, 2005) ao dispor sobre o
registro, a classificacdo, o controle, a inspecao e a fiscalizacdo de agrotdxicos, seus
componentes e afins, bem como sobre a pesquisa, a experimentagéo, a producao, a
embalagem, a rotulagem, o transporte, 0 armazenamento, a comercializacdo, a
propaganda comercial, a utilizacdo, a importacdo, a exportacao e o destino final dos
residuos e das embalagens desses produtos agrotoxicos (IBAMA, 2009), a qual esta
em conformidade com o que foi estabelecido pela Constituicdo Federal de 1988.
A Constituicdo Federal de 1988 em seu art. 225, pardgrafo 1°, inciso
V, dispde que:
“Todos tém direito ao meio ambiente ecologicamente
equilibrado, bem de uso comum do povo e essencial a sadia
qualidade de vida, impondo-se ao Poder Publico e a
coletividade o dever de defendé-lo e preserva-lo para as

presentes e futuras geracoes.



Par. 1° - Para assegurar a efetividade desse direito, incumbe
ao Poder Publico:

V - controlar a producdo, a comercializacdo e o emprego de
técnicas, métodos e substancias que comportem risco para a
vida, a qualidade de vida e o meio ambiente”.

No Brasil a primeira legislagdo criada para regulamentar o uso de
agrotoxicos data de 1934 com a publicacdo do Decreto n° 24.114, onde até entdo o
registro se processava apenas com a participacdo do Ministério da Agricultura
(IBAMA, 2009). Este decreto vigorou até 1989 quando foi aprovada a Lei Federal n°
7.802 que dispde especificamente sobre agrotoxicos, seus componentes e afins
(Tomyta, 2005), a qual foi substituido pelo Decreto n° 98.816/90 que passou a
estabelecer normas mais rigorosas para o registro de agrotoxicos, impondo regras
mais rigidas para a liberagdo desses produtos (Ribeiro, 2005).

A Lei n®7.802 de 11 de julho de 1989, define agrotoxicos como:

“produtos ou agentes de processos fisicos, quimicos ou
bioldgicos, destinados ao uso nos setores de producéo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas nativas ou implantadas e
de outros ecossistemas e também em ambientes hidricos e
industriais, cuja finalidade seja a de evitar a acdo danosa de
seres vivos considerados nocivos.”

A Lei n® 7.802 trouxe uma série de inovacGes e beneficios para o uso
seguro dos agrotoxicos no Pais, dentre os quais a introducdo de 6rgdo e meio
ambiente e da saude compartilhando a responsabilidade na avaliacdo do potencial de
periculosidade ambiental e da toxicidade para mamiferos dos agrotoxicos, seus
componentes e afins, bem como, a possibilidade de reavaliagdo de produtos
registrados. Exemplo concreto aconteceu com produtos a base de organoclorados,
que culminou com a proibicdo da maioria deles no Brasil (IBAMA, 2009).

Atualmente o Decreto 4.074 de 2 de janeiro de 2002 foi alterado pelos
Decretos n°® 5.549 de 2005, n° 5981 de 2006 e n° 6.913 de 2009 e diversas normas
complementares regulamentam a Lei n° 7.802/89.

De acordo com a Lei n° 7.802/89 o registro de um agrotdxico, seus
componentes e afins, € uma atribuicdo compartilhada por trés 6rgdos federais:

Ministérios da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento — MAPA, Ministério da Saude



— MS e Ministério do Meio Ambiente — MMA, que possuem igual poder decisorio
sobre a concessdo ou ndo do registro, resguardadas as suas respectivas areas de
atuacdo e de competéncias institucionais. Os trés 6rgdos realizam a avaliacdo dos
produtos e emitem pareceres conclusivos em suas areas, cabendo apenas a um desses
0rgdos, a depender do tipo de produto, a incumbéncia de expedir o Certificado de
Registro ou comunicar o Indeferimento do pleito (IBAMA, 2009).

O MAPA ¢ o responsavel pela avaliacdo da eficacia e praticabilidade
agrondmica dos produtos a serem registrados para o controle de pragas, doencas e
plantas daninhas de uso agricolas.

O MS é o responsavel pela avaliagdo da toxicidade a mamiferos,
implementada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA,
enquadrando os produtos agrotdxicos nas seguintes classes toxicolégicas: Classe | —
Produtos Extremamente Toxicos, Classe Il — Produtos Altamente Toxicos, Classe 111
— Produtos Medianamente Toxicos, Classe IV — Produtos Pouco Toxicos (Brasil,
1991).

Cabe ao MMA a Avaliacdo do Potencial de Periculosidade Ambiental
dos agrotoxicos, seus componentes e afins, executada pelo Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA.

“A classificacdo quanto ao potencial de periculosidade
ambiental baseia-se nos parametros bioacumulacéo,
persisténcia, transporte, toxicidade a diversos organismos,
potencial  mutagénico, teratogénico,  carcinogénico,
obedecendo a seguinte graduacdo: Classe | — Produto
Altamente Perigoso; Classe Il — Produto Muito Perigoso;
Classe Il — Produto Perigoso; Classe IV — Produto Pouco
Perigoso.” (Brasil, 1996).

No caso de um produto agrotdxico se enquadrar em pelo menos um
dos seguintes casos, serd conferida a classificacdo PIOR:

“a) ndo houver disponibilidade no pais de métodos para a
sua desativacdo e de seus componentes; b) apresentar
caracteristicas mutagénicas, teratogénicas ou
carcinogénicas; ou c) a classificacdo do PPA e/ou avaliagédo

do risco ambiental indicar indices ndo aceitaveis de



periculosidade e/ou risco, considerando oS usos propostos”
(Brasil, 1996).

4.3 Diretrizes e Protocolos utilizados para avaliacdo ambiental da

toxicidade de agrotoxicos para abelhas

Dentro das competéncias especificas de cada 6rgdo regulamentador no
Brasil sdo estabelecidas diretrizes e exigéncias, publicadas em legislacdo, para efeito
da avaliacdo e registro de agrotoxicos (IBAMA, 2009).

Em relacdo as diretrizes e exigéncias envolvidas na APPA, realizada
especificamente pelo IBAMA, avaliam-se os estudos realizados com organismos nao
alvos a fim de se estimar a toxicidade dos agrotoxicos (IBAMA, 2009). Dentre esses
organismos as abelhas exercem papel fundamental nesta avaliacdo, uma vez que
além de sua importancia econémica ao pais sdo polinizadores de grande parte das
culturas comerciais existentes.

Para a avaliagdo da toxicidade em abelhas analisadas pelo IBAMA, o0s
resultados dos estudos conduzidos seguem protocolos internacionalmente
reconhecidos.

Atualmente todos os protocolos utilizados OECD — 213 e OECD -
214 de 1998, US-EPA OPPTS 850.3020 de 1996 e EPPO 2000 avaliam a toxicidade
de agrotoxicos via oral e contato atraves da definicdo das DLsg de A. mellifera.

A determinacdo da DLsy permanece até hoje como o método mais
aplicado em estudos de laboratério para estimar os efeitos dos agrotoxicos em
artrépodes nao alvos. Entretanto, a falta de atencdo aos efeitos subletais associados a
esses métodos tradicionais gera discussdes para a revisdo dos protocolos existentes
em face do aumento da importancia desses organismos no cenario agricola (Desneux
et al., 2007).

Para reforcar este ponto de vista Bortolotti et al. (2003) e Pinheiro &
Freitas (2010) afirmam que a contaminagdo por agrotoxicos de plantas em pleno
florescimento € uma das principais causas de mortalidade de polinizadores (efeito
agudo), porém niveis mais baixos de doses podem afetar o comportamento de
forrageamento das abelhas, reduzindo assim o vigor das col6nias (efeitos subletais).

Segundo Freitas & Pinheiro (2010), os protocolos hoje existentes e
utilizados no Brasil contemplam mais estudos com a exética A. mellifera do que

todas as espécies de abelhas sem ferrdo somadas. Essas abelhas destacam-se no



cenario brasileiro devido as altas taxas de polinizacdo, diversidade e por serem
nativas (Kerr et al., 1996). Freitas & Pinheiro (2010) também mencionam uma
grande variacdo na tolerancia dos meliponinios aos agrotoxicos em funcédo da espécie
de abelha estudada.

Tal fato se deve ao estudo de toxicidade de inseticidas em abelhas
iniciar nos paises de clima temperado (Paschoal, 1979; Moraes et al., 2000 citado
por Del Sarto, 2009). Esse seria outro aspecto desconsiderado pela legislacdo
brasileira para se alcancar precisdo na avaliacdo dos efeitos sofridos em abelhas

nativas do Pais.

4.4 Aspectos gerais de Apis mellifera africanizada

A apicultura com A. mellifera iniciou-se no Brasil com a introducéo
de abelhas européias em 1839 (sendo as principais racas de abelhas que formaram a
abelha hibrida do pais: a alema A. mellifera mellifera, a italiana A. mellifera ligustica
e a carnica A. mellifera carnica) (Da Silva, 2004). De acorco com a mesma autora,
apesar das varias tentativas de introducéo de outras racas de abelhas europeias entre
0s anos de 1870 e 1880, a produtividade da apicultura nacional ndo obteve o aumento
esperado pelo fato de que todas as abelhas provinham de clima temperado/frio, ndo
adaptadas ao clima tropical brasileiro.

Mello et al. (2003) e Da Silva (2004) relatam a inexpressividade da
apicultura brasileira até a metade do século XX e a necessidade de se obter uma
abelha adaptada ao clima tropical.

Em 1956 o pesquisador Warwick Estevam Kerr introduziu a
subespécie africana A. mellifera scutellata para dar inicio a um programa de
melhoramento que obtivesse a mansidao das abelhas europeias e a produtividade das
africanas (Stort e Gongalves, 1979; Gongalves; 1992; Goncalves e Stort, 1994; Kerr,
1967; Stort e Gongalves, 1994, citado por Cristino, 2003, Kerr, 1996) . Apés a fuga
acidental para a natureza, ocorreu o cruzamento da A m.scutellata com as abelhas
europeias mesticas j& criadas no pais, o qual gerou insetos poli-hibridos hoje
encontrados no Brasil.

Dessa forma, a abelha africanizada resultante, mesmo apresentando
caracteristicas exteriores similares a europeia, possui quase todas as caracteristicas

fenotipicas comportamentais da abelha africana, e precisou, portanto, de uma
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adaptacdo no manejo para se ter sucesso com a criagdo deste hibrido, que de certa
forma deixou de ser vista como uma ameaca, desenvolvendo a apicultura e
aumentando a produtividade como os cientistas brasileiros previram inicialmente (Da
Silva, 2004).

4.5 Colony Collapse Disorder - CCD

A polinizacdo é um servico ambiental de grande relevancia para a
manutencgéo da integridade dos ecossistemas e para a sustentabilidade da agricultura,
necessitando assim, haver maior atencdo no manejo agricola e nas acoes
conservacionistas. O déficit de polinizacdo resulta em perdas de produtividade e de
qualidade dos produtos agricolas. A agricultura e a diversidade dos agroecossistemas
estdo ameacados pelo declinio das populagdes de polinizadores. A maior
contribuicdo para esse declinio, entre outros, é a fragmentagdo de habitat, o uso de
produtos quimicos agricolas e industriais, parasitas, doencas e introducdo de espécies
exoticas (MMA, 2006).

A ocorréncia do CCD, também conhecido em portugués como
Desordem do Colapso das Colonias (DCC) (Freitas & Pinheiro, 2010), tem sido
reportada com maior énfase desde 2006/2007 e trata do desaparecimento de grande
namero de abelhas de suas col6nias sem uma razdo especifica (van Engelsdorp et al.,
2009) em éreas onde praticas agricolas intensivas constituem importante atividade
econémica (Pareja et al., 2011).

De Jong (2009) e Stockstad (2007a) descrevem 0s sintomas atribuidos
do CCD quando as abelhas deixam as caixas cheias de mel, pélen, cria operculada,
uma rainha e em alguns casos, algumas operarias jovens. Abelhas mortas ndo sao
encontradas dentro ou proximas das colmeias com CCD, o que dificulta os estudos
em relacéo a esse fenémeno.

Na literatura existem inimeros relatos do desaparecimento de abelhas
das colmeias ao longo dos anos de 1880, 1920 e 1960 com descri¢Bes semelhantes as
atuais causas atribuidas ao CCD, porém ainda nao se sabe ao certo se 0s problemas
ocorridos no passado tém a mesma relacdo com o CCD (Pareja, et al., 2011).

Nos ultimos anos varios estudos demostraram que as abelhas sdo
expostas a uma ampla gama de agrotdxicos e que alguns desses produtos tém efeitos
interativos com outros produtos ou estado de saude das abelhas, como parasitas e/ou

virus nas abelhas. Em conjunto, estes estudos suportam a hipdtese de que o CCD é
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uma sindrome de stress causado por muitos fatores que agem indidualmente e/ou
combinados (USDA, 2010).

De Jong (2009) afirma que, embora no Brasil as perdas ndo cheguem
aos niveis Americanos, existe a preocupagdo com problemas ja identificados no pais
semelhantes aos descritos para 0 CCD. A grande vantagem brasileira é a abelha
africanizada, que tem demonstrado adaptacdo e resisténcia acentuada as doencas e
parasitas ja reportadas para racas de abelhas europeias (De Jong, 2009).

Segundo o mesmo autor, 0s agrotoxicos sdo foco de estudos
relacionados ao CCD por afetarem a mortalidade de abelhas e em doses subletais,
afetarem o comportamento de orientacdo desses insetos. Além disso, as falhas no
sistema imunologico, que deixam as abelhas mais suscetiveis as doencas, séo
atribuidas a acdo de varios agrotoxicos. Dentre esses produtos De Jong (2009) e
Pareja et al. (2011) mencionam os neonicotindides, pertencentes a Ultima geragdo de
agrotoxicos, os quais sdo pouco toxicos para mamiferos e bastante toxicos para
insetos. Por serem produtos sistémicos (Halm et al., 2006) aplicados no solo e que
sdo translocados por toda a planta, chegando as flores, néctar e pdlen, sdo cada vez
mais usados nas culturas agricolas brasileiras. As preocupa¢des quanto aos efeitos do
CCD em consequéncia do uso desses produtos advém, mesmo em quantidades
reduzidas, do fato da acumulacdo desses produtos na colmeia. As abelhas jovens, em
especial, podem ser expostas a doses subletais durante o seu ciclo de vida com
efeitos significativos danosos sobre a col6nia e consequente diminuicdo do nimero

de individuos da coldnia e da populacdo de insetos benéficos (Pareja et al., 2011).

4.6 Divisao de trabalho na coldnia

Um importante atributo da sociedade entre abelhas ¢é a integracdo da
colénia como um nivel bioldgico de organizacdo e ndo somente um agregado de
individuos (Holldobler & Wilson, 2008).

Tautz (2010) caracteriza as propriedades especiais de uma colénia da
seguinte forma: “A colonia ¢ uma comunidade animal complexa e adaptativa,
composta de muitos milhares de individuos em permanente atividade e que reage as
condi¢cBes ambientais e & presenca de seus parceiros de ninho. N&o existe uma
instancia superior de controle, mas sim o comportamento geral da col6nia resulta da

cooperacao e da competi¢do entre as abelhas”. Ainda segundo o mesmo autor a
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divisdo de trabalho é a receita de sucesso em insetos sociais, e em abelhas essa
divisdo e preferencialmente dependente da idade para a execucdo de algumas tarefas.

De acordo com Winston (1987) abelhas séo insetos sociais que vivem
juntas em coldnias contendo milhares de individuos e sdo organizadas por uma
complexa e sofisticada divisdo de trabalho. Cada col6nia contém uma Unica rainha,
especializada em reproduzir e passa a maior parte da sua vida ovipositando. Os
machos, chamados zangdes, sao relativamente raros e também apresentam uma unica
funcdo que é acasalar. Nas operarias a capacitacdo € alcancada atraves da maturacao
fisiologica para seu desempenho, adquirida por etapas, com o avango da idade, o
polietismo etario, onde as estruturas glandulares enddcrinas e exdcrinas
desempenham importante papel (Cruz-Landim & Silva de Moraes 2000). A maioria
dos individuos na col6nia sdo operarias estéreis responsaveis por todas as demais
atividades da coldnia. Entre a 2° e 3° semanas da vida adulta, as operarias apresentam
funcbes de cuidados com as crias e outras atividades dentro da colmeia, como
construcdo dos favos de mel, armazenar comida nessas células ou até mesmo,
guardar a entrada da coldnia contra invasores (Ament, et al., 2010; Winston, 1987).
Os cuidados com as crias e o forrageamento distinguem as principais fases de vida
das abelhas (Robinson, 1992). Nas ultimas duas semanas de vida, as abelhas
operarias saem das coldnias para a funcdo de forrageamento do néctar e pdlen, as
principais fontes de alimento das col6nias (Winston, 1987).

A funcdo de operaria nutridora dura aproximadamente 1 semana, do 4°
ao 12° dia, e nessa fase sdo responsaveis por alimentar as larvas com uma substancia
proteica glandular (geleia real) aumentando a sua taxa de crescimento. Além de
alimentar as larvas, as abelhas nutridoras transferem essa substancia proteica para as
outras abelhas da coldnia, bem como para a rainha. Abelhas nas idades entre 12 e 21
dias, ja ndo apresentam mais interesse pelas crias, € sim por receber e processar 0
néctar recebido, além de guardar a entrada da col6nia. Uma vez que a transigdo para
o forrageamento acontece, as abelhas focam em forragear as quatro fontes

necessarias para a colnia: propolis, agua, néctar e pélen (Johnson, 2010).

4.7 Glandulas hipofaringeanas

As glandulas hipofaringeanas de operarias de A. mellifera tém sido
estudadas morfologicamente e fisiologicamente devido ao seu papel na producdo de
geleia real (Cruz-Landim, 2009; Seehuus et al., 2007; Gatehouse et al., 2004).
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A gléndula hipofaringeana juntamente com a glandula mandibular
presentes na cabeca, produzem a geleia real, substancia de base proteica, responsavel
pela diferenciacdo de castas e também utilizada na alimentacdo de larvas jovens,
rainhas e zangdes (Feng et al., 2009; Kamakura, 2011).

A geleia real como padréo de dieta na colmeia € o ponto de partida nas
diferentes rotas de desenvolvimento das abelhas, uma vez que a diferenciagcéo de
castas € condicionada justamente pela composicdo desta geleia. O contetdo de 35%
de hexose (um acgucar) determina o desenvolvimento de uma rainha e o conteudo de
10% determina o desenvolvimento de uma simples operaria. Operarias estéreis e
rainhas férteis representam as duas castas de uma colbnia. J& larvas de rainhas
chegam a ser visitadas dez vezes mais pelas operarias nutridoras do que as larvas de
operarias, de modo que as larvas que resultam em rainhas ingerem quantidades
maiores de geleia real e de melhor qualidade com maior frequéncia (Tautz, 2010).
Também ha a presenca de substancias que promovem a diferenciacdo fenotipica das
larvas das rainhas (Kamakura, 2011).

O desenvolvimento e ativacdo da glandula hipofaringeana é
influenciada diretamente pela quantidade e qualidade da proteina (pdlen) ingerida
pelas operérias. O tamanho das glandulas representado pela medida do diametro dos
acinos esta relacionado ao total de proteinas consumido (Pernal & Currie, 2000,
Pinto et al., 2012).

Varios fatores podem alterar a fisiologia das estruturas glandulares de
abelhas e, consequentemente, seu papel dentro da colméia, e um dos os fatores mais
importantes é o seu estado nutricional (Pinto et al., 2012). Nas operarias que nao
produzem geleia real, essas glandulas se atrofiam e em caso de necessidade, mesmo
apos a atrofia, é possivel ocorrer uma nova ativacdo de operarias com idades
préximas, o que demonstra uma enorme plasticidade da coldnia e de seus membros
(Tautz, 2010).

4.8 Efeitos do Nim (Azadiractina) em Apis mellifera

A busca de alternativas ambientalmente corretas no trato com as
culturas agricolas, bem como as restricbes impostas pelos mercados nacional e
internacional por alimentos sem residuos de agrotoxicos, levaram os agricultores

brasileiros a dedicarem-se mais ao uso de produtos naturais de origem vegetal, como
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a planta popularmente conhecida como nim (Azadirachta indica A. Juss.) e seus
extratos.

O nim é utilizado ha séculos na india e desde 1986 utilizada no Brasil
como planta inseticida (EPAMIG, 2002). Freitas & Pinheiro (2010) explicam que,
por ser de origem vegetal, acredita-se que produtos derivados do nim oferecem uma
grande margem de seguranca ambiental para aplicacfes de campo.

Planta da familia Meliaceae, cuja caracteristica comum € a presenca
de triterpenos oxigenados, onde 0 componente mais significativo é a azadiractina que
esta presente nas folhas, frutas e sementes. A azadiractina caracteriza-se pela
solubilidade em &gua e a sensibilidade aos raios ultravioleta, bem como aos meios
mais &cidos ou basicos, apresentando rapida biodegradacdo (Neves & Oliveira,
2006).

Os autores acima corroboram com a importancia da observagdo dos
efeitos subletais da exposi¢cdo ao nim nos insetos como: repeléncia, impedimento da
alimentacdo e postura, inibicdo do crescimento, perturbacdo do acasalamento e
esterilizacdo quimica, ja que do ponto de vista de um manejo integrado do controle
de pragas sdo mais desejaveis do que uma morte instantanea. O nim e seus derivados
chegam a afetar mais de 400 espécies de insetos das mais diversas ordens além de
alguns fungos.

A azadiractina utilizada como agrotoxico pode interferir no
comportamento de alimentacdo de diferentes formas: possuem efeitos de repeléncia,
apresentam acdo antifagocitarias, evitando a possibilidade de insetos se alimentarem
e, finalmente, podem alterar a capacidade de localizacdo do alimento, pela reducéo
da capacidade olfativa (Decourtye & Pham-Delegue, 2002; Haynes, 1988). Além da
fagoinibicdo, produtos a base de nim também interferem no sistema hormonal dos
insetos, especialmente na ecdise, além de promover a infertilidade (Schmutterer,
1990).

Alves (2010) ressaltou que o pélen e o néctar de nim parecem ser
toxicos para larvas e adultos de A. mellifera. Também verificou que coldnias criadas
em areas com nim, durante o periodo de escassez de flores no campo, apresentaram
aumentos significativos na taxa de mortalidade das larvas. Da mesma forma ao
realizar a criacdo artificial de larvas de A. mellifera alimentadas com diferentes

proporcdes do polen de nim e de outras plantas comprovadamente ndo toxicas, ele
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observou 100% de mortalidade das larvas que receberam em sua dieta apenas o pdlen
de nim.

Também como Alves (2010), Melathoupolos et al. (2000a,b) sugerem
que a acdo toxica do nim em A. mellifera ocorre mais pela acéo sistémica no polen e

néctar contaminados, quando séo transferidos para a colmeia.

4.9 PER - Proboscis Extension Reflex

O condicionamento olfatorio classico de resposta da extensdo da
probdscide das abelhas (PER) é um método bem desenvolvido e bastante utilizado
para analisar diferentes aspectos da capacidade olfativa, da aprendizagem e da
formacdo da memdria nos insetos (Gil & Demarco, 2005).

A habilidade das abelhas para identificar e habituar-se aos odores
baseada em sinais é denominada de resposta condicionada, a qual pode ser afetada
pela exposicdo a agrotoxicos e isso pode ter grande impacto sobre as colbnias ao
acarretar a reducdo na capacidade de deteccdo dos odores florais e associagdo com a
recompensa (néctar, pdlen, éleos essenciais florais, etc.) (Freitas & Pinheiro, 2012).

Mamood & Waller (1990) verificaram este efeito em A. mellifera
expostas a doses subletais de Permetrina, demonstrando que a dificuldade nas
respostas olfativas deve-se mais a falhas na identificacdo que na memoria olfativa,
com recuperacao das respostas de identificacdo ap6s a diminuicdo do efeito residual
do inseticida.

A formacéo da memdria olfativa € um processo de multiplos estagios
que envolve diferentes areas do cérebro dos insetos. O PER em abelhas provou ser
um sistema muito poderoso para estudar a aprendizagem relacionada a mecanismos
neurais, permitindo que os principais elementos neurais das vias olfativas e das
respostas compentdrias no cérebro das abelhas pudessem ser identificados, bem
como as varias vias moleculares envolvidas neste comportamento (Griinewald,
2003).

Como consequéncia, a aprendizagem associativa torna-se um
componente essencial em abelha no comportamento de forrageamento (Menzel,
1985; Gould, 1993 citado Gil & Demarco, 2005).

O acucar € um dos estimulos mais importantes para as abelhas por ser

a principal fonte de carboidratos, o que resulta um bom forrageamento e
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recrutamento, respostas comportamentais e ainda forca o estimulo para a

aprendizagem associativa (Scheiner et al., 2004).

5 Material e Métodos
5.1 Local de conducdo dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratérios de
Ecotoxicologia e no Apiario Central do Departamento de Entomologia da
Universidade Federal de Vicosa, Vigosa — MG (20°45°14°’S e 42°52°53”°W).

5.2 Coleta das amostras

As coldnias de abelhas A. mellifera africanizada foram mantidas no
Apiério Central da Universidade Federal de Vicosa. Foram utilizadas cinco colénias,
das quais foram coletadas as abelhas operarias para o experimento de taxa de
sobrevivéncia, teste de caminhamento, PER e para o experimento de ativacdo das

glandulas hipofaringeanas.

As abelhas foram obtidas diretamente da entrada das colonias, a qual
foi vedada com espuma e com auxilio de uma mangueira plastica as operarias foram

coletadas em potes plasticos (Fig. 1).

Fig. 1 — Coleta das abelhas A. mellifera africanizadas. A) Fechamento da coldnia para a coleta. B)
Pote com mangueira para auxilio na coleta.

Para o teste de ativagdo das glandulas hipofaringeanas em abelhas
operarias recém-emergidas, trés favos de cria contendo imagos foram coletados de
trés colbnias experimentais e deixados em estufa B.O.D. a 34 £+ 2 °C na tarde do dia
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anterior a obtencdo das operérias. Cada abelha foi coletada com auxilio de pinca
entomologica e colocada em potes plasticos perfurados, os quais receberam as

diferentes concentracées de Azamax® (Fig. 2).

Fig. 2 — Coleta das abelhas A. mellifera africanizadas recém-emergidas. A) Favo de cria em estufa
B.O.D. & 34 £ 2°C. B) Colela com auxilio de pinca entomologica.

5.3 Taxa de Sobrevivéncia

A partir da dose comercial indicada pelo fabricante no rétulo do
produto Azamax® para a cultura do tomate (30 mg i.a./L), cujo principio ativo é
Azadiractina A/B (AGROFIT, 2012), foram selecionadas as concentracGes do
ingrediente ativo a serem testadas. As doses foram selecionadas para representar o
cenario real (dose de campo) e situacdes extremas (1/10 e 10x a dose de campo).

Operarias de A. mellifera africanizada coletadas nas saidas das suas
respectivas colbnias foram expostas a dietas a base de mel de A. mellifera
africanizada diluido em agua destilada (1:1, v/v), as quais receberam concentracdes
conhecidas de Azamax® nos seguintes tratamentos: A) Sem Azamax® — Controle; B)
1/10 de concentracdo de campo — 3 mg i.a./L; C) Concentracdo de campo — 30 mg
i.a./L e D) 10x a concentracdo de campo — 300 mg i.a./L.

Estes foram mantidos em potes de plastico de 500 ml (11 cm de
diametro e 8 cm de altura), perfurados na parte inferior para ventilagdo. As tampas
foram cobertas com papel filtro e utilizadou-se eppendorfs de 1,5 ml perfurados na
extremidade como alimentadores, os quais foram instalados na lateral de cada pote.

Todos os tratamentos receberam a dieta e a agua ad libitum, as quais
foram diariamente trocadas durante o periodo do experimento. Estes conjuntos foram
mantidos em estufa B.O.D. a 34 £ 2 °C, fotoperiodo de 24 horas escuro e umidade

relativa entre 70-80%.
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Coletou-se as abelhas operérias de trés coldnias diferentes para cada
tratamento. A cada hora foi registrado a quantidade de abelhas mortas por pote.
Foram consideradas mortas as abelhas que ndo apresentaram nenhum tipo de

movimento no periodo observado.

5.4 Exposi¢ao em longo prazo

A partir das mesmas doses utilizadas no experimento anterior, 30
operarias recém-emergidas de A. mellifera africanizada foram coletadas diretamente
dos favos de crias de trés colbnias e acondicionadas nas mesmas condi¢des
experimentais anteriores. Estas foram submetidas aos tratamentos A, B, C e D, 0s
quais também foram oferecidos &dgua e poélen retirados dos favos da prépria coldnia
ad libitum. As dietas foram trocadas diariamente e verificado o consumo diario.

As operarias foram alimentadas por um periodo entre 1 a 14 dias
nessas dietas. Posteriormente foram retiradas e fixadas em solugéo fixadora Dietrich
(30 ml de Alcool, 10ml de Formol 40%, 2ml de Acido Acético e 58ml de agua

destilada) para analise da morfologia das glandulas hipofaringeanas (item 5.5).

5.5 Morfologia das glandulas hipofaringeanas de operarias de Apis

mellifera africanizada

As abelhas recém-emergidas utilizadas no experimento de exposicao
de longo prazo foram mantidas por 48 horas em solucdo fixadora Dietrich e
posteriormente acondicionada em solucdo de alcool 70%. As abelhas foram
dissecadas para a extracdo das glandulas hipofaringeanas com auxilio de
estereomicroscopio (Zeiss Stemi 2000-C), as quais tiveram suas imagens capturadas
em microscopio oOtico (Zeiss Axio Imager A1) com camera acoplada. Posteriormente
as areas de 10 &cinos por abelha foram medidas com auxilio do software Image-Pro

Plus®.

5.6 Teste de caminhamento
Para avaliar o efeito do inseticida em abelhas A. mellifera recém-
emergidas foi conduzido um ensaio comportamental de caminhamento, no qual
utilizou-se o aparelho de Videotrack (ViewPoint Life Sciences Inc., Montreal —

Canada), composto por um sistema de rastreamento formado por uma camera de
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video acoplada a um computador para avaliacdo por um periodo de 10 minutos (Fig.
3).

Foram realizados quatro repeticbes para cada tratamento, todas em
arenas confeccionadas por placas de Petri com nove centimetros de didmetro e dois
centimetros de altura, forradas ao fundo com discos de papel-filtro ndo exposto a
nenhuma substancia e as bordas revestidas com talco para evitar o escape dos insetos
(Corréa, 2009). Em cada placa de Petri foi colocada uma abelha.

Foram avaliados 0s seguintes parametros: tempo de exposi¢do ao
inseticida apds 24, 48 h e 7 dias, distdncia caminhada, velocidade média de

caminhamento, tempo parado e nimero de paradas.

Luz ambiente

Arena com animal

l Placas de Petri @

PC

Mesa com luz infravermelha
Fig. 3 — Aparelho de Videotrack utilizado no experimento de caminhamento.
5.7 PER - Proboscis Extention Reflex

Abelhas operéarias forrageiras de A. mellifera africanizada foram
coletadas diretamente de trés colonias (Fig. 1) e acondicionadas nos mesmos tipos de
potes e condi¢Bes do experimento anteriores (item 6.3). Foram coletadas 30 abelhas
para cada um dos quatro tratamentos (A, B, C e D), as quais foram expostas ao

agrotoxico Azamax® durante 24 e 48 horas.

Os limiares de resposta gustativa dos individuos foram verificados a

partir de diferentes doses de solucdo de sacarose tocadas nas antenas das abelhas,
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tempo suficiente para que elas identificassem ou ndo a solugdo e estendessem a
proboscide. Foram utilizadas solucGes de sacarose nas seguintes concentragdes: a 0%
(controle), 0,1%, 0,3%, 1%, 3%, 10%, 30% e 50%, sendo avaliadas 10 abelhas

expostas a cada tratamento, totalizando 50 abelhas por tratamento.

Para as avaliagdes, as abelhas foram contidas em frascos de vidro do
tipo erlenmeyer e anestesiadas em gelo por 10 minutos até a imobilizacdo para
permitir a preparacdo do teste. Cada abelha foi presa individualmente em um
pequeno tubo de plastico (ponteira de micropipeta) com uso de fita adesiva, de modo
que ela fosse capaz de movimentar livremente a cabeca e a probdscide (Fig. 4)
(Aliouane et al., 2009).

Fig. 4 — PER — A) Abelha preparada para o teste. B) Extensdo da proboscide ao receber o estimulo na
antena.

5.8 Andlises Estatisticas

Os resultados do teste de tempo de sobrevivéncia foram submetidos a
analise de sobrevivéncia usando o procedimento ndo paramétrico geradas pelo
estimador Kaplan-Meyer, que permitiu a estimativa de curvas de sobrevivéncia do
inicio at¢ o fim do tempo experimental. Alem disso, os tempos meédios de
sobrevivéncia (TLsp) de cada tratamento foram analisados por regresséo linear
utilizando pacote estatistico SigmaPlot® 12.0 (SigmaStat®).
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Os resultados dos testes de caminhamento foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA), anélise de variancia multivariada (one-way MANOVA)
(PROC GLM com MANOVA Statement; SAS® Institute, 2000) e (teste F (a=5%).

A porcentagem de resposta do PER foi analisada utilizando-se o teste
Kruskal-Wallis One-Way Analysis of Variance on Ranks e teste postroc de médias
Dunn. As anélises foram realizadas através do pacote estatistico SigmaPlot® 12.0
(SigmaStat).

Os resultados do efeito causado pelo produto Azamax® nas glandulas
hipofaringeanas das operérias jovens, foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tuley (p< 0,05) (PROC GLM; SAS® Institute,
2000).

6 Resultados
6.1 Taxa de Sobrevivéncia

A andlise de sobrevivéncia para abelhas operarias forrageiras de A.
mellifera africanizada expostas ao inseticida Azamax® mostrou diferenca
significativa entre os tratamentos (Log-rank test, x 2 = 356,388; g.l. = 3; p <0,001).

Os tratamentos controle e com 3,0 mg de i.a/L ndo apresentaram
diferencas significativa entre si, 0 que ndo ocorreu para 0s demais tratamentos (Fig.
5; Tabela 1).

As doses maiores de Azamax® afetaram significativamente a
sobrevivéncia para abelhas operérias forrageiras de A. mellifera africanizada (Log-
rank test, x 2 =356,388; g.I. = 3; p <0,001).
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Fig. 5 — Taxa de Sobrevivéncia estimada por Kaplan-Meyer de forrageiras de A. mellifera africanizada
alimentadas com dietas com diferentes concentracdes de Azamax®.

Tempos Letais (TLsp)
Tratamento TLs, (dias) Intervalg de Confianga (95_%)
Inferior Superior
Controle 5,2 4,62 5,78
1/10 dose de campo 5,7 5,00 6,40
Dose de Campo 4,7 4,5 5,0
10x dose de campo 3,0 2,6 3,2

Tabela 1 — Tempos letais das abelhas operarias forrageiras A. mellifera Africanizas submetidas a
diferentes concentragio de Azamax®.

6.2 Morfologia das Glandulas Hipofaringeanas

Segundo a andlise de variancia houve diferencas estatisticamente
significativas nas areas dos acinos das glandulas hipofaringeanas das operérias
quando submetidas as diferentes concentracdes e nos diferentes tempos de exposi¢ao
ao inseticida Azamax® (Fig. 6; Tabela 2). A medida que a concentragdo do produto
aumentou da dieta, a area dos &cinos das glandulas foi menor, quando comparado ao

tratamento controle (Fig. 7).
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Efeito Graus de Liberdade | F Value Pr>F
Concentracdo 3 304,17 |<0,0001
Tempo 2 16,96 |<0,0001
Dose x Tempo 6 9,2 <0,0001

Tabela 2 — Analise de variancia das areas dos &cinos das glandulas hipofaringeanas de A mellifera
africanizadas.

Pela andlise de varidncia ANOVA e pelo teste de Tukey entre médias houve
diferencas significativas : Concentracdo (p < 0,0001); Tempo (p > 0,0001); Dose x
Tempo (p < 0,0001).

1,2
A m24h

Média da area de acinos (um?)

0 3,0 30,0 300,0

Concentracao de Nim (mgi.a./L)

Fig. 6 — Area média dos &cinos de glandulas hipofaringeanas de operpérias de A. mellifera submetidas
aos diferentes tratamentos. Letras mindsculas iguais nao diferem entre si dentro do tratamento; letras
maiusculas iguais ndo diferem entre si entre os tratamentos pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Fig. 7 — Acinos d A. mellifera africanizadas expostas a diferentes concentags d inseticida
Azamax®. A) Controle — Sem Azamax®; B) 1/10 de concentragdo de campo (3 mg i.a./L); C)
Concentracdo de campo (30 mg i.a./L) e D) 10x a concentragdo de campo (300 mg i.a./L). Aumento
de 100x.

6.3 Caminhamento

As caracteristicas comportamentais avaliadas nas operarias dos
tratamentos para as arenas apresentaram diferencas significativas (ANOVA e teste F,
a=5%) para idade das operarias em relacdo a distancia percorrida (F=3,58,
p<0,0001), velocidade média (F=3,58, p<=0,0001), tempo (F=1,40, p<0,1723) e
numero de paradas (F=1,64, p<0,0885). Quando submetidas a analise de variancia
multivariada one-way MANOVA e PROC GLM com MANOVA Statement
diferiram significativamente para idade das operarias (dfnum/den = 4/249; Roy's
Greatest Root = 0,104996; F=6,54; p < 0,0001), e ndo significativo para tratamento
(F=3,95, p = 0,0040) e para a interacdo idade x tratamento (F=2,31, p = 0,0343).

Os resultados referentes ao tempo médio em movimento foi 726,96 s,
enguanto a velocidade média de caminhamento foi de 1,88 cm/s, a distancia média
percorrida foi de 679199,67 cm e o nimero médio de paradas na arena foi de
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16709,07 s. A anélise de correlagdo mostrou uma correlagdo positiva entre distancia
percorrida com a velocidade média de caminhamento (r=0,999, p<0,0001), nimero
de parada e o tempo (r=0,939, p<0,0001), no entanto apresentou correlacdo negativa
entre o tempo e distancia (r=-0,4914, p<0,0001), entre o tempo e a velocidade (r=-
0,4913, p<0,0001), distancia e numero de paradas (r=-0,06139, p<0,0001), nimero
de parada e velocidade (r=-0,06137, p<0,0001) na arena. Assim, apenas distancia
percorrida foi considerada nas analises subsequentes, cuja tendéncia e diferencas sdo

representativas dos demais parametros avaliados nestes bioensaios.

6.4 PER — Proboscis Extension Reflex

Abelhas recém-nascidas até a idade de 24 e 48h nédo responderam a
solucdes de sacarose com concentracdes inferiores a 1%. Verificou-se a melhora na
resposta a concentracdes de sacarose maiores que 3% (Fig. 8; Fig. 9).

A porcentagem de resposta ao PER por tratamento foi baixa, ndo
apresentando diferenca estatistica pelo teste Kruskal-Wallis One Way Analysis of
Variance on Ranks e teste postroc de médias Dunn (H = 6,925 com 7 graus de
liberdade, P = 0,437).

N&o houve diferencas estatisticas na resposta com a extensdo da
probdscide para diferentes concentracGes de sacarose entre as abelhas experimentais

submetidas aos tratamentos controle e com Azamax®.

45 B Controle - 24h
40 B 1/10-24h F
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Fig. 8 — PER das abelhas expostas ao diferentes tratamentos de Azamax~ em 24 horas. Barras

representam a porcentagem de resposta e desvio padréo.
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Fig. 9 — PER das abelhas expostas ao diferentes tratamentos de Azamax® em 48 horas. Barras
representam a porcentagem de resposta e desvio padréo.

7 Discussao

Apesar de a Legislagdo Brasileira ser completa, rigida e baseada nos
protocolos atuais usados mundialmente, é importante lembrar que adequages
visando o cenério brasileiro em relacdo aos organismos ndo alvos usados nos
protocolos, como por exemplo, as abelhas, sdo importantes para melhor avaliar 0 uso
de agrotdxicos na agricultura do pais.

A falta de representatividade dos efeitos dos agrotoxicos em outros
polinizadores, além da Apis mellifera, pode ser considerada como um dos aspectos
negativos da aplicacdo dos protocolos internacionais no Brasil.

De outro modo, alternativas como a introducdo da avaliagéo de efeitos
de doses subletais que afetam a mortalidade e a morfologia das glandulas
hipofaringeanas de abelhas eussociais foram indicadas no presente trabalho.

Além disso, os protocolos atualmente utilizados para polinizadores
utilizam somente individuos adultos, uma Unica espécie, apenas parametros de doses
agudas e muitas vezes sdao exclusivamente realizados em laboratorios. Desse modo
nédo refletem a real situacdo de campo e, por conseguinte, a condi¢cdo de vida dos
insetos sociais como as abelhas, em que alteracbes em alguma fase da vida ou

comportamento podem trazer graves consequéncias para a colonia.
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Thompson (2003) salienta a importancia dos testes realizados em
laboratério capazes de fornecer uma base para a avaliagdo do desempenho dos
agrotoxicos com quociente de risco > 50 em condic¢des de campo e semicampo, isto
é, condicdes controladas em ambientes fechados que mais se aproxima de condicdes
de campo (Raak-van den Berg et al., 2012). Assim um grande numero desses
produtos, mesmo sendo utilizados em baixos niveis de aplicagdo ou concentracao,
acabam resultando em efeitos letais ou subletais comportamentais em campo. Raak-
van den Berg et al. (2012) ainda enfatizam que as normas EPA e EPPO sao
importantes protocolos para fornecer suporte dentro dos quais os dados podem ser
coletados e analisados.

Conforme mostrado no presente trabalho, a sobrevivéncia de
forrageiras de A. mellifera africanizada foi afetada pela ingestdo de dietas contendo
diferentes concentrages do produto Azamax®. As abelhas que ingeriram a dieta com
concentragcdes maiores, 300 mg i.a/L (10x a dose de campo indicada pelo fabricante)
morreram mais rapido em relacdo ao controle. E mesmo as abelhas que ingeriram a
dieta com a concentracdo indicada pelo fabricante, morreram mais cedo, 0 que nos
leva a crer que a capacidade das abelhas forrageiras alcancarem a colmeia com o
alimento contaminado é muito grande, expondo os individuos que estdo dentro da
col6nia, supostamente protegidos dessas contaminacdes, 0 que corrobora com a
afirmacdo de Jay (1986), de que a contaminacdo de abelhas por agrotdxicos
geralmente ocorre quando a abelha coleta pélen e néctar, podendo atingir uma
colonia em diferentes extensoes.

Ao analisar as areas das glandulas hipofaringeanas em abelhas jovens
com sete dias de idade, verifica-se que as mesmas foram altamente afetadas pelas
concentracdes do produto na dose de campo e 10x essa dose, o qual interferiu na
ativacdo dos &cinos, que por sua vez impediria esses individuos de executar a funcéo
de nutrir as larvas e a rainha dentro da coldnia. O Azamax® por ser um composto
fagoinibitério em razdo do efeito repelente da Azadiractina em A. mellifera via dieta,
ja descrito por Neumam et al. (1994), impediu que as abelhas se alimentassem de
forma apropriada para que as glandulas hipofaringeanas se ativassem.

O efeito de dietas proteicas sobre a area dos acinos das glandulas
hipofaringeanas estdo diretamente relacionados (Al-Ghamdi et al. 2010, Pinto et al.,
2012).
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Shenk et al., (2001) atestaram que a aplicagdes em campo do nim
resultaram em reduzida emergéncia de adultos, maior mortalidade e ma formacéo nas
asas de abelhas recém-emergidas. Melathoupolos et al (2000a) mostraram que
aplicacdes de azadiractina em intervalos de seis dias em campo, apresentou uma area
de cria severamente reduzida e grande mortalidade de rainhas nas colonias.

Dessa forma, mesmo produtos considerados de origem vegetal
(naturais ou botanicos), com um grande apelo organico aos produtores, deveriam ser
reavaliados ndo somente considerando um parametro como uma dose letal aguda
para abelhas, mas também exposi¢cdes a médio/longo prazo, que podem apresentar
resultados tdo ou mais importantes quanto a letalidade.

Segundo o IBAMA (2012), recentemente quatro ingredientes ativos:
Imidacloprido, Tiametoxam, Clotianidina e Fipronil associados a efeitos nocivos as
abelhas serdo reavaliados, tendo ainda como medida preventiva a proibigédo
provisoria de aplicacdo por avides em qualquer tipo de cultura.

Estudos recentes indicaram que o uso destas substancias € prejudicial
para insetos polinizadores, em especial para as abelhas, podendo causar a morte ou
alteracbes na fisiologia e 0 comportamento destes insetos. Tomé et al. (2012) ao
estudarem abelhas da espécie Melipona quadrifasciata anthidioides (abelhas sem
ferrdo) expostas ao inseticida imidacloprido durante a fase larval, mostraram que as
abelhas apresentaram problemas tanto na sobrevivéncia quanto ao se usarem doses
subletais do inseticida. Os mesmos autores verificaram ainda que as abelhas que
sobreviveram até a fase adulta apresentaram alteragdes neuromorfoldgicas e/ou
comportamentais. O uso de inseticidas que contem esses ingredientes ativos por meio
de aplicacdo aérea tem sido associado a morte de abelhas em diferentes regides do
pais, 0 que motivou a proibicdo.

No presente trabalho, testando-se o Azamax®, um produto de origem
vegetal e considerado de baixa toxicidade, as analises de caminhamento e extensdo
de proboscide, ndo apresentaram efeitos significativos para A. mellifera africanizada,
uma vez que o seu modo de acdo esta associado a acdo fagoinibitdria e alteracdo da
muda em fase larval. Entretanto, as analises de mortalidade e morfologia das
glandulas hipofaringeanas demonstraram que tal produto, em doses subletais pode
afetar significativamente esses parametros.

Dessa forma, é importante observar que mesmo produtos considerados

de baixa toxicidade podem exercer algum efeito adverso em A. mellifera
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africanizada. A utilizacdo de protocolos que apresentem novas alternativas de
avaliacdo toxicoldgica, como doses subletais, comportamento, morfologia e
fisiologia, os quais podem ser Uteis para a prevencéao de futuros acidentes ambientais
envolvendo a contaminacéo de polinizadores e organismos ndo-alvo.

Abelhas com sete dias de idade estdo aptas a serem nutridoras,
alimentando as larvas em desenvolvimento dentro da colmeia com geleia real. Em
outra parte da vida as abelhas se tornam forrageiras, passam a sair com mais
frequéncia das colmeias e apresentam uma taxa de mortalidade maior, as quais
precisam ser repostas por outras operarias saudaveis que receberam a geleia real
durante o desenvolvimento, provida por abelhas nutridoras. Portanto, qualquer
perturbacdo que altere essa divisdo de trabalho em uma colmeia pode acarretar
drésticos efeitos em relacdo a sobrevivéncia de uma coldnia (Freitas & Pinheiro,
2010).

O proximo passo na adequacdo da Legislacdo Brasileira frente aos
pleitos de registro de produtos agrotoxicos no Brasil devera ser a ampliacdo do
cenario da Avaliacdo do Perigo para a Avaliacdo do Risco ambiental desses
produtos. A aplicacdo de protocolos de estudo com o uso de doses subletais nos
organismos testados ira corroborar para uma visdo ampliada de exposicao de abelhas
aos agrotoxicos em residuos de pélen, néctar e outras possiveis rotas. A verificacdo
da interferéncia dos agrotoxicos no comportamento, fisiologia e morfologia das
abelhas adultas e crias em desenvolvimento, tanto no nivel individual quanto
col6nial, mensurando os efeitos e 0s riscos desses produtos em insetos ndo alvos,
especialmente em abelhas Apis mellifera africanizada e abelhas nativas (ndo-Apis) no

meio ambiente.

8 Conclusao

e Estudos de efeitos de diversos tipos (classes) de agrotoxicos no
comportamento, morfologia e fisiologia para insetos sociais e outros polinizadores,
sdo de extrema importancia para a manutencéo desses insetos no meio ambiente.

e Medidas para a reducdo de efeitos danosos as abelhas, como a
localizag&o dos apiarios, programas educacionais, cuidados com o fluxo de alimentos
contaminados dentro das coldnias, tratamento das col6nias intoxicadas, remocao de

plantas daninhas em florescimento, orientagdo quanto ao uso correto dos agrotoxicos,
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principalmente em proximidades de colonias de abelhas, entre outros, devem ser
amplamente divulgados.

e Necessidade de ampliacdo da avaliacdo/reavaliacdo de produtos
agrotoxicos para um patamar além da avaliacdo do perigo para a avaliagdo do risco,
englobando maiores nameros de parametros que representam melhor o cenario
ambiental a ser estudado.

¢ Incentivo a criacdo de abelhas da espécie Apis mellifera africanizadas,
para a apicultura, hoje considerada uma importante atividade agropecuaria no Brasil,
com a producdo de mel, pdlen, cera, prdpolis e geleia real; bem como a criacdo de
abelhas das tribos Meliponini (conhecidas como abelhas sem ferrdo).

e Os protocolos internacionais atualmente utilizados para avaliagdo de
agrotoxicos para o parametro abelha necessitam ser revisados e complementados
para se atingir uma maior abrangéncia quanto as especies utilizadas, diferentes tipos
de avaliacdo de parametros comportamentais e morfofisioldgicos, os quais sdo de
extrema importancia para colonias de abelhas.

e Os protocolos devem avaliar ndo so os efeitos de doses letais, mas
também os efeitos de doses subletais nesses polinizadores.
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