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APRESENTACAO DA DISSERTACAO

Esta dissertacdo sera apresentada em capitulos, sendo o primeiro,
intitulado consideracdes iniciais, uma introducdo geral sobre a espécie a ser
estudada, a problematica ambiental em questdo e os herbicidas escolhidos
devido ao seu intenso uso no Brasil e no mundo. O segundo capitulo sera
apresentado nos moldes de manuscrito e ao final do trabalho esta a verséo que
vem sendo elaborada para submissdo conforme os moldes da revista

Apidologie.
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CONSIDERACOES INICIAIS

1. As abelhas Apis mellifera

As abelhas meliferas sdo insetos comuns e bastante conhecidos, isso,
devido ao seu distinto formato de corpo e asas, além da sua coloragdo. As
abelhas meliferas sdo as mais importantes quando se trata da polinizacdo das
plantas sendo, inclusive, economicamente valiosa dada a producdo anual em
torno de 300 milhdes de ddlares em produtos apicolas (TRIPLEHORN;
JONNSON, 2011).

Originaria da Africa, a Apis mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera:
Apidae) espalhou-se pela Asia e Europa. Através da migracdo a espécie
diferenciou-se em inumeras subespécies cuja morfologia, comportamento e
fisiologia sédo diferentes. A introducdo das abelhas europeias no Brasil
aconteceu no século XIX por meio da imigracdo, quando em 1839, o Padre
Antbénio Carneiro trouxe para o pais, no Rio de Janeiro, as primeiras colénias
de Apis mellifera mellifera, as abelhas pretas (WIESE, 2005; PARKER et al.,
2010).

Quarenta anos mais tarde, em 1879, foram trazidas ao Brasil e levadas
ao Rio Grande do Sul, por aleméaes, as abelhas Apis mellifera ligustica.
Também foram introduzidas na regido Sul a Apis mellifera carnica (CRANE,
1999). Os imigrantes europeus trouxeram outras subespécies o que contribuiu
para disseminar as abelhas Apis mellifera L. por todo territorio brasileiro
(WIESE, 2005). Através de hibridacdo intraespecifica houve a criagcdo de
diferentes subespécies, fazendo com que essas abelhas se disseminassem

pelo planeta, como no Continente Americano (PARKER et al., 2010).

Em 1956, houve a importacdo de rainhas e introducdo da abelha
africana Apis mellifera scutellata, com objetivo de aumentar a produtividade das
colmeias. No ano seguinte, vinte e seis enxames de abelhas africanas
escaparam e iniciaram 0 processo de cruzamento com as subespécies

europeias, levando a origem de populacdes poli hibridas, atualmente



chamadas abelhas africanizadas (PEREIRA; CHAUD-NETTO, 2005; PINTO et
al., 2005).

As condi¢cbes climaticas e floristicas encontradas no Continente
Americano foram favoraveis a adaptacdo das abelhas africanizadas, as quais
dispersaram-se ao longo da América do Sul, da América Central, chegando
entdo ao México em 1986 e a Califérnia em 1994 (MELLO et al., 2003).

2. Estrutura social das abelhas: a divisdo de trabalho

Durante todo o ano, o enxame de abelhas Apis mellifera € composto por
milhares de fémeas estéreis, chamadas operarias, apresenta uma unica abelha
rainha, que é fértil, e também conta com a presenca de algumas centenas de

machos férteis, os zangdes (FREE, 1980).

Todos os individuos da colbnia passam pelos seguintes estagios de
desenvolvimento: ovo, larva, pré-pupa, pupa e adulto. Permanecem trés dias
na fase de ovo e seis dias na fase de larva, independentemente da casta. No
caso da fase de pupa, ha variacdo em funcdo da casta e da subespécie de
abelha, durando aproximadamente sete dias para a rainha, quinze para 0s
zangdes e doze para as operarias, assim, respectivamente, rainha, zangdes e
operarias levam em torno de 16, 24 e 21 dias para completar seu ciclo de

desenvolvimento do ovo ao nascimento (PAGE; PENG, 2001).

Quanto a divisdo de tarefas, o zangdo € responséavel por fecundar a
abelha rainha. A rainha, anatomicamente, € maior que a operaria e pode viver
por anos, sua responsabilidade é a manutencdo da coesdo do enxame. Apos
realizar o voo nupcial e copular com varios zangdes ela permanece na colénia
realizando diariamente a postura de milhares de ovos, garantindo o nascimento
de novos individuos (FREE, 1980; WIESE, 2005).

J4 as abelhas operarias vivem em torno de seis semanas e S&o
responsaveis pela maioria dos trabalhos da colmeia (FREE, 1980),
apresentando polietismo etario: do primeiro ao terceiro dia de vida fazem a
limpeza de impurezas indesejaveis dentro da colmeia. Do quarto ao décimo

segundo dia tém a fung&o de nutriz, o que significa alimentar as larvas e rainha,



produzir geleia real e, caso necessario, providenciam a criacdo de novas
rainhas. Do décimo terceiro ao décimo oitavo dia sdo operarias engenheiras,
produzem a cera e constroem os favos. Do décimo nono ao vigésimo dia sdo
guardias, ficam no alvado, a entrada do enxame, defendendo a colmeia contra
invasores. Por dltimo, a partir do vigésimo primeiro dia as abelhas operarias
chamam-se campeiras e fazem servigcos externos em campo, coletando pdlen,
néctar, resina e 4gua, 0os quais sdo recursos de manutencdo dos enxames e
tornam-se produtos importantes para a producdo apicola (WEISE, 2005;
HICKMAN et al., 2010). Ao assumirem a tarefa de operaria campeira e sairem
para forragear, as abelhas ainda contribuem com o ambiente realizando a
polinizagdo, sendo o principal vetor de pélen em culturas comerciais
(BALBUENA et al., 2015).

3. O papel dos polinizadores

As abelhas merecem papel de destaque néo apenas por sua diversidade
morfolégica e comportamental, mas também por serem insetos que exploram
grande variedade de tipos florais, 0 que € de extrema importancia para as
angiospermas cuja maioria de suas espécies tem flores visitadas e polinizadas,
principalmente ou exclusivamente por abelhas. Como via de troca entre os
agentes polinizadores biéticos, as abelhas dependem da coleta dos recursos
florais para sua sobrevivéncia, tendo dessa forma, desenvolvido
evolutivamente essa relacdo estreita de mutualismo com as angiospermas
(PINHEIRO et al., 2014).

Ao forragear em busca de alimento, as abelhas operarias campeiras
promovem a reproducédo cruzada das plantas, cujos beneficios variam entre as
culturas, como maior diversidade genética e maior quantidade e qualidade de
frutos e sementes (COUTO; COUTO, 2002; BREEZE et al., 2011). Cerca de
75% das espécies vegetais dependem de agentes polinizadores como, por
exemplo, agua, vento e animais. Entretanto, as abelhas sdo consideradas os
principais polinizadores, responsaveis por realizar a reproducdo cruzada de

73% das espécies vegetais cultivadas mundialmente (RICKETTS et al., 2008).



Em 2005, o valor econdmico mundial da polinizacdo feita por insetos
gerou em torno de 153 bilhdes de euros, ou seja, 9,5% do valor total da
producdo agricola mundial, demonstrando que a presenca de polinizadores é
indispensavel para que haja produtividade (CHAMBO et al., 2010; POTTS et
al., 2010). Cada vez mais, a agricultura carece da presenca desses animais,
iSso pois a area cultivada com plantacdes polinizador-dependente aumentou.
Se num futuro préximo esse tipo de cultivo continuar, em breve havera
aumento da necessidade, justamente, dos servicos dos polinizadores que
estdo em declinio (AIZEN et al., 2008).

Uma vantagem das abelhas meliferas é que grandes quantidades de
enxames podem ser transportados e levados a diversas areas, como
plantacdes, ainda mais levando em consideracéo a altissima a¢édo das abelhas
na polinizacdo de campos agricolas. As abelhas meliferas, especificamente,
sdo muito ativas e coletam bastante polen até mesmo durante o inverno, tendo
assim, papel de destague como polinizadora (IMPERATRIZ-FONSECA, 2006).
Elas tém se tornado ainda mais necesséarias devido ao aumento de
monoculturas e diminuicdo do numero de abelhas nativas (IMPERATRIZ-
FONSECA, 2006). Ou seja, ha auséncia das abelhas, ndo s6 a vegetacdo

nativa € prejudicada, mas também a produtividade de monoculturas.

Em determinadas regides tem sido documentado o desaparecimento das
abelhas Apis mellifera. Entre 1985 a 2005, na Europa, houve a perda de 25%
das colénias de Apis mellifera, enquanto que nos Estados Unidos, entre os
anos de 1947 a 2005, o numero de perdas de colbnias foi de 59%. S6 na
Espanha, as perdas foram de 80% nos ultimos dez anos (BERNAL et al., 2010;
POTTS et al., 2010).

4. Declinio das abelhas

Algumas perdas de enxames no inverno sdo normais; porém, como ha
variacdo na proporcao de coldénias morrendo a cada ano, é dificil dizer quando
as perdas sdo parte de um processo continuo natural ou de uma agéo externa.
O que esta claro € que em média em um ano a cada dez, os apicultores tém

sofrido perdas gravissimas de seus enxames e isso ja vem acontecendo ha um



longo tempo (OLDROYD, 2007). Nos Estados Unidos, entre 2006 e 2007,
houve perda de cerca de 45% das colmeias, uma sindrome que se caracteriza
pela perda de abelhas operéarias, sem a presenca de abelhas mortas no interior
ou proximidades da colmeia; porém ha o abandono das crias e alimento no
ninho, chamada Colony Collapse Disorder (CCD) ou Disturbio de Colapso das
Colbnias (COX-FOSTER et al., 2007; VAN ENGELSDORP et al., 2009).

Muitos fatores estressantes, sozinhos ou em conjunto, podem estar
enfraquecendo as colbnias e associados ao declinio das abelhas Apis mellifera.
Acredita-se que um Unico fator ndo pode ser responsavel por todas as perdas
ocorridas (PEREIRA, 2010). As causas podem ser: radiacdo emitida por
telefones celulares; culturas geneticamente modificadas; queimadas e
desmatamento de areas com vegetacdo nativa para expansao de cidades,
pecuaria ou para areas agricolas, levando a perda do habitat das abelhas;
nutricdo inadequada; doencas causadas por virus, bactérias e parasitas; e o
uso indevido de praticas de cultivo, com abuso de agrotoxicos, o que é muito
impactante para o0s polinizadores, especialmente em monoculturas
(FLETCHER; BARNETT, 2003; FREITAS; PINHEIRO, 2010; RATNIEKS;
CARRECK, 2010).

A pratica agricola com monoculturas acaba com muitas espécies de
plantas nativas que séo fontes de néctar, pdélen, nidificacdo e reproducao dos
insetos (FREITAS et al., 2009). Para Mullin et al. (2010) h& associacao entre a
exposicao das abelhas aos agrotoxicos e a ocorréncia do Disturbio de Colapso
das Colbnias e o declinio dos polinizadores. Isso porque o uso de agrotéxicos
em monoculturas seleciona os individuos, havendo assim, o desenvolvimento
de populacdes de pragas, ervas daninhas no caso de herbicidas, resistentes
aos agrotoxicos frequentemente utilizados em seu combate. Por isso, ha a
utilizacao de produtos ainda mais toxicos ou em doses mais altas, geralmente

nocivos ao ambiente e aos polinizadores (PEREIRA, 2010).

Alguns trabalhos demonstram que ha contaminacédo de abelhas durante
o forrageamento de monoculturas, como exemplo, 0 caso apresentado por
Krupke et al. (2012) no qual abelhas se expuseram de varias maneiras a
pesticidas ao coletar recursos proximos a plantacdes agricolas de milho nas

quais as sementes foram tratadas com agrotéxicos. Até mesmo quando 0s



agrotoxicos sdo aplicados em cultivos néo visitados pelas abelhas, ou longe de
apiarios, podem acabar contaminando recursos localizados distantes do local
da aplicagdo ou, devido ao efeito residual, podem também permanecer em
areas tratadas por bastante tempo, atingindo organismos néo alvo. Fato que
acontece, inclusive, devido a pulverizacdo aérea a qual com a acdo do vento
carrega 0s agrotoxicos a grandes distancias, fendmeno chamado efeito deriva
(PEREIRA, 2010).

Pesquisas relataram haver associacdo direta entre a exposicdo das
abelhas aos agrotéxicos, a ocorréncia do Disturbio de Colapso das Colbnias e
consequentemente o declinio dos polinizadores. De uma forma mais detalhada
a sindrome aconteceria, pois 0s agrotoxicos sdo capazes de interagir com
patdgenos da colmeia ou do ambiente que atingem a saude das abelhas (VAN
ENGELSDORRP et al., 2009; JOHNSON et al., 2010; MULLIN et al.,2010).

O trabalho de Gregorc et al. (2012) mostra que quando as abelhas séo
expostas a agrotoxicos, se houver a presenca do acaro V. destructor, ndo ha
alteracdo de expressdo de genes do sistema imunoldgico, relacionados ao
reconhecimento de patdégenos, o que torna as colbnias mais suscetiveis a
parasitas, doencas e abandono da colmeia. J4 Mullin et al. (2010) observaram
qgue coldnias de abelhas expostas a agrotoxicos, apresentam alteracdes

prejudiciais a sua organizacéo social.

Uma forma de avaliar a toxicidade de determinadas substancias as
abelhas é por meio da determinacao da dose letal média capaz de exterminar
50% de uma populacéo, a DLso (PEREIRA, 2010). Protocolos da Organizacéo
para a Cooperacao e Desenvolvimento Econémico, OECD (1998) apresentam
meétodos oficiais de conducdo desses testes, nos quais agrotoxicos podem ser
aplicados de forma tdpica ou oral e a mortalidade registrada ap6s 24 ou 48
horas ap6s inicio da contaminagédo (PEREIRA, 2010).

Ha contaminacdo aguda das abelhas quando os recursos provenientes
de suas coletas apresentam concentracdes de agrotOxicos superiores ou iguais
a DLso, 0 que causa a mortalidade em pouco tempo. Ja as doses subletais, ou
seja, inferiores a DLso, quando nas colmeias, comprometem o bem-estar,

produtividade e manutencdo das colbnias devido a mudancas fisiologicas e



comportamentais causadas nas abelhas (MIRANDA et al., 2003). Um fator
agravante é que testes de estudo de risco para a liberagcdo do uso de
agrotoxicos consideram apenas a toxicidade aguda para as abelhas e ndo os
efeitos que podem ser causados pela exposicdo a doses subletais. Esses
efeitos sdo pouco conhecidos, principalmente a longo prazo, o que demonstra
a necessidade de seus estudos (KEVAN, 1999; THOMPSON, 2003;
MALASPINA; SILVA-ZACARIN, 2006).

5. Agrotoéxicos

A agricultura hoje em dia é dependente do uso de agrotdxicos, pois a
ocupacdo dos campos agricolas por apenas uma espécie vegetal pode
favorecer o aparecimento de pragas e doencas (COUTINHO et al., 2005),
levando ao aumento no uso desses produtos. Por isso, h4 uma preocupacéo
com a contaminacdo ambiental, ou seja, hA aumento das concentracfes de
residuos nos alimentos, no numero de doencas associadas e na
biomagnificacdo desses contaminantes nas teias alimentares (BASSIL et al.,
2007).

O néctar coletado é transportado na vesicula melifera do inseto,
processado pelas abelhas antes de se tornar mel e ser armazenado nos favos
(SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2014), ou seja, a exposicdo das abelhas aos
agrotoxicos ocorre por meio de contato direto, durante a coleta no campo ou na
colénia por meio dos recursos armazenados, ou pela ingestdo do néctar, mel e
polen com contaminantes. Todo esse processo leva a contaminag¢do dos
produtos apicolas e perturbacées ou morte da colénia (FREITAS; PINHEIRO,
2012).

O Brasil, em 2006, tornou-se o terceiro maior consumidor mundial de
agrotoxicos, e em 2008 assumiu a lideranga, acima dos Estados Unidos, tendo
consumido 730 milhdes de toneladas de agrotoxicos (LIRA, 2010; NOCELLI et
al., 2010). Em 2011, as vendas de agrotoxicos aumentaram 10% em relacdo ao
ano anterior devido ao uso em culturas de soja, cana, milho, algodao, café e
pastagem, segundo dados do Sindicato Nacional da Industria de Produtos para
a Defesa Agricola (2012). Dos agrotoxicos, houve aumento no consumo dos
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herbicidas em plantacbes de cana-de-acucar, soja, algodao, milho, feijdo e
pastagem; ja dos inseticidas o aumento foi em culturas de soja, cana-de-
acucar, algodéao, café e citros; e no caso dos fungicidas o aumento foi nas

culturas de café, soja, algodao, trigo e feijao.

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA
— foram lancadas 673,9 mil toneladas de produtos ativos no ambiente, sendo
que em 2011, o consumo chegou a 853 mil toneladas, em média 12
litros/hectare (CARNEIRO et al.,, 2012). O Brasil também aumentou a area
cultivada, na safra 2012/2013 foram 53,27 milhdes de hectares, com producéo
de 186,86 milhdes de toneladas de gréos e uso de um bilhdo de litros de
agrotoxicos (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2013;
EMATER-RS, 2014).

Entre 2006 e 2012 houve um aumento de 72% na venda e utilizacao de
agrotoxicos, com destaque para os herbicidas, os mais consumidos, seguido
dos inseticidas, fungicidas e acaricidas (JARDIM; ANDRADE, 2009;
SINDICATO NACIONAL DA INDUSTRIA DE PRODUTOS PARA DEFESA
AGRICOLA, 2012).

6. Herbicidas
6.1. Glifosato

O herbicida mais vendido no Brasil e no mundo devido a sua eficiéncia
na eliminacdo de ervas daninhas é o glifosato. O volume de venda do glifosato
formulado no Brasil esta estimado em torno de 250 milhfes de litros anuais
(LONDRES, 2011). E um herbicida indicado no controle de ervas daninhas
anuais e perenes, monocotiledéneas ou dicotiledéneas, em culturas de arroz
irrigado, cana-de-acucar, café, citros, maca, milho, pastagens, soja, pinus,
eucalipto fumo, uva, ameixa, banana, cacau, nectarina, pera, péssego,

seringueira, algodao e até ervas aquaticas (NORTOX, 2006).

Trés tipos de glifosato tém sido comercializados desde 1971: glifosato-
isopropilaménio, glifosato-sesquisodio e glifosato-trimesium, patenteados por

empresas diferentes. Tanto como sal de amdnio quanto sodio, o glifosato é um
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herbicida organofosfato que ndo afeta o sistema nervoso como 0S outros
organofosforados que s&o inseticidas, inibidores da enzima colinesterase
(AMARANTE JUNIOR et al., 2002). O glifosato (N-(fosfonometil)glicina) é do
grupo quimico glicina substituida, se trata de um herbicida ndo-seletivo, pos-
emergente, sistémico (MONSANTO, 2008) de amplo espectro que se considera
eficaz no controle de “pragas”, pouco tdxico e seguro para 0S USUarios e meio
ambiente (BATTAGLIN et al., 2005; EVANS et al., 2010; MANAS, 2010).

O herbicida normalmente € pulverizado nos cultivos, sendo absorvido
através das folhas e cauliculos novos e transportado por toda a planta. A forma
acida do glifosato reage para formar um sal solavel em &gua que, ao ser
transportado para o sistema radicular da planta, interrompe a sintese de
aminoacidos aromaticos necessarios para a producdo de proteinas vegetais e
para a vida das plantas. Também age em algumas bactérias e fungos
(SCHUETTE, 1998; BLACKBURN; BOUTIN, 2003; PEREZ et al., 2007; DILL et
al., 2010).

Com o aumento do consumo de glifosato em todo o mundo, novos
estudos demonstram que o uso intensivo do herbicida, favorecido inclusive,
pelos cultivos transgénicos resistentes ao glifosato, pode ser a causa de efeitos
prejudiciais a reproducdo de organismos aquaticos, anfibios e aves, assim
como uma diminui¢cdo da diversidade de insetos, afinal, sabe-se que o uso do
glifosato pode gerar residuos que permanecem tanto na colheita quanto em
animais usados na alimentacdo humana (RELYEA, 2005; EVANS et al., 2010,
JONES et al., 2011).

O glifosato também ja foi detectado na urina de fazendeiros que usaram
0 agrotéxico, assim como alguns estudos comprovam sua capacidade de inibir
a producdo de hormoénios em homens ou o aumento da chance de partos
prematuros e abortos em mulheres que foram expostas ao produto. Outros
estudos apontaram a agéo do glifosato na diminuicdo da producdo espermética
e aumento de tumores de figado em ratos macho. Para invertebrados,
encontrou-se efeito no crescimento de minhocas e até caracdis de agua doce.
Ja4 com insetos, um estudo mostrou que joaninhas, Coccinellidae, também
tiveram sua populacéo reduzida para menos da metade (SPRINGETT; GRAY,
1992; TATE et al., 1997; COX, 2000; BYER, 2008). Sobre as Apis mellifera,
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Herbert et al. (2014) mostraram que o aprendizado e a memoria das abelhas
diminuiram devido a exposi¢do aguda ao glifsato e Balbuena et al. (2015) viram
que niveis do herbicida encontrados em ambientes agricolas prejudicam a

capacidade de navegacao das abelhas.

6.2. 24-D

O 2,4-D é um dos herbicidas mais antigos e utilizados nos Estados
Unidos, desenvolvido durante a Segunda Guerra Mundial e conhecido como
componente do agente laranja, amplamente utilizado para desfolhar regifes de
selva pelo Reino Unido na Malasia e pelos militares dos EUA durante a Guerra
do Vietna. O grande problema do agente laranja foi a contaminacgao por dioxina
dos herbicidas 2,4-D e 2,4,5-T, outro componente do produto, que leva a
malformacBes e aumenta a chance de cancer em mamiferos. Atualmente, o
2,4-D ainda € um dos herbicidas mais utilizados a venda no mercado, mas ja é
fabricado por meio de um processo que ndo produz dioxina como
contaminante. J4 o 2,4,5-T ndo se pode produzir livre de contaminacao por
dioxinas, portanto desde 1983 sua venda é proibida nos Estados Unidos (TU;
HURD; RANDALL, 2001).

O 2,4-D, acido diclorofenoxiacético, € um herbicida seletivo de acéo
sistémica, horménio sintético que imita o hormdénio do crescimento auxina,
provocando crescimento descontrolado e morte em dicotiledéneas suscetiveis.
A meia-vida do 2,4-D no ambiente é relativamente curta, dez dias em solos e
menos tempo na agua, mas pode ser mais longa em solos secos e frios nos
quais a comunidade microbiana necessaria esta ausente dificultando sua
degradacédo (TU; HURD; RANDALL, 2001).

No meio ambiente, a maioria das formulacdes se degradam na forma
anibnica, soluvel em agua, ja as formulagbes de éster sdo toxicas para peixes e
invertebrados aquaticos, mas as formulacbes de sal sdo para uso contra
plantas aquaticas. O 2,4-D apresenta relativa baixa toxicidade para os animais,
mas algumas formulagBes demonstraram causar danos oculares sérios. No
entanto, até mesmo algumas culturas, como as uvas, sdo extremamente
sensiveis a esse herbicida (TU; HURD; RANDALL, 2001).
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Em relacdo as abelhas, apds a aplicacdo do 2,4-D em dezembro de
1959, houve grave mortalidade, afetando centenas de colmeias em trés
apiarios na regido de Rotorua-Taupo, na Nova Zelandia. As abelhas foram
encontradas rastejando na frente das entradas das colmeias e os enxames
estavam extremamente fracos. Apesar da maioria dos enxames ter se
recuperado, algumas abelhas estavam muito enfraquecidas para coletar a
ponto de fazer reserva energética para o enxame, com isso, 0S apicultores
estimaram perda de 35 toneladas de mel (ALMER-JONES, 1964).

Utilizado no controle de plantas daninhas de folhas largas, o 2,4-D
costuma ser aplicado em soja, arroz, cana-de-acucar, milho, trigo e pastagens
de gramineas forrageiras (NORTOX, 2015). Uma variedade de herbicidas 2,4-
D estdo disponiveis no mercado por varios fabricantes. Por estar em uso ha
tanto tempo, muitos dos estudos sobre sua acdo no ambiente sado antigos,
anteriores ha 1980 (TU; HURD; RANDALL, 2001).

6.3. Associacao entre herbicidas

Com o constante uso de agrotéxicos e aumento da resisténcia de varias
espécies vegetais a esses produtos, para aumentar a eficiéncia na eliminagcao
de ervas, utiliza-se glifosato misturado a outros herbicidas como os formulados
a base de 2,4-D, terbutilazina, simazina, alaclor e diuron (AMARANTE JUNIOR
et al., 2002). Esta associacdo, praticada por agricultores, é também alvo de
estudo como nos trabalhos de Takano et al. (2013) e Osipe et al. (2017) ou
entdo no trabalho de Ramos e Durigan (1996) que mostraram que a mistura
pronta de glifosato com 2,4-D apresenta maior controle de plantas daninhas em
relacdo aos produtos aplicados isoladamente, 0 que sugere a existéncia de
sinergismo entre os dois produtos e também demonstra que h& bastante tempo
a associagao desses dois herbicidas vem sendo recomendada e utilizada,
levando a um questionamento da acdo dos seus efeitos em conjunto para o

meio ambiente e, no caso, para as abelhas Apis mellifera.
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OBJETIVO

Dentro da problematica apresentada em relacdo ao impacto de
herbicidas no meio ambiente, com énfase em abelhas Apis mellifera, este

trabalho teve como objetivos:

- Determinar a toxicidade (DLso) dos herbicidas 2,4-D e glifosato para
abelhas Apis mellifera africanizadas campeiras.

- Avaliar a ocorréncia de alteracbes comportamentais em abelhas Apis
mellifera africanizadas campeiras expostas por ingestdo e contato as doses
letal e subletal dos herbicidas 2,4-D e glifosato, de forma isolada e em

associacao.
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Glifosato e 2,4-D afetam a sobrevivéncia e deflagram alteracdes

comportamentais em abelhas Apis mellifera

RESUMO

As abelhas tém grande importancia na polinizacdo; no entanto, o
desaparecimento e morte de colonias de Apis mellifera Linnaeus, 1758
(Hymenoptera: Apidae) tém aumentado em varias regibes do mundo,
prejudicando a sobrevivéncia da espécie e a estrutura dos ecossistemas. O uso
de agrotoxicos em cultivos agricolas vem sendo apontado como um dos fatores
responsaveis pela intensificacdo do desaparecimento das abelhas. No presente
estudo, avaliou-se a toxicidade, as alteracdes comportamentais e motoras de
abelhas campeiras de A. mellifera expostas aos herbicidas 2,4-D e glifosato,
isolados ou associados, por testes de ingestdo e contato. Para determinacdo
da dose letal (DLso) foi analisada a mortalidade de abelhas expostas a
diferentes doses dos herbicidas por contato e ingestdo por 24 horas. A
atividade motora das abelhas expostas aos herbicidas glifosato, 2,4-D e
associacdo de ambos foi avaliada 4 e 24 horas apds sua exposicdo utilizando
caixa de observagdo comportamental. As DLso encontradas dos herbicidas
glifosato e 2,4-D foram respectivamente: 273,93 e 127,70 pg/abelha para
ingestdo e 255,73 e 97,09 ug/abelha para contato. As doses subletais dos
herbicidas glifosato e 2,4-D foram, respectivamente: 5,47 e 2,55 pg/abelha para
ingestdo e 5,11 e 1,94 pg/abelha para contato. A dose letal de 4 horas e
subletal de 24 horas foram altamente téxicas para as abelhas causando
alteracdes locomotoras, as quais em campo podem influenciar o forrageamento
das campeiras. Dos testes de doses subletais em 4h, foram significativos os de
ingestdo do 2,4-D e a associacdo dos herbicidas a qual demonstrou efeito
aditivo. A associacdo dos herbicidas merece atencdo, pois em campo essa
combinacao seré toxica as abelhas. Com este estudo, espera-se contribuir para
a compreensdao do efeito de herbicidas, assim como auxiliar no
estabelecimento de medidas que reduzam a exposicdo de polinizadores a

agrotoxicos prejudiciais.

Palavras-chave: abelhas, 2,4-D, glifosato, agrotoxico, herbicida, alteragdes motoras.
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INTRODUCAO

Abelhas sdo de extrema importancia ao meio ambiente, visto que
exercem importante papel na area socioambiental, devido a producéo apicola e
a capacidade de polinizacdo. Elas visitam vasta variedade de flores, sendo as
abelhas Apis mellifera L. considerada a principal espécie polinizadora de
culturas agricolas no mundo (GALLAI et al., 2009). Grande parte da
alimentacdo humana depende do trabalho realizado pelas abelhas, além de
serem responsaveis pela reproducéo cruzada de 73% das espécies vegetais
cultivadas mundialmente (RICKETTS et al., 2008). Estima-se que o valor do
trabalho realizado por esses insetos é superior a 216 bilhées de doélares anuais,
considerando apenas a producdo de culturas utlizadas diretamente na
alimentacdo humana (GALLAI et al., 2009).

Apesar da sua importancia, perdas de enxames em apiarios e a redugao
da diversidade de abelhas nativas vém ocorrendo mundialmente (OLDROYD,
2007; STOKSTAD, 2007; VAN ENGELSDORP; MEIXNER 2010; LU et al.,
2012; KAPLAN, 2014), fato que representa ameaca a manutencdo dos
ecossistemas. Tal declinio foi denominado Disturbio de Colapso das Colbnias
(CCD), sendo de 30% a 40% as perdas anuais das colbnias de Apis mellifera
(VAN ENGELSDOREP et al., 2009; PETTIS; DELAPLANE, 2010).

Muitos fatores podem estar associados a esse declinio como a destruicao
de habitats, escassez de recursos florais, presenca de patdégenos e parasitas,
mudancas climéticas e uso excessivo de agrotéxicos (OLDROYD, 2007;
FREITAS et al. 2009; SOUZA, 2009; VAN ENGELSDORP et al.,, 2009;
BERNAL et al., 2010; BROMENSHENK et al., 2010; JOHNSON et al., 2010;
VAN ENGELSDORP; MEIXNER, 2010; DECOURTYE et al., 2011; CIARLO et
al., 2012; CONNOLLY, 2013). Atualmente, o Brasil € o maior consumidor
mundial de agrotoxicos, sendo herbicidas, inseticidas, fungicidas e acaricidas
0s mais utilizados na agricultura (JARDIM; ANDRADE, 2009).

Os agrotoxicos sao utilizados de forma preventiva ou curativa no combate
a pragas em cultivos agricolas, principalmente monoculturas. Os métodos de

aplicacdo, como a a pulverizacao foliar, permitem que agrotéxicos, herbicidas
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no caso, sejam carregados para outras regides externas a do plantio, além de
contaminarem 0s recursos (néctar, pélen, resinas e agua) coletados pelas
abelhas durante suas atividades de forrageamento; levando essas substancias
contaminantes para dentro da colmeia (HERBERT et al., 2014; CONNOLLY,
2013; COLIN et al., 2004; GIESY et al., 2000).

Tais substancias podem permanecer armazenadas nas colmeias por
longos periodos, até que o0s recursos sejam utilizados pelo enxame
(DEVILLERS; PHAM-DELEGUE, 2002), gerando impacto negativo para 0s
polinizadores e podendo ter relagcdo direta com a ocorréncia da CCD
(PEREIRA, 2010; GILL et al., 2012), além de reduzir a produgdo de culturas
gue necessitam da polinizacao das abelhas.

A toxicidade dos agrotoxicos para as abelhas é determinada por meio da
dose letal capaz de ocasionar a mortalidade de 50% de uma populacdo em um
periodo de 24 ou 48 horas, a DLso. Hoje em dia, os testes que permitem a
liberacdo do uso de agrotdxicos consideram apenas a toxicidade aguda, sem
levar em conta 0s prejuizos que podem ser decorrentes da exposicdo das
abelhas a doses subletais, que s&o inferiores a DLso. E importante destacar que
o valor da DLso pode variar devido a fatores como: idade das abelhas,
variabilidade genética, variagcBes climaticas locais e manipulacdo do

pesquisador durante a execuc¢ao dos testes (PEREIRA, 2010).

Recursos contaminados com doses subletais de agrotéxicos nao
ocasionam a mortalidade imediata das abelhas, contudo, se levadas e
estocadas nas colmeias, podem gerar mudancas fisiolégicas e
comportamentais nos individuos, passando a prejudicar a sobrevivéncia
individual e comprometendo o bem-estar, produtividade e manutencdo das
colonias (MIRANDA et al., 2003). Pesquisas recentes vém demonstrando que
doses subletais de agrotoxicos podem alterar a atividade enzimatica,
desenvolvimento, orientacao, aprendizagem e imunidade em abelhas (ALAUX
et al., 2010; BONCRISTIANI et al., 2012; WU et al., 2012). Assim, a avaliagéo
dos riscos dos agrotoxicos para as abelhas baseada apenas na determinacéo

da DLso vem sendo contestada, devido a exposicdo continua das abelhas a
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doses subletais (RORTAIS et al., 2005), o que exige a avaliacdo da toxicidade

cronica e de efeitos sinérgicos dessas substancias.

Existem dois herbicidas que s&o utilizados em larga escala no Brasil: o
2,4-D e o glifosato. O acido diclorofendxiacético ou 2,4-D, pertence as auxinas
sintéticas (mimetizador do horménio auxina), apresentando rapida absorcéo
foliar e movendo-se liviemente pelo xilema e floema (NORTOX, 2006b). E um
herbicida seletivo, sistémico de pds-emergéncia que mata dicotileddneas, e
que provoca o crescimento descontrolado e a morte em plantas suscetiveis
(TU; HURD; RANDALL, 2001). Registrado no Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento - MAPA, o 2,4-D é um produto perigoso ao meio
ambiente (Classe Ill), de classificacdo toxicoldgica I, ou seja, extremamente
toxico. Também é altamente movel, apresentando alto potencial de
deslocamento no solo, podendo atingir 4guas subterraneas. E largamente
utilizado nas culturas de trigo, soja, milho, arroz, aveia, sorgo, cana-de-acucar,
café e pastagens de Braquiaria (NORTOX, 2006b).

O segundo herbicida cujo uso aumentou amplamente nas ultimas
décadas € o glifosato, se tornando um dos agrotoxicos mais usados
mundialmente (ZHANG et al.,, 2011). Sua aplicacdo costuma ser por
pulverizacdo, realizada para matar plantas daninhas nas culturas de café,
citrus, cana-de-acucar, algoddo, arroz, milho, soja, pinus e eucalipto. O
glifosato € transportado por toda a planta, atuando sobre a atividade
enzimatica, inibindo o0 metabolismo de aminoacidos; provocando
amarelamento, murchamento, necrose e morte das plantas em até duas
semanas. Em seu registro no MAPA, o gifosato tem Classificacdo Toxicolégica
IV, pouco toxico, no entanto, sua classificacdo do potencial de periculosidade
ambiental € nivel Ill, sendo portanto, considerado como produto perigoso ao
meio ambiente (NORTOX, 2006a; RUIZ-TOLEDO; SANCHEZ-GUILLEN,

2014).

Dessa forma os polinizadores podem estar sendo expostos a doses
maiores do que as encontradas em estudos anteriores e com outras

metodologias, como as que avaliam as concentragbes dos herbicidas
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encontrados em corpos d’agua (PERUZZO et al., 2008; SANCHIS et al., 2011;
MORTL et al., 2012; RUIZ-TOLEDO; SANCHEZ-GUILLEN, 2014).

Também, a aplicacdo de um agrotoxico por varios anos consecutivos
pode levar ao desenvolvimento de algumas espécies de plantas daninhas
resistentes. Assim, em muitas culturas é feita a aplicacdo associada dos
agrotoxicos, como é o caso dos herbicidas 2,4-D e glifosato, a fim de aumentar
o controle das plantas daninhas (RAMOS; DURIGAN, 1996; AMARANTE
JUNIOR et al., 2002). Esse tipo de prética leva a necessidade de se conhecer
quais os efeitos do uso de associacdo de herbicidas sobre as abelhas, pois

essa atividade pode gerar maiores danos aos insetos.

Poucos estudos consideram a repetida exposicdo das abelhas a doses
subletais de agrotoxicos, a existéncia de efeitos sinérgicos e alteracdes
comportamentais causadas por tais substancias, sendo assim, é importante
conhecer o efeito dessas substancias e estabelecer medidas que reduzam a
exposicdo dos polinizadores a agrotéxicos. Portanto, a presente pesquisa teve
como objetivos determinar a toxicidade dos herbicidas 2,4-D e glifosato para
abelhas Apis mellifera africanizadas campeiras, além de avaliar a ocorréncia de
alteracbes comportamentais em abelhas Apis mellifera africanizadas adultas
campeiras expostas por ingestdo e contato a dose letal e subletal dos

herbicidas 2,4-D e glifosato de forma isolada e em associacao.

MATERIAL E METODOS

Local do Experimento

O projeto foi desenvolvido no Apiario da area de Producédo de Apicultura
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (Protocolo CEUA 0216/2016
— Anexo A), localizada na Fazenda Experimental Lageado, UNESP, Campus
de Botucatu, cujas coordenadas geograficas sdo: 22°50’30”S; 48°25'41”0, com
clima tipo Cfa (clima temperado umido com verdo quente) de acordo com a

classificacdo de Képpen e altitude média de 623 metros.
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Colheita das abelhas campeiras

Foram utilizadas abelhas Apis mellifera africanizadas campeiras com mais
de 20 dias de idade, coletadas de cinco colmeias localizadas no apiério da
universidade. As abelhas campeiras que regressaram do campo foram
coletadas pela manha, utilizando caixa armadilha fixada no alvado (entrada do
enxame) por aproximadamente 10 minutos (Figura 1). Em seguida as abelhas
foram conduzidas ao laboratorio e anestesiadas em freezer a -10°C por 1 a 2

minutos.

/ Ve

Figura 1: Caixa armadilha coletora de abelhas campeias fixada no alvado da

colmeia. Fonte: material elaborado pelo autor.

Testes de toxicidade

Duas formas de exposicdo foram usadas para avaliar a toxicidade:
ingestdo de xarope de mel contaminado e contato com os herbicidas em
diferentes concentracdes. Optou-se por produtos comerciais (Tabela 1),
utilizados em campo, para preparar as doses a serem testadas para

determinacao da DLso.

Para o 2,4-D e o glifosato foram preparadas solu¢des diluidas em agua
destilada, para todas as dilui¢des utilizadas considerou-se apenas a quantidade
de ingrediente ativo do 2,4-D e glifosato e ndo os ingredientes inertes. As
solucbes foram agitadas durante a preparacéo e antes da sua utilizacdo para
garantir que estivessem sempre com a concentracédo adequada.



29

Para determinar a toxicidade dos herbicidas 2,4-D e glifosato foram
utilizadas doses determinadas em testes preliminares (Tabela 1). Nesses pré-
testes, sempre que necessario, as concentracdes sofreram alteracdes
conforme a mortalidade dose-dependente observada. Para que os testes
fossem validos a mortalidade média para os controles ndo excedeu 5% da

amostra no final dos testes.

Tabela 1: Grupos quimicos dos herbicidas, nome comercial e doses utilizadas em
pg/abelha nos testes de contato e ingestao.

Herbicida/ Nome comercial/ Contato (ug/abelha) Ingestao
Grupo quimico Empresa (ng/abelha)
Glifosato (glicina Roundup Original 0; 150; 180; 210; 240; 0; 150; 180;
substituida) (Monsanto) 270; 300 210; 240; 270;
300
2,4-D (acido Campeon (Stockton- 0; 80; 90; 100; 110; 0; 90; 100; 110;
ariloxialcanodico)  Agrimor do Brasil Ltda.) 120 120; 130; 140;
150

A DLso de ingestdo foi determinada de acordo com metodologia descrita
por Miranda et al. (2003), com modificacbes. Foram colocadas 10 abelhas
campeiras em placas de Petri descartaveis com furos no topo e mantidas em
temperatura ambiente em presenca de luz (Figura 2). Foi fornecido 1 mL de
alimento (50% xarope de mel e 50% agua) em tubo de plastico (50 x 10 x 10
mm), contendo as diferentes doses do herbicida, suficiente para todas abelhas
consumitem o necessario. O alimento foi contaminado de forma que cada
abelha ao ingerir 50uL, valor que corresponde ao volume médio da vesicula
melifera deste inseto (THOMPSON; HUNT, 1999), consumisse totalmente as
diferentes doses pré-determinadas dos herbicidas. Apds coletadas, as abelhas
permaneceram uma hora em jejum antes de iniciar os testes, a fim de garantir
o consumo do alimento contaminado, cujo fornecimento durou trés horas. Apés
esse periodo, verificou-se que o alimento contaminado foi consumido e
forneceu-se xarope de mel ndo contaminado. As abelhas foram mantidas em

estufa com temperatura entre 28 + 1°C e umidade relativa de 70 £ 10 %.
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Figura 2: Abelhas campeiras em placas Petri para serem expostas aos

herbicidas. Fonte: material elaborado pelo autor.

Para determinagdo da DLso por contato, as abelhas foram coletadas,
anestesiadas e diretamente transferidas para placas de Petri descartaveis com
furos na tampa. Em seguida receberam 2 uL de solugéo de 2,4-D e glifosato no
térax, conforme as doses pré-determinadas, aplicadas com micropipeta
automatica. As abelhas receberam xarope de acucar ad libitum durante todos

Os testes.

Para cada dose testada, foram utlizadas 10 abelhas e os testes
realizados em quintuplicata. Abelhas que viessem a apresentar alteracdes
comportamentais ou letargia anteriormente aos testes foram rejeitadas e
substituidas por abelhas saudaveis. Decorridas 24h do inicio dos testes, o
namero de abelhas mortas em cada tratamento foi contabilizado e os

resultados utilizados para determinar a DLso.

Apés a determinacdo da DLso foi estipulada a dose subletal (DS — 1/50
DLso) de cada herbicida. A coleta e exposicdo das abelhas as doses subletais
para a realizagdo dos testes de locomocéao foi realizada utilizando-se mesma

metodologia.
Testes de locomocao

A atividade motora das abelhas campeiras foi avaliada 4 horas ap6s sua
exposicao por ingestdo ou contato as doses letais e 4 e 24 horas para as doses
subletais dos herbicidas, isolados ou associados. A coleta e exposi¢cdo das
abelhas foram realizadas utilizando os mesmos métodos descritos para os

testes de toxicidade.
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O teste de avaliacdo da atividade motora foi realizado de acordo com
Zaluski et al. (2015), em uma caixa de observacdo de madeira (60 x 35 x 4
cm), com a parte frontal tampada por um vidro para permitir a visualizagdo das
abelhas. Internamente a caixa apresentava cinco divisdes formando raias de 50
x 5 x 4 cm (Figura 3). As abelhas tratadas topicamente ou pela ingestdo da
DLso ou dose subletal foram liberadas individualmente nas raias. A caixa de
observacdo permaneceu inclinada em 45° e na parte superior havia instalada
uma lampada fluorescente para que as abelhas subissem em direcdo a luz
devido a fototaxia positiva (LAMBIN et al., 2001), motivo pelo qual os testes
precisaram ser realizados em ambiente com auséncia de luz. Uma placa de
vidro colocada na caixa apés a marca de 50 cm impedia que as abelhas
cheguassem até a lampada. Simultaneamente foram liberadas cinco abelhas e
anotado o tempo que estas levaram para percorrer 50 cm. Para cada dose
testada foram utilizadas 10 abelhas tratadas e todos os testes foram realizados

em triplicata, além do controle.

Figura 3: Caixa de observacdo de madeira para realizacdo do teste de
locomocéo. Fonte: material elaborado pelo autor.

Forma de analises estatisticas dos resultados

A DLso de ingestdo e contato com base na mortalidade por dose de
ingrediente ativo utilizado foi calculada utilizando a Analise Probit com
probabilidade méxima, usando o programa estatistico Minitab (MINITAB Inc,
2001). Os resultados dos testes de locomocédo foram submetidos a analise de

variancia com o teste de Kruskal-Wallis, seguido de comparacOes pareadas
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com o teste de Dunn usando o programa SigmaStat (Versdo 3.5, Systat
Software Inc., S&o José, CA). Os resultados foram representados na forma de
medianas e intervalos interquartis (Q1-Q3). A significancia foi definida em
P<0,05 (ZAR, 2010).

RESULTADOS

A toxicidade dos herbicidas foi definida a partir das doses encontradas
atraveés de testes de contato e ingestdo (Tabela 1) e utilizadas para determinar
as doses letais e subletais que seriam aplicadas nos testes. As DLso definidas
dos herbicidas glifosato e 2,4-D foram respectivamente: 273,93 e 127,70
pg/abelha para ingestéo e 255,73 e 97,09 ug/abelha para contato. J4 as doses
subletais (DS) definidas dos herbicidas glifosato e 2,4-D foram,
respectivamente: 5,47 e 2,55 pg/abelha para ingestdo e 5,11 e 1,94 ug/abelha
para contato.

Os resultados dos testes de locomoc¢do mostraram que os herbicidas
glifosato e 2,4-D causaram alteracdes significativas nas abelhas com base nas
doses estudadas em comparacdo ao controle para os tempos de 4h da DLso e
24h da DS, enquanto que para o tempo 4h da DS ndo houve alteracdes
significativas quando comparado ao controle exceto para a DS de ingestdo do
2,4-D e a DS de contato da associacéo dos herbicidas (Tabelas 2 e 3). Apenas
a DS de contato da associacdo dos herbicidas glifosato mais 2,4-D apresentou

efeito aditivo significativo (Tabelas 2 e 3).

Das doses subletais de 4h, houve diferenca significativa entre 2,4-D e
glifosato para ingestéo, sendo o 2,4-D mais téxico. Ja nas 24h, houve diferenca
significativa entre o glifosato e o 2,4-D tanto para ingestao quanto para contato,
na qual o glifosato demonstrou ser mais téxico havendo assim uma inversao

com o passar do tempo (Tabela 3).
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Tabela 2: Medianas e intervalos interquartis (Q1—Q3) do tempo (segundos) gasto pelas
abelhas Apis mellifera africanizadas para percorrer 50 c¢cm, 4 horas ap0s exposi¢do por
ingestdo ou contato a DLso dos herbicidas glifosato, 2,4-D e suas associac¢des.

Tratamento Tempo (s) — 4h
Controle Ingestéo 7,29 (5,52 - 8,85) a
DLso Ingestdo Glifosato (273,93 pg/abelha) 12,30 (9,21 —18,09)b
DLso Ingestdo 2,4-D (127,70 pg/abelha) 15,23 (8,50 — 50,27)b
DLso Ingestdo Associagao 11,14 (6,42 — 21,63)b
Controle Contato 7,29 (5,52 - 8,85) a
DLso Contato Glifosato (255,73 pg/abelha) 11,61 (6,29 — 22,23)b
DLso Contato 2,4-D (97,09 pg/abelha) 17,08 (6,44 — 35,06)b
DLso Contato Associagéo 24,59 (12,15 — 36,56)b

Letras minusculas diferentes, na mesma coluna, indicam diferenca estatistica entre medianas
(P<0,05) usando o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn (n=30).

Tabela 3: Medianas e intervalos interquartis (Q1-Q3) do tempo (segundos) gasto pelas
abelhas Apis mellifera africanizadas para percorrer 50 cm, 4 e 24 horas ap0s exposi¢do por
ingestdo ou contato a Dose Subletal (DS) dos herbicidas glifosato, 2,4-D e suas associagoes.

Tratamento Tempo(s) — 4h Tempo(s) — 24h

Controle Ingestao 6,37 (3,77 —8,91)a 599 (450-7,41)a
DS Ingestéo Glifosato (5,47 pg/abelha 6,79 (4,30 — 8,40)ac 15,13 (9,81 - 21,62)bc
DS Ingestéo 2,4-D (2,55 pg/abelha) 11,65 (6,79 — 20,33)bd 8,12 (6,03 —11,72)bd
DS Ingestdo Associacao 8,35 (5,37 -11,07)a 11,84 (7,96 — 19,86)b
Controle Contato 6,37 (3,77 —8,91)a 599 (450-7,41)a
DS Contato Glifosato (5,11 pg/abelha) 7,21 (4,28 — 10,06)a 14,55 (8,35 — 21,54)bc
DS Contato 2,4-D (1,94 pg/abelha) 6,46 (2,83 —12,29)a 7,71 (5,70 — 13,74)bd
DS Contato Associacao 9,55 (6,82 — 12,63)b 12,27 (8,65 —19,05)b

Letras mindsculas diferentes, na mesma coluna, indicam diferenca estatistica entre medianas
(P<0,05) usando o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn (n=30).

DISCUSSAO

Os resultados indicaram alta toxicidade dos herbicidas glifosato e 2,4-D
para as abelhas Apis mellifera africanizadas. As abelhas sofreram influéncia
negativa, ou seja, reducdo da atividade motora apds a exposicao por ingestdo
e contato as DLso e DS dos dois herbicidas, como mostram os testes nos quais
as abelhas foram expostas ao glifosato e 2,4-D, ou a ambos, ao serem
comparados aos grupos controle. Ingestdo e contato apresentaram toxicidade

semelhantes.

Segundo Johansen e Mayer (1990), os agrotdxicos que apresentam

DLso inferior a 2pg/abelha séo considerados altamente toxicos as abelhas A.
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mellifera, e corresponde aos trabalhos de Herbert et al. (2014) e Balbuena et al.
(2015) que testaram 0,125, 0,250 e 0,500 pg/abelha. Neste trabalho os valores
de concentragcbes subletais encontrados demonstraram-se acima de
2ug/abelha, pois foram definidos com base na DLso encontrada através dos
testes de mortalidade, no entanto, mesmo assim foram observados efeitos

toXicos.

Além da letalidade, os agrotoxicos podem causar mudangas ndo muito
nitidas, efeitos subletais, que afetam a estrutura social da colmeia podendo
reduzir sua forca e produtividade ou mesmo levar o enxame a morte aos
poucos. Sdo efeitos que ocorrem em niveis abaixo dos estimados como
provaveis de ocorrer (FREITAS; PINHEIRO, 2010). Alteracdes em uma ou mais
funcdes das abelhas podem afetar seu forrageamento e comprometer sua
sobrevivéncia (ALIOUANE et al., 2009). As atividades da col6nia podem ser
prejudicadas, pois se no momento da coleta de recursos 0s mesmos estiverem

contaminados, as abelhas sofrerdo exposi¢cdo aos contaminantes também.

O comportamento de forrageamento pode ser afetado, pois como
demonstrado, a atividade motora foi comprometida pelo contato ou consumo
dos herbicidas. As abelhas apresentam-se lentas, o que poderia significar um
retardo no retornar a colénia. Caso a contaminacdo seja por DLso as abelhas
muitas vezes nem retornardo ao enxame, morrendo antes, porém quando

contaminadas com DS, carregam os contaminantes consigo de volta.

Dentro da colonia, as milhares de abelhas estdo em constante contato
fisico, € quando h& a transferéncia de alimento, na qual um estimulo de contato
das antenas auxilia na orientacdo da abelha (FREE, 1980). Realizando
grooming, self-grooming e trofalaxia pode ocorrer a contaminacao via contato e

ingestdo das outras operarias, zangdes, crias e rainha.

Devido a contaminacéo, letargia e alteracbes comportamentais das
abelhas, pode haver também mudancas na qualidade e quantidade do néctar
coletado, de forma que pode afetar as atividades da colénia, como a
ovipostura, criacdo da prole, secrecdo da cera e elaboracdo dos favos,

portanto, a transferéncia de alimentos € uma forma de comunicacdo de
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extrema importancia (FREE, 1980), mas que pode levar ao declinio da colonia

caso haja transporte de herbicidas para dentro do enxame.

Os testes de associacdo quando comparados com os tratamentos dos
herbicidas glifosato e 2,4-D isolados ndo demonstraram efeito aditivo para a
maioria, mas sim para a DS de contato em 4h, o que sugere que a associacao
possa oferecer maior risco do que estes herbicidas de forma isolada caso
ocorra tal aplicagdo em campo, em especial para a dose subletal ap6s pouco

tempo de exposicao.

No trabalho de Zhu et al. (2014) os autores observaram a associacao de
diferentes agrotoxicos; Coumafés, Clorotalonil, Fluvalinato e Clorpirifés; cujos
efeitos aumentaram mais de duas vezes a mortalidade das larvas das abelhas,
gue mostraram ser menos resistentes do que as abelhas adultas. Tais dados
refletem a importancia de novos estudos considerando diferentes estagios de
desenvolvimento das abelhas e que também sao necessarios estudos com as
doses letais dos herbicidas, mas principalmente as subletais. O trabalho
também reforca que a associacdo do 2,4-D com o glifosato apresenta o
potencial de impactar as populacées de abelhas. Sendo assim, ao considerar-
se 0 risco dos agrotéxicos para as abelhas, deve ser considerada a mistura

desses produtos, conforme os costumes e indicacdes de aplicagdo em campo.

Em relacdo ao consumo, ndo houve diferenca entre o xarope de mel
puro e o contaminado por glifosato ou 2,4-D, o que sugere que ndo ha efeitos
repelentes ou anti-alimentares de ambos herbicidas para as abelhas, o que
pode causar repeticdo na exposicdo das abelhas e acumulo de recursos

contaminados pelos herbicidas nas colmeias (PAREJA et al., 2011).

Ja em relacdo ao teste de locomocgdo para a DS de 24h, tanto para
ingestdo quanto contato, observou-se que o glifosato apresentou diferenca do
2,4-D, indicando uma mais efeito negativo sobre a atividade motora das
abelhas e consequentemente podendo ser ainda mais toxico quando se trata
de causar distarbios comportamentais. A avaliacdo da toxicidade dos
agrotoxicos para as abelhas levando em conta, especialmente, os efeitos

subletais contribui para melhor entendimento do declinio dos polinizadores,
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favorecendo a adocdo de estratégias que reduzam essa contaminacao
(HOOVEN et al., 2013).

Apesar de formulacbes comerciais dos agrotoxicos apresentarem
ingredientes inertes que podem ser responsaveis por potencializar o efeito dos
ingredientes ativos e, assim, ser toxicos para as abelhas (CIARLO et al., 2012),
neste estudo decidiu-se utilizar a formulagcdo comercial dos herbicidas glifosato
e 2,4-D, que séo as utilizadas em campo, com a proposta de simular de forma
mais real a exposicao das abelhas a esses produtos no ambiente, assim como
realizado em outros trabalhos (ZALUSKI, 2015).

Aparentemente, 0os agrotoxicos podem nédo oferecer riscos em testes de
efeitos subletais em semi-campo e campo, devido a sua baixa toxicidade aguda
oral e de contato ou baixas taxas de aplicagdo, mas que merecem atencao em
laboratorio pois podem apresentar efeitos significativos sobre a colénia como
ruptura da divisdo de trabalho, rejeicdo de abelhas operarias que retornam a
mesma e alteracdo em outros tipos de comportamento. Se propde que para 0s
estudos de campo e semi-campo, observe-se niveis de orientacdo das abelhas
operarias, limpeza do corpo, tremores, efeitos retardados, comportamento
agressivo, niveis de atividade a entrada da colmeia, numero de individuos,
entre outros, além de sobrevivéncia ao longo do inverno ou seca (FREITAS;
PINHEIRO, 2010).

Para Riedl et al. (2006), havia pouca probabilidade dos herbicidas
causarem problemas as abelhas no campo ja que seu modo de acdo objetiva
afeta vegetais e ndo animais. A baixa existéncia de literatura cientifica sobre as
consequéncias biolégicas de combinacdes de herbicidas argumenta a favor de
mudancas urgentes nas politicas regulatorias de registro e monitoramento de
agrotoxicos, levando em consideracdo a seguranca de polinizadores. Assim,
um banco de dados mais completo e realistico, considerando efeitos letais e
subletais, em laboratério e campo, do impacto dos agrotoxicos, com destaque
para os herbicidas, sobre os polinizadores podera ser elaborado e fornecer
subsidios para a avaliagdo de autorizagdo do uso de produtos altamente
toxicos, visando reduzir os impactos ecologicos e econdmicos dessas
substéancias, além de estimular a indastria quimica a desenvolver produtos

menos nocivos aos polinizadores. Os resultados desse estudo indicam que
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esses herbicidas afetam ndo sé a sobrevivéncia mas também o comportamento

das abelhas, podendo contribuir com o declineo das colbnias.

CONCLUSAO
Os herbicidas glifosato e 2,4-D foram téxicos, desencadeando alteracdes
motoras em abelhas A. mellifera expostas por contato e ingestao, tendo efeitos

tanto em doses letais quanto subletais.
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ANEXO B — Manuscrito para a revista Apidologie

Glyphosate and 2,4-D herbicides affect survival and trigger behavioral changes in

Apis mellifera honey bees

ABSTRACT

Bees are very important for pollination, however, disappearance and death of Apis
mellifera hives in many regions of the world has increased, damaging the species
survival and ecosystems maintenance. The use of herbicides in agricultural crops has
been accused as one of the factors responsible for this disappearance. This study aimed
to evaluate the toxicity, behavioral and motor abnormalities on foraging honey bees
Apis mellifera exposed to 2,4-D and glyphosate alone and combined. To determine the
lethal dose (LDsp), bees were exposed to different herbicides doses by contact or
ingestion and mortality was analyzed. After 24 hours, the mortality results were
analyzed. The glyphosate and 2,4-D LDso found were, respectively: 273,93 and 127,70
ug/bee for ingestion and 255,73 and 97,09 ug/bee for contact. The sublethal doses for
glyphosate and 2,4-D were, respectively: 5,47 and 2,55 pg/bee for ingestion and 5,11
and 1,94 ug/bee for contact. The bee’s motor activity was assessed 4 and 24 hours after
herbicides and combination exposure, using a behavioral observation box. The 24 hours
lethal and sublethal doses were highly toxic to bees causing locomotors changes, which
in the field can influence the bees foraging activity. Only the 4h sublethal herbicide
association test showed additive effect, however this fact deserves attention because
when carried to the colony, the herbicides can influence other bees behavior and cause

weakening or even death of the hive.

Keywords: honey bees, 2,4-D, glyphosate, toxic pesticides, herbicides, motor changes.
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INTRODUCTION

Bees are extremely important to the environment; they have an important role in
the socio-environmental area due to bee production and pollination capacity. They visit
a wide variety of flowers, being the Apis mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera:
Apidae) the main pollinating species of agricultural crops in the world (GALLAI et al.,
2009). Most of the human diet depends of the bees pollinating work, who are
responsible for the cross-breeding of 73% of the plant species cultivated worldwide
(RICKETTS et al., 2008). It is estimated that the value of the work done by these
insects exceeds 216 billion dollars per year, considering only the production of cultures

used directly to human diet (GALLAI et al., 2009)

Despite their importance, losses of swarms in beekeeping area and reduction of
native bees diversity have been occurring worldwide (OLDROYD, 2007; STOKSTAD,
2007; VAN ENGELSDORP; MEIXNER 2010; LU et al., 2012; KAPLAN, 2014), wich
are a threat to the maintenance of ecosystems. This decline was called Colony Collapse
Disorder (CCD), with annual losses of Apis mellifera colonies being 30% to 40% (VAN

ENGELSDORRP et al., 2009, PETTIS and DELAPLANE, 2010).

Many factors may be associated to this decline, such as habitats destruction, floral
resources scarcity, pathogens, parasites, climate change and agrochemicals use
(OLDROYD, 2007; FREITAS et al. 2009; SOUZA, 2009; VAN ENGELSDOREP et al.,
2009; BERNAL et al., 2010; BROMENSHENK et al., 2010; JOHNSON et al., 2010;
VAN ENGELSDORP; MEIXNER, 2010; DECOURTYE et al., 2011; CIARLO et al.,
2012; CONNOLLY, 2013). Nowadays, Brazil is the world's largest consumer of
agrochemicals, being herbicides, insecticides, fungicides and acaricides the most used in

agriculture JARDIM; ANDRADE, 2009).
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Agrochemicals are used preventively or curatively in the fight against plagues in
agricultural crops, mainly monocultures. Both the foliar spray and the seeds treatment
with pesticides or other methods, allows the herbicide to be carried to places outside the
crops, besides the contamination of resources collected by the bees during their foraging
activities; (nectar, pollen, resins and water) which brings these contaminants into the
hive (HERBERT et al., 2014; CONNOLLY, 2013; COLIN et al., 2004; GIESY et al.,

2000).

These substances can remain stored in hives for long periods, until the resources
are used by the swarm (DEVILLERS; PHAM-DELEGUE, 2002), generating a negative
impact on the pollinators, this may be directly related to the occurrence of CCD
(PEREIRA, 2010; GILL et al., 2012), besides the production reduction of crops that

requires bee pollination.

The agrochemicals toxicities to bees are set by the lethal dose, LDso, capable of
causing the mortality of 50% of a population in 24 or 48 hours. Nowadays, the tests that
allows the agrochemicals use release only consider acute toxicity, without taking into
account the damages that may be due to the the bees exposure to sublethal doses, which
are lower than the LDso. It is important to note that the LDso value can vary due to
factors such as: bee age, genetic variability, local climatic variations and the researcher

manipulation during the execution of the tests (PEREIRA, 2010).

Resources contaminated with pesticides sublethal doses do not cause the
immediate mortality of bees; however, if carried and stored in hives, they can generate
physiological and behavioral changes in the individuals, which may affect individual
survival and compromise the welfare, productivity and maintenance of colonies

(MIRANDA et al., 2003). Recent researches have shown that pesticides sublethal doses
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may alter enzyme activity, development, orientation, learning, and immunity in bees
(ALAUX et al.,, 2010, BONCRISTIANI et al.,, 2012; WU et al.,, 2012). Thus, the
agrochemicals risks evaluation for bees based only on the LDso determination has been
contested, due to the continuous bees exposure to sublethal doses (RORTAIS et al.,
2005), which requires these substances chronic toxicity and synergistic effects

evaluation.

There are two herbicides that are widely used in Brazil: the 2,4-D and the
glyphosate. Dichlorophenoxyacetic acid or 2,4-D belongs to synthetic auxins, exhibiting
rapid leaf absorption and moving freely through xylem and phloem (NORTOX, 2006b).
It is a selective herbicide, which kills dicotyledons and causes uncontrolled growth and
death in susceptible plants (TU; HURD; RANDALL, 2001). Registered at the
Registrado no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento - MAPA, 2,4-D is a
hazardous product to the environment (Class I11), considered extremely toxic. It is also
highly mobile, presenting high potential for displacement in soil, so it can reach
groundwater. It is widely used in crops of wheat, soybean, corn, rice, oats, sorghum,

sugarcane, coffee and Braquidria pastures (NORTOX, 2006b).

The second herbicide, which has been widely used in last decades, is glyphosate,
one of the most widely used agrochemicals in the world (ZHANG et al., 2011). Its
application is usually by spraying, used to kill weeds in coffee, citrus, sugarcane, cotton,
rice, corn, soybean, pine and eucalyptus crops. Glyphosate is transported throughout the
plant, acting on the enzymatic activity, inhibiting the amino acids metabolism, causing
yellowing, wilting, necrosis and death on plants in two weeks. Registered in the
Ministério da Agriculltura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA, the gliphosate has a

Toxicological Classification 1V, slightly toxic, however, the environmental hazard
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potential is level I, being therefore considered dangerous to the environment

(NORTOX, 2006a; RUIZ-TOLEDO; SANCHEZ-GUILLEN, 2014).

Thus pollinators may be exposed to higher doses than those found in previous
studies and with other methodologies, such as those assessing herbicides concentrations
found in water bodies (PERUZZO et al., 2008; SANCHIS et al., 2011; MORTL et al.,

2012; RUIZ-TOLEDO; SANCHEZ-GUILLEN, 2014).

Also, the pesticide application for several consecutive years can lead to some
resistant weed species development. Thus, in many crops the agrochemicals combined
is applied in order to increase weed control, as it happens with 2,4-D and glyphosate,
(RAMOS; DURIGAN, 1996; AMARANTE JUNIOR et al., 2002). This practice leads
to the need to know the use of herbicide combination effects on bees, since this activity

can generate greater damages to insects.

Few studies consider the bees repeated exposure to pesticides sublethal doses, the
synergistic effects existence and behavioral changes caused by these substances, so it is
important to know the effect of these substances and to establish measures that reduce
the pollinators exposure to agrochemicals. Therefore, the present research had as
objectives to determine the 2,4-D and glyphosate herbicides toxicity for foraging
africanized Apis mellifera honeybees, in addition to evaluating behavioral changes
occurrence in foraging africanized Apis mellifera honeybees exposed by ingestion and
contact to lethal and sublethal doses of 2,4-D and glyphosate alone and in combination.
Thus, it is expected to contribute to the understanding of the global decline of Apis

mellifera honeybees colonies, that may be related to agrochemicals use.
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MATERIAL AND METHODS

This project was developed in the Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
beekeeping area (CEUA Protocol 0216/2016), located at the Lageado Experimental
Farm, UNESP, Botucatu Campus, whose geographic coordinates are: 22 ° 50 '30 "'S; 48

°©25'41 "W, and 623 meters of average altitude.

Bee collection

Africanized Apis mellifera honeybees, with more than 20 days old, were collected
from hives located in the university apiary. Foragers bees that returned from the field
were collected in the morning, using a trap box fixed in the entrance of the swarm for
approximately 10 minutes Bees were taken to the laboratory and anesthetized in a

freezer at -10°C for 1 to 2 minutes.

Toxicity tests

To assess toxicity two ways of exposure were used: contaminated honey ingestion
and contact with different concentrations of herbicides. Commercial products used in
the field, were chosen to prepare the doses to determine the LDso. For 2,4-D and
glyphosate, diluted solutions were prepared in distilled water, only the amount of active
ingredient of 2,4-D and glyphosate was considered, not inert ingredients. The solutions
were stirred during preparation and before use to ensure that they were always in the

proper concentration.

To determine 2,4-D and glyphosate toxicities, doses determined in preliminary
tests were used. When necessary, these concentrations have changed according to the
dose-dependent mortality observed. For the tests to be valid the controls mean mortality

did not exceed 5% of the sample at the end of the tests.
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The LDsp intake was determined according to a methodology described by
Miranda et al. (2003), with modifications. Ten bees were placed in disposable Petri
dishes with holes at the top and maintained at room temperature in the presence of light.
1 mL of food (honey syrup - 50%) was provided in a plastic tube (50 x 10 x 10 mm),
containing the herbicide different doses. The food was contaminated so that each bee
consuming 50uL, which corresponds to the mean volume of the honeybee's vesicle
(THOMPSON; HUNT, 1999), completely consumes the predetermined different doses
of the herbicides. After collected, the bees remained an hour unfed before starting the
tests in order to guarantee the consumption of the contaminated food, whose supply
lasted three hours. After this period the contaminated food consumption verified and
uncontaminated honey syrup was supplied. The bees were kept in a greenhouse with a

temperature between 28 + 1 ° C and relative humidity of 70 + 10%.

To determine the contact LDso, the bees were collected, anesthetized and directly
transferred to disposable Petri dishes with holes in the lid. Then they received 2 pL of
2,4-D solution and glyphosate in the thorax, according to the predetermined doses,
applied with automatic micropipette. The bees received sugar syrup ad libitum during

all the tests.

For each tested dose, 10 bees were used and the tests performed five times. Bees
that presented behavioral changes or lethargy prior to testing were rejected and replaced
by healthy bees. Twenty-four hours after the tests start, the dead bees number in each
treatment was counted and the results used to determine the LDso. The glyphosate
(Roundup) contact doses used to determine de LDso were: 0; 150; 180; 210; 240; 270;
300 pg/bee, and the ingestion doses were 0; 150; 180; 210; 240; 270; 300 ug/bee. For
2,4-D (Campeon) the contact doses used were 0; 80; 90; 100; 110; 120 pg/bee and the

ingestion doses were 0; 90; 100; 110; 120; 130; 140; 150 pg/bee.
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After the LDso determination, the sublethal dose (SD - 1/50 LDsp) of each
herbicide was stipulated. Bee collection and exposure to sublethal doses for locomotion

tests were performed using the same methodology.

Locomotion tests

Bee motor activity for ingestion or contact was evaluated 4 hours after lethal
doses exposure 4 and 24 hours for sublethal doses of isolated or associated herbicides.
The collection and exposure of bees were performed using the same methods described

for the toxicity tests.

The motor activity test was performed according to Zaluski et al. (2015), in a
wooden observation box (60 x 35 x 4 cm), with the front part capped by a glass to allow
the view of the bees. Internally the box presents five divisions forming streaks of 50 x 5
x 4 cm. Bees treated topically or by ingestion with the LDso or sublethal dose were
individually released into the streaks. The observation box remains inclined at 45° and
in the upper part there is a fluorescent lamp so the bees can ascend towards the light due
to positive phototaxis (LAMBIN et al., 2001), which is why the tests had to be
performed in an environment with absence of light. A glass plate placed in the box after
the 50 cm mark prevents the bees from reaching the lamp. Five bees were released
simultaneously and the time it took to cover 50 cm was recorded. 10 treated bees were
used for each dose tested and all the tests were performed in triplicate, besides the

control.

Statistical analysis
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The intake and contact LDso based on the mortality per dose of the used active
ingredient was calculated using Probit Analysis with maximum probability, using the
Minitab statistical program (MINITAB Inc, 2001). The locomotion tests results were
submitted to variance analysis with the Kruskal-Wallis test, followed by comparisons
matched with the Dunn test using the SigmaStat program (Version 3.5, Systat Software
Inc., San Jose, CA). The results were represented as medians and interquartile ranges

(Q1-Q3). Significance was defined as P <0.05 (ZAR, 2010).

RESULTS

The herbicides toxicity was defined from doses found through contact and
ingestion tests and used to determine the lethal and sublethal doses that would be
applied in the tests. The LDso found for glyphosate and 2,4-D herbicides were: 273,93
and 127,70 pg / bee for ingestion and 255,73 and 97,09 pg / bee for contact,
respectively. The glyphosate and 2,4-D sublethal doses (SD) were respectively: 5,47

and 2,55 ug / bee for ingestion and 5,11 and 1,94 ug / bee for contact.

For the LDso 4h period and the SD 24h period the locomotion tests results showed
that the glyphosate and 2,4-D herbicides caused significant changes in honeybees based
on the doses studied when compared to control. For the SD 4h period there were no
significant changes when compared to the control except for the SD of intake and
contact of 2,4-D and herbicides combination (Figure 1 and 2). Only the contact DS of
glyphosate and 2,4-D combination had significant additive effect, the others did not

present it (Figure 1 and 2).
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For 4h sublethal doses, there was a significant difference between 2,4-D and
glyphosate for ingestion, with 2,4-D being more toxic. At 24h, there was a significant
difference between glyphosate and 2,4-D for both, ingestion and contact, in which

glyphosate was shown to be more toxic and thus reversed over time (Figure 2).

DISCUSSION

The results indicated that glyphosate and 2,4-D herbicides have high toxicity for
africanized Apis mellifera honeybees. The honeybees suffered a negative influence, that
is, reduction of the motor activity after ingestion and contact exposure to the herbicides
LDso and SD, as shown in the tests in which the bees were exposed to glyphosate and
2,4-D, or to both, when compared to the control groups. Ingestion and contact

experienced similar toxicity.

According to Johansen and Mayer (1990), pesticides with LDso under than 2ug /
bee are considered highly toxic to A. mellifera honeybees, and correspond to the works
of Herbert et al. (2014) and Balbuena et al. (2015) who tested 0,125; 0,250 and 0,500 ug
/ bees doses. In this work the values of sublethal concentrations found were higher than
2ug / bee, since they were defined based on the LDso found through the mortality tests,

however, even so, toxic effects were observed.

Besides the lethality, pesticides cause changes that are not very clear, sublethal
effects that affect the beehives social structure and can reduce their strength and
productivity or even bring the swarm gradually to death. They are effects that occur at
levels below those estimated as likely to occur (FREITAS; PINHEIRO, 2010). Changes

in one or more of the bees' functions may affect their foraging and compromise their
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survival (ALIOUANE et al., 2009). The colony activities can be harmed, because if at
the time of collection the resources are contaminated, bees will be exposed to the

contaminants as well.

Thus, the foraging behavior can be affected, because as demonstrated, the motor
activity was compromised by the herbicides contact or consumption. The bees are
presented lethargic, which could mean a delay in returning the colony. If the
contamination is with the LDso the bees often will not return to the swarm, dying before,

but when contaminated with SD, they carry the contaminants back with them.

Within the colony, thousands of bees are in constant physical contact, it is when
food is passed from one worker to another, to drones and to the queen. In the food
transfer the antennas present a contact stimulus that assists the bee's orientation (FREE,
1980), so the contamination by contact and ingestion happens to other workers, drones,

hatchlings and queen.

Due to bee contamination, lethargy and behavioral changes there are also changes
in the quality and quantity of the nectar collected, so that it can affect the colony
activities such as oviposture, offspring creation, wax secretion and honeycomb
elaboration. Food transfer is a form of communication of extreme importance (FREE,

1980), but it can lead to colony decline if there is herbicides transport into the swarm.

The association glyphosate and 2,4-D herbicides isolated tests when compared
with treatments showed no additive effect, not for the majority, but for the 4h SD
contact, suggesting that there may be a higher risk than the isolated herbicides, if the
herbicides are applied together in the field, especially for the sublethal dose after a short

time of exposure.
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In their work, Zhu et al. (2014), observed the different pesticides association
whose effects increased more than twice the bees' larvae mortality, in addition to that
the larvae were less resistant than the adult bees. It reflects the importance of studies
with the herbicides, their lethal doses, but mainly sublethal doses, and demonstrates that
new studies on the subject are necessary considering different stages of bees
development, but that, however, the 2,4-D and glyphosate combination has the potential
to impact populations. Therefore, when considering the risk of pesticides for bees, the
mixture of these products must be considered, according to the customs and field

application indications.

In relation to consumption, there was no difference between pure honey syrup and
that contaminated with glyphosate or 2,4-D, suggesting that there are no repellent or
anti-food effects of both herbicides on bees, which can cause repetition in the bees
exposure and accumulation of herbicide contaminated resources in hives (PAREJA et

al., 2011).

Regarding the 24h SD locomotion test, both for ingestion and contact, it was
observed that glyphosate presented a difference of 2,4-D, indicating a greater action on
the bees motor activity and consequently being even more toxic when it comes to
causing behavioral disorders. The agrochemicals toxicity evaluation bees, considering,
especially, the sublethal effects, contributes to a better understanding of the pollinators
decline, favoring the adoption of strategies to reduce this contamination (HOOVEN et

al., 2013).

Although commercial formulations of pesticides have inert ingredients that may
be responsible for potentiating the effect of the active ingredients and thus may be toxic

to bees (CIARLO et al., 2012), in this study it was decided to use the commercial
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formulation of herbicides glyphosate and 2,4-D, which are used in the field, with the
proposal to simulate the exposure of bees to these products in the environment, as well

as other studies (Zaluski, 2015).

Apparently, agrochemicals may pose no risk in sublethal effects tests in semi-field
and field, due to their low acute oral and contact toxicity or low application rates, but
that deserve attention in the laboratory, since they may have significant effects on the
colony, as a breakdown of the division of labor, rejection of worker bees returning to it
and change in other types of behavior. It is proposed that for field and semi-field studies
that the bees' orientation levels, body cleansing, tremors, delayed effects, aggressive
behavior, activity levels at the entrance to the hive, number of individuals, among
others, besides survival during the winter or dry season are evaluated (FREITAS;

PINHEIRO, 2010).

For Riedl et al. (2006), herbicides were unlikely to cause problems to bees in the
field since their mode of action is to affect plants rather than animals. It is precisely
because of the scarce scientific literature on the biological consequences of herbicides
combinations, which it argues in favor of urgent changes in the regulatory policies of
pesticides registration and monitoring, taking into account the pollinators’ safety. Thus,
a more complete and realistic database, in laboratory and field, considering lethal and
sublethal effects of pesticides impact, especially herbicides, on pollinators can be
elaborated and provide subsidies for the authorization evaluation of the highly toxic
products use, aiming to reduce these substances ecological and economic impacts, and
stimulate the chemical industry to develop products less harmful to pollinators. The
results of this study indicate that these herbicides affect not only the bee survival but

also the behavior, and may contribute to the phenomenon of Colony Collapse Disorder.
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CONCLUSION

Glyphosate and 2,4-D herbicides were toxic, triggering motor alterations in A.
mellifera honeybees exposed by contact and ingestion, having effects both in lethal and
sublethal doses. Due to the high toxicity of glyphosate and 2,4-D must be parsimony of

use in agricultural crops, mainly in which bees collect resources and act as pollinators.
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Figure 1. Median and interquartile intervals (Q1-Q3) of time (seconds) spent by
africanized Apis mellifera honeybees to cover 50 cm, 4 hours after ingestion or contact
exposure with the glyphosate, 2,4-D herbicides and their associations lethal dose (LDso).
Different lowercase letters indicate statistical difference between medians (P <0.05)

using the Kruskal-Wallis test, followed by the Dunn test (n = 30).
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