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CAPITULO 1



CONSIDERACOES INICIAIS

1. Origem, biologia e importancia das abelhas meliferas

Ha cerca de 30 milhdes de anos iniciava-se a evolugdo de um grupo de vespas
que deixaram de ser predadoras, substituindo a proteina animal de sua dieta, pela
proteina vegetal. Desse grupo de vespas se originaram as abelhas, que se tornaram
especialistas na polinizacdo das plantas angiospermas, devido a coleta de pdlen e néctar
produzidos por essas plantas (DANFORTH et al., 2006).

Atualmente, em torno de 75% das espécies vegetais existentes no planeta siao
dependentes de agentes polinizadores, os quais garantem o transporte do polen e a
fecundacdo das plantas, garantindo a producdo dos frutos e perpetuagdo das espécies
(NABHAN; BUCHMANN, 1997). As abelhas sdo os principais polinizadores,
responsaveis por garantir a reproducdo cruzada de 73% das principais espécies vegetais
cultivadas no mundo (RICKETTS et al., 2008).

A principal espécie de abelha utilizada na producao apicola e em servigos de
polinizacao de cultivos agricolas é a Apis mellifera L., 1758 (Hymenoptera: Apidae). As
abelhas do género Apis evoluiram na Africa e iniciaram sua migragdo para Asia e
Europa, diferenciando-se em subespécies com diferengas morfologicas, fisiologicas e
comportamentais (PARKER et al., 2010). Essas abelhas apresentam ampla distribuigdo
mundial, devido a sua dispers@o natural e introdugdes realizadas pelo homem. Além da
sua adaptag@o ao manejo, que permitiu o gradual desenvolvimento e aperfeigoamento da
apicultura, as abelhas meliferas apresentam alta produtividade, generalidade e fidelidade
na polinizacdo de cultivos agricolas e vegetacao nativa (WHITFIELD et al., 2006;
FREITAS; PINHEIRO, 2012).

No Brasil, a primeira introdug@o de abelhas europeias da subespécie A. mellifera
mellifera (abelhas pretas) foi realizada em 1839, quando colonias foram trazidas para o
Rio de Janeiro. Posteriormente, foram introduzidas no Sul do pais, abelhas A. m.
ligustica e A. m. carnica (CRANE, 1999). Em 1956, foram importadas abelhas rainhas
africanas (A. m. scutellata), com o objetivo de aumentar a produtividade das colmeias,
devido a baixa produtividade das abelhas europeias, que ndo se adaptaram bem a regido

Neotropical. Em 1957, vinte e seis enxames de abelhas africanas escaparam e iniciou-se



0 processo de cruzamentos com as subespécies europeias, dando origem ao hibrido fértil
chamado abelha africanizada (PEREIRA; CHAUD-NETTO, 2005; PINTO et al., 2005).
Este hibrido se adaptou as condigdes climaticas e floristicas encontradas nas Américas,
possibilitando o desenvolvimento tecnologico e produtivo da apicultura.

Geralmente, um enxame de abelhas A. mellifera em periodos de grandes floradas
pode ser constituido, em média, por 60.000 a 70.000 abelhas, onde sdo encontradas trés
castas, representadas por uma unica rainha, de zero a algumas centenas de zangoes,
dependendo da época do ano e milhares de abelhas operarias (HICKMAN et al., 2010).

As trés castas de abelhas apresentam um nivel extraordinario de organizagao.
Cabe a abelha rainha a manutencdo da coesdo do enxame por meio da produgdo de
feromonios, a copula em média com 12 zangdes durante o voo nupcial e a postura didria
de milhares de ovos, garantindo a perpetuacdo da colonia. Os ovos fertilizados podem
dar origem a novas fémeas operarias ou rainhas, dependendo da alimentagdo e das
dimensdes do alvéolo em que se desenvolvem e os ndo fertilizados, se desenvolvem por
partenogénese arrenotoca, originando os zangdes. O zangdo ¢ o responsavel por
fecundar a abelha rainha (HICKMAN et al., 2010).

As abelhas operarias sdo responsdveis pela realizagdo de todas as demais
atividades da colonia, sendo que suas func¢des variam de acordo com a idade fisioldgica.
Do 1° ao 3°dia de vida trabalham na limpeza de qualquer sujidade que exista dentro da
colmeia. Do 4° ao 12° dia alimentam as larvas, produzem geleia real e alimentam a
rainha. Do 13° ao 18° dia produzem cera e constroem os favos. Do 19° ao 20° dia ficam
de guarda no alvado, defendendo seu territorio contra qualquer predador. E, finalmente,
do 21° dia em diante, as abelhas operarias fazem os servi¢os externos no campo, sendo
entdo denominadas abelhas campeiras, quando colhem resinas, pélen, néctar e agua
(HICKMAN et al., 2010).

O desenvolvimento de todos os individuos da colonia compreende os estagios de
ovo, larva e pupa. Todas as castas permanecem trés dias na fase de ovo e seis dias na
fase de larva. J& a fase de pupa varia em funcdo da casta e também da subespécie de
abelha, durando em média, sete dias para rainha, quinze dias para os zangdes e doze
dias para as operarias. Dessa forma, a rainha, zangdes e operarias levam em média,
respectivamente, 16, 24 e 21 dias para completar seu desenvolvimento, desde o ovo até

o nascimento (PAGE; PENG, 2001).



A abelha rainha vive, em média, um ano em colmeias comerciais (onde ¢
substituida pelos apicultores) a fim de garantir boa produ¢do, ja que nesse periodo
apresenta maior taxa de postura de ovos e produg¢do de feromonios. Em colmeias
encontradas na natureza, onde a substituicao da rainha ocorre de forma natural, a rainha
pode viver até cinco anos. Os zangdes vivem, em média, 40 dias na primavera € no
verdo, 0s Unicos momentos em que sdo criados, ou, até a copula com a rainha, quando
morrem devido a perda de parte de seu aparelho genital que fica preso na camara do
ferrdo da rainha, provocando a ruptura de tecidos e perda de hemolinfa. As abelhas
operarias vivem em média trés a seis semanas na primavera € no verdo, podendo viver
cerca de quatro meses durante o inverno (PAGE; PENG, 2001).

A criagdo e exploracdo racional de abelhas meliferas em colmeias deu origem a
apicultura, atividade de importancia para geragdo de emprego e renda, que permite a
obtencdo de produtos apicolas com valor nutricional, farmacéutico e cosmético
(FREITAS; PINHEIRO, 2012). Além do mel, que é o principal produto apicola
comercializado pela maioria dos apicultores, também podem ser produzidos poélen,
propolis, geleia real, cera e apitoxina (veneno). Entretanto, estd na poliniza¢do a
principal importancia das abelhas, sendo o valor dos servicos de polinizagao,
considerando apenas os cultivos utilizados diretamente na alimentacdo humana, de
aproximadamente 216 bilhdes de ddlares anuais (GALLALI et al., 2009).

A crescente populagdo mundial, dependente da producdo cada vez maior de
alimentos, torna evidente a importancia e necessidade da preservacao dos polinizadores.
Entretanto, a densidade populacional dos principais insetos polinizadores, representados
pelas abelhas, vem sendo reduzida em niveis que podem comprometer os servigos de
polinizagdo nos ecossistemas naturais e agricolas, prejudicando a capacidade
reprodutiva das plantas (KREMEN, et al., 2007).

Dentre as varias causas responsaveis pelo declinio de polinizadores, destaca-se o
desmatamento de areas com vegetagdo nativa para a expansdo da pecuaria, implantagdo
e/ou expansdo de cidades ou areas agricolas; mudancas climéaticas; aparecimento e
disseminagdo de doencas e parasitas; € o uso excessivo de agrotdoxicos em cultivos
agricolas (FLETCHER; BARNETT, 2003; FREITAS; PINHEIRO, 2010). O uso de
agrotoxicos em monoculturas vem selecionando individuos que se tornam resistentes

aos principios ativos utilizados, fazendo com que suas populacdes aumentem. O



desenvolvimento de populagdes de pragas resistentes aos agrotoxicos frequentemente
utilizados em seu combate vem tornando frequente a utilizagdo de produtos mais

toxicos, que sdo altamente nocivos ao ambiente e aos polinizadores (PEREIRA, 2010).

2. Impacto da utilizacio de agrotoxicos para abelhas meliferas

Os agrotoxicos sdao substdncias quimicas destinadas controlar, direta ou
indiretamente, qualquer forma de agente patogénico ou de vida animal ou vegetal, que
seja nociva as plantas e animais uteis, seus produtos ou subprodutos ¢ ao homem
(PERES et al., 2003).

A utilizacdo de agrotdxicos € importante para o combate de pragas, doencas e
plantas daninhas em culturas agricolas; porém, oferece riscos a saude humana e ao
ambiente. O uso de agrotéxicos vem aumentando mundialmente, trazendo prejuizos a
biodiversidade (CONNOLLY, 2013). Na condi¢do de importante produtor agricola, o
Brasil também vem aumentando sua area de cultivo anualmente, sendo que na safra
2012/2013 foram cultivados 53,27 milhdes de hectares, com producao de 186,86
milhdes de toneladas de graos (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO,
2013). Entretanto, apesar da expressiva producdo, a venda e utilizagdo de agrotdxicos
aumentaram mais de 72% entre 2006 e 2012, estando os herbicidas, inseticidas e
fungicidas entre os produtos mais utilizados (SINDICATO NACIONAL DA
INDUSTRIA DE PRODUTOS PARA DEFESA AGRICOLA, 2012).

Desde 2008, o Brasil tornou-se o maior consumidor mundial de agrotoxicos,
quando, de acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento — MAPA
— foram langadas 673,9 mil toneladas de produtos ativos no ambiente. Em 2011, o
consumo atingiu 853 mil toneladas, representando média de uso de 12 litros/hectare e
exposi¢cdo média ambiental/ocupacional/alimentar de 4,5 litros de agrotoxicos por
habitante (CARNEIRO et al., 2012). Na safra 2012/2013, o Brasil utilizou cerca de um
bilhao de litros de agrotéxicos (EMATER-RS, 2014).

A crescente utilizacdo de agrotdxicos em cultivos agricolas € preocupante
devido a contaminagdo ambiental, que resulta em altas concentragdes de residuos

encontrados em alimentos, aumento no numero de doencas associadas a essas



substancias e na biomagnificagdo desses produtos nas teias alimentares (BASSIL et al.,
2007).

Os agrotoxicos representam fonte direta de contaminagdo para todos os seres
vivos, incluindo os polinizadores, que dependem da vegetacao e ambiente para obtencao
de néctar, polen, resinas e agua para sua sobrevivéncia. A exposi¢do das abelhas aos
agrotoxicos ocorre por meio de contato direto ou pela ingestdo de recursos
contaminados. Isso resulta na contaminagao dos produtos apicolas e em perturbagdes na
coldnia, que muitas vezes podem ser fatais (FREITAS; PINHEIRO, 2012).

No inverno de 2006/2007 foi descrita nos Estados Unidos, uma sindrome
caracterizada pelo agravamento da perda de abelhas operarias, sem a presenga de
abelhas mortas no interior ou proximidades da colmeia e abandono das crias e alimento
no ninho. Essa sindrome foi denominada de CCD (Colony Collapse Disorder) ou
Distarbio de Colapso das Colonias acarretando nesse periodo, a perda média de 45%
das colmeias nos EUA (COX-FOSTER et al., 2007; VAN ENGELSDORP et al., 2009).
Anteriormente ao surgimento da CCD eram comuns perdas anuais de até 10% das
colmeias, indice que pode ser considerado normal (OLDROYD, 2007). No entanto, a
partir de 2006/2007, alguns paises da Europa registraram perdas de até¢ 50% dos seus
enxames (CONTE et al., 2010). Nos Estados Unidos, durante o inverno de 2012-2013, a
CCD ocasionou a perda de 31,1% das colmeias (KAPLAN, 2014).

As principais causas relacionadas ao aparecimento da CCD, que atualmente vém
sendo investigadas, incluem a radiacdo emitida por telefones celulares, cultivo de
plantas geneticamente modificadas, disseminagdo de doencas causadas por virus,
microrganismos e parasitas, mudancas climdticas, destruicdo da flora nativa, nutri¢do
inadequada e uso indiscriminado de agrotdxicos, sendo essa Ultima explicacdo a que
mais se destacou nos ultimos anos (RATNIEKS; CARRECK, 2010).

A toxicidade dos agrotoxicos para as abelhas ¢ determinada por meio da DLsy,
definida como a dose letal capaz de ocasionar a mortalidade de 50% de uma populagdo
em um periodo de 24 ou 48 horas (PEREIRA, 2010). Segundo Johansen e Mayer
(1990), os agrotoxicos que apresentam DLsy inferior a 2ug/abelha sdo considerados
altamente toxicos as abelhas A. mellifera. Quando os recursos coletados pelas abelhas
apresentam concentracdes de agrotoxicos superiores ou iguais a DLsy, ocorre a

contaminagdo aguda das abelhas, o que provoca sua mortalidade em curto espago de



tempo. Ja as pequenas doses, inferiores a DLsy, conhecidas como subletais, podem ser
levadas as colmeias, desencadeando mudangas fisioldgicas e comportamentais nas
abelhas, comprometendo o bem-estar, produtividade e a manutencao das colonias
(MIRANDA et al., 2003). Atualmente os testes para a liberacdo do uso de agrotoxicos
consideram apenas sua toxicidade aguda para as abelhas, sem considerar os prejuizos
que podem ser decorrentes da exposicao desses polinizadores a doses subletais.

A pulverizagdo aérea de agrotoxicos pode carregar os principios ativos a grandes
distancias, devido a ac¢do do vento, atingindo organismos ndo alvos, fendmeno
conhecido como “efeito deriva” (PEREIRA, 2010). Dessa forma, mesmo que aplicados
em cultivos ndo visitados por abelhas, os agrotdxicos podem contaminar recursos
localizados a grandes distancias do local de aplicagdo, ou permanecer em areas tratadas
por longos periodos, devido ao seu efeito residual.

Mullin et al. (2010) relataram haver associagdo direta entre a exposi¢do das
abelhas aos agrotoxicos, a ocorréncia da CCD e o declinio dos polinizadores nativos.
Segundo Souza (2009), uma das hipdteses para o agravamento da CCD ¢ a intoxicacao

das abelhas por inseticidas, cada vez mais utilizados na agricultura.

2.1. Impacto da utilizacio de inseticidas para abelhas meliferas

O efeito dos inseticidas sobre a fauna dos polinizadores tem sido bem
evidenciado, sendo diretamente responsavel pela redu¢do das populagdes de abelhas, da
producdo apicola e indiretamente pelas perdas na producdo de diversas culturas
agricolas (FREITAS; PINHEIRO, 2012). Os principais grupos de inseticidas sdo
representados pelos hidrocarbonetos clorados, organofosforados, carbamatos e
piretroides (ENCYCLOPAEDIA BRITANNICA ONLINE, 2014).

A exposicao das abelhas a inseticidas prejudica o forrageamento (COLIN et al.,
2004), reduz a longevidade das operarias e da rainha, bem como seu peso (PETTIS et
al., 2004); afeta a vitalidade da colonia (BELIEN et al., 2009), dentre outras mudancas
comportamentais e fisiologicas que prejudicam a sobrevivéncia das colonias. Efeitos
subletais de diversos agrotdxicos sobre as abelhas podem levar a mudangas fisiologicas

e no comportamento individual (YANG et al., 2008; ALIOUANE et al., 2009) ¢ a



alteracdes na fisiologia celular, devido ao estresse induzido por esses agentes
(GREGORC e ELLIS, 2011).

O desenvolvimento de novos inseticidas, os neonicotinoides ¢ fenilpirazois, a
partir de 1990, representou avango no combate a pragas resistentes aos inseticidas
comumente utilizados, porém trouxe grande preocupacdo devido aos efeitos negativos
desses compostos para as abelhas.

Na Franga, perdas de até¢ 40% das colmeias foram registradas apos a liberacao
do uso de fenilpirazois em cultivos agricolas (SOUZA, 2009). A reducdo de colonias de
abelhas A. mellifera ¢ a contaminag¢do do ambiente na Franca, Italia, Alemanha e
Eslovénia, ap6s a liberagdo do uso de inseticidas fenilpirazois, levaram esses paises a
proibirem sua utilizacdo a partir de 1999 (GHISI et al., 2011). Apesar disso, no Brasil a
utilizagdo desses inseticidas vem aumentando anualmente, trazendo prejuizos ao
ambiente e ameagando os polinizadores.

Aproximadamente 90% dos inseticidas possuem ac¢ao neurotoxica prejudicando
a transmissdo dos impulsos nervosos nos organismos intoxicados (PEREIRA, 2010). A
conducdo do impulso nervoso ao longo das células nervosas ¢ dependente da
concentragdo dos fons Na', K™ e CI’; entretanto, para que ocorra a propagagdo dos
estimulos nervosos entre as sinapses ¢ necessaria a acao de neurotransmissores. A
acetilcolina e o 4cido gama amino butirico (GABA) sdo os principais
neurotransmissores dos insetos (DOWSON, 1977).

A acetilcolina atua nas extremidades nervosas pré-sinapticas, ligando-se a célula
poOs-sindptica e ao receptor do canal i0nico, permitindo a passagem trans membrana de
ions Na" e K. A despolarizagio resultante da membrana pos-sindptica desencadeia a
contracdo muscular ou inicia o potencial de ag¢do no neurdnio poOs-sinaptico
(LEHNINGER et al., 1996). Grande parte dos inseticidas possui acao especifica sobre
€sse neurotransmissor.

O neurotransmissor GABA atua nas jungdes glutanérgicas, presentes no sistema
nervoso central e nas jungdes neuromusculares (MOHLER et al., 2004). Normalmente,
o GABA atua como inibidor do estimulo nervoso na membrana pos-sinaptica,
reestabelecendo o estado de repouso do sistema nervoso central e muscular, aumentando
a permeabilidade da membrana aos fons Cl. Os inseticidas fenilpirazois sdo

antagonistas do neurotransmissor GABA, impedindo a entrada dos ions CI no neurénio,



resultando em atividade neural excessiva, tremores, paralisia e morte dos insetos
(AAJOUD et al., 2003; MANRIQUE, 2009).

O principal ingrediente ativo do grupo dos fenilpirazois ¢ o inseticida fipronil,
que possui alta persisténcia no ambiente. Esse inseticida foi sintetizado pela Rhone
Poulenc Ag Company, atual Bayer Crop Science em 1987, lancado em 1993 e
registrado nos EUA em 1996 (WARE, 2000).

O fipronil quando pulverizado e exposto a condigdes ambientais pode ser
convertido nos metabolitos sulfona, dussulfinil, sulfeto e fenil amida, que também
apresentam alta toxicidade para invertebrados (KONWICK et al., 2006). O tempo de
vida médio desses compostos varia de acordo com as condigdes ambientais, tipo de
substrato e dose aplicada, podendo chegar a 693 dias (CONNOLLY, 2001).

Valores de DLsy de ingestao do inseticida fipronil em abelhas meliferas variam
de 0,00327 a 0,23 pg/abelha (MAYER; LUNDEN, 1999; SOUZA, 2009; BOVI, 2013);
e as DLsy de contato encontradas estdo entre 0,000157 a 0,013ug/abelha (MAYER;
LUNDEN, 1999; TINGLE et al., 2003; SOUZA, 2009; BOVI, 2013). As diferencas nos
valores de DLs( obtidas para um mesmo agrotoxico sao atribuidas a diversos fatores que
influenciam nos testes, como a variabilidade genética de cada populacdo de abelhas
testada, variagdes climaticas locais e manipulacao do pesquisador (PEREIRA, 2010).

No Brasil, o inseticida fipronil apresenta autorizagdo da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA para comercializagdo em diversas formulagdes,
incluindo: isca granulada — Blitz® (0,03g/kg) usada como formicida com aplicagdao
terrestre; suspensao concentrada — Standak® (250 g/L) usado no tratamento de
sementes; granulado — Regent® 20 G (20g/kg) com aplicagdo no solo; granulado
dispersivel - Regent® 800 WG (800 g/kg) com aplicagdo terrestre e aérea; suspensao
concentrada - Klap® (200g/L) com aplicagdo terrestre e aérea. O fipronil ¢ utilizado
para o controle de pragas nas culturas de algodao, arroz, batata, cana de agtcar, milho,
soja, cevada, feijdo, trigo, pastagens e eucalipto (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2014).

Chauzat et al. (2006) encontraram fipronil em amostras de polen na Franga, em
quantidade de 1,2pg kg”'. No Uruguai, o fipronil foi detectado em amostras de mel e em
abelhas nas quantidades entre 40 e 100pg kg' e 150 e 170ug kg, respectivamente
(PAREJA et al,, 2011). Em paises da Unido Europeia a taxa de aplicagdo do fipronil
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varia entre 17,5 e 44g/i.a/ha. Cultivos tratados com essa quantidade de ingrediente ativo
apresentaram respectivamente 2,3 ¢ 6,4ug fipronil kg de pélen (EUROPEAN FOOD
SAFETY AUTHORITY, 2013). No entanto, o uso do fipronil em paises da América
Latina, em algumas culturas ¢ autorizado em doses entre 80 e 400g/i.a’ha (BASF,
2014).

Considerando as altas doses do fipronil utilizadas em cultivos agricolas e sua
alta persisténcia no ambiente, esse inseticida representa grande risco aos polinizadores.
A exposi¢do direta dos polinizadores a altas doses do fipronil (superiores ou iguais a
DLsy) durante a pulverizagdo pode resultar em sua morte imediata, devido a alta
toxicidade desse ingrediente ativo. Além dos efeitos agudos, a comprovada agdo
sist€émica do fipronil faz com que cultivos tratados durante o plantio ou fora do periodo
de floragao, apresentem residuos desse inseticida ou de seus metabolitos no polen e
néctar (TRAPP; PUSSEMIER, 1991). Como consequéncia, as abelhas podem
experimentar a exposicdo cronica a esse inseticida, coletando recursos contaminados
com doses subletais e os armazenando nas colmeias, o que prejudica o desenvolvimento
e sobrevivéncia das colonias em longo prazo (JOHNSON et al., 2010).

Em doses subletais, o fipronil pode afetar a percepgao gustativa, o aprendizado
olfatério das abelhas, que sdo funcgdes essenciais no forrageamento desses insetos (EL
HASSANI et al., 2005). Deve-se também considerar, que na maioria dos cultivos
agricolas ocorrem aplicagdes frequentes de uma ou mais classes de inseticidas,
herbicidas, fungicidas e outros produtos, visando combater diferentes pragas. Dessa
forma, os recursos coletados pelas abelhas podem ser contaminados por diversos
agrotoxicos, sendo que a combinagdo dessas substincias pode trazer consequéncias
ainda mais negativas as abelhas (GILL et al., 2012).

El Hassani et al. (2005) estudaram a influéncia de doses subletais do fipronil na
aprendizagem olfativa de abelhas A. mellifera e verificaram reducao significativa a dose
de 0,0005pg/abelha, aplicada topicamente. Aliouane et al. (2009) verificaram que
abelhas recém-nascidas expostas a doses subletais do fipronil (0,0001 e
0,00001pg/abelha), por contato e ingestdo, apresentaram comprometimento na
aprendizagem olfatdria; aquelas tratadas com 0,0001pg/abelha morreram sete dias apos
a exposi¢do e com 0,00001pg/abelha ingeriram mais dgua que os outros tratamentos,

apresentando maior imobilidade e comprometimento dos seus movimentos. Cruz et al.
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(2010) verificaram morte das células do intestino médio em abelhas alimentadas com
0,1 e 1ug/g de fipronil.

A atividade motora ¢ importante para a atividade de forrageamento e orientagao
das abelhas durante a “danca” utilizada para indicar a localizagdo de fontes de recursos
para a colonia, podendo ser afetada por inseticidas (EL HASSANI et al., 2005). Souza
(2009) observou deficiéncia na atividade motora em abelhas tratadas por contato com a
dose de 0,001ug do fipronil por abelha. Decourtye et al. (2011) utilizando a técnica de
monitoramento de abelhas por radiofrequéncia, com microchips, verificaram que as
abelhas ao ingerirem dieta contaminada com 0,0003pg fipronil/abelha apresentaram
reducdo do numero de viagens de forrageamento, que pode estar relacionado a
alteragdes motoras desencadeadas por esse inseticida.

Os agrotoxicos podem ainda, interagir com agentes patogénicos presentes na
colmeia ou ambiente prejudicando a satde das abelhas, estando relacionados a CCD
(VAN ENGELSDOREP et al., 2009; JOHNSON et al., 2010). Vidau et al. (2011) e
Aufavre et al. (2012) realizaram pesquisas com abelhas infectadas simultaneamente
com doses subletais do fipronil e com o parasita Nosema ceranae, constatando que o
efeito sinérgico desses estressores (quimico e bioldgico), reduz a sobrevivéncia das
abelhas, principalmente de recém-nascidas. Bernal et al. (2011) verificaram que as
colmeias de abelhas que coletaram podlen de girassol (Helianthus annuus), cultivado
com sementes tratadas com fipronil, ficaram mais susceptiveis ao ataque do &caro
Varroa destructor. Pettis et al. (2013) detectaram 35 diferentes agrotoxicos em pdlen
coletado por A. mellifera, sendo verificada maior susceptibilidade das colonias a
infeccdes por N. ceranae quando o pdlen apresentava residuos de inseticidas e
fungicidas.

Pesquisas realizadas por Mullin et al. (2010) constataram que colonias de
abelhas expostas a agrotoxicos, apresentam prejuizos na sua organizagdo social,
tornando as colonias mais suscetiveis a doencas e abandono. Gregorc et al. (2012)
demonstraram que abelhas aumentam a expressdo de genes do sistema imunoldgico,
relacionados ao reconhecimento de patdgenos, na presenga do acaro V. destructor. No
entanto, esses autores verificaram que na presenca do acaro, quando as abelhas foram
expostas a agrotdxicos, ndo houve alteracdo na expressdo génica, implicando na reducao

da resisténcia das abelhas contra parasitas e doencas.
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A exposicdo de colonias de mamangavas (Bombus sp.) a inseticidas
neonicotinoides e piretroides em doses subletais prejudicou o forrageamento e
aumentou a mortalidade de operarias, levando a redugcdo do desenvolvimento da
ninhada e manutencao da colonia (GILL et al., 2012). Estudos realizados por Whitehorn
et al. (2012) demonstraram que o crescimento de colonias de Bombus sp. e a produgao
de rainhas foram reduzidos quando essas foram expostas a alimentagdo contaminada
com a dose subletal de 0,7 a 6pg/L de inseticidas neonicotinoides. Essa redugdo nao foi
evidente durante as primeiras duas semanas, demonstrando que as colonias intoxicadas
inicialmente reduziram o consumo de alimento, sendo posteriormente observado
redu¢do de postura e falhas no desenvolvimento das crias.

Estudos vém demonstrando que as abelhas entram em maior contato com
agrotoxicos acumulados nas colmeias durante o inverno, ficando mais susceptiveis ao
ataque de parasitas como o acaro V. destructor e outros patdogenos, que podem se
desenvolver neste periodo (DECOURTYE et al., 2003; VAN ENGELSDORP et al.,
2009). O maior tempo de exposicao das abelhas a pesticidas em doses subletais durante
inverno ¢ evidenciado pelo acumulo dessas substancias e seus metabolitos no corpo
gorduroso das abelhas. No inverno, as abelhas sdo quatro vezes mais suscetiveis ao
efeito de pesticidas em doses subletais (DECOURTYE et al., 2003).

A toxicidade de doses subletais do fipronil pode estar relacionada ao
desaparecimento das abelhas, principalmente em periodos de inverno, quando se

observa o maior numero de perdas de colmeias (KAPLAN, 2014).

2.2. Efeitos de agrotoxicos na expressio de genes do sistema imunoldgico em

abelhas e uso da PCR no seu estudo

O sequenciamento do genoma das abelhas A. mellifera revelou possiveis
explicagdes para a alta sensibilidade das abelhas a agrotoxicos. Comparado ao genoma
de Drosophila sp. e Anopheles sp., as abelhas tém menos da metade do nimero de
genes que codificam enzimas de desintoxicacgdo, incluindo as enzimas monooxigenases
do citocromo P450 (P450), glutationa-s-transferase e carboxilesterases (CLAUDIANOS

et al., 2006). Menor nimero de genes envolvidos na imunidade também foi encontrado
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em abelhas, cerca de um terco comparado ao genoma de Drosophila sp. e Anopheles
sp. (EVANS et al., 2006).

Dentre os genes mais importantes do sistema imunoldgico das abelhas, estao os
que codificam a expressao da defensina 1, abaecina, himenoptaecina, apidaecina, toll,
hopscotch e profenoloxidase (GREGORC et al., 2012; SIEDE et al., 2012).

A defensina ¢ um peptideo antibacteriano que possui duas formas (defensina I e
defensina II) expressas por diferentes genes. Apresenta papel fundamental no combate a
doencas causadas por fungos, bactérias, virus e outros patdgenos nos insetos,
principalmente para as abelhas A. mellifera. A defensina I ¢ sintetizada na cabega e
torax das abelhas, principalmente pelas glandulas mandibulares e hipofaringeanas e
liberada na geleia real e mel, estando relacionada a imunidade social da colmeia. A
defensina II ¢ sintetizada por células do corpo gorduroso e na hemolinfa das abelhas,
sendo responsavel pela imunidade individual. Pesquisas vém demonstrando que o
aumento da sintese de defensinas nas abelhas pode aumentar a defesa das colonias
contra doencas (ILYASOV et al., 2012).

Apos o sequenciamento do genoma das abelhas A. mellifera diversos estudos
vém sendo realizados na 4area da genética molecular, abordando principalmente
alteragdes na expressao génica, por meio da técnica de RT-PCR (Reagdao em Cadeia de
Polimerase em Tempo Real) (EVANS, 2006; MUSTARD et al., 2010; FANG et al.,
2012). A RT-PCR ¢ a técnica na qual sdo produzidas copias de cDNA (DNA
complementar) a partir da fita simples de RNAm (4acido ribonucleico mensageiro). A
fita de DNA complementar ¢ formada basicamente pela acdo de uma enzima (TR)
Transcriptase Reversa e primers randomicos, que maximiza o niumero de moléculas de
RNAm que podem ser analisadas a partir de pequena amostra de RNA. O cDNA ¢
utilizado como amostra bioldgica para amplificacdo de um determinado fragmento
(BUSTIN et al., 2005).

A RT-PCR ¢ a metodologia que permite a quantificagdo dos produtos de
amplificacdo génica em todas as fases de uma reagcdo (GINZINGER, 2002). Durante a
reacdo, o acumulo de amplicons ¢ detectado em "tempo real", para cada ciclo da reacao,
por meio da excitacdo de fluorocromos que marcam sondas de sequéncias especificas ou
primers usados na reacdo (FARDEL et al., 2004). O uso de transcricdo reversa

associada a PCR em tempo real tornou a quantificagio de RNAm mais simples e precisa
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(BARBANY et al, 2000). A PCR em tempo real requer uma plataforma de

instrumentagdo que contém um termociclador acoplado a um sistema otico para a

excitacdo da fluorescéncia e captura da emissao, além de um computador para aquisi¢ao

de resultados e analise final da reagao (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004).

Boncristiani et al. (2012) desenvolveram estudo com o intuito de identificar o
impacto que o acaro V. destructor e acaricidas utilizados em seu controle causam sobre
as abelhas A. mellifera. Para o estudo foram selecionados 50 genes e as colmeias foram
tratadas com cinco diferentes acaricidas (Apiguard, Apistan, Checkmite, Miteaway e
ApiVar). Os pesquisadores observaram alteracdo da expressdo de diversos genes
relacionados a resposta imune, desenvolvimento e desintoxicagdo das abelhas.

Estudos realizados por Derecka et al. (2013) demonstraram que doses
equivalentes a 2ug/L de alguns inseticidas podem alterar a atividade de genes em A.
mellifera. Larvas expostas a inseticidas aumentaram a expressao de genes que produzem
enzimas detoxificadoras, com maior gasto celular para essa atividade resultando na
redu¢do da expectativa de vida ou mortalidade larval. Di Prisco et al. (2013)
identificaram o imunomodulador NF-kB, que reduz a resposta imune das abelhas no
combate de doencgas. Ao testar a exposi¢cdo das abelhas a inseticidas, observaram que a
transcricdao do gene que codifica esse inibidor aumenta permitindo a replicacao de virus
nocivos as abelhas.

A exposicao das abelhas a doses letais e subletais do inseticida fipronil pode
trazer graves prejuizos para as abelhas e colonias, sendo fundamental o estudo
aprofundado de seus efeitos. Desta forma, os objetivos do presente trabalho foram:

e Determinar a toxicidade (DLsy) do inseticida fipronil e as alteracdes
comportamentais de abelhas Apis mellifera africanizadas expostas em testes de
ingestdo e contato, em laboratério;

e Estudar as possiveis alteragdes na atividade motora de abelhas Apis mellifera
africanizadas expostas a DLsy e dose subletal (DLsgs09) do inseticida fipronil em
testes de ingestdo e contato, em laboratorio;

e Estudar possiveis alteragdes no comportamento de abelhas adultas, viabilidade de
cria e desenvolvimento populacional de enxames de Apis mellifera africanizadas
alimentados com a dose subletal (DLsos00) do inseticida fipronil em condig¢ao de

campo;
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e Estudar possiveis alteragdes na expressao do gene que codifica a defensina 1 em
abelhas Apis mellifera africanizadas adultas expostas a dose subletal (DLsg/s00) do

inseticida fipronil em campo.

A presente pesquisa resultou no artigo intitulado “Fipronil promove alteragoes
comportamentais e motoras em abelhas Apis mellifera africanizadas e afeta o
desenvolvimento de colonias expostas a dose subletal”, o qual serd submetido a

revista Apidologie, conforme as suas normas de publicacao.
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Fipronil promove alteracées comportamentais e motoras em abelhas Apis mellifera

africanizadas e afeta o desenvolvimento de colonias expostas a dose subletal
Toxicidade do inseticida fipronil para abelhas
Resumo

No presente estudo avaliou-se a toxicidade (DLsg) in vitro do fipronil e as altera¢des
comportamentais em abelhas Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae), em testes de
contato e ingestdo, bem como a atividade motora em abelhas expostas a DLsy e dose
subletal (DS — 1/500 DLsj). A DS (8ug L") foi fornecida por meio de xarope de agucar,
para colmeias e avaliou-se a viabilidade de cria, desenvolvimento populacional,
comportamento ¢ expressdo do gene defensina 1 em abelhas adultas. O fipronil foi
altamente toxico por ingestdo e contato, desencadeando agitagdo, convulsdo, tremores e
paralisia. Houve reducdo da atividade motora de abelhas expostas as DLsy e DS.
Verificou-se redugao da eclosao de ovos, postura, desenvolvimento de larvas e pupas e
abandono dos enxames expostos a DS. Abelhas adultas apresentaram inércia nos
enxames expostos a DS, sem apresentar alteragdo na expressao do gene defensina 1.
Conclui-se que o fipronil apresenta efeitos altamente toxicos para as abelhas A.

mellifera.

abelhas / fenilpirazois / polinizadores / colapso / expressao génica /
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Fipronil promote locomotor and behavioral changes in Africanized Apis mellifera

and affects the development of colonies exposed to sublethal dose

Toxicity of insecticide fipronil to honeybees

Abstract

In the present study we evaluated the in vitro toxicity (LDsg) of fipronil and behavioral
changes in adults Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae) in contact and ingestion
tests and the motor activity in bees exposed to the LDs, and sublethal dose (SD - 1/500
LDsg). The SD (8ug L) was provided through the sugar syrup to hives and were
evaluated the brood viability, population growth, behavior and expression of defensin 1
gene in adult bees. Fipronil was highly toxic by ingestion and contact, triggering
agitation, seizures, tremors and paralysis. There was a reduction of motor activity of
bees exposed to LDsp and SD. We observed reduced of hatching eggs, posture, larvae
and pupae development and abandonment of colonies exposed to SD. Adult bees
exposed to SD in swarms demonstrate inertia, without alterations in the defensin 1 gene

expression. We concluded that fipronil have highly toxic effects to honeybees.

bees / phenylpyrazoles / pollinators / collapse / gene expression /
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1. Introducio

As abelhas A. mellifera tem grande importdncia na produgdo apicola,
polinizacao de cultivos agricolas e vegetacao nativa. Estima-se que o valor do servico
realizado por esses insetos € superior a 216 bilhdes de dolares anuais, considerando
apenas a producdo de culturas utilizadas diretamente na alimentacdo humana (Gallai et
al. 2009). Apesar da sua importancia, consideraveis perdas de enxames manejados na
apicultura e reducdo da diversidade de abelhas nativas vém sendo observadas em todo
mundo (Oldroyd 2007; Stokstad 2007; Potts et al. 2010; Van Engelsdorp e Meixner
2010; Lu et al. 2012; Kaplan 2014), o que representa ameaca a seguranca alimentar e
manutencao dos ecossistemas.

Em 2006, sindrome denominada Colony Collapse Disorder (CCD) foi descrita
nos Estados Unidos, caracterizada pelo agravamento da perda de abelhas operarias, sem
a presenca de abelhas mortas no interior ou proximidades da colmeia e abandono das
crias e alimento no ninho (Van Engelsdorp et al. 2009). Entre os anos de 2012 e 2013, a
perda de 31,1% das 2,5 milhdes de colmeias nos EUA foi atribuida a CCD (Kaplan
2014), o que representa mais de 777.000 enxames (Stokstad 2007), totalizando prejuizo
que ultrapassa 116 milhdes de dolares, sem considerar as perdas na producao apicola e
de culturas agricolas dependentes da polinizacdo. Na Europa foram descritas perdas de
até 53% do total de colmeias manejadas em alguns paises (Williams et al. 2010). A
perda de colonias ocasiona prejuizos aos apicultores que necessitam repovoar suas
colmeias, onerando os custos da atividade e reduzindo a produgao apicola.

A reducdo de colonias de A. mellifera pode interferir na qualidade, quantidade e
preco de frutas e sementes utilizadas na alimentacdo humana e animal, além de
contribuir para a perda da biodiversidade. Uma das consequéncias imediatas da CCD foi
a elevacdo dos custos do aluguel de colonias para polinizagdo de cultivos agricolas, que
nos EUA passou de 50 para 200 dolares a partir de 2007 (Stokstad 2007).

Os principais fatores investigados como causadores da CCD envolvem a
destruicao de habitats e escassez de recursos florais (Oldroyd 2007; Freitas et al. 2009),
presenca de patogenos e parasitas (Oldroyd 2007; Bromenshenk et al. 2010), mudancas
climaticas (Van Engelsdorp e Meixner 2010) e elevado uso de adjuvantes e agrotoxicos

(Van Engelsdorp et al. 2009; Johnson et al. 2010; Decourtye et al. 2011; Ciarlo et al.
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2012; Connolly 2013). O uso de inseticidas sistémicos em cultivos agricolas, incluindo
fenilpirazois e neonicotinoides (Connolly 2013), podem contaminar 0s recursos
coletados pelas abelhas e ter relagdo a ocorréncia da CCD, devido a sua toxicidade.

O inseticida fipronil pertencente a classe dos fenilpirazois, utilizado para o
controle de pragas em cultivos agricolas (Tingle et al. 2003). O fipronil pode gerar
alteracdes comportamentais que prejudicam a atividade de forrageamento e
comunicacdo das abelhas (Colin et al. 2004; Aliouane et al. 2009), além de tornar as
colonias mais vulnerdveis ao ataque de patogenos e parasitas (Vidau et al. 2011;
Aufauvre et al. 2012).

A contaminagdo de recursos coletados pelas abelhas campeiras por doses
subletais de inseticidas, ndo ocasionam sua mortalidade imediata e possibilitam a coleta
e estocagem dessas substancias nas colonias. A maior perda de enxames no inverno
(Oldroyd 2007; Williams et al. 2010; Kaplan 2014), pode estar relacionada ao efeito de
doses subletais de inseticidas, devido ao consumo do alimento estocado e aumento da
longevidade das abelhas no inverno (Page e Peng 2001). Considerando a detecgdo do
fipronil em recursos coletados pelas abelhas e em colonias (Mullin et al. 2010; Pareja et
al. 2011; European Food Safety Authority 2013; Lambert et al. 2013) ¢ importante
investigar a exposicao das abelhas a doses subletais desse inseticida em longo prazo.

Alguns agrotoxicos podem afetar a expressdo de genes importantes na
resisténcia das abelhas as doencas e parasitas (Boncristiani et al. 2012). O estudo da
expressao de genes relacionados a resposta imune de abelhas expostas a doses subletais
de inseticidas, pode contribuir para verificar a existéncia de alteragdes que interferem na
sanidade das coldnias.

Considerando os prejuizos da redugdo de colonias de abelhas A. mellifera para a
economia mundial, que podem estar relacionados a exposi¢do ao fipronil, torna-se
fundamental investigar a toxicidade desse inseticida em testes de laboratorio e campo,
buscando evidenciar possiveis alteracdes que podem contribuir para o colapso das
colonias.

No presente estudo, determinou-se em laboratério a toxicidade (DLsg) do
fipronil e as alteracdes comportamentais de abelhas Apis mellifera africanizadas
expostas a doses desse inseticida por ingestdo ou contato. Avaliou-se também a

atividade motora de abelhas expostas a DLsy ou a dose subletal (DS - 1/500 DLs) de
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ingestdo e contato. Em campo, avaliou-se a viabilidade de cria, desenvolvimento
populacional, comportamento das abelhas adultas e expressdo do gene defensina 1 (que
codifica a expressao de um peptideo antibacteriano) em enxames alimentados com

xarope de acticar contaminado com a DS (8ug L™) do fipronil.

2. Metodologia

2.1. Local do experimento

O experimento foi desenvolvido na Area de Producio de Apicultura da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, localizada na Fazenda Experimental
Lageado, UNESP, Campus de Botucatu, coordenadas geograficas: 22°50°30”S;
48°25°41”0, com clima tipo Cfa e altitude média de 623 metros.

2.2. Testes de toxicidade

Foram utilizadas abelhas A. mellifera africanizadas, com mais de 20 dias de
idade, coletadas em unica colmeia, a fim de reduzir variagdes genéticas que poderiam
interferir nos testes. 480 abelhas campeiras que regressavam do campo foram coletadas
no alvado da colmeia, utilizando caixa armadilha, entre as 07h00 ¢ 08h00 da manha e
anestesiadas em freezer a -10°C por 1 a 2 minutos. Duas formas de exposi¢do foram
usadas para avaliar a toxicidade: ingestdo de alimento contaminado e contato com o
inseticida diluido.

O ingrediente ativo fipronil foi utilizado a partir da formulacdo comercial
utilizada em campo: Regent 800WG™ - 800 g i.a. fipronil/kg- (80% m/m); Ingredientes
Inertes - 200 g/kg (20% m/m) (BASF Agri-Production SAS, Saint Aubin Les Elbeuf,
Cleon, Franca). Foi preparada uma solucio de 1g L™ de Regent 800WG™ diluida em
agua destilada, sendo as demais doses utilizadas preparadas a partir dessa solugao. Para
todas as diluicdes utilizadas nos testes, considerou-se apenas a quantidade de
ingrediente ativo fipronil, sem considerar os ingredientes inertes. Nao foram observados
problemas com a solubilidade. As solu¢des foram agitadas vigorosamente durante a

preparacdo e antes da sua utilizacgao.
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A DLs, de ingestao foi determinada de acordo com metodologia descrita por
Miranda et al. (2003). As abelhas foram colocadas em caixas de madeira descartaveis
(25,0 x 15,0 x 10,0 cm), com telas nas laterais e receberam 1 mL de alimento (xarope de
acucar - 50%) em tubo plastico (50 x 10 x 10 mm). O alimento foi contaminado de
forma que cada abelha ao consumir 50uL, que corresponde ao volume médio da
vesicula melifera (Thompson e Hunt 1999), ingeria 0,005; 0,010; 0,021; 0,043; 0,087;
0,175; 0,350; ou 0,000png do fipronil (controle). Apds coletadas, as abelhas
permaneceram trés horas em jejum antes de iniciar os testes, a fim de garantir o
consumo do alimento contaminado, que foi fornecido durante trés horas, posteriormente
substituido por xarope de agucar.

Para determinagdo da DLsy por contato, as abelhas coletadas foram
imediatamente anestesiadas e transferidas para bandejas plasticas descartaveis (25 x 15
x 10 cm). Em seguida receberam 2pL da solugdo de fipronil no toérax, nas concentragdes
0,0035; 0,0070; 0,0140; 0,0280; 0,0560; 0,1120; 0,2240; ou 0,0000png (controle)
aplicadas com micropipeta automatica. As abelhas receberam xarope de agticar ad
libitum durante todos os testes.

As doses utilizadas nos testes de ingestdo e contato para calculo da DLsy foram
determinadas com base em testes preliminares, observando a mortalidade de abelhas
expostas a doses do fipronil durante 24 horas. Para cada dose testada na determinacdo
da DLsy de ingestdo e contato foram utilizadas 10 abelhas, sendo todos os testes
realizados em triplicata. Abelhas com alteragdes comportamentais ou em estado de
letargia foram rejeitadas e substituidas por abelhas saudaveis, antes de iniciar os testes.
As alteragdes comportamentais nas abelhas (agitacdo, convulsdo, tremores e paralisia)
foram observadas 30, 60, 90 e 120 minutos apds o inicio dos testes de toxicidade, sendo
cada grupo de 10 abelhas observado por 2 minutos (nos testes de ingestao, considerou-
se o tempo de trés horas para consumo das doses). As abelhas foram mantidas no escuro
a temperatura ambiente (25°t1°C), com umidade entre 60 e 65%, sendo as observacdes
realizadas na presenca de luz. Decorridas 24h do inicio dos testes, o nimero de abelhas
mortas em cada tratamento foi contabilizado e os resultados utilizados para determinar a

DLso. Em todos os testes, a mortalidade do grupo controle foi inferior a 5%.
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2.3. Avaliagdo de alteragdes motoras

Verificou-se a ocorréncia de alteragdes motoras em abelhas expostas por
ingestdo ou contato ao fipronil. Para isso, 720 abelhas adultas foram coletadas e
expostas a dose letal (DLsgp) ou subletal (DS) (1/500 DLsy) de ingestdo e contato do
fipronil. A coleta e exposi¢do das abelhas foram realizadas utilizando os mesmos
métodos descritos para os testes de toxicidade.

A atividade motora das abelhas foi avaliada nos tempos 1, 4 e 24 horas apos sua
exposicdo, considerando possivel degradacdo do fipronil em metabolitos nesses
intervalos de tempo (Hainzl et al. 1998; Narahashi et al. 2010). Os testes foram
realizados em laboratdrio, utilizando uma caixa de observagdo de madeira (60 x 35 x 04
cm), dividida em cinco raias (50 x 05 x 04 cm), contendo uma lampada fluorescente na
parte superior, coberta com vidro para permitir a observacdo das abelhas. Os testes
foram realizados em local escuro, com a caixa inclinada em 45° ¢ a lampada acesa,
estimulando a locomocao das abelhas por fototaxia positiva (Lambin et al. 2001). As
abelhas foram liberadas individualmente em cada raia, sendo anotado o tempo gasto
para percorrer 50 cm. Para cada dose testada e para cada intervalo de tempo avaliado,
foram utilizadas 10 abelhas tratadas e 10 abelhas controle. Todos os testes foram

realizados em triplicata.

2.4. Teste de campo - efeito de DS do fipronil em colonias de Apis mellifera
africanizadas

Nos testes de campo, foram utilizados 10 enxames de abelhas A. mellifera
africanizadas, alojadas em colmeias padrao Langstroth, padronizadas quanto ao niumero
de quadros de crias e alimento, com rainha jovem, sem a presen¢a de sintomas de
doencgas ou parasitas. Os enxames receberam xarope de agucar (50%) como alimento,
sendo aleatoriamente distribuidos em dois grupos: Tratamento: alimentados com DS do
fipronil (8ug L) e Controle: sem adigio do inseticida. A DS do fipronil fornecida aos
enxames corresponde a 1/500 da DLsy de ingestdo determinada no presente estudo,
considerando o consumo de 50uL de alimento por abelha (Thompson e Hunt 1999).

O alimento foi fornecido aos enxames ad libitum em alimentadores individuais
do tipo Boardman, durante 11 dias no periodo do inverno, a fim de garantir que as

abelhas ndo teriam outras fontes de néctar disponiveis e que consumiriam o alimento
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contendo a DS do fipronil. Diariamente o xarope de acucar foi renovado e foi realizada
mensuracdo da quantidade consumida por enxame. A temperatura minima e média
durante a realizagao do estudo em campo foi respectivamente de 12,6 + 3,45°C e 17,8 +
4,09°C; precipitacao pluviométrica 1,4 + 3,89 mm e umidade relativa 70,3 = 15,32%.

Para avaliacdo da viabilidade de crias nos enxames, utilizou-se metodologia
adaptada de Frommberger et al. (2012), delimitando uma area de 100 ovos, em todos os
enxames, utilizando suportes de arame afixados diretamente nos favos. A darea
delimitada foi fotografada, sendo avaliada a eclosdo dos ovos (72 h apds a delimitagdo)
e o numero de pupas no 12° dia (periodo de entrada na fase de pré-pupa) e 19° dia
(periodo que antecede o nascimento das operarias). O desenvolvimento populacional
dos enxames foi avaliado, com mensuragao das areas (cm?) de postura, cria aberta e
fechada, em dois quadros do centro do ninho, de acordo com metodologia descrita por
Al-Tikrity et al. (1971).

As revisdes das colonias foram realizadas quinzenalmente junto a avaliagdo da
viabilidade de crias e desenvolvimento populacional dos enxames, pelo periodo de 60
dias, desde o inicio do fornecimento do alimento. O comportamento das abelhas adultas
foi observado diretamente nas colonias durante as revisdes, observando a regularidade
da movimentacao, voo e comportamento de defesa, além da presenca de abelhas mortas
no interior e entorno das colmeias. Todas as colmeias foram inspecionadas a fim de
verificar visualmente a presenca de doencas que afetam as crias ou abelhas adultas
(Nosemose, Cria Ensacada, Cria-Giz, Loque Americana e Europeia) e parasitas (Varroa
destructor) de acordo com métodos descritos por Pennsylvania State University (2011).
Apds o término do experimento, os enxames do grupo controle foram revisados

quinzenalmente, por um periodo de 20 semanas.

2.5. Expressdo do gene defensina 1 em abelhas Apis mellifera africanizadas expostas
em campo a DS de fipronil

Para analise da expressdo do gene defensina 1, foram coletadas aleatoriamente e
imediatamente congeladas a -80°C, cinco abelhas adultas por enxame exposto a DS do
fipronil e controle, nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 a partir do inicio do fornecimento da
alimentag@o. O RNA foi extraido de um “pool” de cinco cabecas de abelhas (Scharlaken

et al. 2008), utilizando 500 pl de TRIzol® Reagent (Life Technologies, Carlsbad, CA)
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para cada amostra, de acordo com instrugdes do fabricante. O produto de extragdo foi
visualizado em gel de agarose 1% e quantificado em aparelho NanoDrop
(Spectrophotometer ND-1000). Em seguida, as amostras foram armazenadas a -80°C.
Apos, uma solucdo de oligo dT (N=18) 0,75 mM; oligos aleatérios (N=8) 0,15 mM;
dNTPs 0,75 mM e 11 pl RNA tratado com DNAse, foi preparada e incubada a 65°C por
cinco minutos e colocada no gelo por um minuto. A esta preparagdo, foi adicionado
tampdo 1x DTT 0,005; RNAse out 40 U e 100 U da enzima SuperScript” III Reverse
Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA). Esta preparagdo foi incubada a 50°C por uma
hora e depois a 70°C por 15 minutos.

As reagdes de PCR em Tempo Real foram realizadas no aparelho ABI 7300
(Applied Byosystems) utilizando o kit SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Byosystems, Foster City, CA) nas seguintes condi¢des: um ciclo a 50°C por 2 minutos;
um ciclo a 94°C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de 94°C por 15 segundos e 60°C
por 1 minuto. A curva de dissociacdo foi obtida da seguinte maneira: 95°C por 15
segundos, 60°C por 30 segundos e 95°C por 15 segundos. A determinagdo da expressao
do gene defensina 1 foi realizada por meio de Real Time PCR, em triplicatas, utilizando
0 gene actina como controle (Scharlaken et al. 2008). Para cada reagdo realizou-se um
controle negativo, constituido da mistura de reagentes e agua. As sequéncias e

informagdes dos oligonucleotideos utilizados sdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados no estudo da expressdo génica de abelhas Apis

mellifera africanizadas expostas a dose subletal (DS) do inseticida fipronil (8ug L™).

Gene N° de acesso no Sequéncia dos Primers 5°- 3’ Amplificado Ta® E" (%)
Gene Bank (pb) O
Actina AB023025 TGCCAACACTGTCCTTTCTG 155 61 91,17
AGAATTGACCCACCAATCCA
Defensina 1 U159551 GTCGGCCTTCTCTTCATGGT 200 61 87,06
GACCTCCAGCTTTACCCAAA

Ta® - Temperatura 6tima de anelamento especifica de cada primer. E° - Mensuragio da eficiéncia da

reacdo de Real Time PCR (calculada por meio da curva padrao).

A eficiéncia dos oligonucleotideos (E) foi calculada a partir de quatro dilui¢des

das amostras de cDNA: 1:5, 1:25, 1:125 e 1:625, utilizando a formula E=10(-
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l/inclina¢do). A quantificacdo relativa dos genes (R) foi determinada de acordo com
Pfaffl (2001), na qual o CP (crossing point) ¢ definido como o ponto em que a
fluorescéncia detectada esta apreciavelmente acima da fluorescéncia de fundo,

utilizando a seguinte formula:

E alvo ACP alvo (controle — amostra)

R =
ACP endogeno (controle — amostra) E endogeno

2.6. Analises estatisticas

A DLsy de ingestdo e contato com base na mortalidade por dose foi calculada
utilizando a Andlise Probit com probabilidade maxima, usando o programa estatistico
Minitab (Minitab Inc 2001). Os resultados da avaliacdo da atividade motora, consumo
de alimento, viabilidade de cria, desenvolvimento populacional e expressdo génica
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) seguida do Teste de Tukey, sendo

considerados estatisticamente diferentes quando P<0,05 (Zar 2010).

3. Resultados

A DLsj (24h) de ingestao foi de 0,19 = 0,06 pg/abelha, obteve-se a equagdo Y =
0,6492 + 33,73 X - 50,05 X**2 (Figura 1A). A DLsy (24h) de contato foi de 0,009 +
0,003pg/abelha, obteve-se a equagao Y = 2,762 + 166,9 X - 1580 X**2 + 4314 X**3
(Figura 1B). O fipronil demonstrou maior toxicidade quando administrado por contato.
As alteracdes comportamentais observadas incluiram agitagcdo, convulsdo, tremores e
paralisia nas abelhas tratadas com doses entre 0,01 e 0,35ug nos testes de ingestdo; e
entre 0,007 e 0,224pg nos testes de contato, 30, 60, 90 e 120 minutos apoOs sua

exposicao.
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Figura 1. Ensaio de toxicidade aguda de Apis mellifera africanizadas expostas a doses

do fipronil para calculo da DLsy. A. Exposi¢do por ingestdao; B. Exposi¢ao por Contato.

As abelhas intoxicadas por ingestdo ou contato com a DLsy levaram maior
tempo para percorrer o trajeto avaliado (50 cm) nos testes de atividade motora, quando
comparadas ao grupo controle (Tabela 2). A redugdo da atividade motora observada em
abelhas expostas no tempo 24 horas pode estar relacionada ao efeito prolongado do

fipronil ou a formagdo de metabolitos toxicos.

Tabela 2. Médias e desvio-padrdo do tempo (s) gasto pelas abelhas Apis mellifera
africanizadas para percorrer 50 cm apds exposicao por ingestdo ou contato com a DLs

do inseticida fipronil, nos tempos 1, 4 € 24 horas.

Tratamento 1h 4h 24 h
Controle 13,345,9a 17,545,1a 17,643,5a
DL Ingestio (0,2ng/abelha) 29,8+8,6b 27,2+6,9b 22,4+7,7b
Controle 13,743,8a 16,8+4,8a 17,745,5a
DLsy Contato (0,009png/abelha) 32,8£8,1b 28,6%9,4b 26,249,0b

Letras mintsculas diferentes, na mesma coluna, indicam diferenga estatistica entre médias (P<0,05),

usando o Teste de Tukey.

Na exposi¢ao das abelhas as DS do fipronil houve diferenca no tempo para
percorrer o trajeto avaliado (50 cm), 04 horas apos sua exposi¢do por ingestdo e 24
horas apds exposi¢ao por contato, quando comparadas ao grupo controle (Tabela 3). As
alteracdes motoras observadas nas abelhas expostas a DS do fipronil por contato no

tempo 24 horas podem ser devidos a maior toxicidade desse inseticida utilizando essa
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via de exposicdo. O efeito prolongado do fipronil ou a formagao de metabolitos toxicos
em diferentes tempos podem ter contribuido para a reducdo da atividade motora das

abelhas.

Tabela 3. Médias e desvio-padrdo do tempo (s) gasto pelas abelhas Apis mellifera
africanizadas para percorrer 50 cm ap6s exposi¢ao por ingestdo ou contato com a dose

subletal (DS) do inseticida fipronil, nos tempos 1, 4 € 24 horas.

Tratamento 1h 4h 24 h
Controle 13,2+6,8a 11,7+3,8a 17,8+3,6a
DS Ingestao (0,0004pg/abelha) 12,2+4,5a 16,6+3,9b 16,2+4,1a
Controle 13,8+4,1a 19,34+6,9a 17,944,2a
DS Contato (0,000018ng/abelha) 15,6+3,9a 17,34£5,1a 20,3+7,1b

Letras minusculas diferentes, na mesma coluna, indicam diferenga estatistica entre médias (P<0,05)

usando o Teste de Tukey.

O consumo de xarope de agucar fornecido aos enxames nao diferiu (P>0,05)
entre os enxames do grupo tratado e controle, sendo a média de consumo de 2064,3 +
200 mL e 1950,2 = 50 mL, respectivamente.

Nos enxames que receberam alimento com a DS do fipronil, houve reducdo da
eclosdo de ovos a partir da terceira quinzena; redugdo do niimero de pupas com 19 e 12
dias de idade a partir da primeira e segunda quinzena, respectivamente, em comparagao

aos enxames do grupo controle (Tabela 4).

Tabela 4. Médias e desvio padrdo da viabilidade de cria (%) de enxames de Apis
mellifera africanizadas que receberam xarope de aglicar puro (controle) ou contaminado

com a dose subletal (DS) do inseticida fipronil (8ug L™).

Eclosio de ovos Numero de pupas 12°dia  Numero de pupas 19° dia

Quinzena Controle DS 8ugL”') Controle DS @pgL”')  Controle DS (8ugL™)

1° 93,548,1a  93,9+540a 872+122a 692+12,7a  71,5422,0a  29,2+17,7b
2 91,2+1,8a  62,6+13,6a 84,7+4,90a 22,7+149b  70,9+52a  5,3+3,50b
3 90,6+3,2a  554+32,8b  87,74240a  16,14222b  72,8+47a  6,22+0,7b
4 94,6+1,5a  10,1+152b  89,6+2.90a 0,0+ 0,0b 81,444,5a 0,0£0,0b

Letras minusculas diferentes, na mesma linha, indicam diferenca estatistica entre médias P<0,05) usando

o Teste de Tukey.
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Houve reducao significativa na area de postura a partir da 6* semana, da area de
cria aberta a partir da 3* semana e de cria fechada a partir da 4* semana nos enxames
alimentados com a DS do fipronil, em comparagdo aos enxames do grupo controle
(Tabela 5). Durante as revisdes, as abelhas que receberam dieta contaminada
apresentaram inércia, caracterizada pela reducdo da movimentagdo, voo € menor
comportamento de defesa das colonias; ndo foi observada mortalidade de abelhas no
interior ou no entorno das colmeias. Houve redugdo gradual do numero de abelhas
adultas nas colonias. Nenhuma colmeia apresentou sintomas de doengas nas areas de
cria ou abelhas adultas e ndo houve infestagdo de V. destructor durante todo periodo
experimental.

O desenvolvimento das larvas a partir da 8* semana nos enxames expostos a DS
do fipronil foi totalmente comprometido. Houve abandono de 100% das colmeias pelas
abelhas adultas 60 dias apos sua exposi¢do a DS do fipronil. As colmeias abandonadas
apresentaram estoques de mel e pdlen. Todas as colonias do grupo controle mantiveram
desenvolvimento inalterado e estavam vivas vinte semanas apds o abandono das

colmeias do grupo tratamento.

Tabela 5. Médias e desvio padrdo das areas de postura, cria aberta e cria fechada (cm?)
de enxames de Apis mellifera africanizadas que receberam xarope de aglicar puro

(controle) ou contaminado com a dose subletal (DS) do inseticida fipronil (8ug L™).

Area de Postura Area de Cria Aberta Area de Cria Fechada

Semana Controle DS (8ug L) Controle DS (8ug L) Controle DS (8ug L)

1 48242442  794+199a  402+31.9a  272+122a  104,2+66,0a  116+39,2a
20 46,0+14,5a  55.8+12,6a  43,8423,0a  550+17,6a  73,8+552a  19,8+12,1a
3 60,2+36,2a  582+164a  414+134a  9,6+7,1b 87,2460,6a  36,4+18,9a
4 84,4+70,1a  24,4480a  550+£37,6a  7,4+4,1b 72,8+18.8a 5,046,0b
50 90,6+77,5a  17,8+10,3b  76,04622a  5,846,4b 73,0451,5a 0,0+0,0b
6 40,6+12,1a  13,2+122b  87,04742a  3,8+64b 96,0+61,2a 3,0452b
7 28,449 8a 8,8+12,0b  36,0+12,7a  7.4+10,1b  111,4+73,1a  5,0+10,1b
g2 28,445,0a 9,4+1296  252+98a 3,0+5,2b 78 ,4+67,5a 5,0+7,2b
9 30,629,7a 0,0£0,0b 24,043,7a 0,0+0,0b 33,8+11,79 0,0+0,0b

Média 50,8+41,4a 29,6+28,8b 47,6+39,8a 13,2+18,6b 81,1+54,8a 21,1+38,5b

Letras mintsculas diferentes, na mesma linha, indicam diferenca estatistica entre médias (P<0,05),

usando o Teste de Tukey.
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A expressdo do gene defensina 1 em abelhas coletadas em colmeias expostas a

DS do inseticida fipronil ndo foi alterada, em comparagdo ao grupo controle (Tabela 6).

Tabela 6. Médias ¢ desvio padrdo da quantificagdo relativa do gene defensina I em Apis
mellifera africanizadas coletadas em colonias que receberam xarope de agucar puro

(controle) ou contaminado com a dose subletal (DS) do inseticida fipronil (8pg L™).

Tratamento Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
Controle 0,99+0,55a 0,92+0,45a 1,14+0,67a 0,82+0,54a
DS (8ug L'l) 0,97+0,46a 0,90+0,64a 0,88+0,88a 0,70+0,67a

Letras minusculas diferentes, na mesma coluna, indicam diferenca estatistica entre médias (P<0,05)

usando o Teste de Tukey.

4. Discussao

Os resultados para a DLsy de ingestdo e contato indicaram alta toxicidade do
inseticida fipronil para A. mellifera africanizadas. De acordo com Johansen e Mayer
(1990) os inseticidas sdo considerados altamente toxicos para abelhas quando
apresentam DLsg inferior a 2pg por abelha. Os resultados obtidos sdo semelhantes aos
relatados por Defra (2007) que obteve DLsy de ingestdo de 0,12 pg/abelha e Mayer e
Lunden (1999) que obtiveram DLs, de contato de 0,013 pg/abelha.

Os ingredientes inertes, presentes em formulagdes comerciais de agrotoxicos,
sdo responsaveis por potencializar o efeito dos ingredientes ativos e de acordo com
Ciarlo et al. (2012) podem ser toxicos para as abelhas. Apesar disso, no presente estudo
optou-se pela utilizagdo da formulagdo comercial do fipronil que ¢ utilizada nas
pulverizacdes em campo, a fim de simular da maneira mais proxima possivel a
exposicao das abelhas a esses produtos.

As alteragdes comportamentais das abelhas, observadas durante os testes de
toxicidade, incluiram agitagdo, convulsdo, tremores e paralisia. Essas alteragdes podem
ser devido a agdo antagoOnica do fipronil sobre o neurotransmissor dcido gama amino
butirico (GABA), que atua impedindo a entrada dos ions CI™ nas células nervosas de

insetos intoxicados, causando atividade neural excessiva (Narahashi et al. 2010).
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Demonstrou-se que abelhas sofreram alteragdo na atividade motora apos serem
expostas por ingestdo ou contato a DLsy e a DS do inseticida fipronil. A atividade
locomotora em insetos ¢ regulada pela sinalizagdo GABAergica que pode ser bloqueada
devido a ligacdo do fipronil ao neurotransmissor GABA (Narahashi et al. 2010), o que
justifica os resultados obtidos neste estudo. A redugdo da atividade motora observada
nos diferentes tempos avaliados indica uma acdo prolongada desse inseticida sobre o
sistema nervoso dos insetos, ou pode estar relacionada a degradagdo do fipronil em
metabolitos sulfona e disulfenil, que também podem prejudicar a atividade motora
(Hainzl et al. 1998). Alteracdes na atividade locomotora em abelhas expostas por
contato a DS de 0,00001pg fipronil foram relatadas por Aliouane et al. (2009).

A exposicao das abelhas ao fipronil durante a coleta de néctar, polen, resinas e
agua, bem como sua presenga em colonias de A. mellifera (Mullin et al. 2010; Pareja et
al. 2011; Lambert et al. 2013) representa risco para esses polinizadores, que podem
sofrer alteragdes comportamentais e ter a atividade motora prejudicada. De acordo com
Aliouane et al. (2009), as modificacoes de uma ou mais fungdes das abelhas pode
prejudicar a atividade de forrageamento e comprometer sua sobrevivéncia.

Nao se observou diferenga no consumo de xarope de agucar fornecido as
colonias contendo a DS do fipronil em relagdo ao grupo controle, indicando auséncia de
efeitos anti-alimentares ou repelentes desse inseticida para as abelhas. Esse fato pode
contribuir para a exposi¢do repetida das abelhas a esse inseticida em campo,
ocasionando o acumulo de recursos contaminados em colmeias, como verificado em
estudos realizados por Pareja et al. (2011).

Nos testes de campo, verificou-se progressiva reducdo da viabilidade de cria,
desenvolvimento populacional e alteragdes comportamentais nas abelhas adultas em
enxames expostos a DS do fipronil. Esses resultados possivelmente se devem a
utilizacdo de alimento contaminado com fipronil para alimentar as larvas em
desenvolvimento e ao consumo repetido de alimento contaminado pelas abelhas adultas.
O fipronil pode ter sido degrado no decorrer do estudo, da mesma forma que ocorre
quando aplicado em campo, dando origem aos metabdlitos sulfona e disulfenil que
também apresentam alta toxicidade (Hainzl et al. 1998).

O fornecimento de xarope de agucar contaminado com a DS do fipronil durante

o periodo do inverno garantiu sua utilizagdo imediata pelas abelhas, j4 que nesse
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periodo ndo existem outras fontes de néctar disponiveis na area de estudo. Em periodos
de floradas, possivelmente as abelhas coletariam néctar na vegetacdo nativa,
interferindo nas analises para a avaliagdao dos efeitos da DS. A exposi¢do de enxames a
DS do fipronil no periodo do inverno revelou alta toxicidade desse inseticida para as
abelhas adultas e em desenvolvimento. Deve-se considerar que no inverno as abelhas
apresentam maior longevidade (Page e Peng 2001) e consomem recursos estocados nas
colonias, aumentando sua exposicdo a agrotoxicos. A maior perda de enxames no
inverno (Oldroyd 2007; Williams et al. 2010; Kaplan 2014), pode estar relacionada ao
efeito de doses subletais do inseticida fipronil.

A exposi¢do dos enxames ao fipronil e sua utilizacdo pelas abelhas pode
prejudicar diversas atividades na colonia. A coleta de recursos pode ser prejudicada
devido a alteragdes na atividade motora de abelhas campeiras, que ao consumir os
recursos contaminados apresentam maior letargia. Alteracdes motoras podem ser mais
intensas em periodos de escassez de floradas, quando as abelhas sdo expostas a DS de
fipronil presente em alimentos contaminados, devido as repetidas exposigdes ao
inseticida.

O neurotransmissor GABA que ¢ afetado pelo fipronil também regula a
contragao muscular das abelhas (Narahashi et al. 2010), importante na geragao de calor
para manutencdo da temperatura dos enxames. Devido ao resfriamento do ambiente no
inverno, os enxames expostos a DS do fipronil podem ter o aquecimento do ninho
comprometido, prejudicando a criagdo das larvas. O desenvolvimento das abelhas em
colonias expostas a DS do fipronil também pode ser prejudicado, devido a alta
toxicidade desse inseticida para abelhas adultas e para larvas, conforme resultados
apresentados no presente estudo.

A progressiva reducao do nimero de abelhas adultas nas colonias expostas a DS
do fipronil, em fung¢dao do comprometimento do desenvolvimento populacional das
coldnias, auséncia de abelhas mortas no interior ou nas proximidades das colmeias,
abandono dos enxames pelas abelhas adultas deixando estoques de mel e pdlen,
observados no presente estudo assemelham-se ao fendmeno Colony Collapse Disorder
(CCD) descrito por Van Engelsdorp et al. (2009). Estudo conduzido por Lu et al. (2012)
verificaram que a exposicdo de enxames a DS de inseticida prejudicou o

desenvolvimento das coldnias, seguida do seu abandono. E importante destacar que as
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coldnias do grupo controle utilizadas no presente estudo mantiveram desenvolvimento
inalterado e se mantiveram ativas até¢ a 20* semana de avaliacdo. Esse dado confirma
que a perda dos enxames do grupo tratamento foi devida a exposicao a DS do fipronil.
As observagoes realizadas nesse estudo reforgam as suspeitas de que doses subletais de
inseticidas podem ocasionar ou facilitar a ocorréncia do fendmeno Colony Collapse
Disorder (CCD), conforme sugerido por Van Engelsdorp et al. (2009) e Lu et al. (2012).

A utilizacdo de agrotoxicos em cultivos agricolas pode contribuir para a
contaminagdo de todos os recursos coletados pelas abelhas, devido a dispersao desses
produtos pelo vento durante sua aplicacdo. Considerando a presenga do fipronil em
colonias de abelhas abandonadas, nas quantidades entre 40 a 100pg kg™ ¢ 150 a 170pg
kg'1 em amostras de mel e abelhas, respectivamente (Pareja et al. 2011) e sua detecgdo
em menores doses em estudos realizados por Mullin et al. (2010), Pareja et al. (2011) e
Lambert et al. (2013), os resultados do presente estudo demonstram a importancia da
adocdo de estratégias que visem reduzir sua utilizagao.

Em paises da Unido Europeia a taxa de aplicacdo do fipronil varia entre 17,5 a
44¢g/i.a/ha, sendo que os cultivos tratados com essa quantidade de ingrediente ativo
apresentaram respectivamente 2,3 ¢ 6,4ug do fipronil kg no poélen (European Food
Safety Authority 2013) o que confirma a exposi¢ao dos polinizadores a esse inseticida
em doses subletais. O uso do fipronil em doses entre 80 a 400g/i.a/ha em paises da
América Latina (Basf The Chemical Company 2014) representa grandes riscos para os
polinizadores, devido a alta concentragdo desse inseticida que podem estar presentes em
recursos coletados por esses insetos.

A expressdo do gene defensina 1 ndo foi alterada em abelhas coletadas nas
colmeias expostas a DS do fipronil ao longo do estudo. O gene defensina 1 codifica a
expressao de um peptideo antimicrobiano do sistema imunoldgico das abelhas, sendo
que a reducdo da sua expressdo pode tornar as abelhas mais suscetiveis ao ataque de
microrganismos (Ilyasov et al. 2012). As abelhas sdo normalmente expostas a
microrganismos encontrados naturalmente nas colonias (Evans et al. 2006), o que
proporciona um desafio para as abelhas, tornando necessaria a sintese de proteinas de
defesa. A coleta de abelhas diretamente nas colonias para posterior analise da expressao

do gene defensina 1 dispensou a exposicao artificial das abelhas a microrganismos.
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Futuros estudos sdo sugeridos visando avaliar a expressdo de genes do sistema
imunoldgico de abelhas expostas a doses subletais de inseticidas utilizados em cultivos
agricolas e na presenca de parasitas causadores de doencas em abelhas, como o acaro V.
destructor e patégenos como Nosema sp., que de acordo com Connolly (2013) podem
prejudicar a sanidade das abelhas. Estudos realizados por Boncristiani et al. (2012)
verificaram alteracdo da expressdo de genes do sistema imunologico em abelhas
expostas doses subletais de acaricidas e na presenga do acaro V. destructor.

A alta toxicidade do fipronil para os polinizadores levou paises como a Franga,
Italia, Alemanha e Eslovénia a proibirem sua utilizagdo (Ghisi et al. 2011). Os
resultados apresentados no presente estudo demonstram os riscos da utilizacdo do
fipronil para A. mellifera, comprovando a ocorréncia de alteragdes comportamentais e
locomotoras. Além disso, o desenvolvimento ¢ manutencao de colonias expostas a dose
subletal do fipronil foi comprometido, culminando no colapso e abandono dos enxames.
Diante dos resultados apresentados, sugere-se a revisdo da autorizagdo do uso do
fipronil em paises onde € autorizado.

Estudos em longo prazo para deteccdo de efeitos toxicos de doses subletais de
agrotoxicos a que as abelhas sdo expostas sdo sugeridos a partir dos resultados
apresentados no presente estudo. E importante que esses estudos sejam realizados em
periodos criticos para a sobrevivéncia das abelhas, como no inverno, quando os recursos
potencialmente contaminados por agrotoxicos sao consumidos pelas abelhas.

A avaliagdo da toxicidade dos agrotdxicos para as abelhas considerando seus
efeitos subletais durante o inverno, pode contribuir para melhor entendimento do
declinio dos polinizadores, permitindo a adogao de estratégias que reduzam a exposi¢ao
das abelhas a essas substancias, como descritas por Hooven et al. (2013). A redugdo
mundial do nimero de enxames de A. mellifera pode prejudicar a polinizagdo de
cultivos agricolas e areas de vegetacdo nativa (Aizen e Harder 2009) sendo fundamental
reduzir a utilizacdo de inseticidas altamente toxicos, que sdo responsaveis pelo declinio
desses polinizadores.

Conclui-se que o fipronil apresenta efeitos altamente toxicos para as abelhas
Apis mellifera, ocasionando alteragdes que podem contribuir para o colapso das
colonias, devendo ser estudadas medidas que possibilitem sua substitui¢dao por produtos

com menor toxicidade para esses polinizadores.
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Implicagdes

As abelhas sdo os principais agentes polinizadores em cultivos agricolas e areas
de vegetacdo nativa, além de terem grande importancia na produgdo apicola. Apesar da
sua importancia, grandes perdas de colonias vém sendo registradas mundialmente,
estando a ampliacdo do uso de agrotoxicos entre as principais causas desse fendmeno. A
contaminagdo do ambiente por agrotoxicos normalmente expde as abelhas e suas
coldnias a efeitos deletérios. Atualmente os testes para a liberagdao do uso de agrotdxicos
consideram apenas sua toxicidade aguda para as abelhas, obtida em testes de
laboratério, sem considerar os prejuizos que podem ser decorrentes da exposi¢ao
repetida desses polinizadores a doses subletais e seus efeitos sobre as colonias.

A utilizagdo de agrotoxicos sistémicos e ndo sistémicos para o combate a pragas
expdem os polinizadores a essas substancias, devido a sua alta persisténcia no ambiente
e a contaminagdo dos recursos (néctar, polen, resinas e dgua) coletados pelas abelhas. A
aplicagdo aérea de agrotdxicos, pratica comum em grandes areas de monocultivos, pode
agravar essa exposicao.

Estudos aprofundados dos efeitos de agrotoxicos (considerando efeitos letais e
subletais, em laboratdrio e campo) para as abelhas podem contribuir para reavaliagao da
autorizagdo do uso de produtos altamente toxicos, visando reduzir os impactos da sua
utilizagdo. Esses estudos também podem contribuir para o entendimento do declinio dos
polinizadores registrado em diversos paises nos ultimos anos. A ampliagdao de estudos
que avaliem a exposi¢do das abelhas a agrotoxicos ¢ fundamental, pois pode contribuir
para avaliagdo dos riscos e impactos ecologicos e econdmicos dessas substancias, além
de estimular a industria quimica a desenvolver produtos mais especificos para o
combate a pragas e que sejam menos nocivos aos polinizadores.

Futuros estudos para avaliar o efeito da exposi¢dao de abelhas a doses subletais
de agrotoxicos e agentes patogénicos sdo sugeridos, a fim de avaliar o impacto de
agentes quimicos e bioldgicos sobre o desenvolvimento e manuten¢do de colOnias. A
exposicao de colonias a multiplos agrotoxicos, para avaliagdo de efeitos sinérgicos
dessas substancias também ¢ sugerida. Estudos da aprendizagem olfatoria, percepgao
gustativa e analise da expressdo de genes do desenvolvimento, desintoxicacao e sistema

imunoloégico também devem ser aprofundados em abelhas expostas a agrotoxicos.



