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RESUMO
As abelhas Apis mellifera possuem importancia ecolégica, econémica e social, pois sdo essenciais
para manutencdo da biodiversidade de plantas silvestres e agricolas, e para a producdo de mel e
outros produtos apicolas bastante requisitados pela industria de alimento, farmacéutica e de
cosmeéticos. Entretanto, tem se observado nos Gltimos anos um declinio de populag6es de abelhas,
muitas vezes atribuido ao distarbio do colapso das coldnias (CCD), que é associado, entre outros
fatores, ao uso excessivo de agrotoxicos. Assim, este estudo objetivou avaliar se produtos sintéticos
e naturais possuem influéncia sobre o declinio de abelhas, analisando possiveis alteracfes
histofisiologicas no intestino médio de A. mellifera, e consequentemente as modificacdes
nutricionais das abelhas tratadas com um inseticida botanico Azamax® e o composto Limoneno
em comparacdo ao inseticida sintético Karate e o herbicida Glifosato. A contaminacao dos produtos
e composto se deu por ingestdo pelo periodo de 24h. O inseticida Karate e 0 composto Limoneno
foram altamente toxicos as A. mellifera, e o Glifosato apresentou baixa toxicidade, ja 0 Azamax®
foi repelente as abelhas na dose recomendada de campo. Todas as substancias avaliadas causaram
danos nas células digestivas sendo possivel observar o comprometimento da matriz peritrofica.
Consequentemente, todos os tratamentos acarretaram em uma reducgdo na absorcdao de nutrientes

(proteina, lipidio, acucar total e glicogénio) pelas abelhas, onde o Limoneno e o herbicida Glifosato



acarretaram em uma diminui¢cdo mais acentuada das proteinas totais. Esses resultados, além de
reforcar o impacto de defensivos agricolas sobre os polinizadores, neste caso sobre as abelhas A.
mellifera, indicam que os produtos naturais podem ser igualmente ou mais prejudiciais aos insetos
benéficos quando comparados aos produtos sintéticos. Vale ressaltar, que a repeléncia causada pelo
inseticida botanico Azamax® em altas dosagens, é uma vantagem por ser mais dificil o contato das

abelhas com este defensivo, em campos agricolas.

PALAVRAS-CHAVE: Polinizadores, CCD, agrotoxicos, intestino médio, histologia,

histoquimica, nutrigao.



EFFECTS OF INSECTICIDES, HERBICIDE AND LIMONENE COMPOUND ON
DIGESTIVE HISTOPHYSIOLOGY IN HONEY BEES Apis mellifera
por
CATIANE OLIVEIRA SOUZA
(Sob Orientacéo da Professora Valéria Wanderley Teixeira UFRPE)
ABSTRACT
Apis mellifera bees have ecological, economic and social importance, as they are essential
for maintaining the biodiversity of wild and agricultural plants, and for the production of honey and
other bee products that are highly requested by the food, pharmaceutical and cosmetics industry.
However, a decline in bee populations has been observed in recent years, often attributed to colony
collapse disorder (CCD), which is associated, among other factors, with the excessive use of
pesticides. Thus, this study aimed to evaluate whether synthetic and natural products have an
influence on the decline of bees, analyzing possible histophysiological changes in the midgut of A.
mellifera, and consequently the nutritional changes of bees treated with a botanical insecticide
(Azamax®) and the compound limonene compared to the synthetic insecticide lambda-cyhalothrin
and the herbicide glyphosate. Contamination of the products and compost occurred by ingestion for
a period of 24 hours. The lambda-cyhalothrin insecticide and the limonene compound were highly
toxic to A. mellifera, and glyphosate showed low toxicity, while Azamax® was repellent to bees at
the recommended field dose. All substances evaluated caused damage to digestive cells and it was
possible to observe the impairment of the peritrophic matrix. Consequently, all treatments resulted
in a reduction in the absorption of nutrients (protein, lipid, total sugar and glycogen) by bees, where

the compound limonene and the herbicide glyphosate resulted in an accentuated decrease in total



proteins. These results, in addition to reinforcing the impact of pesticides on pollinators, in this case
on A. mellifera bees, indicate that natural products may be equally or more harmful to beneficial
insects when compared to synthetic products. It is worth mentioning that the repellency caused by
the botanical insecticide Azamax® at high dosages is an advantage because it is more difficult for

bees to contact this pesticide in agricultural fields.

KEY WORDS: Pollinators, CCD, pesticides, midgut, histology, histochemistry, nutrition.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

A polinizacdo é o processo em que ocorre a movimentacéo do pdlen dentro ou entre flores, no
qual ele é transferido de uma antera para um estigma e resulta na produgdo de sementes e frutos
através da fertilizacdo sexual, exercendo, desta forma, uma funcéo ecossistémica importante para
reproducdo de plantas e conservacao de sua biodiversidade, além de impactar na producéo de cultivos
agricolas (Buchmann & Nabhan 1996, Kevan & Imperatriz-Fonseca 2002, Klein et al. 2007, Ricketts
et al. 2008, Eardley et al. 2016).

A maioria das plantas séo polinizadas por insetos e outros animais e a auséncia deste fenébmeno
acarretaria em uma reducdo da producdo agricola de 90%, em 12% das principais culturas mundiais,
e 28 % das culturas teriam uma perda na producéo entre 40 e 90% (Eardley et al. 2016). Além disso,
varios cultivos, que sdo auxiliados por esses organismos durante o processo de fecundacgdo, sdo
fontes de vitaminas e minerais fundamentais para satde humana. Logo, a conservacdo desses animais
é essencial para seguranca alimentar da humanidade, porém a polinizacdo esta entre 0s 15 servi¢cos
ecossistémicos apontados com o estado em declinio pela Avaliacdo Ecossistémica do Milénio
(Chopra et al. 2005, Eilers et al. 2011, Chaplin-Kramer et al. 2014, Smith et al. 2015).

Dentre os animais que cumprem esse papel temos as abelhas, moscas, borboletas, mariposas,
besouros, tripes, vespas e vertebrados (Kevan & Baker 1983, Scoble 1995, Proctor et al. 1996,
Elberling & Olesen 1999, Larson et al. 2001, Willmer 2011). Dentro desta variedade, 0s insetos séo
o0s principais polinizadores de culturas agricolas, sendo as abelhas as mais conhecidas. Elas surgiram
em decorréncia de um processo evolutivo que coincide com a chegada das flores a cerca de 135

milhGes de anos atrds. Sdo descendentes das vespas, que pararam 0s seus habitos predatorios e



comecaram a se alimentar do polen. Atualmente mais de 20 mil espécies de abelhas sdo conhecidas,
e apenas 2% séo sociais e produzem mel (Camargo et al. 2002, Hu et al. 2008).

Desde os tempos pré-historicos que o mel é requisitado como mercadoria. E 0 adogante mais
antigo conhecido e se trata de um liquido doce de cor dourada e viscoso (Thomas & Schumann 1992,
NHB 1998, FAO 2002), é produzido a partir do néctar das flores e composto por agucares, agua,
minerais, uma pequena quantidade de vitaminas e outros nutrientes. Além do mel, diferentes
produtos séo derivados da apicultura, tais como cera, propolis, geleia real, polen apicola e a apitoxina
(Krell 1996, Barbosa et al. 2007, Jull et al. 2015).

Dentre as produtoras de mel, a abelha europeia Apis mellifera (Linnaeus) foi introduzida pelos
europeus nas Américas durante o periodo de colonizacio, e entdo foi levada para Asia, logo, é
comum, a préatica da apicultura com esta espécie. Além disso, a A. mellifera passou a ser muito
utilizada para polinizagdo de culturas em sistemas de agricultura intensiva, permanecendo em
abundancia em todos os continentes (Southwick & Southwick 1992, Morse & Calderone 2000,
Kevan 2007).

A producdo do Brasil no ano de 2020 foi de 51.508 ton de mel, o pais se encontra em 102
posicdo na escala mundial, em primeiro lugar estd a China com 466.487 ton, seguida da Turquia e
Ird, com 104.077 ton e 79.955 ton, respectivamente (FAO 2022). O mel produzido na regido nordeste
do Brasil se destaca no mercado mundial, por ser considerado um produto organico caracterizado
pela utilizacdo de vegetacdo nativa pelas abelhas (Vidal 2019).

Mesmo com o potencial nordestino para apicultura, atribuido as condigdes ambientes e
adaptabilidades da espécie A. mellifera (Garcia & Couto 2005), os periodos de secas caracteristico
da regido resultam na reducdo de producao de mel (Vidal 2019), além do mais, ha relatos da perca

generalizada de abelhas em todo o mundo (Aizen et al. 2016).



O Disturbio do Colapso das Coldnias, também chamado de CCD (Colony Collapse Disorder),
foi descrito pela primeira vez nos Estados Unidos para se referir ao declinio, a principio, de abelhas
A. mellifere no pais, sendo caracterizado por um conjunto de sintomas desencadeados devido ao
efeito de uma série de fatores estressantes que agem de forma conjunta. Atualmente, 0 CCD também
é relacionado com o declinio de espécies de abelhas nativas (VanEngelsdorp et al. 2007,
VanEngelsdorp et al. 2008, Graystock et al. 2013)

Estudos indicam que o uso de defensivos agricolas sdo um dos fatores que influenciam no
declinio das coldnias. Grande parte dos trabalhos sdo voltados a pesquisas com inseticidas do grupo
quimico neonicotindide, logo, pouco se sabe sobre os outros inseticidas e herbicidas (Bryden et al.
2013, Godfray et al. 2014, Kovacs-Hostyanszki et al. 2016).

Porém, os pesticidas do grupo quimico piretréide é um exemplo de agroquimico que deve ser
melhor avaliado quanto a seus efeitos sobre o declinio das abelhas, ao considerar que também sdo
neurotdxicos com ampla utilizacdo na agricultura, eles atuam nos canais de sédio dos axdnios ao
permitir a entrada continua dos ions de sodio, fazendo com que o inseto tenha o sintoma de paralisia
seguido de morte (Wang & Wang 2003, AGROFIT 2022).

Além disso, foi identificado na Europa casos de mortalidade de A. mellifera em que 27%
estavam correlacionados a presenca de inseticidas organofosforados ou compostos carbamatos, 14%
tinham inseticida organoclorado e em 7,8% continham piretrdides, e nenhum caso foi correlacionado
com neonicotindides (Thompson & Thorbahn, 2009).

De acordo com dados da FAO (2022), o uso de defensivos quimicos no Brasil em 2019
permaneceu estavel, com a mesma marca de 377.176 ton quando comparado aos anos anteriores.
Porém quando se compara a proporcao de inseticidas e herbicidas separadamente, é perceptivel a
maior demanda pelo segundo, onde o seu consumo chegou a 234.384 ton, muito superior a 60.607

ton de inseticidas consumidos pelo pais.



O glifosato [N- (fosfonometil) -glicina] € um herbicida ndo seletivo e sistémico, ele interrompe
a via metabolica do &cido chiquimico o que impede a sintese de aminoacidos essenciais para o
desenvolvimento da planta (Battaglin et al. 2005; Evans et al. 2010) e por isso obtém baixa toxicidade
aos demais organismos, ou seja, € recorrido por todo o mundo devido a sua eficiéncia de controle,
poucos danos ao meio ambiente e aos animais (Schuette 1998, Dill et al. 2010).

Além do mais, o glifosato foi favorecido pela introducdo de plantas transgénicas resistentes a
este herbicida (Ruiz-Toledo & Sanchez-Guillén 2014), porém essas circunstancias podem ser a causa
dos efeitos novicos a individuos aquéticos, anfibios e aves, sobretudo na reproducéo, e ainda a perca
da diversidade de insetos (Relyea 2005, Evans et al. 2010, Jones et al. 2011), em especial, as espécies
de abelhas ao diminuir sua fonte de alimento, afetando, de forma indireta, no declinio das colnias
(Kovacs-Hostyanszki et al. 2016).

Por outro lado, atualmente se tem muita procura por produtos que ndo agridam o meio
ambiente, entre eles os 6leos essenciais extraidos de plantas de varias espécies e que sao bastante
estudados quanto aos seus efeitos inseticida ou repelente (Ibrahim et al. 2001, Nerio et al. 2010).
Eles possuem baixa persisténcia no meio ambiente e baixa toxicidade a mamiferos, com atuacdo bem
diversificada, pode agir por deterréncia, repeléncia, mortalidade, inibicdo do crescimento,
deformacdes em diferentes estagios de desenvolvimento dos insetos, entre outros (Isman 2006).

O uso dessas substancias, como também de alguns de seus compostos isolados, sdo alternativas
de controle quanto ao uso de pesticidas sintéticos contra artropodes pragas (Araujo et al. 2012, Born
et al. 2012, Nascimento et al. 2012, Alves et al. 2013, Oliveira et al. 2015, Camara et al. 2015).
Embora os 6leos essenciais exibam boas caracteristicas do ponto de vista sustentavel, ndo se tem
evidéncias suficientes para garantir que esses produtos ndo atingem os insetos benéficos.

Umpiérrez et al. (2017), por exemplo, encontraram toxicidade diferente em abelhas (Apis

mellifera) ao testar os efeitos inseticidas do 6leo essencial de duas espécies de Asteraceae



(Eupatorium buniifolium e Artemisia absinthium) sobre as pragas de tomateiro Tuta absoluta
(Meyrick) e Trialeurodes vaporariorum (Westwood), no qual a dosagem necessaria para o controle
de T. vaporariorum n&o foi tdxica para A. mellifera, porém o mesmo ndo ocorreu com a dosagem
para o controle efetivo de T. absoluta, sendo esta toxica para as abelhas. I1sso mostra a complexidade
de interacdes que podem existir para o desenvolvimento de inseticidas botanicos que realmente nao
venham afetar o ecossistema natural do ambiente.

Dentre os compostos, oriundos dos 6leos comumente utilizados no controle de pragas, temos
o limoneno, um hidrocarboneto j& bastante difundido na agricultura. Classificado como terpeno
monociclico, estd presente na maior parte da composi¢do dos 6leos essenciais de plantas de citrus,
mas também é abundante em 6leos de outras plantas. Podendo ser encontrado na natureza em duas
formas isdbmeras, d-limoneno e r-limoneno (Ferrarini et al. 2008, Cruz et al. 2016).

O isdbmero r-limoneno é um composto aromatico que caracteriza o odor de laranja e lim&o. Ele
é o principal componente do 6leo de laranja que € fabricado pela industria brasileira como subproduto
da producédo de suco laranja (Pires 2018). Além do limoneno ser considerado seguro como aditivo
em fragrancias e alimentos ou aromatizante, pela FDA (Food and Drug Administration/EUA),
estudos revelam que o r-limoneno possui qualidades antioxidantes, anti-inflamatorias,
anticancerigenas, antimicrobianase, nematicida e inseticida (Aggarwal et al. 2002, Hirota et al. 2010,
Giarratana et al. 2015, Giarratana et al. 2016, Oliveira et al. 2021).

O isbmero d-limoneno teve o primeiro registo como inseticida nos Estados Unidos em 1958, e
como antibactericida em 1971, sendo um composto considerado de baixa toxicidade a mamiferos,
aves e peixes, além de ndo prejudicar e nem repelir as abelhas (Hollingsworth 2005, Ciriminna et al.
2014). O uso do limoneno pode ser muito versatil, além de inseticida, pode ser utilizado como
biossolvente alternativo, na producdo de polimeros avancados e para tecnologia de

microencapsulacdo (Ciriminna et al. 2014).



Estudos que demostram os efeitos de 6leos essenciais ou compostos derivados na fisiologia de
insetos sdo promissores, porém, a grande maioria foca nos aspectos toxicos em individuos
considerados pragas (Olivo et al. 2008, Senra 2013, Tak et al. 2015). Cruz et al. (2017), por exemplo,
constataram em estudos com a praga do milho Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), quanto a
aplicacdo tdpica dos compostos limoneno e trans-anethole, mudancas adversas em aspectos
fisiologicos reprodutivos bem como a diminuicdo de nutrientes: proteinas, lipidios e agucares. Deste
modo, mesmo que o limoneno seja considerado seletivo a abelhas A. mellifera, € preciso um maior
interesse por pesquisas que aferem os efeitos deste terpeno sobre aspectos fisioldgicos desses insetos
polinizadores.

A azadiractina é outro composto natural isolado de sementes da arvore de nim, Azadirachta
indica (A. Juss) pertencente a familia Meliaceae. S&o limonoides (tetranortriterpenoide) criados a
partir dos metabdlitos secundarios produzidos pelas A. indica (Mordue (Luntz) & Nisbet. 2000). O
modo de acdo do nim se d& pela ingestdo e ndo através do contato com o produto em si (Martinez &
Van Emden 2001), desta forma se torna uma boa opcdo para manejar a populacdo de insetos
benéficos. As pragas sdo atingidas pela exposicdo a toxina ou pela diminuicdo da reproducéo
(esterilizante) e crescimento, e ndo necessariamente pela morte imediata dos individuos como €
comum na maioria dos inseticidas (Roy & Saraf 2006), seu modo de acdo ainda esta relacionado a
supressdo de apetite e inibicdo da sintese de quitina dos insetos (Cassier & Papillon. 1991, Viegas
Jr. 2003).

Os vérios modos de acao da azadiractina aliado a suposta seguranga na utilizacao conjunta com
inimigos naturais contribuem para o uso generalizado dos compostos derivados de nim ao redor do
mundo, incrementado pela possibilidade de aplicagcdo na agricultura orgénica (Martinez & Van
Emden 2001, Silva & Martinez 2004, Isman 2006; Mordue et al. 2010). Apesar do emprego desta

substancia como uma solugdo no Manejo Integrado de Pragas, a mesma foi demonstrada por Silva



et al. (2020), capaz de alterar o sistema imunoldgico do predador generaslista Podisus nigrispinus
(Dallas) ao modificar a sua dindmica hemocitéaria, e reduzir os niveis de fenoloxidase e éxido nitrico
afetando, portanto, o estado imunitério de P. nigrispinus. Isso deixa claro a necessidade de se realizar
novos estudos que mostrem como esses compostos naturais podem interferir na fisiologia de
diferentes insetos benéficos mesmo ditos seguros para polinizadores e inimigos naturais.

As pesquisas que abrangem os impactos do uso elevado de defensivos agricolas sintéticos e
naturais sobre os aspectos fisiologicos das abelhas sdo escassas (Stankus 2014). A fisiologia do
intestino médio desses animais € um ponto relevante a ser estudado, pois € onde ocorre a absorcao
dos nutrientes e a sintese e secre¢cdo de enzimas e horménios (Gullan & Cranston 2012), assim,
alteracdes nesse local pode prejudicar o desenvolvimento e o crescimento de insetos (Mordue (Luntz)
& Nisbet 2000).

O sistema digestorio dos insetos é dividido em trés regiGes: intestino anterior, médio e
posterior, o trato digestivo configura uma barreira fisica eficiente no controle de agentes externos
patogénicos ingeridos na alimentacdo (Levy et al. 2004, Gullan & Cranston 2012). O canal alimentar
permite o contato destes artropodes com o ambiente externo, assim, trabalhos que compreendam a
acao de inseticidas em sua fisiologia tém sido de interesse em pesquisas que objetivam o controle de
pragas (Levy et al. 2004, Chapman 2013), contudo o convivio com esses compostos ndo se limita a
estes individuos, ha necessidade de mais pesquisas que abranjam 0 ecossistema que essas pragas
estdo inseridas e assim esclarecer as espécies que sdo atingidos por esses produtos, entre eles as
abelhas.

Como o0s outros animais, 0s insetos dependem dos constituintes nutricionais para seu
desenvolvimento e reproducdo, garantindo seu estabelecimento no meio ambiente As proteinas
expressam func@es estruturais, enziméaticas e na sintese de hormonios, ja os lipidios sédo fontes

fundamentais de reserva energética, apresentam fungdes estruturais e metabolicas, os carboidratos



sdo fontes energéticas essenciais que podem ser convertidos em lipidios e participar da sintese de
aminoacidos, o glicogénio é outro carboidrato alojado no corpo gorduroso, nos musculos, intestino
e outros tecidos. Assim, quaisquer alteracdes nesses nutrientes podem ocasionar efeitos negativos na
historia de vida desses organismos (Oliveira & Cruz-Ladim 2003, Gillott 2005, Klowden 2007,
Chapman 2013).

Diante do exposto, este trabalho objetivou avaliar as possiveis alteragdes fisioldgicas
(histofisiologia e histoquimica) no intestino médio das abelhas, e consequentemente as modificacdes
nutricionais em A. mellifera tratadas com o inseticida/acaricida/nematicida azadiractina (Azamax®)
e 0 composto limoneno em comparagdo aos produtos sintéticos inseticida lambda-cialotrina (Karate
Zeon® 50 cs) e o herbicida glifosato (Roundup®). A dissertacdo foi dividida em quatro capitulos,
onde o capitulo 1 é constituido pela introducédo geral, e permite que o leitor tenha uma visdo geral
sobre o tema abordado como também apresenta o objetivo geral do estudo. O capitulo 2 contém o
capitulo de livro “Consequéncias do uso excessivo de defensivos agricolas em abelhas: uma das
provaveis causas do CCD” publicado pela editora Atena Editora, sob ISBN 978-65-5983-042-8 e
DOI: 10.22533/at.ed.42821100514, em que foi produzida uma revisao de literatura sobre a relacédo
dos defensivos agricolas com o declinio das abelhas, em especial sua correlacdo com o0 CCD. No
capitulo 3 ¢ mostrado o artigo “Toxicologia, alteracgdes histofisiolégicas e nutricionais em Apis
mellifera (Hymenoptera: Apidae) submetidas ao composto limoneno e a inseticida botanico em
comparacdo a inseticida sintético e herbicida”, submetido a revista Journal of Apicultural
Research, no qual é apresentada uma analise comparativa da fisiologia do sistema digestorio de
abelhas A. mellifa tratadas com defensivos agricolas naturais e sintéticos. Por fim, no capitulo 4 é

realizada uma sintese a respeito das consideraces finais deste trabalho.
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RESUMO - O desaparecimento das abelhas € um fendmeno observado pelo mundo, sendo o
disturbio do colapso das coldnias (Colony Collapse Disorder-CCD) apontado como a causa desse
fato que possui impacto ecoldgico, econémico e social, pois as abelhas possuem papel essencial na
polinizacdo de espécies vegetais naturais e de importancia agricola, além disso, tem-se a produc¢ao
de mel e outros produtos provenientes da apicultura. Mdltiplas causas sdo apontadas como
responsaveis por esse distdrbio, sendo que elas agem de forma simultanea. Por isso este trabalho
tem por objetivo identificar os impactos causados pelo uso excessivo de defensivos agricolas, que
é apontado como um dos motivos do CCD. Para tal, foi realizada uma revisao de literatura no
periodo entre Dezembro de 2020 a Marco de 2021, onde foram utilizados livros e artigos cientificos
para pesquisa bibliogréfica, os artigos foram selecionados por meio dos bancos de dados Scientific
Electronic Library Online (SciELO), Pubmed, Science Direct e Google académico. Como
conclusdo, as pesquisas que analisam o efeito de defensivos agricolas sobre o declinio, geralmente
abordam os efeitos dos neonicotinoides, embora se tenha relatos dos prejuizos que podem ser

causados por inseticidas de grupos quimicos diferentes, além do herbicida glifosato.

PALAVRAS-CHAVE: Polinizadores, Apis mellifera, declinio de polinizadores, agrotdxicos
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CONSEQUENCES OF THE EXCESSIVE USE OF AGRICULTURAL DEFENSIVES

IN BEES: ONE OF THE PROBABLE CAUSES OF CCD

ABSTRACT — The disappearance of bees is a phenomenon observed by the world, with the colony
collapse disorder (Colony Collapse Disorder-CCD) being pointed out as the cause of this fact that
has an ecological, economic and social impact, as bees have an essential role in the pollination of
species natural vegetables of agricultural importance, in addition, there is the production of honey
and other products from beekeeping. Multiple causes are said tobe responsible for this disorder, and
they act simultaneously. Therefore, this work aims to identify the impacts caused by the excessive
use of pesticides, which is pointed out as one of the reasons for the CCD. To this end, a literature
review was carried out from December 2020 to March 2021, where books and scientific articles
were used for bibliographic research, the articles were selected through the Scientific Electronic
Library Online (SciELO), Pubmed databases, Science Direct and Google Scholar. In conclusion,
research that analyzes the effect of pesticides on decline generally addresses the effects of
neonicotinoids, although there are reports of damage that can be caused by insecticides from

different Chemical groups, in addition to the herbicide glyphosate.

KEY WORDS: Pollinators, Apis mellifera, pollinator decline, pesticides
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Introducgéo

A polinizacdo cumpre um papel importante no ecossistema no que se refere a continuidade da
diversidade genética de espécies de plantas e sua reproducdo, além disso é essencial para cultivos de
interesse humano, considerando que cerca de 80% das espécies naturais e 75% das espécies agricolas
que possuem flores sdo inerentes a polinizacdo animal, sendo as abelhas que produzem mel, o
polinizador mais notavel economicamente (Gallai et al. 2009).

A abelha Apis mellifera (Linnaeus), ordem Hymenoptera e familia Apidae, est4 associada a
humanidade ha cerca de sete mil anos (Bloch et al. 2010). Foi a primeira espécie a ser utilizada para
polinizacdo dos campos agricolas do mundo, logo, entre as produtoras de mel as do género Apis sdo
as mais difundidas e com ampla domesticacdo em todos os continentes (Camargo et al. 2002,
Leclercq et al. 2018).

Originou-se inicialmente na Africa, entretanto, em momentos anteriores a chegada do Homo
sapiens, a ocorréncia de dois eventos nao relacionados provocou a migracdo delas para o norte da
Asia Central e o norte europeu (Whitfield et al. 2006), como consequéncia pelo menos duas dizias
de subespécies surgiram, essas se diferenciavam na morfologia, fisiologia e comportamento (Ruttner
1988).

Sendo introduzida no Brasil no periodo colonial pelos padres Jesuitas, anos ap0s, a subespécie
africana Apis mellifera scutellata (Lepeletier) chegou ao pais em 1956 e causou a intensa
variabilidade e hibridizagdo que se tem hoje (Diniz-Filho & Malaspina 1995). Historicamente a
domesticagdo das abelhas no pais foi influenciada pelas diferentes sociedades pds-colonizagdo, se
tornando uma tradi¢cdo popular propagada especialmente nas regides norte e nordeste do Brasil

(Villas-Bbas 2012).
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O Brasil se encontra na 112 posic¢do na escala mundial, com uma producdo de 42.346 ton de
mel no ano de 2018. O maior importador de mel do mundo s&o os Estados Unidos, em 2016 eles
representaram 21 % das compras mundiais. No Brasil, o nordeste tem uma alta competitividade no
cenario mundial por conta de peculiaridades da produgdo na regido, em que o mel € em sua maioria
proveniente de vegetacdo nativa e as condi¢cdes ambientais que previnem doencas diminuindo o uso
de pesticidas. O mel orgénico brasileiro por sua vez recebe uma Gtima remuneragdo pelos EUA,
sendo o Brasil um dos principais exportadores (Vidal 2019, FAO 2020).

Assim, este trabalho objetivou identificar os impactos causados pelo uso excessivo de
defensivos agricolas sobre as abelhas A. mellifera, que é apontado como um dos motivos do distdrbio

do colapso das colonias (CCD).

Material e Métodos

Foi executada uma revisdo de literatura a partir de base de dados nacionais e estrangeiras, a
busca foi realizada no periodo de Dezembro de 2020 a Marco de 2021. A pesquisa bibliogréafica foi
feita através de livros e artigos cientificos escolhidos em banco de dados, sendo eles: Scientific
Electronic Library Online (SciELO), Pubmed, Science Direct e Google académico. Os assuntos
buscados foram o histérico e biologia de Apis mellifera (Linnaeus), além do efeito de defensivos
agricolas sobre a A. mellifera e agrotoxicos como causadores do CCD (Colony Collapse Disorder).
O levantamento bibliogréafico procedeu- se por meio de um recorte temporal entre os anos de 1988

a 2020.

Biologia da abelha Apis mellifera
Seu corpo é divido em trés segmentos: cabeca, térax e abdémen. Possui ainda a quitina

(promove resisténcia), esclerotina (promove rigidez), resilina (promove flexibilidade) e cera
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(promove impermeabilidade) como partes ndo vivas. Na cabecga se encontram os olhos simples e
compostos, ou seja, ocelos e omatideos respectivamente, nesta regido se localizam também as
antenas, aparelho bucal e internamente as glandulas (Domingos et al. 2016). Os dois Gltimos séo de
extrema importancia para seu desempenho.

As abelhas dispdem de pecas bucais do tipo mastigador e lambedor. Nas A. mellifera as glossas
labiais sdo alongadas e se fundem formando uma lingua peluda, esta é contornada por géleas
maxilares e palpos labiais que configuram uma probdscide tubular que detém o canal alimentar.
Durante a alimentacdo, a lingua é imergida no mel ou néctar e ficam aderidos aos pélos,
posteriormente a lingua € recolhida e o liquido aderido €é carregado para 0 espago entre as galeas e
o0s palpos labiais (Gullan & Cranston 2017).

As mandibulas séo esclerotizadas com formato de colher e se localizam na base da proboscide,
tem a fungé@o de manipular a cera e resinas vegetais para a criagdo do ninho, de alimentar as larvas e
a rainha, de limpeza, em lutas, e na remocao de residuos do ninho (Gullan & Cranston 2017). As
glandulas mandibulares e hipofaringeas constituem o sistema salivar e estdo presentes de modo
funcional apenas nos adultos com formacéo na fase de pupacdo. As glandulas salivares larvais sao
formadas na fase embrionaria com um par de invaginacdo da ectoderme, ao fim do estagio larval as
mesmas se degeneram e os dutos irdo originar as glandulas salivares adultas (Cruz-Landim 2009).

Ja as glandulas de Dufour sdo decorrentes de uma evaginacdo da parede do oviduto na sua
fracdo basal, possui a forma de um tubo ou saco, e estdo presentes somente nas rainhas (Cruz-Landim
2009).

A diferenca morfo-anatémica entre a rainha A. mellifera e suas operérias esta no seu tamanho.
Ela conta com um abdémen mais alongado com sete segmentos conspicuos, que acomoda a maioria
dos 6rgdos e algumas glandulas (Tautz 2010). Como a rainha cumpre o papel de reproducgéo da

colmeia seu ovario é desenvolvido, e possui uma espermateca, 6rgdo esférico incumbido de receber
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e armazenar 0s espermatozoides adquiridos durante a copula para utiliza-los para fertilizacdo dos
ovacitos, com capacidade em torno de 7 milhdes de espermatozoides (Cruz-Landim 2009, Domingos
et al. 2016).

Seus ovarios sdo do tipo meroisticos e politréficos, e ovariolos com nimero e comprimento
variaveis. SO duas regides podem ser identificadas nos ovariolos quando as rainhas sdo virgens,
sendo a regido do filamento terminal (suspensor dos ovarios) e do germario (onde acontece a
diferenciacdo do ovdcito). As células germinativas estdo presentes no germario, e os foliculos do
vitelario sdo dispostos linearmente. A constituicdo de cada foliculo se da pela cdmara nutridora e
camara ovocitica, sendo elas revestidas por uma Unica camada de células foliculares (Martins &
Serrdo 2004, Cruz-Landim 2009).

De Souza (2009) estudando rainhas africanizadas percebeu que elas saem de suas colmeias
para acasalar em média 4 a 5 dias apds sua emergéncia. Os voos sdo feitos no periodo da tarde, onde
sdo realizados entre 2 e 4 voos de reconhecimento seguindo, posteriormente, para as areas em que
0s zangdes estdo agrupados. Os zangdes que conseguem copular irdo morrer rapidamente, isto
porque seus 6rgdos genitais irdo se prender no corpo da rainha. O acasalamento acontece em pleno
voo, por volta de 10-20 m de altura, e a rainha ird copular até encher a sua espermateca, sendo
necessario cerca de 6 a 8 zangbes. O sémen coletado ao longo do voo nupcial serd 0 mesmo durante
toda a vida da rainha (Domingos et al. 2016).

Quanto a estrutura social, abelhas do género Apis sdo organizadas em rainha (responsavel pela
reproducéo); aproximadamente 400 zangdes (nascem de ovos ndo fecundados) que tem a fungéo de
fecundar uma rainha virgem; e 60.000 abelhas operarias (nascem de ovos fecundados) que sdo
encarregadas de todos os trabalhos dentro como também fora da colmeia (Camargo et al. 2002,

Domingos et al. 2016).
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Impacto de defensivos agricolas em abelhas Apis mellifera

A perda de insetos polinizadores é evidenciada por diversos casos documentados na America
do Norte e Europa, porém a reducdo na populagdo desses animais é representada em escala global
(Potts et al. 2010). Muitos estudos atribuem o desaparecimento de colénias ao distdrbio do colapso
das colbnias (Colony Collapse Disorder CCD ou Honeybee Colony Collapse Disorder-HCCD)
(Stankus 2014). O CCD estéa vinculado a um conjunto de sintomas, e sdo eles, a perca das abelhas
operarias sem razdo aparente que se sobressai pelo enfraquecimento ou morte das colbnias que
possuem excedente de crias quando comparadas a populacao de abelhas adultas, auséncia de abelhas
operarias mortas dentro ou em volta da colmeia, e invasdo mais tardia de pragas como tracas e
besouros pequenos (Cox-Foster et al. 2007).

Mudltiplas causas sdo apontadas como responsaveis por esse distdrbio, entre elas estdo a perda
e fragmentacdo de habitat (Hendrickx et al. 2007), mudancas climéticas (Hegland et al. 2009),
introducdo de espécies exoticas e competicdo por recursos (Stout & Morales 2009), doencas
patogénicas (Cox-Foster et al. 2007), aumento do uso de produtos quimicos na agricultura, como
inseticidas (Rortais et al. 2005). Esses fatores agem de forma simultanea (Stankus 2014), portanto,
um unico fator ou agente patogénico nédo € capaz de iniciar o CCD, mas sim a interacdo entre eles.

A maioria dos trabalhos que envolvem inseticidas e explicacbes ao CCD abordam
principalmente as consequéncias dos neonicotinoides, algumas teorias sugerem que inseticidas desse
grupo quimico podem interferir na capacidade cognitiva dos individuos (Stankus 2014), todavia,
produtos do grupo piretroide podem ser tdo prejudiciais quanto os neonicotinoides a abelhas
(Charreton et al. 2015), e apresentam valores de doses letais moderadamente mais elevados (Oliver
2015).

Os piretroides sdo neurotdxicos e possuem uma guantidade substancial de ingredientes ativos

registrados e sdo recomendados como controle para varias pragas em diversas culturas (AGROFIT
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2020). Frizzas et al. (2017) demonstraram recentemente que os quimicos lufenurom (benzoiluréia) e
lambda-cialotrina (piretroide) podem exercer impactos negativos em uma diversidade de espécies,
dentre elas a A. mellifera.

Durante o forrageamento as abelhas podem entrar em contato com os residuos dos defensivos
agricolas (Potts et al. 2010), as hipoteses levantadas indicam que os inseticidas causam a morte das
abelhas por intoxicacdo (Alston et al. 2007), ja os herbicidas agem de forma indireta ao reduzir a
fonte de alimentagdo, nesse contexto as flores (pdlen e néctar), das polinizadoras (Holzschuh et al.
2008). Esses residuos foram também encontrados nas colmeias, o que significa que a contaminacgao
n&o se restringe a forragem, mas que as abelhas estdo expostas constantemente a doses com efeitos
ainda desconhecidos (Mullin et al. 2010).

O glifosato [N- (fosfonometil) -glicina] é um herbicida ndo seletivo e sistémico. Ele pode
apresentar sinergismo com inseticidas, como o clorpirifds, que gera aumento na sua toxicidade, cujos
0s danos sobre os insetos polinizadores ainda ndo sdo conhecidos e precisam ser elucidados, pois, as
abelhas convivem com essas pressfes ambientais a todo momento e elas podem ser afetadas
indiretamente por meio de uma reducdo na gquantidade de flores, ou mesmo, terem um contagio
através do contato com agua, pélen ou néctar contaminado com o residuo (Ruiz-Toledo & Sanchez-
Guillén 2014).

Gregorc & Ellis (2011) testaram inseticidas sintéticos, fungicidas e herbicidas, contendo
piretroide e glifosato entre eles, sobre a fisiologia do intestino médio de larvas de Apis mellifera, esta
regido € alvo de estudo por agir como barreira de defesa, age também na absorcéo de nutrientes e
interacdo com diversos inseticidas, e foi observado o aumento da apoptose (morte celular) nas larvas
que foram tratadas em comparacgéo a resposta das que ndo houve tratamento.

Diante do exposto é possivel concluir que a protecdo das abelhas se torna essencial para

seguranca alimentar da populacdo e os relatos de seu desaparecimento pelo mundo se tornam
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preocupantes. Os produtos aqui apontados podem contribuir para 0 CCD e merecem maior atengéo

pelas pesquisas, pois os estudos até 0 momento abrangem, em sua maioria, 0s neonicotinoides.
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CAPITULO 3
TOXICOLOGIA, ALTERACOES HISTOFISIOLOGICAS E NUTRICIONAIS EM Apis
mellifera (Hymenoptera: Apidae) SUBMETIDAS AO COMPOSTO LIMONENO E A

INSETICIDA BOTANICO EM COMPARACAO A INSETICIDA SINTETICO E HERBICIDA!
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RESUMO - Esta pesquisa objetivou comparar, a nivel toxicolégico, fisiolégico e nutricional a
atividade inseticida de defensivos quimicos naturais em comparacao ao sintético e um herbicida em
Apis mellifera, e assim, agregar conhecimento sobre os impactos fisioldgicos de produtos naturais
sobre as abelhas verificando a seguranca destes produtos. Foram realizados bioensaios de
toxicidade para obtencdo da CLso de cada produto testado através de andlise de Probit. As
concentragdes CLso e razdes de toxicidade (RT) obtidas foram Karate® (0,0134 uL/100 mL, 53.156
vezes) >Limoneno (1,44uL/100 mL, 494,64 vezes) > Glifosato (712,29 pL/100 mL). Né&o foi
possivel obter a CLso para Azamax®, pois concentracdes acima de 250 pL/100 mL causaram
repeléncia e abaixo, ndo promoveram mortalidades. As CLsso e a concentracdo determinada para
Azamax®, serviram como tratamento em analises histoldgicas e histoquimicas do intestino médio.
Ensaios bioquimicos também foram realizados. Embora o herbicida Glifosato tenha apresentado
baixa toxicidade, ele e o composto Limoneno, foram as substancias que mais interferiram nos
parametros bioquimicos e causaram alteracGes histopatoldgicas nas células do intestino médio. O
inseticida Karate® também levou a modificacbes histopatoldgicas nas células e reducdo das
macromoléculas importantes utilizadas em fun¢des bioquimicas. Apesar da repeléncia observada
no inseticida botanico Azamax®, A. mellifera quando expostas a este inseticida, apresentaram
alteracbes morfoldgicas nas células digestivas e na absorcdo de nutrientes. E concluido que os
defensivos agricolas naturais podem ser tdo nocivos as abelhas quanto os sintéticos, podendo causar
efeitos deletérios a fisiologia digestiva destes insetos o que podera refletir na histéria de vida,

principalmente em sua reproducao.

PALAVRAS-CHAVE: Declinio de Polinizadores, nutri¢do, defensivos agricolas, histofisiologia

digestiva, toxicidade
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TOXICOLOGY, HISTOPHYSIOLOGICAL AND NUTRITIONAL CHANGES IN Apis
mellifera (Hymenoptera: APidae) SUBMITTED TO LIMONENE COMPOUND AND
BOTANICAL INSECTICIDE IN COMPARISON TO SYNTHETIC INSECTICIDE AND

HERBICIDE

ABSTRACT — This work aimed to compare, at a toxicological, physiological and nutritional level,
the insecticidal activity of natural chemical pesticides compared to the synthetic and herbicide in
Apis mellifera, and thus, add knowledge about the physiological impacts of natural products on bees
and verifying the safety of these products. Toxicity bioassays were carried out to obtain the LCso of
each product tested through Probit analysis. The LCso concentrations and toxicity ratios (RT)
obtained were Karate® (0.0134 pL/100 mL, 53,156 times) > Limonene (1.44 pL/100 mL, 494.64
times) > Glyphosate (712.29 pL/100 mL). It was not possible to obtain the LCso for Azamax®, as
concentrations above 250 uL/100 mL caused repellency and below there were no mortalities. The
LCsso and the concentration determined for Azamax®, served as treatment in histological and
histochemical analyzes of the midgut. Biochemical assays were also performed. Although the
herbicide Glyphosate showed low toxicity, it and the compound Limonene were the substances that
most interfered in the biochemical parameters and caused histopathological changes in the midgut
cells. Karate® insecticide also led to histopathological changes in cells and reduction of important
macromolecules used in biochemical functions. Despite the repellency observed in the botanical
insecticide Azamax®, A. mellifera, when exposed to this insecticide, presented morphological
alterations in the digestive cells and in the absorption of nutrients. It is concluded that natural
pesticides can be as harmful to honeybee as synthetics, and can cause deleterious effects on the

digestive physiology of these insects reflecting on their life history, like their reproduction.
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Introducgéo

As abelhas sdo os polinizadores mais importantes tanto em ecossistemas naturais como em
campos agricolas. Além da polinizacdo, também sdo organismos que geram emprego e alimento ao
fornecer produtos apicolas (mel, propolis, polen, geleia real, etc). Economicamente, as abelhas
domesticadas Apis mellifera (Linnaeus) se destacam, talvez devido a sua distribuicdo mundial
atrelada a anos de domesticacdo (Barbosa et al. 2007, Leclercq 2018). Assim, uma coldnia que esteja
com a saude ou habilidade de forragear comprometida pode impactar negativamente 0s servicos
essenciais de polinizacdo bem como a comercializacdo do mel e outros produtos apicolas (Potts et
al. 2010, Tan et al. 2015).

Nos ultimos anos tem sido relatado um fendmeno, denominado distdrbio do colapso das
col6nias (Colony Collapse Disorder-CCD ou Honeybee Colony Collapse Disorder-HCCD), na
tentativa de explicar o desaparecimento das coldnias que teve inicio na América do Norte e Europa
(Potts et al. 2010, Stankus 2014). O CCD pode ser desencadeado a partir da interacdo simultanea de
varios fatores estressores, como a perda e fragmentacdo do habitat, doencgas patogénicas, mudancas
climaticas, e contato com diversos defensivos quimicos agricolas (Hendrickx et al. 2007, Dormann
et al. 2008, Neumann & Carreck 2010, Stankus 2014).

Assim, ja foram relatados a presenca de residuos dos inseticidas piretréides e neonicotinoides
e do herbicida glifosato no mel, como também em outros produtos gerados com a apicultura (Sgargi
et al. 2020). O que demonstra que as abelhas estdo em contato direto com esses defensivos sintéticos,
que podem possuir agdo deletéria sobre seu organismo (Tan et al. 2015, Frizzas et al. 2017, Ferreira
et al. 2017, Luo et al. 2021), e por isso, estudos que buscam entender o impacto dessas substancias

nas abelhas sdo necessarios, para assim, implementar um manejo de pragas seguro aos polinizadores.
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Os inseticidas botanicos e/ou produtos naturais (6leo essencial, extrato vegetal ou composto
isolado) foram bastante estudados nas Ultimas décadas quanto a sua toxicidade a insetos praga, que
pode ser atribuida a acdo inseticida, repelente, anti-alimentac&o, anti-oviposicdo, entre outros (Isman
2006, Isman 2020). Os varios mecanismos de acdo dos produtos naturais refletem na diminuicéo do
desenvolvimento de resisténcia nos insetos, e, na maioria dos casos, sua constituicdo quimica os
classifica como seguros ao ecossistema em que estdo sendo utilizados (Madbouly et al. 2015). Com
ISso, 0s produtos naturais podem ser uma boa alternativa ao uso indiscriminado de inseticidas
sintéticos.

Os produtos naturais sdo considerados, em varios casos, seletivos a insetos benéficos, porém,
as pesquisas de seletividade desses produtos sobre as abelhas se limitam muitas vezes a testes
toxicologicos (Gashout & Guzman-Novoa. 2009, Isman 2020, Brito et al. 2021), assim, existe uma
caréncia de pesquisas sobre como eles podem afetar aspectos fisiolégicos e nutricionais desses
polinizadores e com isso refletir na reproducao.

As abelhas podem nédo apresentar toxicidade aguda a um composto (Umpiérrez et al. 2017),
contudo, isso nédo significa que parametros fisioldgicos e nutricionais ndo sejam comprometidos de
formas diferentes; e em algumas vezes, levando a um dano celular irreversivel. Muitos trabalhos ja
verificaram alteracfes histolégicas no intestino, corpo gorduroso ou gdnadas de insetos praga,
provocadas por produtos naturais, que influenciaram negativamente na histoquimica, biologia,
nutricdo e reproducdo destes organismos (Alves et al. 2013, Almeida et al. 2014, Cruz et al. 2016,
Silva et al. 2017).

Diante do exposto, esta pesquisa pretende comparar a atividade inseticida de um composto
isolado (Limoneno) e um inseticida botanico (Azamax®) com um inseticida (Lambda-Cialotrina) e
um herbicida (Glifosato) sintéticos em abelhas A. mellifera, por meio de testes toxicoldgicos, da

histologia e histoquimica do intestino médio e, consequentemente, seus impactos nutricionais no
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organismo. Para assim, aumentar o conhecimento acerca dos impactos fisiolégicos de produtos

naturais sobre as abelhas e atestar, desta forma, praticas agricolas seguras para estes animais.

Material e Métodos

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Fisiologia de Insetos (LAFI) e no Laboratorio de
Estudos Morfoldgicos em Vertebrados e Invertebrados (LABEMOVI), ambos do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).
Obtencao dos Insetos. As abelhas, Apis mellifera, foram obtidas através do apiario experimental do
Departamento de Zootecnia da UFRPE. Recipientes plasticos com tampa perfurada foram
manuseados na entrada das colmeias para realizacdo das coletas de abelhas operéarias. Em seguida,
0s insetos foram conduzidos ao LAFI e utilizados nos bioensaios.
Estabelecimento da Curva de Dose Resposta em Apis mellifera. Para obter a curva de dose
resposta, as abelhas foram contaminadas via ingestdo com concentragfes dos inseticidas Karate
Zeon® 50 cs (50 g/L i.a. LAMBDA-CIALOTRINA, Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda. — Sdo
Paulo/SP) e Azamax® (12 g/L i.a. AZADIRACTINA, UPL do Brasil Industria e Comércio de
Insumos Agropecudrios S.A. — Ituverava/SP), cujas classificacbes de periculosidade ambiental sdo,
respectivamente, classe Il (muito perigoso ao meio ambiente) e classe 1V (pouco perigoso ao meio
ambiente); do herbicida Roundup® (445 g¢/L i.a. GLIFOSATO, Monsanto do Brasil LTDA - Sao
Paulo/SP), classe Il (perigoso ao meio ambiente); e com concentracbes do composto Limoneno
obtido comercialmente da Sigma Aldrich® com 98% de pureza.
Bioensaio de Toxicidade por Ingestdo. Inicialmente, as concentra¢es utilizadas nos testes
preliminares partiram de uma solucgdo estoque produzida a partir da menor dose recomendada no
rotulo do fabricante ajustada ao volume de 100 mL de solugéo (inseticida+ solucdo de mel (1:1) +

dimetilsulfoxido (DMSO) a 1 %). Para o limoneno, foram realizadas diluicdes do composto em 100
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mL da mesma solucdo descrita acima. Os pré-testes tiveram o objetivo de definir uma faixa de
concentragéo dos produtos capaz de causar mortalidades em torno de 5 e 95% nas amostras (abelhas),
onde um pedaco de algoddo embebido com a solugdo de mel + inseticida foi colocado em um
recipiente plastico e recoberto com tecido PVC, este tipo de tecido permite a alimentacao das abelhas
sem que as mesmas permanecam aderidas ao mel. Para o controle foi empregado apenas a solucao
de mel (1:1) + DMSO a 1%. Este recipiente com a solugdo dos produtos e o controle foi colocado
em uma gaiola constituida por um tubo PVVC (20 cm de altura e 15 cm de didametro) apoiado sobre
um prato Vasart para vaso redondo e fechada com tecido voil. Cada gaiola constou de 15 abelhas
adultas, sendo 2 gaiolas por concetracdo, totalizando 30 abelhas/concentracdo. As gaiolas eram
mantidas em ambiente controlado (25 £+ 1 °C, 60 + 10% UR), e a toxicidade aguda avaliada apés 24
horas de exposicdo aos tratamentos. Com os resultados dos testes preliminares, foram determinadas
as concentracOes/tratamentos para o Karate®, Glifosato e Limoneno. Foi estabelecido como
tratamento para os bioensaios subsequentes, as CLso dos produtos e a concentragdo de 250 pL/100
mL de azadiractina, pois esta foi a maior concentracdo dos produtos que levou a morte sem causar
repeléncia nos insetos (concentracdes superiores repeliram 100% dos individuos).

Analise Histoldgica e Histoquimica do Intestino Médio de Apis mellifera. A contaminacgéo
ocorreu via ingestdo do mel com as respectivas CLso dos produtos e a concentragdo de 250 pL/100
mL de azadiractina, através do mesmo procedimento descrito acima. As concentracdes letais (CLso)
utilizadas foram 0,0134 pL/mL, 712,29 e 1,44 para Lambda-Cialotrina, Glifosato e Limoneno,
respectivamente. Para o tratamento com Azadiractina foi utilizada a concentracdo de 250 pL/ 100
mL, e o controle foi feito com a solucéo de mel (1:1) + DMSO a 1%. Apos 24 h de exposi¢do aos
produtos e ao controle, as abelhas sobreviventes, foram imobilizadas em baixa temperatura (4° C),
dissecadas com o auxilio de um estereoscépico, e os tubos digestivos foram fixados emformol a 10%

por 24h e posteriormente armazenados em alcool 70%. Em seguida, 0s intestinos médios dos insetos
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foram seccionados e desidratados em banhos crescentes de etanol (70-100%), por 10 minutos cada.
As amostras foram entdo impregnadas em &lcool + historesina (1:1) por 24h e finalmente incluidas
em historesina pura (Leica®). Posteriormente, foram confeccionados cortes com espessura de 5 pum
obtidos de um micrétomo Leica® RM 2035. Os cortes foram submetidos a técnicas de coloragdo com
Azul de Toluidina para anélise histoldgica. Para a anélise histoquimica, utilizou-se o Acido Periodico
Schiff (P.A.S.) para a deteccdo de carboidratos neutros (Junqueira & Junqueira 1983), e Xylidine
Ponceau para a deteccdo de proteina total (Pearse 1960). As laminas foram examinadas com
fotomicroscopio Leica®, e as imagens foram capturadas e digitalizadas pelo software Leica LAS
Image (Solomon 2009).

Quantificacao de Pixels. A quantificagdo histoquimica de carboidratos neutros e proteinas totais foi
realizada a partir dos pixels. As imagens capturadas foram submetidas ao programa editor de imagens
GIMP®2.8 (GNU Image Manipulation Program, plataformas UNIX) que converte as imagens
digitais em tons de cinza (preto e branco). Esta segmentacdo de cores permite a medi¢do do nimero
de pixels no tecido selecionado (Solomon 2009). Foram utilizadas trés laminas de insetos diferentes
para cada tratamento, onde foram avaliadas quatro sec@es, totalizando 12 se¢fes/tratamento.
Ensaios Bioquimicos. Para extracdo e quantificacdo das proteinas solUveis totais, lipidios, acucar
total e glicogénio, as abelhas foram previamente expostas a CLso de Lambda-Cialotrina (0,0134
puL/100 mL), Glifosato (712,29 puL/100 mL), Limoneno (1,44 uL/100 mL), e a concentracdo de 250
pL/ 100 mL de Azadiractina, através do mesmo procedimento descrito anteriormente. O tratamento
controle foi feito apenas com a solucdo de mel (1:1) + DMSO a 1%. Apds 24 h da instalacdo dos
bioensaios de toxicidade, as abelhas foram imobilizadas a uma temperatura de 4 °C e maceradas em
500 pLdo tampdo fosfato de sddio (pH 7,4 e 0,1 M), sendo utilizada 10 amostras por tratamento,
cada amostra era constituida por 1 abelha operaria. O macerado foi retirado com um pipetador

automatico (abelha operéria + tampdo) e armazenado em um microtdbulo devidamente etiquetado.
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Todo o procedimento foi feito em baixa temperatura para evitar a oxidacdo das amostras. Para o
preparo das amostras, cada grupo de amostras foram centrifugados por 3 minutos a 3000 g. Em
seguida, foram separados 100 pL de cada amostra para analise das proteinas solUveis totais e 200 pL
para as analises de lipideos, agucar total e glicogénio.

Extracdo e Quantificacdo das Proteinas SolUveis Totais. As proteinas solUveis totais foram
determinadas a partir do método de Bradford (1976). 100 pL de cada amostra de macerado foram
transferidos para tubos de vidro de centrifugacao, onde foi acrescentado o corante Bradford (0,01%
de Comissie Blue G-250; 8,5% de acido fosforico e 4,7% de etanol) até alcancar o volume de 5 mL.
Posteriormente, os tubos foram homogeneizados em agitador tipo vlrtex e em seguida
permaneceram em repouso por 2 minutos no escuro. Apoés, foi realizada a leitura em um
espectrofotébmetro UV visivel/190-1000 nm Biospectro SP-220 em comprimento de onda de 595 nm.
A unidade de leitura utilizada foi pg/mL.

Extracdo e Quantificacdo de Lipidio, Acucar Total e Glicogénio. O contetdo de lipidio, acucar
total e glicogénio foram avaliados utilizando o método de Van Handel (1985a, b), em que 200 uL
do macerado homogeneizado foi acrescido de 200 pL de sulfato de sédio e 800 uL de cloroférmio e
metanol (1:1), e centrifugado a 3000 g por 3 min. O precipitado foi utilizado para a analise de
glicogénio, e o sobrenadante transferido para um microtbulo onde foi acrescentado 600 pL de agua
destilada e centrifugado a 3000 g por 3 min. O precipitado foi entdo utilizado para a analise de lipideo
e 0 sobrenadante para andlise de acucar total. O lipidio foi tratado com reagente acido
fosforico/vanilina enquanto que o agucar total e o glicogénio, tratados com reagente acido
sulfurico/antrona. Em seguida, a absorvancia foi verificada em espectrofotometro UV visivel/190-
1000 nm Biospectro SP-220 em comprimento de onda de 625 nm. A unidade de leitura utilizada foi

pug/mL.
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Anélise Estatistica. As ConcentracOes Letais (CLsg) de cada produto e composto estudado, foram
determinadas através da analise de probit pelo programa SAS ProcProbit (SAS 2002). Os dados das
analises histoquimica e bioquimica assumiram normalidade e homogeneidade e foram submetidos a

ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (SAS 2002).

Resultados

Bioensaio de Toxicidade por Ingestdo. O inseticida Karate®, o herbicida Glifosato e 0 composto
Limoneno se mostraram tdéxicos as abelhas A. mellifera quando contaminadas por ingestdo. O
inseticida Karate® apresentou uma CLso de 0,0134 pL/100 mL e foi a substancia mais toxica testada,
seguido pelo composto Limoneno que apresentou CLsg de 1,44 uL/100 mL. O herbicida Glifosato
apresentou baixa toxicidade, possuindo uma CLso de 712,29 puL/100 mL. O inseticida Karate® possui
a maior RT, sendo 53.156 vezes mais toxico em comparac¢do ao herbicida Glifosato, e 0 composto
Limoneno foi 494,64 vezes mais toxico em comparagdo ao herbicida Glifosato (Tabela 1).

N&o foi possivel determinar uma CLso para o inseticida botanico Azamax®, pois foi observado
gue 0 mesmo ocasionou repeléncia a partir de 275 pL/100 mL. Com isso fez-se necessario utilizar a
maior concentracdo que ocasionou morte sem levar a repeléncia do inseto. Neste contexto, foi
selecionada a concentracdo de 250 pL/100 mL. Concentracdes inferiores ndo ocasionaram letalidade
e repeléncia.
Analise Histologica e Histoquimica do Intestino Médio de Apis mellifera. As abelhas
provenientes do grupo controle apresentaram o intestino médio envolto por fibras musculares finas
dispostas em duas camadas: uma interna circular, que origina as pregas do intestino médio, e outra,
externa longitudinal. Em seu epitélio foi possivel observar dois tipos celulares: as células digestivas
ou principais e as células regenerativas. As células digestivas também chamadas de colunares

apresentaram nucleo esférico e central, com microvilosidades em sua regido apical. As regenerativas
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encontraram-se na base do epitélio, com formato piramidal, formando ninhos. Acima das
microvilosidades foi observada a matriz peritréfica separando o material presente no Iimen do
epitélio. Ainda no limen esferocristais estavam presentes (Figs. 1, Al, A2 e A3).

No intestino médio do grupo tratado com o composto Limoneno na CLso (1,44 pL/ 100 mL),
foi observado, assim como no controle, duas camadas musculares, epitélio com células digestivas e
regenerativas. Contudo a matriz peritréfica ndo permaneceu conservada ao longo do epitélio (Figs.
1, B1, B2 e B3).

No grupo tratado com o Azamax® na maior concentragio que ocasionou mortalidade sem
ocasionar repeléncia (250 pL/100 mL), ndo foi possivel observar a matriz peritréfica. O epitélio
apresentou uma desorganizacdo, como também a presenca de nucleos fragmentados e protrusdes
citoplasmaticas (Figs. 1, C1, C2 e C3).

O intestino médio onde as abelhas foram tratadas com o Glifosato na CLsg (712,29 pL/ 100mL)
apresentou uma grande quantidade de protrusdes citoplasmaticas, e um comprometimento da matriz
peritréfica (Figs. 1, D1, D2 e D3). Por fim, as abelhas submetidas a CLso (0,0134 /100 mL) do
Karate® também apresentaram protrusdes citoplasmaticas saindo do epitélio e a presenca da matriz
peritrofica ndo foi observada.

Os resultados da analise histoquimica das células epiteliais apresentaram diferenca estatistica
em relacdo a deteccdo de carboidratos neutros entre o controle e demais tratamentos, e também entre
os tratamentos. O grupo controle exibiu uma maior reacdo positiva ao corante P.A.S em comparacao
aos tratamentos, apos 24 horas de exposicao. O grupo que foi tratado com Limoneno e Glifosato ndo
obtiveram diferenca entre si para reacdo ao corante P.A.S., porém o grupo Glifosato também nao
diferiu dos inseticidas Karate® e Azamax®, que tiveram os piores resultados na revelagdo de
polissacarideos neutros nas células (Fig. 2). Quanto a deteccdo de proteinas totais por Xylidine

Ponceau, as analises histoquimicas revelaram que o grupo controle obteve uma maior coloracéo
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positiva e, portanto, uma maior quantidade de proteinas totais, quando comparado aos grupos
tratados com Karate®, Glifosato, Azamax® e Limoneno. Ndo houve diferenca na deteccdo de
proteinas totais entre os tratamentos (Fig. 3).
Ensaios Bioquimicos. A quantificacdo de proteinas totais revelou que as concentracfes CLso de
Limoneno (53,138 + 4,12 pg/mL) e Glifosato (54,000 £+ 14,15 pg/mL) causaram a maior redugdo na
quantidade de proteina em comparagdo ao grupo controle (135,31 + 10,42 ug/mL). Também houve
reducdo na quantidade de proteina em insetos tratados com a concentracéo CLso de Karate® (108,277
+ 11,92 pg/mL) e na concentragio de 250 pL/100 mL de Azamax® (94.676 = 7,18 pug/mL) (Fig. 4).

A quantificagdo de lipidio mostrou que as CLso de Glifosato (63,714 + 10,43 pg/mL) e Karate®
(55,857 + 10,43 pug/mL) e a concentracdo de 250 pL/100 mL de Azamax® (34,785 + 9,29 pg/mL)
promoveram uma alta reducdo na quantidade de lipidio em contraste com o grupo controle (180,142
+ 27,26 pg/mL), e, embora em menor proporc¢do, a CLso de Limonone (105,428 + 11,58 pg/mL)
também reduziu a quantidade de lipidio (Fig. 5). Os bioensaios de extracdo e quantificacdo de aclcar
total revelaram que a concentracdo CLso de Glifosato (162,944 + 10,99 pg/mL) ndo promoveu a
reducdo de acUcar total quando comparado ao grupo controle (152,287 + 14,24 pg/mL), 0 mesmo
n&o ocorreu com as demais concentracdes testadas de Karate® (95,881 + 13,99 pug/mL), Limoneno
(116,21 + 11,89 pg/mL) e Azamax® (114,43 + 15,50 pg/mL) que diferiram do controle e reduziram
a quantidade de acucar total (Fig. 6).

A quantificacdo de glicogénio demonstrou gque as concentracdes CLso de Limoneno (56,581 +
5,77 pg/mL) e Glifosato (44,662 £+ 5,49 pg/mL) ndo causaram a redugdo de glicogénio quando
comparado com o grupo controle (60,594 = 3,98 pg/mL), entretanto, a CLso de Glifosato ndo se
diferiu estatisticamente das outras concentracdes testadas, CLso e 250 puL/100 mL de Karate® (34,187

+ 3,46 pug/mL) e Azamax® (35,044 + 6,99 pg/mL), que promoveram a reducdo na quantidade de
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glicogénio (Fig. 7). De modo geral, os tratamentos com os inseticidas Karate® e Azamax®

promoveram maiores reduc6es nos valores nutricionais em pg/mL.

Discussao

Os inseticidas piretréides e o herbicida Glifosato sdo insumos muito utilizados na agricultura,
e o residuo gerado por estes defensivos quimicos podem contaminar as abelhas e os produtos apicolas
(Zhang 2018, Sgargi et al. 2020). Charreton et al. (2015), por exemplo, demonstram por meio de
estudos comportamentais a perda das fungbes locomotoras de abelhas jovens (1 dia de idade)
submetidas a doses subletais dos piretrides cipermetrina (2,5 ng / abelha), tetrametrina (70 ng /
abelha), tau-fluvalinato (33 ng / abelha) e do neonicotinoide tiametoxam (3,8 ng / abelha). Embora
0 Glifosato ndo tenha apresentado toxicidade a A. mellifera, Luo et al. (2021) identificaram diversas
alteracbes comportamentais negativas nas mesmas apos contato crénico (11 dias) a doses subletais
da formulac&o comercial de Glifosato, e obtiveram uma DLz, via ingestéo, de 309 ug / abelha.

O Limoneno estudado nesta pesquisa € classificado como um terpeno, sabe-se que este
composto possui acao toxica por contato, fumigacdo e ingestdo para insetos pragas (Ibrahim et al.
2001), o que pode explicar a sua acdo tdxica sobre as abelhas; além disso, estudos demonstram que
as substancias dessa classe quimica poder agir contra os insetos através da inibicdo da ATP sintase,
alquilacdo de nucledfilo, afetando também no processo de muda, ou ainda podem interferir no
sistema nervoso dos insetos pela inibicdo da acetilcolinesterase (Langenheim 1994, Yeom et al.
2012, Lépez & Pascual-Villalobos 2014).

O néo estabelecimento da curva de mortalidade do Azamax® se deu ao fato de apresentar uma
acao repelente. Esses resultados corroboram com Cherry & Nuessly (2010), Ikeura et al. (2013) e

Andrade et al. (2013) que relataram a repeléncia ocasionada pelo azadiractina, composto base do
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Azamax®, em Melanotus communis (Gyllenhal), Mamestra brassicae (Linnaeus) e Aphis gossypii
(Glover).

Contudo, apesar da repeléncia, os individuos que entraram em contato com este inseticida
boténico, apresentaram alteragdes celulares, sendo observado a presenca de nucleos fragmentados e
protrusdes citoplasmaticas. Isso porque o Azamax® pode interferir em pardmetros importantes, como
a ruptura da membrana plasmatica, vacuolizacdo do citoplasma, formacéo e ampliacdo de espacos
intercelulares, entre outros, possivelmente devido ao processo necrotico da célula (Correia et al.
2009, Almehmadi 2011, Scudeler & Santos 2013, Scudeler et al. 2014). Logo, a analise sobre a
possivel influéncia do Azamax®, bem como do herbicida Glifosato, sobre 0 CCD se torna mais
complexa e pesquisas mais amplas sdo necessarias. Entretanto, verificou-se na presente pesquisa que
o inseticida piretrdide Karate® e o composto Limoneno se destacaram como as substancias mais
toxicas, e as abelhas A. mellifera podem ser expostas a esses defensivos agricolas durante o
forrageamento, contribuindo assim, entre outros fatores, para o CCD.

Quanto as analises histoldgicas, o intestino médio do grupo controle de abelhas A. mellifera,
corroborou com o padrdo morfologico descrito por Cruz-Landim (2009), mas aquelas tratadas com
0 inseticida botanico, e com os herbicida e inseticida sintéticos apresentaram uma desorganizacao
do epitélio, com a presenca de protrusdes, e no caso do Azamax® também se tem a presenca de
nucleos fragmentados. Logo, essas patologias encontradas no epitélio intestinal das abelhas, sdo
indicios de que seu 6rgdo estd com o funcionamento comprometido.

Além disso, todos 0s xenobidticos (naturais e sintéticos) levaram ao comprometimento da
matriz peritréfica, isso também pode sugerir danos nas células digestivas, pois sdo elas que secretam
essa matriz (Hegedus et al. 2009). A matriz peritréfica € um componente importante na fisiologia

digestiva dos insetos, visto que tem a funcéo de proteger o epitélio do intestino médio contra abrasao
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por particulas e alimentos asperos, patdgenos e toxinas e sua auséncia expdem as células a danos
diretos (Toprak et al. 2016).

A auséncia da matriz peritréfica também ocasiona a reducdo da aquisi¢do dos nutrientes, uma
vez que age compartimentalizando o bolo alimentar, e por consequéncia, potencializando a acao
enzimatica, a0 mesmo tempo em que protege o epitélio contra a acdo dessas enzimas (Klowden 2007,
Chapman 2013). Desta forma, ndo é surpresa que todos os produtos e composto ocasionaram reducao
na quantificacdo de carboidratos e proteinas no intestino de A. mellifera, indicando uma dificuldade
na absor¢édo dos nutrientes.

O déficit nutricional desenvolvido devido aos danos celulares provavelmente acarretou na
realocacdo de nutrientes entre os processos fisiologicos, devido a possiveis trade-offs importantes
para sobrevivéncia do organismo (Blacher et al. 2017). A realocacdo de recursos pode ser observada
de forma mais evidente no tratamento com Glifosato, onde ocorreu a reducao do glicogénio e lipidio,
porém ndo houve a reducgdo do acgucar total. Isso significa que ndo houve o interrompimento do
fornecimento de energia para o organismo sob estresse, porque o glicogénio foi utilizado, ao entrar
na via glicolitica, para liberacdo de glicose na hemolinfa (Chapman 2013).

Mas de forma geral, todas as substancias avaliadas reduziram os niveis de proteina, lipidio,
glicogénio e acucar total em abelhas, ou seja, podem interferir negativamente no desenvolvimento e
reproducdo desses individuos (Blacher et al. 2017), uma vez que as proteinas sdo essenciais em
funcBes estruturais, enzimaticas e hormonais (sintese); os lipidios sdo fontes de reserva energética,
e expressam funcionalidades estruturais e metabdlicas; os carboidratos sdo fontes energéticas
importantes. Ja o glicogénio é um carboidrato que fica alojado no corpo gorduroso, mas também
estdo presente nos musculos, intestino e outros tecidos (Oliveira & Cruz-Ladim 2003, Klowden

2007).
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O grupo de abelhas tratadas com o herbicida Glifosato e com o composto natural Limoneno
obtiveram uma reducdo de proteina mais evidente em comparacdo aos inseticidas Karate® e
Azamax®. Cruz et al. (2017) também mostraram que o limoneno e E-anetol, utilizados em associagao
ou ndo, foram capazes de reduzir os niveis de proteina, lipidio, glicogénio e agUcar total em lagartas
Spodoptera frugiperda (J.E.Smith).

Outros trabalhos também demonstraram que modificagdes morfoldgicas no intestino médio
dos insetos levam a reducgdo dos niveis das macromoléculas essenciais para as fungdes bioquimicas.
Cunhaetal. (2015), por exemplo, observaram que uma populacao de bicudo tratada com pimetrozina
teve alteragdes ultraestruturais e morfoldgicas no intestino médio, de modo que levou a reducao nos
niveis de glicogénio e lipideos. Sharma et al. (2011) também mostraram o estresse no sistema
fisiol6gico causado por extratos de Artemisia annua (Asteraceae) e Azadirachta indica (Meliaceae)
ao alterar os teores de carboidratos, lipideos e proteinas de larvas de Anopheles stephensi (Liston) e
Culex quinguefasciatus (Say).

Por fim, é possivel concluir que os produtos sintéticos bem como os naturais aqui estudados
sdo prejudiciais as abelhas A. mellifera e podem contribuir para 0 CCD, pois causaram alteracfes
histopatolégicas nas células do intestino médio, e consequentemente, ocasionaram reducdo
nutricional nas abelhas. Por ser repelente a A. mellifera em altas dosagens, € mais dificil o contato
dessas abelhas com o inseticida botanico Azamax® no campo, assim, o uso deste produto pode ser
uma opcdo viavel, mas de forma cautelosa para evitar o contato das abelhas com o mesmo. Vale
ressaltar que os inseticidas naturais precisam ser estudados caso a caso, ou seja, cada produto de

forma individual, para garantir se ha seletividade aos insetos benéficos.
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Tabela 1. Toxicidade do composto Limoneno, do herbicida Glifosato e do Inseticida Karate em

abelhas operarias Apis mellifera contaminadas por ingestéo.

Tratamentos N! GL? Inclinagdo® CLso* RTs0° 1
(+EP) (1C95%)
Limoneno 150 3 2,1+0,59 1,44 494,64 4,28
(0,92-2,05)
Glifosato 150 3 6,7+1,53 712,29 - 5,57
(631,00-817,49)
Karate 150 3 1,2+0,23 0,0134 53.156 0,73

(0,005-0,023)

INimero de insetos usados no teste,

2Grau de liberdade,

3Erro padrdo da média,

4 Concentragéo Letal (uL/100 mL) e intervalo de confianga,
% Razo de toxicidade,

x2= Qui-quadrado.
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Figura 1. Histologia do intestino médio de Apis mellifera. A: controle, B: Limoneno, C: Azamax,
D: Glifosato, E: Karate. Coloragdo azul de toluidina. Seta preta: Matriz peritréfica. L: Lamen. NF:
nucleo fragmentado. Circulo preto: ninho de células regenerativas. CC: células colunares. PC:
Protrus@es citoplasmaticas. Asterisco preto: Tubulos de Malpighi. Asterisco branco: esferocristais.
Seta vermelha: musculo longitudinal. Triangulo preto: musculo transversal. Seta tracejada:
Microvilosidades.
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Figura 2. Histoquimica do intestino médio de Apis mellifera para carboidratos neutros. A: controle,
B: Limoneno, C: Azamax, D: Glifosato, E: Karate. Acido Periddico Schiff (P.A.S.). Barras seguidas
de letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 3. Histoquimica do intestino médio de Apis mellifera para proteinas totais. A: controle, B:
Limoneno, C: Azamax, D: Glifosato, E: Karate. Coloracdo Xylidine Ponceau. Barras seguidas de
letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 4. Quantidade de proteinas totais (médias * erro padrdo) em adultos de Apis mellifera com
24h ap6s bioensaio de toxicidade por ingestdo na concentracdo Letal (CLso) do composto
Limoneno, do herbicida Glifosato e do inseticida Karate. Para o inseticida Azamax foi utilizada a
maior concentragdo que nao apresentou repeléncia. Barras seguidas de letras diferentes diferem

significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 5. Quantidade de lipidios (médias + erro padrdo) em adultos de Apis melifera com 24h apds
bioensaio de toxicidade por ingestdo na concentracdo Letal (CLso) do composto Limoneno, do
herbicida Glifosato e do inseticida Karate. Para o inseticida Azamax foi utilizada a maior
concentracdo que ndo apresentou repeléncia. Barras seguidas de letras diferentes diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

Lipidio Apis mellifera (ug/mL)

55



200

1

180 -

160 —+

140 +

120 +

100 —+

80 +

60 +

40 +

Acucar Total Aphis mellifera (ng/mL)

20 +

0

i

B

i

EEN Controle (152.287 + 14.24)
1 Limoneno (116,21 £11.89)
BN Azamax (114.43 £15.50)

[ Glifosato (162,944 +10.99)
B Karate (95.881 £+ 13.99)

Figura 6. Quantidade de acucar total (médias * erro padrdo) em adultos de Apis mellifera com 24h
apos bioensaio de toxicidade por ingestdo na concentracdo Letal (CLsg) do composto Limoneno, do
herbicida Glifosato e do inseticida Karate. Para o inseticida Azamax foi utilizada a maior
concentracdo que ndo apresentou repeléncia. Barras seguidas de letras diferentes diferem

significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 7. Quantidade de glicogénio (médias * erro padrdo) em adultos de Apis mellifera com 24h
apos bioensaio de toxicidade por ingestdo na concentracdo Letal (CLsg) do composto Limoneno, do
herbicida Glifosato e do inseticida Karate. Para o inseticida Azamax foi utilizada a maior
concentracdo que ndo apresentou repeléncia. Barras seguidas de letras diferentes diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
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CAPITULO 4
Consideracoes finais

Os resultados desta dissertacdo ampliam o conhecimento acerca do declinio de abelhas
observado nos ultimos tempos ao agregar mais informacgdes sobre as substancias, sintéticas e
naturais, utilizadas como defensivos na industria agricola, que podem afetar negativamente a
sobrevivéncia destas espécies de polinizadores ao interferir na sua fisiologia.

Em geral, os produtos naturais sdo considerados seguros aos insetos benéficos, entretanto, nesta
pesquisa fica evidente a necessidade de se analisar cada caso isoladamente, pois tanto o inseticida
botanico derivado da azadiractina (Azamax®) e o composto Limoneno tiveram resultados
semelhantes aos produtos sintéticos, inseticida lambda-cialotrina (Karate®) e herbicida glifosato
(Roundup®), causando alteracdes histopatoldgicas nas células do intestino médio das abelhas.

Em todos os tratamentos foi possivel observar o comprometimento ou a completa auséncia da
matriz peritrofica. As substancias que mais causaram danos visiveis as células epiteliais foram os
inseticidas Karate® e Azamax® e o herbicida Glifosto, pois as amostras contaminadas com estes
produtos apresentaram uma desorganizacdo do epitélio e um grande numero de protrusdes
citoplasmaticas, com a presenca ainda de nucleos fragmentados no intestino de abelhas tratadas
com Azamax®.

O comprometimento das células digestivas de A. mellifera contaminadas com as CLssoe com a
concentracédo determinada para o0 Azamax® (250uL/100 mL), também ocasionou uma reducio na
capacidade de absorcdo de nutrientes essenciais para 0s animais, o que provavelmente implicara no
desenvolvimento e terd reflexo na reproducdo desses insetos. Uma vez que foi observado que os

inseticidas Azamax® e Karate® ocasionaram a reducio de todos os nutrientes analisados (proteina,
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lipidio, acUcar total e glicogénio), porém o grupo exposto ao Limoneno e ao Glifosato apresentaram
uma grande diminuicdo de proteinas, apesar do primeiro ndo ter afetado a quantidade de glicogénio
e 0 segundo a quantidade de agUcar total nas abelhas submetidas a estes tratamentos.
Assim, as abelhas expostas ao Azamax®, ao composto Limoneno, ao inseticida Karate® e ao
herbicida Glifosato sofrem alteraces fisioldgicas prejudiciais no seu sistema digestorio.
Por ser repelente a A. mellifera em altas dosagens, € mais dificil o contato dessas abelhas com
o inseticida botanico Azamax® no campo, assim, o uso deste produto pode ser uma opgao viavel,

mas de forma cautelosa para evitar o contato das abelhas com o0 mesmo.
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