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RESUMO

Um dos fatores responsaveis pela queda na populagéo das abelhas € o uso dos
agrotoxicos, como os fungicidas. A piraclostrobina € um dos fungicidas que pode
provocar danos a saude das abelhas. A prépolis verde, um produto gerado a
partir das resinas de Baccharis dracunculifolia, possui caracteristicas que podem
auxiliar na desintoxicacdo das abelhas contaminadas com agrotoxicos, e
consequentemente diminuir o impacto causado pela exposicao a esses agentes
estressores. Portanto, este estudo objetivou avaliar o efeito na sobrevida de
abelhas meliferas alimentadas com proépolis verde e intoxicadas com o fungicida
piraclostrobina. Foram utilizadas trés colonias de abelhas Apis mellifera, que
foram utilizadas para coletar abelhas recém-nascidas. Em gaiolas, foram
fornecidas as abelhas dietas com diferentes doses de piraclostrobina para
determinacdo da DLso por ingestdo em 48 horas e avaliagdo do consumo das
mesmas. Apos a determinacd@o da DLso, foi realizada a avaliagdo da sobrevida
das abelhas, com trés concentracfes diferentes de propolis verde (10, 20 e 50
pI/10 abelhas). Os parametros foram coletados, a DLso de piraclostrobina
calculada e os resultados obtidos submetidos a analise de variancia e ao teste t,
Tukey e Log-Rank. Foi obtido uma DL50 de piraclostrobina de 60,8[Ig/abelha.
Nao foram obtidas diferencas significativas para o consumo das dietas com
diferentes concentracdes de prépolis verde e piraclostrobina. Na avaliacdo de
sobrevida, as abelhas que receberam alimento contendo o fungicida
piraclostrobina sobreviveram por trés dias. Quando o alimento foi acrescido de
propolis, a sobrevida média aumentou em um dia. A propolis verde pode ser um
suplemento utilizado pelos apicultores para minimizar os danos causados a
saude das abelhas, pois sua ingestdo contribui para aumento da sobrevida
destes insetos, quando intoxicados com o fungicida piraclostrobina. Sugere-se a
realizacdo de estudos especificos para elucidacdo dos mecanismos de
desintoxicacédo das abelhas, a partir do fornecimento de dietas enriquecidas com
propolis verde.

Palavras-chave: Agrotéxico. Apicultura. Baccharis dracunculifolia. Sobrevida.



ABSTRACT

One of the factors responsible for the drop in the population of bees is the use of
pesticides, such as fungicides. Pyraclostrobin is one of the fungicides that can
damage the health of bees. Green propolis, a product generated from Baccharis
dracunculifolia resins, has characteristics that can help detoxify bees
contaminated with pesticides, and consequently reduce the impact caused by
exposure to these stressors. Therefore, this study aimed to evaluate the effect on
the survival of honey bees fed with green propolis and intoxicated with the
fungicide pyraclostrobin. Three colonies of Apis mellifera bee were used, which
were used to collect newborn bees. In cages, the bees were fed diets with
different doses of pyraclostrobin to determine the LD50 per ingestion in 48 hours
and to evaluate the consumption of the diets. After determining the LD50, the
survival of bees was evaluated with three different concentrations of green
propolis (10, 20, and 50 pl/10 bees). The parameters were collected, the LD50 of
pyraclostrobin was calculated and the results were submitted to analysis of
variance and the t, Tukey, and Log-Rank test. A pyraclostrobin LD50 of 60.8
g/bee was obtained. No significant differences were obtained for the consumption
of diets with different concentrations of green propolis and pyraclostrobin. In the
survival assessment, the bees that received food containing the fungicide
pyraclostrobin survived for three days. When the food was added with propolis,
the average survival increased by one day. Green propolis can be a supplement
used by beekeepers to minimize damage to the health of bees, as its ingestion
contributes to increasing the survival of these insects when intoxicated with the
fungicide pyraclostrobin. It is suggested to carry out specific studies to elucidate
the detoxification mechanisms of bees, from the supply of diets enriched with
green propolis.

Keywords: Pesticide. Beekeeping. Baccharis dracunculifolia. Survival



SUMARIO

L INTRODUGAOD ..ottt n et en et an e, 11
2 OBJIETIVOS . .ttt 13
2.1 ODjetivo Geral.......ccoooiiiiiiiiii e 13
2.2 Objetivos ESPECITICOS .....cciiiiieiiiie et 13
3 REVISAO DE LITERATURA ......ooieceeeeeteee ettt en s es st aeae e e 14

3.1 Historico, importancia e aspectos morfolégicos das abelhas meliferas.. 14

3.1.1 Aapicultura No Brasil...........ooocueeiiiiiiii e 16

3.2 Impacto dos agrotoxicos em abelhas ........ccccccceveiiciiiiiiiiiiee e, 18
3.2.1 O fungicida piraclostrobina e as abelhas meliferas........................... 20

. A PIOPOLIS ...ttt 21
3.3.1 A propolis verde: produto nacional.........ccccceeveeciiiiieiieeeee e 22
3.3.2. O uso de proépolis na dieta de abelhas meliferas ..............ccccuuunee. 22

4 MATERIAL E METODOS.......ctiieietecteeee ettt eae et eaaneseenene s 24
4.1. Local dO EXPEIMENTO.....cccuuiiiieiiiiiie ettt 24
A S T=T0 (<] 01 (=S TSP 24
4.3 Abelhas, dietas € alimentagdio ...........ccooviiiiiiiiiiiiiie e 24
4.4 Determinacao da DL50 por ingestéo da piraclostrobina............cccccuveeee.. 27
4.5 CONSUMO dAS AIELAS ......uveieiiiieeiiiie ettt 27
4.4 Teste de sobrevida das abelhas ..o 27
4.5 ANALISES ESTAtISHICAS ...eeiivveie ettt 28

5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......oceeiieeeeieeteeeeeeeee st es s st aens 29
6 CONCLUSAD .....cuiitieticieteeei ettt 33

T REFERENCIAS ..ottt e e e s e 34



11

1 INTRODUCAO

Um dos fatores responsaveis pela queda na populacédo das abelhas € o
uso dos agrotoxicos, pois, ao serem aplicados no campo, com intuito de controlar
pragas, estes produtos podem comprometer a saude das abelhas, podendo
dizimar colmeias e até apiarios (ZALUSKI, 2017).

A utilizacdo excessiva e inadequada de agrotéxicos pode gerar um ou
mais fatores estressantes aos insetos ndo alvo, que podem implicar em alta
mortalidade para as abelhas, principalmente, quando sao utilizados inseticidas
(SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2014). Porém, a literatura relata ainda que outras
classes de agrotéxicos, como os herbicidas (FAITA et al., 2018) e os fungicidas
(NICODEMO et al., 2020; ZALUSKI et al., 2020) podem agravar a saude de
colmeias tdo quanto os inseticidas.

Muitos fungicidas comprometem a funcdo mitocondrial das células,
causando sérios danos na sintese de ATP (ARNOULT et al., 2009; NICODEMO
et al. 2020), aléem de causarem defeitos morfogénicos, reducdo na emergéncia
de rainhas, diminuicdo da imunocompeténcia e aumento da mortalidade
(DEGRANDI-HOFFMAN et al., 2013), além de alteragbes no desenvolvimento
de glandulas mandibulares e hipofaringeanas (ZALUSKI et al., 2020).

Dentre os fungicidas agricolas, destaca-se a piraclostrobina, um produto
de acado sistémica, da classe quimica das estrobilurinas, do Grupo 11 de
resisténcia ao FRAC (Comité de Acdo de Resisténcia a Fungicidas), com o modo
de acado bioquimica especifico baseado na inibicdo da respiracdo mitocondrial
(KANUNGO; JOSHI, 2014). A piraclostrobina possui um amplo espectro contra
as doencas consideradas economicamente mais importantes das culturas
agricolas, ocasionadas por fungos das classes de Ascomicetos, Basidiomicetos
e Deuteromicetos, e sua utilizacdo € diversificada para cultivos horticolas,
ornamentais, anuais e perenes (BASF. THE CHEMICAL COMPANY, 2017).

A exposicao das abelhas aos agrotéxicos, incluso a piraclostrobina, ocorre
nas atividades de forrageamento (coleta de néctar, agua e/ou podlen). Ao
coletarem alimento nas flores, frequentemente as abelhas realizam o servico de
polinizacdo, atividade de suma importancia para a manutengcdo dos
ecossistemas (NICODEMO et al., 2020). Estima-se que 80% das angiospermas,

dependem de algum nivel de polinizador, e, cerca de dois tercos dos alimentos
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obtidos sdo em virtude da polinizacdo por abelhas, principalmente da espécie
Apis mellifera L. (MCGREGOR, 1976).

Mesmo que a exposicdo da abelha ndo seja de forma direta com o
agrotéxico, o fungicida pode estar presente em subdoses no pélen coletado, pois
essas moléculas possuem translocacdo dos tecidos vegetais para estruturas
florais (PETTIS et al., 2013). Essa exposicdo pode gerar sérios problemas ao
enxame, como a inibicdo da respiracdo mitocondrial, responsavel pelo o
fornecimento energético para as func¢des vitais do inseto (NICODEMO et al.,
2020).

Portanto, alternativas que diminuam esses efeitos estressantes da
piraclostrobina nas abelhas sdo de elevada relevancia. A suplementacdo da
dieta pode ser, dentre outras, uma das formas de mitigar esse impacto
(BRANCHICCELA et al., 2021). Trabalhos pioneiros com a suplementacdo de
propolis para as abelhas mostram uma possivel solu¢do para essa problematica
(NIU et al., 2011; SIMONE et al., 2009; SOUZA, 2015).

A propolis € um produto elaborado pelas abelhas para a protecdo da
colmeia, que apresenta propriedades antibacteriana, antiviral, antitumoral,
antifangica, antioxidante e imunomoduladora (SFORCIN, 2016). Dentre os
principais tipos de propolis, destaca-se a propolis verde, sendo uma das mais
valiosas e é exclusiva do Brasil. Essa prépolis, oriunda da coleta de resina de
plantas de alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia), apresenta grande
teores significativos de Artepellin C e Bacharina, que apresentam diversas
atividades bioldgicas (OLIVEIRA et al., 2014).

Considerando que as abelhas estdo presentes em ecossistemas
agricolas, nos quais séo utilizados agrotoxicos, inclusive fungicidas, e que estes
produtos podem trazer algum dano a saude desses insetos nao alvo, a
suplementacdo da dieta das abelhas com propolis pode ser benéfica para a
saude das abelhas, tornando-as mais resistentes quando contaminadas com

doses subletais de fungicidas como a piraclostrobina.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo é avaliar o efeito do consumo de propolis
na sobrevida de abelhas meliferas intoxicadas com o fungicida piraclostrobina

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar a DL50 por ingestao para abelhas meliferas, para o fungicida
piraclostrobina;

e Determinar qual é o nivel maximo de adicdo de extrato de propolis no
xarope das abelhas, baseando-se no consumo e mortalidade das
abelhas;

e Avaliar se a inclusdo de propolis contribui para o0 aumento da longevidade
de abelhas intoxicadas por meio de alimento energético contaminado.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Histdrico, importancia e aspectos morfolégicos das abelhas meliferas

As abelhas Apis mellifera L., 1758, também conhecidas como abelhas
meliferas europeias ou abelhas Europa, sdo insetos eusociais, holometabolos,
pertencentes a ordem Hymenoptera e a familia Apidae (SLESSOR et al, 2003;
GUPTA,2014). Estes insetos tém a capacidade de viver em sociedades
altamente organizadas, caracterizadas por divisbes em castas (rainha, zangdes
e operarias) (ZALUSKI et al., 2019) (Figura 1).

Figura 1. Rainhas, operarias e zangdes de uma colmeia de abelhas
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Fonte: Retirado de Pereira et al. (2003)
(https://lwww.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/territorio_sisal/arvore/CONTOO0Of
ckg3dhb02wx5eo00a2ndxytgx96jy.html/)

A abelha melifera europeia € uma espécie altamente adaptavel, com uma
distribuicdo nativa entre as regiées do Sul da Escandinavia, Asia Central e Africa
(RUTTNER, 1988). Entretanto, desde 1600, a area de distribuicdo deste inseto
se expandiu a nivel cosmopolita, presente em todos os cantos do globo terrestre
(CRANE, 1999). Para enfatizar tal importancia, Crane (1975) expde sob sua
Optica que, como o cachorro, a abelha acompanhou o0 homem na maioria das
principais migragdes, e 0s principais colonizadores da época difundiram as

colmeias por todo mundo.
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Cabe ressaltar, as abelhas foram de suma importancia na antiguidade,
pois produziam o mel, que era o Unico adocante disponivel para as primeiras
civilizagdes antes do refinamento da cana de acucar (VOORHIES et al., 1933).
Contudo, € possivel observar na literatura relatos mais antigos de domesticagao
das abelhas.

Ransome (1937) reporta que os egipcios em 2600 a.C. foram os primeiros
povos a praticar a criacdo de abelhas para a extracdo do mel, que por sua vez
transferiram as técnicas para os romanos (150 a.C.), que espalharam a arte por
toda extensdo da Europa, inclusive aos principais colonizadores do Novo Mundo.

Nos dias atuais, as abelhas tém sido usadas para a producéo de mel, cera
de abelha, geleia real, propolis, polen e veneno (SPERANDIO et al., 2019).
Porém, de longe, a polinizacdo € uma das praticas mais importantes destes
insetos. Deloitte (2013) relata que, em valores monetarios, 0os servicos de
polinizacdo sao estimados em mais € 153 bilhdes, o que representa cerca de
9,5% do valor total da producao agricola.

Essas abelhas quando visitam as flores, contribuem para a producao de
frutos e sementes por meio da polinizacdo (MCGREGOR, 1976). A polinizacao
das abelhas é considerada essencial para producédo de mais de 80% das culturas
angiosperma (SPERANDIO et al., 2019). Cinquenta e dois dos 115 principais
produtos alimentares globais sdo dependentes da polinizacdo das abelhas
(KLEIN et al., 2007). A abelha é o polinizador mais importante para a maioria das
monoculturas do mundo (vanENGELSDORP; MEIXNER, 2010).

As abelhas possuem estruturas que permitem a coleta e transporte do
polen, compreendendo a tibia e batitarso das pernas metatoracicas das abelhas
operéarias (Figura 2A). Essas estruturas prensam o pdélen na corbicula (face
externa da tibia) (Figura 2B), além de possuir uma lingua capaz de coletar o
néctar em seus pastoreios (Figura 2C) (DANFORTH, 2007; GUPTA, 2014;
ZALUSKI, 2017).
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Figura 2. Estruturas de coleta e transporte dos recursos da
operéria de Apis mellifera. A) Perna compreendendo a tibia e

batitarso. B) Pdlen unido a corbicula. C) Lingua estendida
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3.1.1 A apicultura no Brasil

As primeiras colmeias de abelhas meliferas trazidas para o Brasil foram
das racas Apis mellifera melifera, Apis mellifera ligustica, Apis mellifera
caucasica e Apis mellifera carnica (RAMOS; CARVALHO, 2007).

As abelhas da raga Apis mellifera scutellata foram introduzidas em 1956,
para Rio Claro, Sdo Paulo, por meio do professor Warwick Estevan Kerr, que
pesquisava linhagens mais adaptadas as condi¢des tropicais e com elevada
produtividade (RAMOS; CARVALHO, 2007). As rainhas trazidas, apds 45 dias
da introdugdo, enxamearam com suas colmeias, e consequentemente, 0 seu
material genético foi hibridizado com as abelhas existentes no Brasil, formando
um polihibrido adaptado as diversidades ambientais presentes no territorio
nacional (RAMOS; CARVALHO, 2007).

Ribeiro et al. (2019) relatam que a elevada expansdo da apicultura
brasileira ocorreu em meados dos anos 1970, devido a tecnologias
desenvolvidas para a producdo de mel e outros produtos apicolas. Essa
condicdo impactou até os dias atuais, fortalecendo o setor para o cendrio exterior
mundial. Os méis produzidos no Brasil sdo notaveis por sua qualidade e sabor,
e constantemente sao premiados internacionalmente (RIBEIRO et al., 2019).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, a
producdo de mel no Brasil foi aproximadamente de 51,50 milhdes de

guilogramas no ano de 2020, com valor de producdo de 621 milhdes de reais.
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Grande parte desta producéo se concentra nas regifées Sul e Nordeste do pais

(IBGE, 2021). Essas informag0des estdo presentes na Tabela 1.

Tabela 1. Producgéo de mel e seu valor de diferentes regiées do Brasil

Producgéo de mel .
» o Valor da producéo
Regiao (milhdes de _ _
) (milhdes de reais)
guilogramas)

Norte 1,00 19
Nordeste 19,32 196
Centro Oeste 1,86 33
Sul 19,61 250
Sudeste 9,69 122
Brasil 51,50 621

Fonte: Retirado de IBGE, 2021- Pesquisa de Pecuéria Municipal

A regiao Sudeste soma cerca de 9,69 milhdes de quilogramas produzidos
no ano de 2021. Desses, cerca de 4,48 milhdes de quilogramas séo provenientes
do estado de Séo Paulo, o maior produtor da regiao (IBGE, 2021).

Dentre os principais problemas da apicultura no Brasil, cita-se os periodos
de estiagem, alta temperatura e baixa umidade relativa do ar. Essas
adversidades resultam em baixa disponibilidade de alimento no campo e
microclima desfavoravel dentro da colmeia. Para amortizagdo dessas condicoes,
praticas como alimentacao suplementar, sombreamento e fornecimento de agua
para as colonias sao de suma importancia (RIBEIRO et al., 2019).

Com isso, as instalacbes adequadas para um apiario devem possuir
sombreamento e uma boa topografia, além de facil acesso a alimento e agua

abundante em um raio maximo de 2500 metros (WOLFF et al., 2006) (Figura 3).

Figura 3. InstalagBes de um apiario adequado, com sombreamento natural e

artificial, além de acesso a 4gua e pasto apicola
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Fonte: Retirado de RIBEIRO et al. (2019)

Essas instalacdes, portanto, sdo alocadas em zonas rurais e dividem
espaco com grandes culturas no Brasil. A expansao no territério nacional, bem
como a utilizacdo dos agrotéxicos para incrementos dos cultivos agricolas, tem
ameacado a biodiversidade e o0s servigcos ecossistémicos fornecidos pelas
abelhas (GARIBALDI et al., 2011). No pais existem casos dessas areas apicolas
que foram prejudicadas, ocorrendo morte repentina de milhdes de abelha,

através da intoxicacao pelos agrotoxicos (PIRES et al., 2016).

3.2 Impacto dos agrotéxicos em abelhas

Pela dependéncia dos cultivos para controlar plantas daninhas, fungos e
artropodes para a garantia de altos rendimentos na agricultura, as abelhas
podem frequentemente serem expostas aos agrotoxicos durante suas atividades
de forrageamento (vanENGELSDORP et al., 2010).

Os efeitos dos agrotéxicos podem ocasionar efeitos diretos, como a morte
da colmeia por toxicidade aguda, ou até mesmo os efeitos subletais, como
paralisia, desorientagdo e mudanca comportamental (vanENGELSDORP et al.,
2010).

Essa intoxicagdo subletal € comum e ocorre porque 0s agrotéxicos

sistémicos, quando aplicados, sdo absorvidos e translocam-se na planta via
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floema, podendo contaminar o néctar, pélen e resinas que sao coletadas pelos
insetos (RENZI, 2013).

A preocupacdo com 0s agrotdxicos surgiu posterior a Segunda Guerra
Mundial. Durante esta época, houve investimento em pesquisa e
desenvolvimento de moléculas para fins de controlar pragas que ameacavam as
atividades humanas (ZALUSKI, 2017). O fato se procedeu aos dias atuais para
um setor multimilionario, contendo mais de 6.400 ingredientes ativos,
metabdlitos, adjuvantes e solventes utilizados em formula¢des dos agrotdxicos
(CARSON, 2010).

Em uma escala global, muitos efeitos da utilizacdo dos agrotoxicos ja
foram reportados. A sindrome Colony Collapse Disorder (CCD), relatada
inicialmente em 2006, afetou diretamente as abelhas meliferas, com impacto
significativo na reducéo global de polinizadores (ZALUSKI, 2017). A CDD foi
caracterizada como uma perda repentina de operarias na colmeia, abandono das
crias e do alimento no ninho (vanENGELSDORP et al., 2009).

Registros demonstram que nos Estados Unidos, importante pais produtor
de mel e expoente produtor agricola, jA houveram perdas de mais de 50% das
colmeias ao ano, distante do que naturalmente € ocorrido (cerca de 10% ao ano)
(LEE et al., 2015). Foi documentada que as principais causas do CCD sao os
agrotoxicos (FRANCIS et al., 2013).

Para o Brasil, o cenario também é preocupante no que diz respeito a
preservacao das abelhas. O pais € o maior consumidor mundial de agrotoéxicos,
com 430 ativos e 1400 formulac¢des de produtos usados na agricultura. Estima
gue, em 2015, foram aplicados mais de 899 milhdes de litros de agrotoxicos em
produtos formulados (PIGNATI et al., 2017).

Essa preocupacdo com os insetos polinizadores expostos aos agrotoxicos
nao pressagia somente a apicultura ou a agricultura, perante a seguranca
alimentar, mas também tem ameacas antropoldgicas. A diminuicdo dos enxames
afeta as industrias (MCMENAMIN; FLENNIKEN, 2018), alteram o clima (KLEIN
et al, 2017) e promovem um abastecimento alimentar inadequado
(BRANCHICCELA et al., 2021).
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3.2.1 O fungicida piraclostrobina e as abelhas meliferas

As estrobilurinas, como a piraclostrobina, pertencem a um grupo de
fungicidas com acdo preventiva e sdo utilizadas em todo o mundo. A
piraclostrobina inibe a respiracdo mitocondrial ao interromper a transferéncia de
elétrons no local de oxidacéo do quinol (KANUNGO; JOSHI, 2014).

A aplicacéo de piraclostrobina é recomendada para protecéo de diversos
cultivos, tais como abacaxi, algoddo, amendoim, banana, batata, café, cana-de-
acucar, feijao, manga, maracuja, milho, pimentdo, soja, tomate e trigo (BASF-
THE CHEMICAL COMPANY, 2017).

A piraclostrobina pode ser translocada para as flores das plantas. Ja foram
detectadas altas concentracdes de estrobilurinas em amostras de polen (PETTIS
et al., 2013). Degrandi-Hoffman et al. (2015) demonstraram efeitos adversos do
fungicida piraclostrobina em A. mellifera similares aos de ma nutricdo. Essa
condicdo pode comprometer toda colbnia, facilitando o ataque de pragas e
doencas ao enxame.

Estudos recentes demonstram que a mesma inibicdo respiratoria
mitocondrial promovida em fungos também é observada em abelhas meliferas
guando expostas a molécula de piraclostrobina. O fungicida atua como um
inibidor da cadeia respiratoria, afetando a bioenergética mitocondrial no térax
das abelhas (NICODEMO et al., 2020) (Figura 4).

Nicodemo et al. (2020) concluem também que a piraclostrobina reduz a
sintese de trifosfato de adenosina (ATP) gerado pela mitocéndria, e que essa
condicao se torna critica, pois as abelhas demandam elevada quantidade de

energia para realizar seus voos e demais atividades.

Figura 4. Como a piraclostrobina interfere na fungcado mitocondrial da abelha
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3.3 A propolis

A propolis € uma mistura complexa de substancias recolhida pelas
abelhas, proveniente dos brotos de algumas arvores e plantas, que contém
substancias como materiais lipofilicos, latex, resinas, bem como de exsudados
de feridas nas plantas (FISCHER et al., 2021).

A palavra grega “propolis” revela seu uso pelas abelhas na colmeia: pro=
para ou em defesa, e polis= a cidade, ou seja, em “defesa da colmeia”.
Nomeadamente, na colmeia, a propolis atua contra microrganismos e parasitas,
na reparacao de fendas ou partes danificadas da colmeia, na garantia séptica de
locais para a postura de ovos pela abelha rainha e na mumificacdo de insetos e
outros invasores (MOREIRA et al., 2011).

Dentre suas exploracdes econdmicas, se destaca a terapéutica, pois
apresenta propriedades antibacteriana, antiviral, antitumoral, antifangica,
antioxidante e imunomoduladora (SFORCIN, 2016).

A sua utilizagdo remonta aos primérdios da humanidade, sendo que as
primeiras referéncias a este produto surgem com os egipcios por volta de 300
a.C., como um material no processo de mumificacdo dos Farads, e preservacao
de tumulos e papiros (MOREIRA et al., 2011).
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A sua coloracdo pode variar entre castanho, amarelo, verde e vermelho,
e possui um odor extremamente forte e caracteristico, maioritariamente
originado pelos compostos volateis existentes na substancia (GHISALBERTI et
al., 1979).

3.3.1 A propolis verde: produto nacional

A propolis verde é uma substancia especifica, produzida por abelhas A.
mellifera ap0s a coleta de resinas das folhas alecrim do campo (B.
dracunculifolia), uma planta nativa do Brasil, anteriormente aos estudos
botanicos, considerada infestante de pastagens do territorio nacional (BESERRA
et al., 2021).

Os elevados teores dos fendis Artepellin C e Bacharina na propolis verde
geram elevada importancia econdémica, pois promovem a principal atividade
biologica da resina (OLIVEIRA et al., 2014).

Estes compostos fendlicos possuem alta seletividade para combate de
células tumorais e se destacam se pelas propriedades farmacoldgicas
existentes. Essa condicdo gerou uma valorizacao do alecrim do campo no pais
ao longo do tempo (BESERRA et al., 2021).

Sabe-se que o Brasil € o terceiro maior produtor de prépolis do mundo,
sendo o Unico a produzir e exportar propolis verde para 0s outros paises
(BERRETTA et al., 2017).

3.3.2. O uso de propolis na dieta de abelhas meliferas

A prépolis é amplamente descrita como suplemento benéfico para saude
de diversos animais, como aves (PETRUSKA et al., 2013), peixes (GULHAN et
al., 2012), ratos (SHIMIZU et al., 2008) e humanos (YUKSEL; AKYOL, 2016).
Porém, sdo escassos os estudos amplos que abordam a a¢édo da propolis no
sistema imune das proprias abelhas A. mellifera.

Simone et al. (2009) verificou o efeito da propolis nas cargas bacterianas
presentes na colbnia e na imunidade das abelhas e observaram que o0s
tratamentos que receberam a propolis apresentaram menor carga bacteriana e
menor expressao de genes divergentes a imunidade da abelha, indicando que

abelhas que vivem em colénias com a presenca de prépolis sdo capazes de
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gastar menos energia nas funcées imunoldgicas além de estarem produtivas e
saudaveis.

Niu et al. (2011) observaram que o fornecimento de uma alimentacao
suplementar com proépolis reduziu a toxicidade de micotoxinas nas abelhas,
possivelmente pela funcdo adjuvante que a prépolis possuiu na acao
desintoxicante.

Souza (2016) verificou a adicdo do efeito da propolis no sistema imune,
expressdo génica e detoxificacdo frente ao inseticida Fipronil em abelhas
meliferas e concluiram que o consumo da propolis pelas abelhas pode induzir a
expressao de genes como abaecin, hymenoptaecin, apidaecin e defensinl, além
de reduzir a mortalidade da colmeia pela toxicidade do Fipronil.

Cabe ressaltar que, ndo se encontraram relatos na literatura sobre a
utilizacdo da propolis verde como suplementacédo das dietas de abelha meliferas,
assim como nao se reporta o efeito antioxidante do mesmo na presenca do
fungicida piraclostrobina, demonstrando tal relevancia ao tema e importancia

dessa pesquisa.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Local do Experimento

O experimento foi realizado na FCAT — Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Tecnoldgicas - UNESP - Universidade Estadual Paulista, Campus de Dracena,
no Laboratério de Ecologia e Insetos Uteis e no Laboratério de Biogquimica

Metabdlica e Toxicoldgica (LaBMeT).

4.2 Reagentes

Foi adquirido o principio ativo piraclostrobina da Sigma-Aldrich e
empregado o solvente acetona para o preparo de solu¢cdes com este fungicida.
Foi adquirido extrato aquoso de prépolis verde, com 11% de extrato seco, da

empresa Apis Flora.

4.3 Abelhas, dietas e alimentacao

Foram utilizadas abelhas meliferas (Apis mellifera) de trés coldnias
instaladas em colmeias modelo Langstroth, do apiario experimental da FCAT.
Quadros com cria operculada (Figura 5) preste a nascer foram retirados das
colmeias e mantidos em estufa a 33°C e umidade de 70% até as operarias
emergirem.

Figura 5. Quadro contendo abelhas prestes a nascer e recém nascidas

Fonte: Autoria Propria



25

Para os testes de determinacdo de DL50 e determinagédo da sobrevida,
10 abelhas recém nascidas foram colocadas em cada gaiola plastica, que

apresentavam aberturas que permitiam a troca gasosa (Figura 6).

Figura 6. Gaiolas vazia (esquerda) e com uma abelha e alimentadores (direita)

r — S - ~

Foram estabelecidos seis tratamentos, a fim de se determinar a DLso da
piraclostrobina por ingestao e a mortalidade de abelhas alimentadas com xarope

enriquecido com propolis verde (Tabela 2)

Tabela 2. Ingredientes utilizados nas dietas utilizadas para determinagéo
da DLso de piraclostrobina e a mortalidade de abelhas que consumiram prépolis

verde em diferentes concentracfes (para 10 abelhas).

Tratamentos Piraclostrobina Acetona Propolis Xarope*
verde

(M) (") (*) (*)
Controle 0 20 - 480
Pi25 250 20 - 480
Pi50 500 20 - 480
Pi75 750 20 - 480
Pi100 1000 20 - 480
Prol0 - - 10 490
Pro20 - - 20 480
Pro50 - - 50 450
Pro100 - - 100 400
Pro200 - - 200 300

*Agua e agucar em proporgées iguais.
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Fonte: Dados de Pesquisa do Autor

As dietas experimentais foram fornecidas e as abelhas puderam se
alimentar por um periodo de 24 horas. Em seguida, foi fornecido apenas xarope,

contendo agua e acucar em iguais proporcdes (Figura 7).

Figura 7. Processo realizado para o fornecimento das dietas. Pesagem da
piraclostrobina (a e b); diluicdo da piraclostrobina em acetona (c); preparo da
solucéo de xarope (d); preparo das diferentes dietas para a avaliacdo da DL50

de piraclostrobina (e) e o método de fornecimento da dieta, em chumaco de

algodao (f).

Fonte: Autoria Prépria
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4.4 Determinacdo da DLso por ingestéo da piraclostrobina
Para determinar a DL50 por ingestao da piraclostrobina, foram utilizados
os alimentos descritos na Tabela 2 (OECD, 1998), registrando-se o numero de

abelhas mortas por um periodo de 48 horas.

4.5 Consumo das dietas

Foi avaliado o consumo médio de alimento pelas operarias. Antes do
oferecimento das dietas as abelhas, cada chumaco de algod&o ja embebido da
respectiva dieta (500 ul) foi pesado e entédo colocado na gaiola.

Apdés 24 horas do oferecimento da dieta, o chumaco de algod&o foi
novamente pesado para se avaliar o consumo, o qual foi obtido pela diferenca
entre 0 peso entre a primeira e segunda pesagens. Os valores obtidos foram
divididos pelo nimero de abelhas presentes na gaiola apds o periodo de

fornecimento das dietas.

4.4 Teste de sobrevida das abelhas

ApoOs a determinacao da DL50, foi considerada uma dose subletal para
realizar os testes de sobrevida média. Quadros com cria operculada foram
retirados das colmeias e mantidos em ambiente controlado (temperatura de 33°C
e umidade do ar de 70%) para que as abelhas nascessem. Em seguida, as
abelhas foram coletadas e colocadas em potes para receberem as dietas

experimentais com piraclostrobina e prépolis verde (Tabela 3).

Tabela 3. Ingredientes utilizados nas dietas utilizadas para determinacao
da sobrevida média de abelhas que consumiram alimento com piraclostrobina e

propolis verde (para 10 abelhas).

Tratamentos Piraclostrobina Acetona Propolis Xarope*
verde

(H9) (W) (u) (W)
Controle 0 20 - 480
Pi25 250 20 - 480
Prol0 250 20 10 470
Pro20 250 20 20 460
Pro50 250 20 50 430

*Agua e acicar em proporcdes iguais.
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Fonte: Dados de Pesquisa do Autor

Para essa etapa experimental, além das dietas testadas oferecidas para
abelhas, também foi fornecido 1 grama de pdélen por gaiola juntamente com a
alimentacao, a cada trés dias. Este polen foi acrescido com algumas gotas de

xarope para ser ofertado nas dietas (Figura 8).

Figura 8. Fornecimento do pdlen as dietas experimentais. Pélen bruto

(a), pélen acrescido de xarope (b) e o pélen colocado no alimentador (c).

Fonte: Autoria propria

4.5 Anédlises estatisticas

A DL50 de ingestao de piraclostrobina com base na mortalidade por um
periodo de 48 horas foi calculada utilizando-se uma calculadora de Analise Probit
(Mekapogu, 2021), baseado no modelo de Finney (1952).

Para verificar se houve preferéncia por algum dos alimentos pelas
abelhas, foi avaliado o consumo de xarope, a partir da diferenca do peso do
alimentador com alimento e apos o periodo de 24 horas, considerando-se as
perdas por evaporagdo. Os valores obtidos foram submetidos a analise de
variancia, e as médias comparadas pelo teste Tukey a um nivel de significancia
de 5% (P<0,05).
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O consumo de xarope com propolis pelas abelhas foi comparado com o
xarope sem prépolis (controle), pelo teste t.

Para a avaliacdo da taxa de sobrevivéncia das abelhas (%), foi utilizado o
método ndo paramétrico de Kaplan-Meier e, para comparacao dos grupos, foi

utilizado o teste Log-Rank.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A DL50 de piraclostrobina por ingestédo, em 48 horas, foi de 60,8 + 0,13
ug/abelha. Por meio dos dados de mortalidade das abelhas, foi possivel obter a
equagédo: Y =1,5984x + 2,1506 (R? = 0,8735).

A DL50 expressa o grau de toxicidade aguda de substancias quimicas,
correspondendo a dose suficiente para matar 50% dos animais de um lote
utilizados num experimento (PETTIS et al., 2013). Esses valores obtidos sdo
importantes para demonstrar a toxicidade aguda dos agrotéxicos para a abelha
(ZALUSKI, 2017).

Em outro trabalho de pesquisa, concluiu-se que a DL50 da piraclostrobina
foi de 73,47ug/abelha (BASF, THE CHEMICAL COMPANY, 2017). Apesar deste
trabalho apresentar uma DL50 inferior ao citado para a comparagdao, ambas
doses estdo categorizadas como substancias pouco toxicas para abelhas
(DEVILLERS, 2002).

Com relacdo ao consumo de xarope, observou-se que nao houve
diferenca significativa entre os grupos que receberam piraclostrobina ou prépolis,
em diferentes concentracdes, inclusive em relacdo ao controle (p>0,20) (Figura
9).

Foi observado um consumo médio de xarope entre 0,24 gramas
(tratamento controle) e 0,33 gramas/10 abelhas (tratamento PRO 10). Lima et al.
(2017), em estudo de fornecimento de complexos enzimaticos como suplemento
na alimentacdo artificial de abelhas meliferas obtiveram valores médios de
consumo da dieta estimados em 0,27 gramas/10 abelhas, valores semelhantes

ao desta pesquisa.

Figura 9. Consumo de xarope sobre diferentes concentracdes de

piraclostrobina e prépolis verde fornecidos na dieta de abelhas meliferas
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Balieira (2017), avaliando dietas contaminadas com o0 inseticida
imidacloprido e o potencial antioxidante da cafeina em abelhas meliferas obteve
maior consumo das dietas experimentais (médias de consumo de 0,0327
gramas/abelhas) com a maior quantidade do inseticida presente na dieta
(tratamento contendo 0,3 ng de imidacloprido/abelha). Neste trabalho, ressalta-
se também que ndo houve diferenca significativa com a adicdo de cafeina ou
cafeinaimidacloprido para as dietas das abelhas.

Os agrotéxicos podem estimular as abelhas consumirem mais alimento, e
gerar uma condigcdo preocupante, pois essas moléculas sédo prejudiciais a saude
da colmeia, e consequentemente podem causar um declinio populacional destes
insetos (BALIEIRA, 2017). Essa condicdo nao foi obtida nesta pesquisa,
demonstrando que o fungicida piraclostrobina ndo estimula o consumo da dieta
pelas abelhas, assim como a adi¢do da prépolis verde.

Na figura 10, é possivel verificar as curvas de sobrevivéncia das abelhas
em funcdo do alimento que receberam, em funcdo da presenca ou nao de
piraclostrobina e de prépolis nos xaropes, esta ultima em diferentes
concentragdes. Foi obtida uma sobrevida média das abelhas do grupo controle

de quatro dias.
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Figura 10. Sobrevivéncia estimada de abelhas meliferas alimentadas com

dietas contendo piraclostrobina e/ou propolis e controle (Logrank, y?= 16,58;
g.l.= 4; p<0,0023).

Sobrevida (%)

== = CONTROLE = =PIRA === PIRA PRO-10 - PIRAPRO-20 == P|RA PRO-50

Fonte: Dados de Pesquisa do Autor

As abelhas que receberam alimento contendo o fungicida piraclostrobina
e sem a propolis sobreviveram, em média, por trés dias. Quando o alimento foi
acrescido de proépolis, além de piraclostrobina, a sobrevida média foi de quatro
dias (tratamentos PIRA PRO-10, PIRA PRO-20 e PIRA PRO-50)

A reducdo da sobrevivéncia das abelhas contaminadas com doses
subletais de piraclostrobina ja foi constatada também em abelhas sem ferrédo
Melipona scutellaris (Domingues et al. 2020). Os autores observaram reducéo
no tempo de sobrevivéncia das abelhas exposta diariamente a dietas com
piraclostrobina em cerca de 3,72 dias (tempo letal mediano de 9,84 dias para
controle e de 6,12 dias para tratamento contendo 0.025 ng i.a. do fungicida/ pL).

Essa toxicidade com subdoses do fungicida pode gerar danos
morfolégicos no intestino dos insetos causados pela contaminacdo (Domingues

et al., 2020), além de interferir toda colbénia, pois compromete a demanda
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energética destinada ao forrageamento e entrada de recursos na colmeia
(Nicodemo et al., 2020).

A reducéo da sobrevivéncia implica em queda abrupta da populacédo das
abelhas e consequentemente reducdo da producdo apicola, além de ser um
indicio para outros problemas, como falta de coordenacdo dos movimentos,
tremores e quedas (PEREIRA, 2010). Produtos com essas caracteristicas
devem ser evitados préximos de areas apicolas, principalmente em épocas de
floradas das culturas, momentos do forrageamento das abelhas (PETTIS et al.,
2013).

Contudo, o fornecimento da propolis verde pode ser uma forma
suplementar de reduzir os danos causados pela a exposicdo do fungicida.
Quando o alimento foi acrescido de propolis, além de piraclostrobina, a sobrevida
média foi de quatro dias, para os tratamentos com as diferentes concentracfes
de propolis avaliadas (Figura 9).

Esses resultados corroboram com o trabalho de Niu et al (2011), que
observou reducgéo da toxicidade de micotoxinas que acometem frequentemente
as colmeias de abelhas meliferas com a adicdo de propolis a sua dieta. Os
autores justificam que possivelmente a prépolis tenha ocasionado esse efeito
benéfico as abelhas por aumentar consideravelmente as enzimas de
desintoxicacdo. Condicao que, pode se fazer presente a este trabalho.

Essa desintoxicacdo também foi observada por Souza (2016), que
estudou a intoxicacdo de abelhas com o inseticida Fipronil. A dieta experimental,
constituida de 10% de propolis resultou em menores taxas de mortalidades das
abelhas aos 15 e 30 dias. Porém, estudos aprofundados sdo necessarios, para
se compreender como ocorre essa acao protetora e 0s principais mecanismos
de desintoxicacéo a partir da propolis.

Sendo assim, pode-se sugerir que o uso da prépolis verde favoreceu de
alguma forma a saude das abelhas, de tal forma que a sobrevida fosse acrescida
em um dia, na comparacao com abelhas do grupo que n&o recebeu alimento
com propolis e foi intoxicado por ingestdo com piraclostrobina. Destacamos que,
em especifico, este é o primeiro relato que a propolis verde favorece a saude das
abelhas em condi¢des experimentais através da ingestdo do fornecimento das

dietas.
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6 CONCLUSAO

A DL50 de piraclostrobina por ingestao, encontrada nessa pesquisa foi de
60,8 +0,13 pg/abelha.

As concentracfes testadas de piraclostrobina e propolis verde nao
interferiram no consumo das dietas das abelhas meliferas.

A prépolis verde possuiu acao redutora da toxicidade da piraclostrobina,
elevando a sobrevida das abelhas expostas ao fungicida em 1 dia.
Sugere-se novos estudos com a prépolis verde fornecida em dietas de abelhas
meliferas, aprofundando aos principais mecanismos de desintoxicacao

presentes na literatura.
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