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Resumo 

A crescente redução dos polinizadores, principalmente das abelhas da 

espécie A. mellifera, traz graves consequências para o meio ambiente e na 

produção de alimentos. Conseiderados como bioindicadores ambientais, 

as abelhas estão sendo expostas a doses residuais de muitos produtos 

tóxicos, cuja sinergia com parasitas e patógenos, tem efeitos devastadores 

para estes insetos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar os 

efeitos do herbicida Roundup® na sobrevivência de colônias de A. 

mellifera a partir da contaminação de produtos da colmeia, da sinergia do 

herbicida com microsporídeo Nosema sp. e alterações das glândulas 

hipofaríngeas. As análises de resíduos indicaram a presença de glifosato 

nas amostras de mel das colmeias expostas experimentalmente ao 

herbicida (R1 8,45 ± 1,09 µg/g-1; R2 8,15 ± 2,14 µg/g-1; R3 23,90 ± 2,95 

µg/g-1) após uma semana do fornecimento da última alimentação 

artificial. Em amostra de colmeia alimentada há mais de quatro semanas, 

o glifosato também estava presente, mesmo que em concentrações 

menores (3,12 ± 0,89 µg/g-1). A partir do método utilizado, não foi 

identificada a presença do metabólito do glifosato, o ácido 

aminometilfosfônico (AMPA), em nenhuma das amostras, dentro dos 

limites de detecção. Não foi possívem estabelecer um método robusto 

para determinar a presença de glifosato ou AMPA em amostras de pólen, 

a partir das técnicas utilizadas. Análies qualitativas revelaram que as 

colmeias do tratamento controle, onde não havia resíduos do herbicida, 

permaneceram em boas condições durante todo o període de avaliações, 

com presença de rainha e alta população de operárias. Porém, as colmeias 

submetidas a alimentação contendo Roundup® apresentaram redução 

significativa na população de indivíduos adultos e na área de cria, além 

de ausência de rainha sem a construção de realeiras pelas operárias. Para 

os bioensaios onde foi avaliado a interação entre o Roundup® e o 

microsporídeo Nosema sp. em condições de laboratório, os resultados 

indicaram que estes agentes extressores exercem efeito aditivo sobre as 

abelhas, contribuindo significativamente para a redução da sobrevivência 

de operárias adultas de A. mellifera, com aumento do consumo de 

alimento. A partir destes resultados, é possível determinar que em 

condições naturais, essa interação pode comprometer a sobrevivência da 

colônia, como foi observado no bioensaio a campo. Os resultados das 
avaliações nas glândulas hipofaríngeas indicam que o Roundup® 

promoveu alterações na ultraestrutura celular destas glândulas, 

promovendo sua degeneração precoce, com desestruturação do retículo 

endoplasmático rugoso e mudanças morfológicas e estruturais nas 

mitocôndrias, compatíveis com eventos celulares associados a depleção 



de ATP. A quantidade de geleia real produzida não apresentou redução 

significativa, embora sejam necessários estudos adicionais para 

determinar possíveis alterações qualitativas da mesma, que poderiam 

comprometer a nutrição de vários indivíduos da colônia, principalmente 

a rainha e larvas de até três dias de vida. Este é o primeiro estudo que 

avaliou o efeito do Roundup® na sobrevivência de colônias de A. 

mellifera, sob diferentes aspectos, os quais estão diretamente 

relacionados com a estabilidade das colmeias, que são a interação com 

patógenos e alterações das glândulas produtoras de geleia real. 

 

 

Palavras-chave: Glifosato. Contaminação. Nosemose. Interação. 

Mortalidade. Glândulas hipofaríngeas. Ultraestrutura. 

  



 

 

Abstract 

The increasing reduction of pollinators, especially bees of the species A. 

mellifera, has crucial consequences for the environment and food 

production. Considered as environmental bioindicators, bees are being 

exposed to residual doses of many toxic products, whose synergy with 

parasites and pathogens has devastating effects on these insects. The 

objectives of this work were to evaluate the effects of the Roundup®, a 

glyphosate based herbicide, on the survival of colonies of A. mellifera 

from the contamination of hive products, the synergy of the herbicide with 

microsporidium Nosema sp. and changes in the hypopharyngeal glands. 

The residue analyzes indicated the presence of glyphosate in honey 

samples from hives experimentally exposed to the herbicide (R1 8,45 ± 

1,09 μg/g-1, R2 8,15 ± 2,14 μg/g-1, R3 23,90 ± 2,95 μg/g-1) after one week 

of the last artificial feeding. In a hive sample fed for more than four 

weeks, glyphosate was also present, even at lower concentrations (3,12 ± 

0,89 μg/g-1). In addition, the presence of the glyphosate metabolite, 

aminomethylphosphonic acid (AMPA), was not identified in any of the 

samples within the limits of detection of the method used. Nevertheless, 

it was not possible to establish a robust method to determine the presence 

of glyphosate or AMPA in pollen samples from the techniques used. 

Qualitative analyzes revealed that control hives, where there was no 

herbicide residues, remained in good condition throughout the assessment 

period, with the presence of queen and high worker population. However, 

the hives submitted to feeding containing Roundup® presented a 

significant reduction in the adult population and in the breeding area, 

besides the absence of queen without the construction of retreads by the 

workers. In laboratory bioassays involving both Roundup® and the 

microsporidium Nosema sp., the results indicated that the herbicide 

enhanced the effect of Nosema sp. on the bees, contributing significantly 

to the reduction of the survival of adult workers of A. mellifera, and 

increased food consumption as well. Based on these results, it is possible 

to determine that under natural conditions, this interaction may 

compromise the survival of the colony, as verified in the field bioassay. 

The Roundup® also triggered alterations in the cellular ultrastructure of 

hypopharyngeal glands, promoting their early degeneration, with 

ultrastructural changes of the rough endoplasmic reticulum, and 

morphological and structural changes in the mitochondria, compatible 

with cellular events associated with ATP depletion. The amount of royal 



jelly produced did not show significant reduction, although additional 

studies are necessary to determine its qualitative alterations by the 

exposure to the herbicide, which could compromise the nutrition of 

several individuals of the colony, especially the queen and larvae of up to 

three days of life. This is the first study that evaluated the effect of sub-

lethal dose of Roundup® on the survival of colonies of A. mellifera, 

different cellular changes, interaction with pathogens and alterations of 

the royal jelly producing glands, which are directly related to the stability 

of the hives, which are the. 

 

Keywords: Glyphosate. Contamination. Nosemose. Interaction. 

Mortality. Hypopharyngeal glands. Ultrastructure. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

A manutenção do equilíbrio em um ecossistema está diretamente 

relacionada com a reprodução vegetal, devido a sua importância no 

fornecimento de recursos alimentares (néctar, pólen, sementes e frutos) 

para a teia de interações nele existentes. De acordo com Imperatriz-

Fonseca (2004), a polinização é essencial para a reprodução sexuada das 

plantas e, na sua ausência, não há manutenção da variabilidade genética 

entre os vegetais, reduz-se a produção agrícola ou ocorre a formação de 

frutos deformados. A densidade populacional de muitos polinizadores 

está sendo reduzida a níveis que podem comprometer os serviços de 

polinização nos ecossistemas naturais e agrícolas e, consequentemente, a 

manutenção da capacidade reprodutiva de plantas silvestres (KREMEN, 

2004). Em ecossistemas naturais, as evidências da polinização 

insuficiente são mais sutis do que em sistemas agrícolas, mas as 

consequências podem ser tão severas como a extinção de uma espécie 

vegetal, ou um declínio visível de animais que se alimentam de frutos e 

sementes, regeneração insuficiente da flora, erosão do solo e redução do 

volume de água (EARDLEY et al., 2006). 

Problemas ambientais como desmatamento, e a agricultura com 

práticas de cultivo caracterizadas pelo uso abusivo de agrotóxicos, 

especialmente em áreas de monocultura, vêm impactando as populações 

de inúmeras espécies de polinizadores em escala global, sobretudo, as 

abelhas, consideradas como polinizadores mais efetivos, acarretando em 

grandes prejuízos econômicos e ambientais (FREITAS et al., 2009; 

ALVES DA SILVA CUNHA et al., 2014;). Muitos destes agrotóxicos não 

são seletivos, como é o caso dos inseticidas neonicotinóides, associados 

com a redução das populações de polinizadores em diferentes países 

(HENRY et al., 2012; WHITEHORN et al., 2012; DI PRISCO et al., 

2013; GODFRAY et al., 2014; WOODCOCK et al., 2017) chegando a ser 

proibido pela União Europeia em 2013 (CARNEIRO, 2015). Além dos 

inseticidas, existem outros produtos, como herbicidas e fungicidas, cujo 

efeito sobre as abelhas é pouco estudado por não serem alvo destes 

agrotóxicos, o que não significa que não prejudiquem as abelhas de algum 

modo. Produtos denominados ingredientes inertes, presentes nos 

agrotóxicos,  também podem ter efeitos tóxicos sobre abelhas, 
contribuindo para a diminuição da saúde de suas populações (ZHU et al., 

2014; MULLIN et al., 2016). 

Os efeitos subletais, provocados pela exposição a pequenas doses 

de agrotóxicos, que podem provocar alterações genéticas e 

comportamentais nos indivíduos, são pouco conhecidos e têm sido 
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desconsiderados nos estudos de risco (MALASPINA; MATHIAS DA 

SILVA-ZACARIN, 2006). As abelhas estão cronicamente expostas a 

coqueteis de agroquímicos e a novos parasitas, cuja interação está 

conduzindo para perdas de suas colônias (GOULSON et al., 2015). A 

interação de inseticidas neonicotinóides com agentes patogênicos tem 

efeito negativo potencializado sobre a saúde das abelhas, causando 

redução na longevidade, diminuição da glicose oxidase (ALAUX et al., 

2010) e aumentando a suscetibilidade à infecção por Nosema ceraneae 

(WU et al., 2012; PETTIS et al., 2013). Estudos que avaliem as interações 

de parasitas com outros agrotóxicos, além dos inseticidas, são escassos e 

nem por isso menos importantes, evidenciando a necessidade de trabalhos 

nesta área. 

Substâncias ingeridas pelas abelhas também exercem influência 

sobre as glândulas hipofaríngeas, relacionadas com a produção de geleia 

real e enzimas, substâncias de grande relevância para alimentação da 

rainha e larvas. A ação de inseticidas neonicotinóides e acaricidas, 

utilizados respectivamente em lavouras e no interior das colmeias, 

reduzem o tamanho dos ácinos glandulares devido a morte celular nestas 

estruturas (ALAUX et al., 2010; SMODIS-SKERL; GREGORC, 2010; 

HATJINA et al., 2013). Zaluski, Justulin e Orsi (2017) reportaram  

alterações claras nas glândulas mandibulares e hipofaríngeas de abelhas 

nutrizes, expostas durante seis dias ao fipronil e piraclostrobina. 

Destacam ainda esses autores que no campo, as abelhas podem ser 

expostas a múltiplos pesticidas e por mais tempo, sendo que seu resultado 

pode subestimar o real impacto negativo dos pesticidas em abelhas. 

Os agrotóxicos, apontados como os principais causadores de 

mortes em abelhas, podem ser levados à colônia por diferentes maneiras 

e de modo contínuo durante a floração (KARISE et al., 2017). Além disso, 

estes pesticidas acabam sendo armazenados no interior da colmeia, 

estando disponíveis por longos períodos, tendo efeito crônico sobre as 

abelhas (SMODIS-SKERL; GREGORC, 2010). Estudos mais criteriosos 

e aprofundados sobre os efeitos subletais dos agrotóxicos, destacando a 

interação destes com parasitas e glândulas exócrinas podem contribuir 

para o entendimento de eventos observados que comprometem a 

viabilidade da colmeia, tais como a “Desordem do Colapso da Colônia 

(DCC) ”, embora esse fenômeno provavelmente não tenha uma única 
causa de ocorrência e, os estudos desenvolvidos em laboratórios não 

reproduzam as condições de campo para avaliar com maior precisão os 

efeitos dos agrotóxicos sobre as abelhas. 

Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os 

impactos da alimentação artificial contendo dose subletal de Roundup®
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sobre a dinâmica das colmeias de A. mellifera, a partir da interação com 

o microsporídeo Nosema sp., bem como os efeitos sobre as glândulas 

hipofaríngeas e contaminação de produtos da colmeia. 

 

1.1 ESTRUTURA DA TESE 

 

Esta tese está organizada em três capítulos que correspondem aos 

trabalhos desenvolvidos durante o período de doutoramento, com seus 

respectivos resultados e discussões. 

Antes destes, a introdução ao tema faz a contextualização do 

trabalho, apresentando justificativas para o desenvolvimento do estudo e 

seus objetivos. Na sequência, compondo o referencial teórico, a revisão 

da literatura traz informações sobre a espécie utilizada como modelo 

biológico e os fatores apontados como agravantes no declínio dos 

polinizadores. São apresentadas também, informações sobre a 

metodologia empregada no desenvolvimento dos trabalhos e que é 

comum a todos os bioensaios desenvolvidos. 

O primeiro capítulo trata da identificação e quantificação de 

resíduos do Rondup® em mel e dos efeitos deste agrotóxico sobre 

aspectos qualitativos das colmeias monitoradas em condições de campo.  

No segundo capítulo, são apresentados os dados sobre a interação 

do parasita Nosema sp. com o herbicida a base de glifosato, em condições 

de laboratório. É discutido como a presença simultânea destes agentes 

estressores afeta a sobrevivência de operárias adultas, estimando-se as 

implicações para situações de campo. 

O terceiro capítulo aborda os efeitos da alimentação contendo 

Roundup® sobre as glândulas hipofaringeas, relacionando com as 

consequências sobre a produção de geleia real e como a soma destes 

fatores pode interferir na sobrevivência de colônias de abelhas.  

Os capítulos que compõe esta tese servirão de base para a 

elaboração de artigos científicos. Os mesmos serão formatados de acordo 

com as normas exigidas pelas respectivas revistas às quais serão 

submetidos. 

Ao final, apresenta-se uma conclusão geral dos resultados obtidos, 

discutindo como cada um deles interfere na dinâmica e sobre vivência de 

colônias de A. mellifera expostas o herbicida Roundup®, contribuindo 
assim para um maior entendimento das causas da desordem do colapso da 

colônia. São apresentadas também, algumas perspectivas para estudos 

futuros, considerando observações feitas durante os bioensaios 

desenvolvidos no doutorado e que não foi possível de serem avaliados. 
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1.2. OBJETIVOS 

 

1.2.1 Objetivo Geral  

 

Avaliar os efeitos do herbicida Roundup® na sobrevivência de 

colônias de A. mellifera a partir do efeito aditivo do herbicida com 

microsporídeo Nosema sp., das alterações das glândulas hipofaríngeas e 

da contaminação de produtos da colmeia.  

 

1.2.2 Objetivos Específicos  

 

- Determinar a presença de resíduos de glifosato (princípio ativo do 

Roundup®) seu metabólito (ácido aminometilfosfônico –AMPA) em 

produtos mel e pólen relacionando com aspectos qualitativos das 

colmeias em condições de campo. 

- Avaliar o índice de sobrevivência de operárias adultas de A. mellifera 

expostas a alimentação contendo concentração de campo de Roundup® e 

infectadas pelo microsporídeo Nosema sp. em condições de laboratório. 

- Estudar o efeito da ingestão de concentração subletal de Roundup®, 

sobre a morfometria, histologia e ultraestrutura das glândulas 

hipofaríngeas de operárias adultas de A. melífera e a interferência na 

produção de geleia real. 
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2. POLINIZADORES E A ABELHA A. mellifera  

 
2.1 IMPORTÂNCIA ECOLÓGICA E ECONÔMICA 

 
A polinização de espécies vegetais em Florestas Tropicais é 

realizada, em sua maioria, por animais (98%). De acordo com Bawa 

(1990), esses animais podem ser aves, morcegos, abelhas, mariposas, 

borboletas, besouros, moscas, vespas, formigas e outros, que visitam as 

flores para se alimentarem, procurar abrigo ou para a reprodução, e assim, 

podem carregar grãos de pólen aderidos ao seu corpo e, ao visitarem 

diferentes flores, transferi-los para o estigma, propiciando a ocorrência da 

polinização. Entre os agentes polinizadores, os mais abundantes são os 

insetos que realizam com as plantas uma relação mutualística, um 

processo coevolutivo, que pode ser observado em diversos ambientes. 

Embora recebam grande diversidade de visitantes, as flores são 

polinizadas efetivamente apenas por alguns deles. A relação entre flores 

e seus polinizadores pode ser interpretada como o resultado das 

adaptações das estruturas florais, a fim de aperfeiçoar a ação dos vetores 

no transporte de grãos de pólen (ZEN; ACRA, 2005). 

Os grupos de polinizadores são diversificados e as flores que não 

desenvolveram estrutuas específicas para um único visitante, são 

exploradas por uma grande variedade de animais, principalmente abelhas 

(PROENÇA; GIBBS, 1994; LUGHADHA; PROENCA, 1996). No 

entanto, visitar uma flor não é suficiente para um visitante floral ser 

considerado como um polinizador (POLATTO et al., 2012). Para ser 

considerado um polinizador, algumas condições devem ser cumpridas: 1. 

A proporção de espécies de visitantes vetores de pólen; 2. A frequência 

com que cada espécie de visitante entra em contato com anteras e 

estigmas; 3. A frequência de visitas que resultam em deposição do pólen 

nos estigmas de cada espécie vegetal; 4. O número de grãos de pólen 

depositados por visita na mesma flor e nas flores subsequentemente 

forrageadas, favorecendo ou não o fluxo gênico; 5. A quantidade de pólen 

removido das anteras e depositado nos estigmas; 6. A produção de frutos 

e de sementes, por visita, para cada espécie de visitante considerada; 7. 

Fatores intrínsecos da planta, como a viabilidade do pólen e a existência 

ou não de autocompatibilidade (FENSTER et al., 2004). 

Em pesquisas sobre biologia da polinização, frequentemente 

defende-se a ideia que as interações entre plantas e seus polinizadores são 

resultantes da evolução convergente dos atributos florais, em relação a 

pressão exercida pelos polinizadores (JOHNSON et al., 1998; FENSTER 
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et al., 2004; GOLDBLATT et al., 2004; PÉREZ et al., 2006; 

ALCANTARA; LOHMANN, 2010; CURTI; ORTEGA-BAES, 2011).  

Entre os insetos polinizadores, se destacam as abelhas que 

apresentam comportamento altamente social, produzem mel e podem ser 

utilizadas de forma racional para polinização em culturas. A importância 

das abelhas como polinizadores no Brasil é evidenciada no levantamento 

de informações acerca do conhecimento técnico-científico sobre 

polinizadores e polinização, realizado pelo Ministério do Meio Ambiente 

(PEREIRA et al., 2006). Nesse trabalho, foram levantadas todas as 

publicações direta ou indiretamente relacionadas com o uso e manejo de 

polinizadores no Brasil, indexadas nas mais importantes bases de dados 

on-line nacionais e internacionais. Ao todo, foram encontradas 2469 

publicações, sendo 1745 referindo-se a grupos de polinizadores 

diferentes. Os valores percentuais que se referem a estas publicações 

estão representados no gráfico da figura abaixo: 

 

 
Figura 1: Quantificação das publicações encontradas por grupo de polinizadores. 

Adaptado de Bibliografia brasileira de polinização e polinizadores (PEREIRA et 

al., 2006). 

 
Não há dúvida de que os insetos polinizadores mais importantes 

são as abelhas e as moscas (MALERBO-SOUZA; HALAK, 2009). De 

acordo com Gulan e Cranston (2007), Mouga et al. (2012) e Toledo et al. 
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(2013) a A. mellifera é considerada em todo mundo a principal abelha 

polinizadora, cujos serviços são de extrema importância para muitas 

plantas cultivadas, resultando no aumento de produtividade e qualidade 

das culturas. O serviço ecossistêmico (polinização) prestado por elas é 

essencial para a manutenção das populações de plantas nativas e para a 

produção de alimento para o homem e animais (IMPERATRIZ-

FONSECA; NUNES-SILVA, 2010). 

A importância econômica dos polinizadores tem sido reconhecida 

na agricultura moderna. Uma vasta lista de plantas cultivadas depende 

totalmente destes animais ou se beneficiam com suas visitas. No caso da 

polinização por abelhas, por exemplo, é comprovada a melhoria na 

produtividade em muitas culturas entomófilas (ROUBIK, 2002). Na 

presença de organismos polinizadores, algumas espécies vegetais 

aumentam sua produção não só em quantidade, mas também em 

qualidade dos seus frutos (NASCIMENTO; et al., 2012; TOLEDO et al., 
2013). A ausência deste serviço pode afetar negativamente a reprodução 

sexuada e a diversidade genética das plantas, além de comprometer a 

produção de alimentos e produtos relacionados (KLEIN et al., 2007). 

O valor econômico mundial do serviço de polinização por insetos, 

principalmente abelhas, foi de 153 bilhões de euros em 2005 para as 

principais culturas que alimentam o mundo (GALLAI et al., 2009). Nos 

Estados Unidos, o valor estimado da polinização para a agricultura, 

apenas pelas abelhas A. mellifera, foi de em 9,3 bilhões de dólares em 

1989 e 14,6 bilhões em 2000, ou seja, um aumento de 36% (MORSE; 

CALDERONE, 2000). 

No Brasil, as informações disponíveis sobre o uso em grande 

escala de serviços de polinizadores se concentram nas culturas da soja, 

algodão, caju, maçã, laranja, maracujá, abacate e melão. Não há relatórios 

sobre a polinização no café, algodão e soja, apesar dos estudos mostrarem 

que essas culturas são beneficiadas pela polinização prestada por agentes 

bióticos (FREITAS; IMPERATRIZ-FONSECA, 2005). 

Consequentemente, poucas são as informações sobre as culturas que 

pagam pelo serviço da polinização. Apenas duas culturas de maior 

expressão econômica e que dependem do uso de polinizadores vem 

recorrendo a eles em larga escala no país: a maçã (Malus domestica) na 

região Sul, especialmente Santa Catarina, e o melão (Cucumis melo) na 
região Nordeste, particularmente nos estados do Ceará e Rio Grande do 

Norte (IMPERATRIZ-FONSECA, 2004). 

Estudos realizados por Chiari et al. (2008),com o objetivo de 

verificar a influência da A. mellifera na produção de grãos e qualidade de 

sementes da soja transgênica Glycine max Merrill Roundup® e 
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convencional, mostraram que, para as cultivares estudadas, houve 

benefício na produção de grãos de 37,84%, quando foi permitida a visita 

de abelhas. No cultivo de laranjas, Malerbo-Souza e Halak (2009), 

relataram a importância da entomofilia na produção desses frutos e 

afirmam que vários experimentos de polinização em Citrus sp 

comprovaram os benefícios na produção quando as abelhas estão 

presentes, com aumento na frutificação das flores (MALERBO-SOUZA; 

NOGUEIRA-COUTO; COUTO, 2003) e a produção de frutos maiores, 

mais doces e com maior quantidade de vitamina C na presença de abelhas, 

quando comparado ao tratamento sem abelhas (GAMITO; MALERBO-

SOUZA, 2006). 

De acordo com uma revisão feita por Giannini et al. (2015), a 

contribuição econômica dos polinizadores totaliza quase 30% 

(aproximadamente US$12 bilhões) do valor total da produção agrícola 

anual das culturas dependentes (totalizando quase US$45 bilhões). Esses 

autores utilizaram dados derivados de três fontes: Klein et al. (2007), 

somente culturas cultivadas no Brasil, Giannini et al. (2015) e dados 

disponíveis na página eletrônica do Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística (IBGE) referentes aos anos de 2005 a 2012, incluindo todas as 

plantas de importância econômica, como plantas utilizadas como 

alimento, vestuário, gado, biocombustível ou para outro uso. Foi revisada 

a dependência das culturas por polinizadores e estimado o valor 

econômico anual da polinização para cada cultura. Foram analisadas 141 

culturas, das quais 85 dependem de polinizadores. Quase um terço destas 

culturas apresentou uma dependência grande ou essencial por 

polinizadores. Contudo, não foram obtidas informações sobre a 

dependência de polinizadores para algumas culturas importantes, o que 

mostra a necessidade urgente por pesquisa básica sobre biologia 

reprodutiva e ecologia da polinização (GIANNINI et al., 2015). 

 

2.2 ABELHAS AFRICANIZADAS: Apis mellifera 

 

As abelhas representam um dos maiores grupos da Ordem 

Hymenoptera e junto com as vespas Spheciformes constituem a 

superfamília Apoidea. Estima-se que existam cerca de 20 mil espécies de 

abelhas, distribuídas por tudo mundo onde ocorrem Angiospermas 
(MICHENER, 2000). A apifauna brasileira é constituída por cinco 

famílias (Andrenidae, Apidae, Colletidae, Halictidae, Megachilidae) e 

1.576 espécies descritas (SILVEIRA; et al., 2002); todavia as estimativas 

são de que existem aproximadamente 3.000 espécies de abelhas para 

nosso País. 
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Das famílias de abelhas existentes no Brasil, a Apidae é 

considerada a mais diversificada, formada por espécies corbiculadas 

pertencentes às tribos Apini, Bombini, Euglossini e Meliponini e não-

corbiculadas, as tribos Antophorini, Xylocopini, Centridini, Eucerini e 

outras. Cabe ressaltar que na tribo Apini estão incluídas as espécies 

exóticas do gênero Apis, introduzidas no Brasil por volta do século XIX. 

A subfamília Meliponinae da família Apidae (MICHENER, 2000), 

distribui-se por regiões tropicais e subtropicais de todo o mundo e, 

geralmente não avança para as regiões temperadas como a A. mellifera. 

O néctar é utilizado pela maioria das espécies de abelhas como fonte de 

carboidratos, enquanto que o pólen e ou óleos florais, como fonte de 

proteínas, principalmente para as formas larvais (ROUBIK, 1989; FREE, 

1993; MICHENER, 2000). 
A A. mellifera, espécie de abelha utilizada no presente estudo, 

pertence à família Apidae, subfamília Apinae, tribo Apini, subtribo Apina 

(SILVEIRA; et al., 2002). No Brasil, abelhas A. mellifera foram 

introduzidas em 1839, quando o Reverendo Antônio Carneiro importou 

da Europa colmeias de Apis mellifera mellifera Linnaeus 1758 (abelha 

preta ou alemã) com o intuito de produzir mel e utilizar a cera produzida 

por elas para a fabricação de velas (NOGUEIRA-NETO, 1972). 

Posteriormente imigrantes europeus trouxeram as subespécies A.m. 

ligustica (Spinola 1806), A.m. carnica (Pollmann 1879) e A.m. 

caucasiana (Gorbachev 1916) entre outras (GONÇALVES, 1994). No 

ano de 1956, o geneticista Prof. Dr. Warwick Estevan Kerr, trouxe do 

continente africano abelhas da subespécie A. m. scutellata (Lepeletier 

1836) com o objetivo de melhorar quantitativa e qualitativamente os 

produtos apícolas (KERR, 1967). As colmeias foram alocadas no Horto 

de Camacuã, no município de Rio Claro-SP, de onde alguns enxames 

fugiram (KERR, 1967) iniciando-se uma rápida expansão destas abelhas 

pelo Brasil. As abelhas africanas realizaram diversos cruzamentos com as 

subespécies europeias já existentes no país, resultando em um poli 

híbrido, que foi chamado de abelha africanizada (GONÇALVES, 1974). 

Características como alta capacidade enxameatória, alta produtividade, 

forte comportamento defensivo e alta adaptabilidade, observadas nestes 

híbridos são aquelas predominantes na subespécie africana. A união 

destas características ajudou as abelhas africanizadas a se estabelecerem 
rapidamente como populações silvestres nas Regiões Neotropicais 

(LOBO; KRIEGER, 1992). 

 



32 

 

2.3 CASTAS E DIVISÃO DE TRABALHO NA COLMEIA 

 

Em colônias de A. mellifera, onde vivem em média 100 mil 

indivíduos, é possível identificar claramente a divisão de castas (Figura 

2), que apresentam diferenças quanto à anatomia, fisiologia e 

comportamento (ROBINSON et al., 1991). Encontramos divisão entre os 

indivíduos responsáveis pela reprodução (rainhas e zangões) e aqueles 

que fazem a manutenção da colônia (operárias). Operarias e rainhas 

constituem castas femininas com diferentes funções. As rainhas são 

responsáveis pela postura de ovos que, se forem fertilizados darão origem 

a operárias ou, se necessário, a rainhas virgens (organismos diploides), 

enquanto ovos não fertilizados originarão zangões (organismos 

haploides). Às operarias cabem as tarefas de manutenção da colônia, tais 

como limpeza, construção, cuidados com a cria e com a rainha, guarda e 

coleta de alimento. O trabalho realizado pelas operarias segue uma 

sequência determinada pela idade ou maturidade fisiológica do indivíduo, 

a qual e denominada de polietismo etário ou polifenismo, estando, 

contudo, sujeita às necessidades da colônia (FREE, 1980). Os zangões, 

machos férteis cuja única função em colmeias de A. mellifera é a 

fecundação da rainha, estão presentes em determinadas épocas favoráveis 

para a reprodução (WINSTON, 2003). 

 
Figura 2: Esquema demonstrando a distinção entre sexos e castas em A. 

mellifera. Adaptado de Peruquetti, R.C. Introdução ao estudo sobre abelhas. 

Disponível em http://www.ufac.br/ppgespa/polen. Acesso: 21 de abril de 2017. 

 

As abelhas são insetos holometábolos e o desenvolvimento de 

todos os três tipos de castas envolve uma transição por quatro fases 
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principais: ovo, larva, pupa e adultos (Figura 3).  

 
Figura 3: Diferentes fases do ciclo de vida das abelhas A. mellifera. Fonte: 

Adaptado de Cardozo, 2014. 

 

Além das diferenças morfológicas externas, rainhas e operárias 

distinguem-se internamente quanto ao sistema reprodutor, onde as rainhas 

apresentam ovários com cerca de 150-180 ovaríolos e as operárias 

possuem apenas 4-7 ovaríolos em cada um de seus ovários e uma 

espermateca rudimentar. Quanto ao sistema endócrino, existem glândulas 

que são específicas de rainhas e outras de operárias, como por exemplo, 

a glândula hipofaríngea, secretora de geleia real presente somente em 

operárias (WINSTON, 2003). 

 

2.4 GLÂNDULAS HIPOFARÍNGEAS 

 

Relacionadas com o desenvolvimento de várias tarefas na colônia, 

as glândulas exócrinas são muito importantes para os insetos sociais 

(CRUZ-LANDIM, 1992). Entre elas, destacam-se as glândulas 

hipofaríngeas, estruturas consideradas exclusivas dos himenópteros, 

sendo encontradas com diferentes graus de desenvolvimento em insetos 

desta ordem.  

Morfologicamente apresentam-se como duas estruturas em forma 

de cachos longos, com um canal central onde se ligam numerosos ácinos 

secretores (Figura 4). Estão localizadas na cabeça das operárias, 

recobrindo a porção médio-anterior do cérebro (HUANG et al., 1989; 

COSTA; CRUZ-LANDIM, 1999). Fazem parte das glândulas anexas do 

sistema digestório, sendo responsáveis pela síntese de enzimas que 

metabolizam os nutrientes liberados pela digestão do pólen. As proteínas 

secretadas na geleia real são, sobretudo, derivados do pólen. Scarselli et 

al. (2005), identificaram sete proteínas em pólen apícola que são 

isoformas de proteínas encontradas em geleia real (MRJP-1 e MRJP-2), 
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portanto, a quantidade e qualidade do pólen consumido pelas nutrizes está 

relacionada com o desenvolvimento de suas glândulas hipofaríngeas, que 

é representado pelo diâmetro de seus ácinos (PERNAL; CURRIE, 2000). 

 
Figura 4: Morfologia da glândula hipofaríngea de A. mellifera. Esquema da 

cabeça com destaque para a glândula hipofaríngea (A e B). (Adaptado de 

Macedo, 2009). 

 
Na espécie A. mellifera, as glândulas hipofaríngeas e mandibulares 

estão envolvidas na secreção da geleia real, substância de base proteica 

essencial para alimentação de todas as crias nos três primeiros dias de 

vida larval, e para a rainha durante toda a vida (DESEYN; BILLEN, 2005; 

FENG, et al., 2009; HUANG, et al., 2012; KAMAKURA, 2012). Em 

experimentos de laboratório, Crailsheim (1992) demonstrou que abelhas 

nutrizes forneciam geleia real não somente para larvas e rainha, mas 

também para todos os adultos, sendo o principal suplemente protéico da 
colônia. A geleia real é uma substância de base proteica, composta por 

um complexo conjunto de água, açúcares, proteínas, colesterol, 

aminoácidos, vitaminas (REMBOLD, 1964) e enzimas tais como a 

invertase (SIMPSON et al., 1968) e as amilases nas operárias coletoras, e 

α-glicosidases e glicose-oxidases nas operárias nutrizes (SIMPSON et al., 
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1968; TAKENAKA et al., 1990). Em A. mellifera, a geleia real é essencial 

para alimentação de todas as crias, nos três primeiros dias de vida larval, 

e para a rainha durante toda a vida (DESEYN; BILLEN, 2005; FENG, et 

al., 2009; HUANG et al., 2012; KAMAKURA, 2012). 

A função que as operárias desempenham dentro da colônia, bem 

como sua idade, são fatores envolvidos na ativação das glândulas 

hipofaríngeas. De acordo com Deseyn e Billen (2005) as abelhas na fase 

de nutriz com seis dias de idade, apresentam a glândula mais 

desenvolvida, quando comparada a abelhas com 0, 3, 9, 12, 15, 18, 21, 

24, 27, 30, 33 dias de vida pós-emergência. Estes autores demonstraram 

também que a quantidade de geleia real secretada está diretamente 

relacionada ao tamanho dos ácinos, revelando que glândulas bem 

desenvolvidas produzem mais geleia real. Moritz e Crailsheim (1987) e 

Crailsheim e Stolberg (1989), observaram que abelhas recém emergidas 

apresentavam ácinos menores (81,7±1,3 micrômetros de diâmetro) 

quando comparadas a abelhas com idade de oito dias (149,0±2,8 

micrômetros de diâmetro), e que a atividade proteolítica era proporcional 

ao tamanho das glândulas. Estes autores também verificaram que a 

medida que as operárias passam desempenhar atividade de 

forrageamento, os ácinos das glândulas e a atividade proteolítica 

diminuem. 

De acordo com Huang et al. (1989), o desenvolvimento das 

glândulas hipofaríngeas em abelhas operárias pode ser muito flexível, 

sendo afetado por fatores internos e externos à colônia. As diferentes 

atividades desempenhadas por indivíduos da mesma idade e a presença 

de larvas jovens são essenciais para a ativação das glândulas 

hipofaríngeas (SIMPSON et al., 1968; HUANG, et al., 1989; LASS; 

CRAILSHEIM, 1996; PERNAL; CURRIE, 2000; DESEYN; BILLEN, 

2005). Substâncias ingeridas pelas abelhas também exercem influência 

sobre o tamanho dos ácinos das glândulas hipofaríngeas. A baixa 

disponibilidade de recursos alimentares e substâncias como inibidores de 

tripsina de soja (BABENDREIER et al., 2005; SAGILI et al., 2005) são 

fatores conhecidos por interferir negativamente no desenvolvimento das 

glândulas. A ação de inseticidas neonicotinóides e acaricidas, utilizados 

respectivamente em lavouras e no interior das colmeias, reduz o tamanho 

dos ácinos glandulares devido à morte celular nestas estruturas (ALAUX 
et al., 2010; SMODIS-SKERL; GREGORC, 2010; HATJINA et al., 

2013). 

Os agrotóxicos, apontados como os principais causadores de 

mortes em abelhas, podem ser levados à colônia por diferentes maneiras 

e de modo contínuo durante a floração. Além disso, estes pesticidas 
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acabam sendo armazenados no interior da colmeia, estando disponível por 

longos períodos, tendo efeito crônico sobre as abelhas (SMODIS-

SKERL; GREGORC, 2010). Os efeitos que estes pesticidas exercem 

sobre as glandulas hipofaríngeas, alterando sua fisiologia e 

comprometendo a produção de geleia real, podem ter consequências 

negativas às colônias, comprometendo sua sobrevivência.  
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3. AGROTÓXICOS 

 
Os agrotóxicos são constituídos de múltiplas classes e subclasses 

de componentes e são comumente classificados quanto ao organismo alvo 

(herbicidas, inseticidas, fungicidas) ou de acordo com sua classe química 

(organofosforados, triazina entre outras) (BHALLI et al., 2006). 

Desde 2008 o Brasil é o maior consumidor de agrotóxicos do 

mundo (CARNEIRO, 2015) apresentando um consumo superior a 300 

mil toneladas/ano de produtos formulados, o que representa mais de 130 

mil toneladas de ingredientes ativos consumidos anualmente. Importante 

estímulo ao consumo advém da diminuição dos preços e da grande 

isenção de impostos dos agrotóxicos, fazendo com que os agricultores 

utilizem maior quantidade por hectare (SPADOTTO et al., 2004; 

PIGNATI et al., 2011). 

No período entre 2000 e 2010, as vendas de agrotóxicos cresceram 

190% enquanto que a área plantada teve um aumento de 30%. Esses 

dados demonstram a intensificação do uso destes produtos, aumentando 

seu consumo por hectare plantado, de acordo com dados da Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária -ANVISA (BRASIL, 2011). O aumento 

no consumo médio de agrotóxicos em relação à área plantada, passou de 

10,5 litros por hectare (l/ha) em 2002 para 12 l/ha em 2011 (PIGNATI et 

al., 2011). Esse número deve-se, em parte, às práticas de monocultura de 

cultivares transgênicos, ao desenvolvimento de resistência de plantas 

espontâneas, fungos e insetos e a mecanização agrícola (GUPTA, 2004, 

2007; FRANCO et al., 2010). 

 

3.1 HERBICIDA ROUNDUP® 

 
Herbicidas são substâncias químicas fitotóxicas, utilizadas para 

destruição de plantas espontâneas ou para inibir o seu crescimento. 

Representam 45% dos agrotóxicos comercializados no Brasil 

(CARNEIRO, 2015), entre eles está o glifosato, considerado um dos 

herbicidas mais usados no mundo e utilizado na formulação do 

Roundup®. 

O princípio ativo do glifosato é o "N-fosfonometil-glicina", pós-

emergente, sistêmico e não seletivo, geralmente comercializado na forma 

de sal isopropilamônio e outros ingredientes conhecidos como 

tensoativos ou surfactantes, adicionados à formulação a fim de aumentar 

a eficácia do herbicida (GALLI; MONTEZUMA, 2005) cujas 

propriedades químicas permitem que se solubilize facilmente nos 
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ambientes aquáticos. A proporção de glifosato para o agente tensoativo 

no Roundup® varia de acordo com o país no qual o produto é 

comercializado (WILLIAMS et al., 2000; EL-SHENAWY, 2009). 

O polioxietilenoamina (POEA) é o surfactante predominante 

utilizado nos produtos Roundup® em todo o mundo. Considerado 2 a 3 

vezes mais tóxico do que o glifosato, ele favorece a penetração do 

herbicida na cutícula da planta, melhorando assim a sua efetividade. Deste 

modo, produtos formulados com este surfactante podem ser ainda mais 

tóxicos que o herbicida isolado (WILLIAMS et al., 2000; MESNAGE et 

al., 2012; SRIBANDITMONGKOL et al., 2012). De acordo com Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária - Anvisa (BRASIL 2011), o glifosato está 

inserido na classificação toxicológica III - medianamente tóxico, e na 

classificação do potencial de periculosidade ambiental, categoria III - 

produto perigoso ao ambiente (BRASIL 2011), mesma classificação 

atribuída ao produto Roundup®. 

O modo de ação do glifosato em plantas envolve a absorção, 

transporte e ação bioquímica na célula vegetal. De modo geral, o glifosato 

é abosrvido pelas pertes clorofiladas das plantas, como folhas e tecidos 

verdes (GALLI; MONTEZUMA, 2005), sendo também observada 

através da casca de espécies arbóreas, quando solubilizado em óleo 

(TURNER; LOADER, 1974) e por raízes de cultivos em solução nutritiva 

(HADERLIE et al., 1978; GRUYS; SIKORSKI,1999). O herbicida 

penetra de modo rápido através da cutícula e sua passagem da superfície 

da folha para o apoplasto possivelmente ocorra por difusão, em função de 

um caminho aquoso ou hidrofílico (CASELEY; COUPLAND, 1985), 

uma vez que a molécula do glifosato é altamente polar. Diferenças na 

composição da cutícula podem interferir na absorção do produto, 

resultando em menor eficiência do mesmo quando a cutícula for mais 

hidrofóbica (CHACHALIS; REDDY; ELMORE, 2001). A redução no 

volume e aumento na concentração são fatores que também contribuem 

para aumentar a absorção do glifosato (STAHLMAN; PHILLIPS, 1979).  

Por ser móvel no floema, o transporte do glifosato ocorre 

rapidamente no interior da planta, sendo translocado do local de aplicação 

para as regiões meristemáticas (PETERSON et al., 1978; CASELEY; 

COUPLAND, 1985; JENKS, 2007). A principal via de translocação é 

simplástica, ocorrendo também movimento apoplástico. Estudos indicam 
que o glifosato se desloca do mesmo modo que os fotoassimilados, indo 

das folhas para o restante da planta, estabelecendo-se uma relação de 

fonte e dreno (CASELEY; COUPLAND, 1985). 

O mecanismo de ação do herbicida glifosato consiste em inibir 

especificamente a enzima 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato-sintase 
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(EPSPs), impedindo a biossíntese de aminoácidos aromáticos: 

fenilalanina, triptofano e tirosina (JAWORSKI, 1972; DANIELE et al., 

1997; ZABLOTOWICZ; REDDY, 2004; JENKS, 2007) que são 

precursores de proteínas, fenilpropanóides, fitoalexinas, lignina 

(AMARANTE JUNIOR et al., 2002; JENKS, 2007) e ácidos nucléicos 

(GLASS, 1984). A morte da planta é resultado de vários eventos 

relacionados com a desregulação na rota do ácido chiquímico, como a da 

diminuição de aminoácidos devido a atividade do glifosato (FRANZ et 

al., 2000), a perda de carbonos disponíveis para outras reações celulares 

na planta (FERREIRA et al., 2005), a redução na resposta de defesa da 

planta contra patógenos (LEVESQUE; RAHE, 1992) e o aumento da 

concentração em níveis tóxicos de nitrato, etileno, ácido cinâmico 

(FERREIRA et al., 2005). 

De acordo com estudos desenvolvidos por Bohn et al., (2008), há 

resíduos de glifosato nos grãos de plantas que receberam pulverização 

deste herbicida durante o seu desenvolvimento, proporcionalmente à 

dosagem aplicada, detectados por análise de cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLEA). Estes autores encontraram 19 mg.kg-1 de resíduo de 

glifosato nos grãos de plantas que receberam uma pulverização do 

produto (dosagem de 960 g ia ha-1). Em grãos das plantas que receberam 

duas aplicações do herbicida (usando a mesma dosagem), a concentração 

residual aumentou para 36 mg.kg-1. Duke et al. (2003) detectaram 

menores valores residuais de glifosato em grãos (2,18 e 3,08 mg.kg-1), 

embora tenham usado dosagem superior do herbicida (1260 g ia ha-1). A 

diferença nos valores residuais de glifosato nos dois trabalhos pode ser 

devido a metabolização da molécula pela planta, que é dependente do 

genótipo e das condições edafoclimáticas durante o cultivo (BOHM et al., 

2008). 

A presença de resíduos de glifosato nos grãos pode reduzir a 

qualidade fisiológica dos mesmos, interferindo na germinação e 

desenvolvimento de plântulas. De acordo com estudos de Bervald et al., 

(2010), que avaliaram o efeito do glifosato em sementes de soja 

convencional e transgênica (resistente ao herbicida), a presença do 

herbicida reduziu a qualidade fisiológica das sementes, provocando a 

diminuição da germinação, o desenvolvimento anormal do sistema 

radicular das plântulas e aumento da condutividade elétrica, além de 
reduzir a matéria seca daquelas plantas que conseguiram se desenvolver. 

Estes efeitos foram mais acentuados quando a dose do herbicida foi maior. 

Os efeitos observados estão relacionados com o mecanismo de 

ação do herbicida. O bloqueio da biossíntese de aminoácidos aromáticos 

reduz os níveis de proteínas solúveis nos tecidos vegetais prejudicando a 
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germinação (BERVALD et al., 2010), tem efeito inibitório na 

organogênese, impedindo a diferenciação das raízes (NAGATA et al., 

2000), interrompe o processo de mitose e provoca ruptura dos plastídeos, 

como efeito indireto e secundário (BARTELS, 1985). O aumento na 

condutividade elétrica indica que o glifosato produz danos à integridade 

do sistema de membranas celulares (MARCOS FILHO et al., 1987), 

acarretando a lixiviação de açúcares, aminoácidos, eletrólitos e outras 

substâncias solúveis em água (HEYDECKER, 1974), prejudicando a 

germinação e o vigor da semente. Sprankle et al. (1975), em um bioensaio 

para detecção de glifosato no solo, estudaram o espectro da sensibilidade 

ao herbicida em sete espécies vegetais: linho, milho, soja, trigo, cevada, 

aveia e pepino. Foi observado que, entre estas plantas, o linho foi a mais 

sensível, ficando o milho, a soja e o trigo no grupo intermediário, e entre 

as mais resistentes a cevada, a aveia e o pepino. Os autores observaram 

também que à medida que aumentava a concentração de glifosato havia 

dificuldade na emergência das folhas, e muitas vezes as folhas que 

conseguiam emergir apresentavam cloroses típicas, como as de 

deficiência de zinco (YAMADA; CASTRO, 2007). Também foi 

observado efeitos do herbicida na ultraestrura de células de raiz tratadas 

com glifosato, com sintomas de perda de microtúbulo e núcleo fortemente 

lobado ou micronúcleo ou presas a certos estádios de divisão (YAMADA; 

CASTRO, 2007). 

A utilização excessiva deste herbicida faz com que ele esteja 

presente no ambiente, contaminando diferentes cadeias tróficas, em maior 

ou menor grau. Em um estudo ambiental realizado por pesquisadores da 

Argentina com águas lixiviadas de lavouras de soja naquele país, foi 

identificado o glifosato em concentrações entre 0,10 e 0,7 mg/L (0,10 e 

0,7 ppm) (PERUZZO; PORTA; RONCO, 2008). Em sedimentos e em 

solos, os valores encontrados variaram entre 0,5 e 5,0 mg/kg (0,5 e 5,0 

ppm) (PERUZZO; PORTA; RONCO, 2008). O glifosato foi detectado 

em 41% das 140 amostras analisadas de água subterrânea coletadas na 

Catalunhia, Espanha (SANCHÍS et al., 2012). Estudos ambientais de 

diversos locais dos Estados Unidos, Canadá e França, o glifosato e AMPA 

(seu derivado) foram detectados na água superficial (ANNETT et al., 

2014). 

A partir destas informações, é possível compreender que diferentes 
organismos estão expostos à ação do glifosato, devido ao seu uso 

excessivo e aos resíduos que se acumulam no ambiente. 
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3.2 EFEITOS DOS AGROTÓXICOS SOBRE ORGANISMOS NÃO 

ALVOS E EM ABELHAS 

 

A comercialização e aplicação de agrotóxicos de forma intensiva e 

extensiva nas culturas brasileiras, tem gerado discussões quanto aos 

prejuízos que provocam, considerando o potencial citotóxico destes 

produtos sobre os organismos não alvos (GUILLÉN et al., 2012), e por 

esta razão, a determinação dos efeitos subletais faz-se necessário (PHAM-

DELÈGUE et al., 2002). 

Os problemas oriundos da exposição dos organismos vivos aos 

agrotóxicos são inúmeros. Pesquisas têm demonstrado que a ação tóxica 

destes pesticidas está relacionada com alterações no sistema respiratório 

e hepático (KESAVACHANDRAN et al., 2006; SANTOS FILHO et al., 
2003), nas funções fisiológicas, como mudanças bioquímicas que 

desencadeiam estresse oxidativo e danos citogenéticos (TOPE et al., 
2006; JIA; MISRA, 2007). Os danos causados ao DNA pelos agrotóxicos 

podem desencadear processos carcinogênicos, anomalias morfológicas e 

alterações nos gametas, interferindo na fertilidade e sobrevivência das 

populações (BOLOGNESI, 2003). Dessa forma, ocorrem alterações na 

sobrevivência e efeitos adversos crônicos na estrutura e dinâmica de 

populações e comunidades (NACCI et al., 1996; KENDALL et al., 2001). 

A redução do tamanho populacional e a possível ocorrência da seleção de 

genótipos resistentes aos poluentes atuarão como efeito de gargalo 

genético e consequente perda de variabilidade (THEODORAKIS; 

SHUGART, 1998). 

A toxicidade das preparações comerciais do Roundup® em relação 

ao herbicida glifosato isolado apresentam diferenças consideráveis, 

descritas por diferentes autores. Peixoto (2005) analisou a toxicidade 

mitocondrial do Roundup®, observando alterações na membrana interna 

destas organelas e redução de suas funções bioenergéticas, sendo que o 

mesmo não foi reproduzido no tratamento com glifosato isolado. Marc et 

al. (2002), observaram atraso no ciclo celular, o que pode ser resultado de 

alterações na reatividade bioenergética mitocondrial, com conseqüências 

drásticas na função celular através da perturbação da carga bioenergética 

e do equilíbrio celular. Martínez et al. (2007) testaram a citotoxicidade 

em células mononucleares humanas do Roundup® e do glifosato de grau 
analítico, e observaram que o Roundup® foi significativamente mais 

tóxico, reforçando a hipótese de que a toxicidade deste produto 

possivelmente esteja associada a interação entre seus componentes e o 

herbicida glifosato. Benachour e Séralini (2009) avaliaram a toxicidade 

de quatro herbicidas à base de glifosato em três diferentes tipos celulares. 
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Esses autores utilizaram a diluição correspondente aos níveis residuais do 

pesticida encontrados na alimentação humana ou animal, inferiores 

àquelas recomendadas para o uso na agricultura e compararam as 

formulações comerciais com o glifosato isoladamante e com o seu 

principal metabolito, o ácido aminometilfosfônico (AMPA), assim como 

com o adjuvante POEA. Todas as formulações de Roundup® causaram 

morte celular após 24 h de exposição por meio de inibição de enzimas 

mitocondriais, danos de membrana, fragmentação de DNA, encolhimento 

nuclear (picnose) e fragmentação nuclear (cariorrexe) e indução de 

apoptose. Mesnage et al. (2012), demonstraram que o Roundup® e POEA 

são mais tóxicos do que o glifosato, por si só, em três tipos de linhagens 

celulares humanas. Considera-se que a presença do adjuvante POEA 

interfere na permeabilidade da membrana celular aumentando a 

toxicidade do glifosato. Estes trabalhos confirmam a toxidade dos 

adjuvantes presentes nas formulações Roundup®. 
O Roundup® também apresenta toxicidade sobre o sistema 

reprodutivo de mamíferos, atuando como um desregulador endócrino. 

Provoca diminuição dos níveis de testosterona na puberdade, alterações 

na produção de espermatozóides e outros efeitos adversos associados a 

reprodução e o desenvolvimento (DALLEGRAVE et al., 2007; FRANCO 

et al., 2010; PARRÓN et al., 2011; ROMANO et al., 2010), como a 

inibição da proteína regulatória aguda da esteroidogênese (StAR) 

(WALSH et al., 2000) e da enzima aromatase (RICHARD et al., 2005), o 

que consequentemente leva à redução nos níveis de testosterona e 

estradiol. 

A avaliação do risco dos agrotóxicos sobre determinado inseto, 

deve inicialmente considerar a sua biologia. Insetos sociais apresentam 

divisão de trabalho entre os membros da colônia, com o desenvolvimento 

das atividades relacionados com a idade e fatores genéticos de cada 

indivíduo, deve-se considerar também a sua organização social 

(CALDERONE; PAGE, 1992). Em geral, abelhas jovens estão 

envolvidas com atividades dentro da colônia (alimentação larval, limpeza 

e construção de células), seguido pela atividade de guarda sendo que as 

mais velhas realizam atividade de forrageamento (SEELEY, 1982). 

Contudo, o polietismo etário em abelhas não evita que outros indivíduos 

além das forrageiras sejam expostos aos pesticidas. Operárias que 
exercem atividades no interior da colônia, e os indivíduos imaturos que 

são alimentados com pólen e néctar estocados, também podem ser 

infectados. Os diferentes estágios larvais e os adultos de várias fases da 

vida, ou que desenvolvem diferentes, atividades podem entrar em contato 
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com esses produtos, que podem ser acumulados por longos períodos no 

interior das colmeias (PHAM-DELÈGUE et al., 2002). 

A exposição das abelhas aos agrotóxicos normalmente ocorre por 

meio da ingestão de resíduos encontrados no pólen e néctar de plantas 

cultivadas ou das ervas daninhas (SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2014) que 

são levados pelas abelhas forrageiras e permanecem armazenados no 

interior das colmeias por algum tempo (ORANTES-BERMEJO et al., 

2010). Também pode ocorrer pela contaminação da água que as abelhas 

consomem para manter sua temperatura corporal sob controle 

(SCHMARANZER, 2000). 

Os efeitos subletais dos agrotóxicos sobre os polinizadores 

evidenciam, em longo prazo, comprometimento no desempenho e a 

viabilidade das colmeias, sendo observadas diferenças no crescimento, 

fecundidade, longevidade, comportamento (DESNEUX et al., 2007), 

índices de desempenho que incluem a taxa da massa da colmeia 

(FAUCON et al., 2005), na atividade forrageamento (entrada e saída pelo 

alvado das colmeias) (DECOURTYE et al., 2004), quantidade de cria 

produzida (FAUCON et al., 2005; SANDROCK et al., 2014), capacidade 

de aprendizagem, como encontrar o caminho de volta para a colmeia 

(DECOURTYE et al., 2003), a taxa de a absorção de alimentos 

(RAMIREZ-ROMERO et al., 2008; SANDROCK et al., 2014), nível de 

atividade locomotora (LAMBIN et al., 2001), diminuição da enxameação 

na primavera e dificuldade em repor a rainha (SANDROCK et al., 2014). 

De acordo com alguns estudos, a exposição dos polinizadores aos 

agrotóxicos os torna mais suscetíveis ao ataque de doenças e pragas, além 

de diminuir a produção de cera e mel (KRUPKE; LONG, 2015). Johnson 

et al. (2013) observaram que a combinação de alguns fungicidas com 

inseticidas mostrou-se mais mortal para as abelhas do que qualquer 

produto químico sozinho. De acordo com Pettis et al. (2013), a ingestão 

de pólen contaminado com misturas de pesticidas e fungicidas levam as 

abelhas a perder a resistência ao parasita Nosema ceranae, relacionado à 

CCD (HIGES et al., 2008) o que denota alterações na fisiologia e/ou 

imunidade dos insetos expostos à doses subletais de agrotóxicos. 

Os herbicidas são considerados inofensivos para abelhas, mas há 

pesquisas que mostram o contrário. A utilização extensiva e prolongada 

destes produtos diminui a diversidade de plantas com flores (HALD, 
1999; HYVÖNEN; SALONEN 2002) o que afeta diretamente as 

colmeias e a sua produtividade (GOULSON et al., 2015). Além disso, os 

herbicidas estão potencialmente biodisponíveis para as abelhas 

forrageiras a partir do pólen, do néctar e da água (TAPPARO et al., 2012; 

KRUPKE et al., 2012). 
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De acordo com os trabalhos de Papaefthimiou et al. (2002), 1 μM 

(micro mol) do herbicida 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) reduziu cerca 

de 70% da contração inicial, a força e freqüência cardíaca em A. m. 

macedonica em menos de 20 minutos após exposição ao produto, sendo 

essa espécie de abelhas muito mais sensível ao herbicida do que outros 

animais testados. Abelhas alimentadas com solução de sacarose a 60%, 

contaminada com dez diferentes herbicidas tiveram prejuízo considerável 

na produção de crias. Os testes demonstraram que Picloram, 2,3,6-TBA e 

dicamba, não apresentaram efeitos adversos a 1000 ppm, mas cloramben 

e dalapon causaram uma redução no desenvolvimento da ninhada e 2,4-

D, 2,4,5-T, silvex, 2,4-DB e EPTC reduziram ou eliminaram gravemente 

a produção de ninhada (MORTON et al., 1972). 

O glifosato é um organofosfonato que interfere na síntese da 

acetilcolenisterase, responsável pela hidrólise da acetilcolina 

(neurotransmissor central e periférico). A acetilcolina quando não é 

quebrada, acumula-se dentro da fenda sináptica, provocando uma grande 

estimulação das células-alvo, podendo afetar a locomoção e equilíbrio dos 

organismos expostos (GLUSCZAK et al., 2006).  

Estudos específicos sobre o modo de ação do glifosato em abelhas 

são escassos e de modo geral demonstram que ele não interfere na 

sobrevivência de larvar até o sétimo dia (THOMPSON et al., 2014) e 

operárias adultas (HERBERT et al., 2014; HELMER et al., 2015). Outras 

observações foram feitas por Helmer et al. (2015), como a diminuição de 

β-caroteno em abelhas submetidas a alimentação contaminada com 

glifosato, que pode ser resultado do efeito estimulador deste herbicida 

sobre a atividade de enzimas ligadas a absorção, metabolização e 

isomeração de carotenoides. Alterações nos níveis de carotenoides em 

insetos conferem a perda de sensibilidade visual (DADD, 1973; PEPE; 

CUGNOLI, 1980; PARRA; PANIZZI; HADDAD, 2009) e mudanças na 

coloração do tegumento (DADD, 1973). Helmer et al. (2015) também 

observaram pequena diminuição nos níveis de proteína em abelhas 

expostas ao glifosato, sugerindo alterações metabólicas devido ao efeito 

do herbicida. Não é conhecida a ação do glifosato na síntese de 

aminoácidos em animais, contudo, em vegetais ele inibe a ação de 

enzimas responsáveis pela biossíntese de aminoácidos aromáticos, 

importantes componentes das proteínas (JENKS, 2007). Jumarie et al. 
(2017) utilizaram o ensaio de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) para avaliar a peroxidação lipídica induzida por atrazina e 

glifosato. Verificaram que a misturas destes herbicidas provocaram um 

aumento significativo níveis de TBARS, de 30 a 40% em relação aos 

valores do grupo controle, em doses inferiores a 1% da DL 50. 
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Operárias adultas de A. mellifera expostas a alimentação 

experimental contendo glifosato, tanto em doses crônicas quanto agudas, 

apresentaram déficits cognitivos (HERBERT et al., 2104). Foi observada 

redução da sensibilidade à sacarose, prejuísos na a aprendizagem e 

dificuldades em estabelecer memórias associativas, o que poderia tornar 

ineficaz a coleta de recursos para a colônia, comprometendo sua 

sobrevivência. Estes efeitos podem estar associados ao efeito do glifosato 

sobre a enzima acetilcolinesterase, uma vez que em insetos a transmissão 

de impulsos sinápticos de natureza química ocorrem através da ação de 

neurotransmissores, principalmente pela acetilcolina (GALLO, 2002). 

Os efeitos do glifosato em abelhas sugerem que este herbicida 

induz a alterações metabólicas que não causam sua morte 

individualmente, mas prejudicam a sobrevivência da colônia, o que é 

extremamente preocupante, tendo em vista que são insetos sociais. Com 

a intensão de simular situações reais de campo, optou-se por utilizar a 

formulação comercial do Roundup® em detrimento do glifosato em grau 

analítico. As formulações comerciais deste herbicida apresentam 

ingredientes inertes que podem ser ainda mais tóxicos que o glifosato 

isolado (WILLIAMS et al., 2000; MESNAGE et al., 2012; 

SRIBANDITMONGKOL et al., 2012). Alguns destes ingredientes 

inertes (conservantes, adjuvantes ou componentes estabilizadores) 

também podem ter efeitos tóxicos sobre abelhas, contribuindo para a 

diminuição da saúde de suas populações (ZHU et al., 2014; MULLIN et 

al., 2016) e prejudicando seu desempenho de aprendizagem (CIARLO et 

al., 2012). 

 

3.3 RESÍDUO DE AGROTÓXICOS NOS PRODUTOS DA COLMEIA 

 

Análises realizadas em produtos apícolas como pólen, cera e 

principalmente mel, demonstraram grandes taxas de contaminação com 

produtos fitossanitários, tais como agrotóxicos, metais potencialmente 

tóxicos, bactérias e materiais radioativos (MULLIN et al., 2010; WIEST 

et al., 2011; PACÍFICO DA SILVA et al., 2015; GÉREZ et al., 2017; 

KARISE et al., 2017; MITCHELL et al., 2017) e até mesmo uma 

variedade de antibióticos, como estreptomicina e sufonamida, que mesmo 

proibidos em alguns países, são utilizados para tratar infecções 
recorrentes em enxames (AL-WAILI et al., 2012). A ausência de um 

limite máximo de resíduo (LMR) para estas substâncias no mel dificulta 

seu controle pode representar riscos à saúde dos consumidores, além de 

facilitar o aparecimento de bactérias resistentes (AL-WAILI et al., 2012). 
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O contato contínuo das abelhas com resíduos de agrotóxicos 

presentes no pólen e néctar de plantas cultivadas ou espontâneas promove 

a contaminação do mel (SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2014). Essa 

contaminação também pode ocorrer a partir das substâncias presentes na 

água consumida pelas abelhas para manter sua temperatura corporal e do 

enxame sob controle (SCHMARANZER, 2000). Os resíduos presentes 

nestes meios podem estar abaixo da dose letal, porém persistem no mel, 

pólen e cera por períodos indeterminados, causando efeitos crônicos 

(DESNEUX et al., 2007; GOULSON, 2013; SANCHEZ-BAYO; GOKA, 

2014), e alterações na capacidade cognitiva dos indivíduos, com grande 

impacto em sua geolocalização, prejudicando a coleta de alimento e 

comprometendo a manutenção da colônia (SÁNCHEZ-BAYO et al., 

2016).  

Mullin et al. (2010) encontraram 121 diferentes pesticidas e 

metabólitos dentro em 887 amostras de cera, pólen e abelhas associadas 

a colmeias de apicultores migratórios dos Estados Unidos e Canadá. Além 

de encontrar altos níveis de pesticidas nas amostras de pólen e cera, seus 

resultados indicaram que estavam contaminados com misturas de 

fungicidas, inseticidas e herbicidas. Estes autores também encontraram 

menos quantidade de resíduos em abelhas adultas e larvas. Wiest et al. 

(2011) avaliaram amostras de méis, abelhas e pólens coletados durante as 

estações de apicultura em 16 apiários do Oeste da França, localizados em 

quatro tipos diferentes paisagens. Eles encontraram percentagens 

relativamente elevadas de pesticidas utilizados para combater o varroa e 

fungicidas nas amostras analizadas.  

Barganska; Slebioda; Namie (2013) mediram os níveis de 

concentração resídual de 30 pesticidas em amostras de mel coletadas de 

apiários na região da Pomerânia (Polônia). A presença de pelo menos um 

dos compostos investigados foi encontrado em 29% das amostras, sendo 

que em 11% delas, as concentrações de agrotóxicos excediam os limites 

máximos de resíduos (LMR). Os resíduos encontrados tem correlação 

com as práticas agrícolas da região. Pacífico da Silva et al. (2015) 

avaliando mel de diferentes colmeias encontraram compostos residuais 

de 19 pesticidas em 13 em amostras de colmeias utilizadas na polinização 

de lavouras de melão, seis em amostras de mel de abelhas que 

forrageavam na floresta.  
Kiljanek et al. (2016) desenvolveram e validaram um método para 

determinação de 200 pesticidas em seus metabólitos em amostras de 

abelhas. Durante os anos de 2014 e 2015, receberam e analisaram 74 

amostras de abelhas de diferentes regiões da Polônia, das quais, 73 

estavam contaminadas com algum tipo de pesticida. Foram identificados 
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57 pesticidas e seus metabólitos foram determinados (21 inseticidas e seus 

metabólitos, 20 fungicidas, 12 herbicidas, 2 acaricidas e 2 produtos 

veterinários), sendo encontrados até 13 pesticidas em uma única amostra. 

Mitchell et al. (2017) avaliaram a exposição global de polinizadores aos 

neonicotinóides (acetamiprid, clothianidin, imidacloprid, thiacloprid e 

thiamethoxam) a parti da análise de 198 amostras de mel de diferentes 

regiões do mundo. Em 75%  das amostras foram encontramos pelo menos 

um dos cinco compostos testados, 45% continham dois ou mais deles e 

em 10% foram encontrados quatro ou cinco inseticidas. Embora as 

concentrações detectadas estejam abaixo do LMR autorizado para 

consumo humano, são evidentes os riscos aos polinizadores que ainda 

podem ser potencializados pela coexistência com outros pesticidas. 

Tosi et al. (2018) realizaram uma pesquisa em 53 apiários italianos 

durante a temporada de apicultura ativa de 3 anos subsequentes (2012-

2014). Coletaram 554 amostras de pólen corbicular de abelhas que 

retornavam do forrageamento. Foram detectados 18 compostos (10 

fungicidas e 8 inseticidas)  dos 66 analisados. Em 62% das amosntras 

foram indentificados pelo menos um  pesticida e em 1% delas foram 

encontrados 7 compostos. A quantidade de amostras multiresiduais foi 

maior do que aquelas contendo apenas um pesticida (38% e 24% 

respectivamente. As concentrações residuais encontradas por estes 

autores, excederam os limites de segurança para o consumo humano em 

muitas amostras.  

Entre os compostos investigados nos estudos descritos acima, em 

nenhum momento é mencionado o herbicida Roundup® ou glifosato ou 

ainda o seu metabólito AMPA, mesmo ele sendo o herbicida mais 

utilizado em todo o mundo. Uma explicação possível para isso pode ser o 

fato de que rastrear a presença de glifosato ou AMPA requer uma análise 

separada e dispendiosa (TRAYNOR et al., 2016). Thompson et al. (2014) 

avaliaram néctar e pólen de flores de Phacelia amostradas no primeiro e 

quarto dia após a pulverização do herbicida e nos dois momentos a 

concentração de glifosato foi 10 vezes maior no pólen do que no néctar 

(31,3 mg e.a./kg de glifosato no néctar e 573,5mg a.e./g no pólen – 1º dia; 

15,6 mg e.a./kg no néctar e 310,1 mg e.a./kg no pólen). Rubio, Guo e  

Kamp (2014) encontraram concentrações de glifosato acima do limite 

máximo permitido (LOQ 15 ppb) em cinquenta e nove por cento (59%) 
das sessenta e nove amostras de mel analisadas. Karise at al. (2017) 

determinaram a presença do glifosato em 21% das 33 amostras de mel 

coletadas de colmeias em apiários da Estônia. Em suas analizes, 

verificaram também que, por duas vezes, a concentração deste herbicida 

esteve acima do LMR. 
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Estes estudos demonstram o real cenário de contaminação dos 

produtos apícolas. Ainda que avaliações residuais em própolis e geleia 

real sejam escassos, compreende-se que a quantidade crescente de 

xenobióticos aos quais as abelhas estão expostas não representa apenas 

riscos para a saúde das abelhas, mas também para os humanos.  
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4. NOSEMOSE 

 

A nosemose é uma das principais doenças apícolas, com efeitos 

devastadores para a abelha individualmente, bem como para a colônia. 

Ela é provocada por um fungo microsporídio entomopatogênico 

pertencente ao Reino Fungi, Filo Microspora e gênero Nosema, que 

compreende cerca de 1200 espécies (KEELING; FAST, 2002) e que são 

encontrados em pelo menos, 12 ordens de insetos (ANDREADIS; 

BECNEL, 1999), dentre elas, Lepidoptera, Hymenoptera, Diptera, 

Orthoptera e Coleoptera. São parasitas intracelulares obrigatórios, 

infectando células da mucosa do intestino médio de indivíduos adultos. 

Ovos, ninfas e larvas não são atacados (FRANZEN; MÜLLER, 1999; 

IRONSIDE, 2007; FOKIN et al., 2008). Em A. mellifera, apesar de todas 

as castas serem suscetíveis, as operárias são mais facilmente infectadas 

(PERNAL, 2012). É uma doença difícil de diagnosticar, uma vez que o 

agente causal não é visível a olho nu, sendo necessárias análises com uso 

de microscopia óptica para confirmação a presença do agente patogênico 

causador da doença (FRANZEN; MÜLLER, 1999). 

São conhecidas duas espécies de fungos microsporídios 

causadores da nosemose em abelhas - Nosema apis e Nosema ceranae - 

ambos com distribuição mundial (KLEE et al., 2007). 

Nosema ceranae é um parasita relativamente recente em 

comparação com a N. apis, que tem uma longa história de infecção das 

abelhas (MARTÍN-HERNÁNDEZ et al., 2011). Embora os dois 

microsporídios causem mortalidade, ensaios laboratoriais demonstram 

que N. ceranae é mais letal para as abelhas, produz maior carga de esporos 

na sua reprodução e estes são mais resistentes no meio ambiente (FRIES 

et al., 2010; MARTÍN-HERNÁNDEZ et al., 2007; HIGES et al., 2013), 

mostrando-se mais virulento em relação à N. apis, para as mesmas cargas 

de esporos (PAXTON et al., 2007). Outra diferença observada entre estes 

microsporídios diz respeito a incidência máxima da doença em relação às 

estações do ano e temperaturas ambientais. Assim N. apis, normalmente 

tem maior incidência clínica no outono, baixando ou até mesmo 

desaparecendo no verão. Já N. ceranae não apresenta sazonalidade, sendo 

identificada em mostras em qualquer época do ano, com preferência por 

temperaturas mais altas (MARTÍN-HERNÁNDEZ et al., 2007). 
A infecção das abelhas ocorre pela ingestão de esporos maduros, 

possivelmente durante o forrageamento, com ingestão de pólen 

contaminado, mel, água ou através de trofalaxia (L’ARRIVEE, 1965; 

BAILEY; BALL, 1991; HIGES et al., 2009), ela também pode ocorrer 

durante as atividades higienização da colmeia, limpeza de favos e 
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remoção de abelhas mortas ou doentes (HIGES et al., 2009). Nos períodos 

em que as abelhas têm menos oportunidades para os voos de limpeza, 

como no inverno e períodos de muita chuva, são forçadas a defecar no 

interior da colmeia, aumentando os índices da doença, já que os esporos 

podem permanecer viáveis por um período maior que um ano (FRIES, 

1993). 

Os fungos microsporídios causadores da nosemose apresentam 

ótimo desenvolvimento na temperatura de 30 a 34ºC, ou seja, a 

temperatura observada no interior das colmeias. Nas condições 

ambientais adequadas, completam um ciclo evolutivo em três a quatro 

dias (TEIXEIRA et al., 1997). A infecção inicia quando as abelhas 

ingerem esporos, que germinam nas células epiteliais do intestino médio 

em aproximadamente 30 minutos, onde ocorre a sua replicação e 

produção de novos esporos, causando dilatação do abdômen, convulsões 

e diarreia (LARSSON, 1988; ADL et al. 2005). Por serem parasitas 

intracelulares obrigatórios, estes fungos utilizam a energia do hospedeiro 

para se reproduzir (FORSGREN; FRIES, 2010), sendo que o aumento no 

consumo de alimento energético é diretamente proporcional a contagem 

do número de esporos (MARTÍN-HERNÁNDEZ et al., 2011). 

A nosemose causa alterações metabólicas nas abelhas, como 

diminuição dos níveis de proteína, devido a redução das glândulas 

hipofaríngeas (WANG; MOFLLER, 1970), e alteração da composição da 

hemolinfa ao nível dos ácidos graxos (ANTÚNEZ et al., 2009). Os 

sintomas dessa doença não são específicos, podendo ser confundidos com 

outras que afetam a colônia. Apresenta-se tipicamente com falta de vigor 

das abelhas e colmeia sujas com excrementos diarreicos. Os danos 

causados no sistema digestório fazem com que o intestino médio dos 

indivíduos doentes se torna branco leitoso, perdendo a coloração castanha 

clara do intestino saudável, deixando as abelhas debilitadas, reduzindo 

sua vida útil. Em pouco tempo, as abelhas afetadas diminuem as 

atividades de voo e podem vir a morrer nas proximidades do apiário, após 

abandono da colônia. As rainhas infectadas são geralmente substituídas, 

mesmo quando a infecção é leve (CHEN et al., 2008; HIGES et al., 2008; 

MAYACK; NAUG, 2009; WHITAKER; SZALANSKI; KENCE, 2011). 

As abelhas estão sujeitas a numerosos agentes estressores que não 

atuam isoladamente. Elas estão cronicamente expostas a coqueteis de 
agroquímicos e a novos parasitas, cuja interação está conduzindo para 

perdas de colônias de abelhas (GOULSON et al., 2015). Kaatz (2005) 

observou que as abelhas infectadas com Nosema sp apresentavam maior 

mortalidade quando alimentadas com pólen de milho transgênico; a 

interação da toxina e patógeno tornavam as abelhas mais sensíveis à 
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infecção. Alaux et al. (2010) avaliaram a interação de inseticidas 

neonicotinóides com agentes patogênicos e o efeito para a saúde das 

abelhas. Estes autores observaram que as abelhas tratadas com 

Imidacoprid e alimentadas com esporos de Nosema sp. apresentaram 

redução da longevidade e diminuição da glicose oxidase. Embora a 

infecção por esporos Nosema seja tipicamente detectada em abelhas 

forrageiras mais velhas, Wu et al. (2012) demonstraram que abelhas 

expostas a altos níveis residuais de pesticidas durante o desenvolvimento 

larval são mais suscetíveis à infecção por N. ceranae, exibindo infecção 

em idade mais jovem, quando comparadas com abelhas que não expostas 

a resíduos de pesticidas durante a fase larval. Estudos desenvolvidos por 

Pettis et al. (2013) demonstraram que pólen contaminado com misturas 

de pesticidas e fungicidas diminui a resistência das abelhas ao parasita N. 
ceranae. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 
5.1 LOCAL E CONDUÇÃO DOS BIOENSAIOS 

 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de 

Entomologia, no Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal de 

Santa Catarina e no Apiário Experimental “Cidade das Abelhas”, 

localizado no Bairro Saco Grande, Florianópolis – SC (27°32'12.28"S, 

48°30'5.82"O) (Figura 5), onde estão as colmeias racionais de abelhas 

africanizadas (A. mellifera). As colônias de abelhas estavam 

acondicionadas em caixas de madeira do tipo Langstroth, com dez favos, 

sem melgueiras. Antes do início dos tratamentos e avaliações, foram 

observadas as condições fisiológicas das colônias, que foram manejadas 

para estarem livres de doenças, ter rainha sadia e com boa taxa de postura. 

Figura 5: Apiário experimental “Cidade das Abelhas”, registrado em 15 de 

abril de 2016. Foto: Faita, 2016. 

 

5.2. PREPARO DO ALIMENTO OFERECIDO ÀS COLMEIAS 

 

5.2.1 Alimento energético: xarope de açúcar invertido 

 

O alimento energético, também conhecido como xarope de açúcar 

invertido, é formado basicamente pela mistura de água e açúcar, com 

adição de ácido para que ocorra a hidrólise da sacarose. O ácido inverte a 

sacarose em glicose e frutose, pré-digerindo o xarope e facilitando que 

fosse sorvido pelas abelhas (PEREIRA, 2010). Este alimento energético 

foi preparado previamente utilizando-se açúcar cristal (5 quilogramas) e 

água (1,7 litros). A mistura foi levada ao fogo e, ao levantar fervura, 5g 

de ácido tartárico foram adicionados e a mistura mantida em fogo baixo 

por mais cinco minutos. Depois do fogo ser desligado, deixou-se a 

mistura esfriar naturalmente para ser armazenada em garrafas plásticas de 

5 L. 
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5.2.2 Determinação da concentração do herbicida Roundup® 

utilizada nos bioensaios 

Foi utilizado Roundup® Original (COMPOSIÇÃO: Sal de 

Isopropilamina de N-(fosfonometil) 480 g/L; equivalente ácido de N-

(fosfonometil) glicina (GLIFOSATO) 360 g/L; Ingredientes inertes 684 

g/L) de acordo com a bula do produto. Optou-se pelo uso do produto 

comercial, com a intenção de simular a situação de campo, observando 

assim os efeitos do herbicida glifosato em sinergia com outros 

componentes da formulação, além do princípio ativo. 

A quantidade de Roundup® utilizada nos bioensaios foi de 

equivale a aproximadamente 0,35 mg. L-1 e 0,7 mg. L-1, respectivamente, 

de produto ativo de glifosato em 200mL de xarope de açúcar. Essa 

quantidade é proporcional ao que o fabricante recomenda para aplicação 

do produto no campo, está abaixo da quantidade utilizada por Herbert et 

al. (2014) (0 a 3,7 mg. L-1) e é a mesma encontrada por Peruzzo et al, 

(2008) em águas lixiviadas de plantações de soja (identificaram 0,7 mg. 

L-1 do herbicida). 

 

5.2.3 Preparo das soluções de alimento fornecidos às colmeias 

 

Os bioensaios foram compostos inicialmente por colmeias que 

receberam o alimento energético com a adição de Roundup® (solução A) 

e, em um segundo momento, por colmeias que receberam a solução A 

juntamente com pólen (solução B). Para ambas as soluções, a volume de 

alimento energético utilizada foi de 200 mL.  

As colmeias que receberam a solução A permaneceram com livre 

entrada de pólen, assim como as do grupo controle. As colmeias que 

receberam a solução B tiveram a entrada de pólen restringida por meio da 

instalação de coletores de alvado (Figura 6-B e C). O pólen multifloral foi 

coletado diariamente, armazenado sob refrigeração e utilizado no preparo 

da solução B e administrado às colmeias, sendo disposto em 

alimentadores de superfície de acordo com Wiese (1993) (Figura 6-D e 

E). 

O cálculo para determinar a quantidade de pólen fornecido às 
colmeias foi baseado em estudos de criação de larvas in vitro, que utiliza 

2mg de pólen por larva (HENDRIKSMA; HÄRTEL; STEFFAN-

DEWENTER, 2011). Com base na quantidade de larvas presentes nas 

colmeias que compunham o bioensaio (em média três quadros por caixa), 

foi determinado que era necessário 60g de pólen para suprir suas 
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necessidades. Em todas as colmeias, esta alimentação artificial foi 

fornecida por três semanas consecutivas.  

As colmeias que compõe o grupo controle receberam apenas 200 

mL xarope de açúcar invertido (Figura 6-A). 

Figura 6: Alimentação artificial oferecida às colmeias em alimentadores de 

superfície. A – Colmeia do grupo controle recebendo alimento energético; B e C 

– Coletor de pólen de alvado e a gaveta do mesmo, contendo o pólen armazenado 

durante 24 horas, respectivamente; D e E – Solução fornecida às colmeias do 

tratamento Roundup® (em alimentador de superfície) e operárias coletando este 

alimento para armazená-lo no interior da colmeia. Foto: Faita, 2017. 

 

4.3 COLETA DAS AMOSTRAS 

A coleta de amostras foi feita diretamente em cada uma das 
colmeias que compõe o conjunto experimental, a partir do 25º dia após o 

início dos tratamentos. 

A D 

B 

E 

C 



56 

 

As abelhas submetidas ao teste de Índice de Sobrevivência (IS) e 

de ativação das glândulas hipofaríngeas (GH), foram obtidas das colmeias 

que compõe cada um dos conjuntos de tratamentos determinados. 
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6. CAPÍTULO I 

ANÁLISE DE RESÍDUOS DE ROUNDUP® EM MEL E AS 

IMPLICAÇÕES PARA A SOBREVIVÊNCIA DA COLMEIA 

 
 6.1 RESUMO 

Resíduos de substâncias tóxicas presentes no mel representam um 

problema de saúde pública, devido a suas aplicações nas indústrias 

alimentícia e farmacêutica. Sua contaminação também representa riscos 

para a saúde das abelhas, consideradas bioindicadores ambientais e que 

vêm aprensentando declínio em suas populações. A dificuldade em 

determinar a presença de algumas substâncias em mel, faz com não sejam 

investigadas rotineiramente em laboratórios de controle, como ocorre 

com o glifosato, herbicida mais utilizado no Brasil. O objetivo deste 

estudo foi determinar a presença residual de glifosato (princípio ativo do 

Roundup) e seu metabólito (ácido aminometilfosfônico – AMPA) em 

amostras de mel provenientes de colmeias submetidas experimentalmente 

a alimentação contendo doses subletais deste herbicida, relacionando com 

aspectos qualitativos das colmeias em condições de campo. O bioensaio 

foi conduzido nos meses de outubro a novembro de 2017, na Cidade das 

Abelhas – Florianópolis  (27°32'12.28"S, 48°30'5.82"O), composto por 

dois tratamentos e seis repetições, sendo três colmeias do tratamento 

controle e três submetidas a alimentação contendo 1,5µL (2,16 µg e.a./g-

1) de Roundup adicionado em 200 mL de xarope de açúcar invertido, por 

três semanas. As colmeias foram monitoradas e avaliadas por cinco 

semanas consecutivas. Amostras de mel coletadas no interior dos favos 

destas colmeias foram analisadas por LC-MS/MS e, aquelas que 

receberam a alimentação contendo o herbicida, apresenteram 8,45 ± 1,09 

µg/g-1, 8,15 ± 2,14 µg/g-1 e 23,90 ± 2,95 µg/g-1 de glifosato no mel, uma 

semana após o fornecimento da última alimentação artificial. Na análise 

qualitativa, colmeias submetidas a alimentação contendo Roundup 

apresentaram redução na população de operárias e na área de cria, morte 

e não remoção de pupas, ausência de rainha sem a construção de realeiras. 

No tratamento controle, as colmeias permaneceram em boas condições, 

com presença de rainha e alta população de operárias durante todo o 

bioensaio. Os dados obtidos indicam que é possível determinar resíduos 

de glifosato em mel, a partir do método empregado, e que a presença do 

Roundup na alimentação das abelhas promove redução na população, 

causando prejuízos nos trabalhos da colônia e compromentendo sua 

sobrevivência a longo prazo. 
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Palavras-chave: glifosato, Apis mellifera, resíduo, contaminação, 

colônia. 

 

6.2 INTRODUÇÃO 

A presença de residuos em produtos apícolas, especialmente o mel, 

incluem agrotóxicos, metais potencialmente tóxicos, bactérias e materiais 

radioativos (MULLIN et al., 2010; WIEST et al., 2011; PACÍFICO DA 

SILVA et al., 2015; GÉREZ et al., 2017; KARISE et al., 2017; 

MITCHELL et al., 2017). A intoxicação dos polinizadores, como as 

abelhas, causa graves efeitos, diminuindo as populações destes insetos, 

reduzindo a produção e a qualidade do mel e comprometendo a 

reprodução das comunidades de plantas. Além disso, pode ser 

considerado um problema de saúde pública, devido a sua grande 

importância na indústria alimentícia e farmacêutica (AL-WAILI et al., 

2012; OTHMAN, 2012; GÉREZ et al., 2017). 

O enorme incremento no uso de agrotóxicos e o aumento das áreas 

de monocultura, fazem parte das mudanças ocorridas na agricultara nas 

últimas décadas, que levaram a grandes problemas ambientais 

(CARNEIRO, 2015; NUNES, 2007).Os agrotóxicos utilizados na 

agricultura  são carregados pelas abelhas durante o forragemento para o 

interior da colônia, a partir da ingestão de resíduos presentes no pólen e 

néctar de plantas cultivadas ou espontâneas expostas a estes produtos, 

onde persistem em quantidades subletais por períodos indeterminados 

(DESNEUX et al., 2007; GOULSON, 2013; SANCHEZ-BAYO; GOKA, 

2014). Também pode ocorrer pela contaminação da água que as abelhas 

consomem para manter sua temperatura corporal sob controle 

(SCHMARANZER, 2000). As colmeias ficam expostas a diversos 

agrotóxicos simultaneamente (MULLIN et al., 2010; WIEST et al., 2011), 

que podem apresentar sinergia ou antagonismo entre si em termos de  

toxicidade (SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2014; SPURGEON et al., 2016; 

ZHU et al., 2017) ou com parasitas, ocasionando a morte de abelhas 

(GOULSON, 2015; FAITA et al., submetido). 

De acordo com Claudianos et al. (2006), abelhas da espécie A. 

mellifera apresentam menor número de genes que codificam proteínas, 

quando comparado com outros insetos. As diferenças mais acentuadas 

ocorrem em três superfamílias que codificam enzimas de desintoxicação 
a xenobióticos, que podem representar maior sensibilidade das abelhas 

aos agrotóxicos (CLAUDIANOS et al., 2006), fazendo com que sejam 

consideradas bio-indicadores ambientais (MATIN et al., 2016). Esta 

característica inerente às abelhas, revela a importância de estudos sobre 

os efeitos dos pesticidas nestes insetos, especialmente abordando a 
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sinergia entre as combinações de xenobióticos, que representam 

interações que precisam ser considerados nas avaliações de risco (AL-

WAILI et al., 2012). 

É crescente o número de estudos sobre a presença de agrotóxicos 

em produtos das abelhas, como mel, pólen, própolis e cera (MULLIN et 

al., 2010; WIEST et al., 2011; PACÍFICO DA SILVA et al., 2015; 

GÉREZ et al., 2017; KARISE et al., 2017; MITCHELL et al., 2017) e 

também em abelhas que morrem sob suspeita de envenenamento 

(KILJANEK et al., 2016, 2017). Gérez et al. (2017) afirmam que em 

geral, produtos apícolas são matrizes complexas que precisam de 

desenvolvimento de métodos especiais para a determinação de resíduos 

de agrotóxicos nestas amostras, não sendo investigados rotineiramente 

em laboratórios de controle. O mel é uma matriz de alto teor de açúcar 

para a qual um número de protocolos para determinar resíduos de 

agrotóxicos foi relatado (GÉREZ et al., 2017). Ainda assim, alguns 

agrotóxicos nem sempre são identificados, devido a baixa concentração 

nas amostras dos produtos apícolas, gerando a falsa ideia de que não estão 

presentes e, por isso, não sendo associados a perda de colmeias 

(SÁNCHEZ-BAYO et al., 2016b) ou outros efeitos adversos. 

Os herbicidas a base de glifosato (HBG) são os mais comuns em 

todo o mundo e sua aplicação antes e durante a floração das culturas, fase 

atraente para abelhas, podem levar a ocorrência de resíduos no mel 

(KARISE et al., 2017), embora ela dificilmente apareça entre os produtos 

investigados. Sobre os efeitos do glifosato em abelhas, os estudos 

demontram que ele não interfere na sobrevivência larval até o sétimo dia 

(THOMPSON et al., 2014) e de operárias adultas (HERBERT et al., 

2014; HELMER et al., 2015). Porém, para operárias adultas, foi 

observada diminuição de β-caroteno e dos níveis de proteína (HELMER 

et al., 2015), redução da sensibilidade à sacarose, prejuízos na a 

aprendizagem e dificuldades em estabelecer memórias associativas 

(HERBERT et al., 2014) e aumento significativo de substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), utilizados para avaliar a peroxidação 

lipídica, em doses inferiores a DL 50 (JUMARIE et al., 2017). 

Muitos estudos associam a mortalidade de abelhas com o aumento 

da uso de agrotóxicos. Estas evidência vem causando uma crescente 

preocupação da comunidade científica em compreender quais fatores e 
seus mecanismos estão envolvidos com a dimunição de polinizadores, 

relatada em diferentes partes do mundo, conhecida como desordem do 

colapso da colônia (DCC). Estudos desenvolvidos até o momento tem 

demosntrado que não existe uma causa única, mas sim, a sinergia estre 

parasitas, patógenos e agrotóxicos, que poduzem sérios prejuízos às 
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colmeias (SÁNCHEZ-BAYO et al., 2016b), além dos organismos 

geneticamente modificados (Cardozo, 2017). De maneira geral, a 

exposição das abelhas aos agrotóxicos ocorre em níveis subletais, 

produzindo efeitos variáveis de acordo com a exposiçao a um ou mais 

tipos deprodutos comerciais, o que dificulta relacioná-los ao DCC. 

Devido a complexidade das colônias, é muito difícil avaliar os efeitos dos 

agrotóxicos para a sua sobrevivência em ensaios de campo (WEHLING 

et al., 2009; RUNDLÖF et al., 2015), ainda que a toxicidade possa ser 

demonstrada indivudualmente em laboratório (RONDEAU et al., 2014). 

Neste sentido, o objetivo do presente estudo foi determinar os resíduos de 

glifosato e seu metabólito (ácido aminometilfosfônico –AMPA) em mel 

e pólen, relacionando com aspectos qualitativos das colmeias em 

condições de campo.  

 

6.3 MATERIAL E MÉTODOS 

6.3.1 Local e condução dos bioensaios 

Os testes foram realizados no Apiário Experimental Cidade das 

Abelhas, no Bairro Saco Grande, Florianópolis-SC (27°32'12.28"S, 

48°30'5.82"O), compostos por três etapas, sendo uma delas conduzida 

durante os meses de setembro a novembro de 2016 e outras duas nos 

meses de agosto a novembro de 2017. Em cada etapa, as repetições foram 

monitoradas semanalmente após o início da alimentação artificial, pelo 

periodo mínimo de cinco semanas. Foram avaliados o número de 

índivíduos na colônia, a presença ou não da rainha a partir da 

identificação da postura de ovos e as condições da área de cria. 

 

6.3.2 Herbicida utilizado 

Foi utilizado Roundup® Original (composição: Sal de 

Isopropilamina de N-(fosfonometil) 480 g/L; equivalente ácido de N-

(fosfonometil) glicina (Glifosato) 360 g/L; Ingredientes inertes 684 g/L) 

de acordo com a bula do produto. Optou-se pelo uso do produto 

comercial, com a intenção de simular a situação de campo, observando 

assim os efeitos da formulação comercial do herbicida a base de glifosato. 

A concentração do herbicida administrada às colmeias foi de 1,5 µL. A 

quantidade de glifosato utilizada nos bioensaios corresponde a 2,16 µg 
e.a./g-1. Para todos os tratamentos, a volume de alimento energético 

utilizada foi de 200 mL, disposto nos alimentadores de superfície de 

acordo com Wiese (1993). 

A primeira etapa (2016) foi composta por três tratamentos 

(controle, Roundup® 0,75 µL; Roundup® 1,5 µL) com três repetições. 
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Todas as colmeias permaneceram com livre entrada de pólen e o 

Roundup® foi adicionado ao xarope de açúcar fornecido às colmeias. A 

segunda e a terceira etapa foram compostas por dois tratamentos 

(controle; Roundup® 1,5 µL) e por quatro e três repetições, 

respectivamente. Para estas colmeias, o herbicida foi adicionado ao 

alimento energético (xarope de açúcar) misturados com 60 g de pólen. A 

entrada de pólen foi restringida por meio da instalação de coletores de 

alvado durante o período em que foram monitoradas. O pólen foi coletado 

diariamente, armazenado sob refrigeração e utilizado no preparo do 

alimento administrado às colmeias. 

 

6.3.3 Coleta das amostras 

A coleta das amostras de mel e pólen foi realizada apenas no mês 

de novembro de 2017, diretamente de cada uma das colmeias que 

permaneceram vivas após os bioensaios, de modo aleatório em pelo 

menos cinco favos. Com auxílio de uma Pipeta Pasteur Descartável, 

foram coletadas duas amostras de mel com 1,5 mL cada e transferidos 

para tubos de polipropileno com capacidade de 2 mL. Duas amostras de 

pólen contendo em média 2 g cada, foram coletadas utilizando-se uma 

microespátula de metal e o material transferido para tubos de 

polipropileno com capacidade de 2 mL. As amostras foram mantidas sob 

refrigeração (4ºC) até serem encaminhadas para análises de resíduos no 

Laboratório de Eletroforese Capilar da Universidade Federal de Santa 

Catarina. A remoção dos coletores de pólen das colmeias que receberam 

alimento contendo Roundup® foi feita somente após as coletas de 

amostras.  

 

6.4.4 Detecção do princípio ativo (Glifosato) e de seu principal 

metabólito (AMPA) 

Na realização do presente trabalho foram utilizados padrões de 

glifosato, glufosinato e AMPA (Sigma Aldrich, São Paulo, Brasil). Para 

as soluções que compõe a fase móvel foram utilizados acetonitrila grau 

HPLC (Tedia, São Paulo, Brasil), a água ultrapura foi obtida de um 

sistema de purificação Mili-Q (Millipore, Bedford, E.U.A) com 

resistividade mínima de 18,2 MΩ cm e carbonato de amônio (> 99% - 
Fluka Analytical, São Paulo, Brasil). 

As soluções de glifosato e seu metabólito AMPA foram preparadas 

na concentração estoque aproximadamente 1000 mg L-1 e a partir destas 

soluções foram preparadas as de concentrações de trabalho. 
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6.3.5 Instrumentação 

Para o método proposto (Underivatized glyphosate - App ID: 

22767, Phenomenex), foi utilizado um cromatógrafo líquido de alta 

eficiência (HPLC) obtido da Agilent Technologies 1200 Series 

(Waldbronn, Alemanha) equipado com degaseificador online (G1322A), 

bomba quaternária (G1311A) que conduziu uma fase móvel de 

composição gradiente de (A) 95% acetonitrila e (B) carbonato de amônio 

(10 mmol L-1; pH 9,2) nas seguintes proporções: 0 min. 5% de B; 1,5 min. 

5% de B; 3,0 min. 85% de B; 6,5 min. 95% de B; 7,0 min. 95% de B; 7,01 

min. 5% de B e 10 min. 5% de B a um fluxo de 0,4 mL min-1. As 

separações cromatográficas foram realizadas em coluna Luna NH2 de 

dimensões 150 x 2 mm; 3 m – 100 A, obtida da Phenomenex (Torrance, 

Califórnia, Estados Unidos). Foi acomodada no compartimento de 

colunas com controle de temperatura independente (G1316A) a 25°C. 

Foram introduzidos no sistema 15 l das soluções de calibração e 

amostras utilizando um autoamostrador (G1367B). 

Ao HPLC foi acoplado o espectrômetro de massas triplo 

quadrupolo Q trap 3200 com fonte de ionização ESI, Turbo V Ion 
Source/TurboIonSpray, (Applied Biosystems/MDS Sciex, Concord, 

Canada). 

O nitrogênio (N2) foi utilizado como gás nos processos envolvidos 

na fonte de ionização e fragmentação. A ionização foi conduzida no modo 

negativo e resolução Unit. O método de monitoramento de reações 

múltiplas (MRM) foi utilizado para acompanhar AMPA, glifosato e 

glifosinato pelas transições de massas (m/z (Q1) → m/z (Q3). Para cada 

analito foram utilizadas duas transições, uma de quantificação e outra de 

confirmação descritas na Tabela 1, assim como as energias otimizadas no 

processo. Além das condições operadas na fonte de ionização descritas na 

Tabela 2. 

 

 

 

 

 

 

Tabela 1: Transições de quantificação e confirmação monitoradas para o 

glifosato, seu metabólito AMPA e o padrão interno glufosinato, além das 

energias otimizadas para as suas análises por espectrometria de massas. 

Fonte: Faita, 2018. 
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Tabela 2: Valores para os parâmetros empregados na fonte ESI no 

processo de ionização do glifosato, AMPA e glufosinato. Fonte: Faita, 

2018. 

 
 

O algoritmo automático de integração, modificação dos 

parâmetros instrumentais do sistema LC-MS/MS, bem como a aquisição 

de dados foram verificados com o auxílio do software Analyst 1.6.2. O 

Microsoft Excel 2010 foi utilizado para o tratamento dos dados e 

confecção de tabelas. 

 

6.3.6 Preparo das amostras 

A extração que foi empregada foi baseada no método 

implementado pelo laboratório europeu de referência em análise 

individual de resíduos, do inglês European Reference Laboratory for 

Single Residue Method (EURL-SRM) (ANASTASSIADES et al., 2016). 

Entretanto fez-se necessária adaptação para escala reduzida, que consistiu 

na pesagem de aproximadamente 100 mg de cada amostra de mel 

expostas a 500 L de uma solução de 60% metanol contendo 0,1% de 

ácido fórmico. Diferente do procedimento oficial optou-se pela não 

utilização de padrão interno. Esta solução foi agitada por 1 min e 

centrifugada por 5 min a 14000 rpm (13,1 rcf). Por fim, 100 L foram 

transferidos para o recipiente (vial) e analisado via LC-MS/MS. 

Analito
Massa 

Q1

Massa 

Q3

Dwell time 

(ms)

DP 

(V)

EP 

(V)

CEP 

(V)

CE 

(V)

CXP 

(V)

AMPA 110 63 150 -35,0 -6,5 -11,8 -24,0 0,0

AMPA 110 79 150 -35,0 -6,5 -11,8 -30,0 0,0

Glifosato 168 63 150 -30,0 -3,5 -13,7 -32,0 0,0

Glifosato 168 150 150 -30,0 -3,5 -13,7 -10,0 0,0

Glufosinato 180 63 150 -35,0 -2,5 -14,1 -62,0 0,0

Glufosinato 180 95 150 -35,0 -2,5 -14,1 -24,0 -2,0

Parâmetro Valor

Gás de cortina (CUR, psi) 15

Gás de colisão (CAD, psi) Médio

Voltagem (IS, V) -4500

Temperatura (TEM, °C) 600

Gás de dessolvataç(GS1, psi) 40

(GS2, psi) 40
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6.3.7 Curvas de Calibração 

O método de calibração selecionado foi considerando o ajuste dos 

dados ao modelo linear. Foi realizado por adição de padrão a matriz 

isenta, em seis níveis de concentrações que variaram de 0,5 a 5 g mL-1 

para o AMPA e de 0,64 a 6,4 g mL-1 para o glifosato. Para tal, 

aproximadamente 100 mg de amostra isenta foi pesada para cada nível de 

concentração. Cada um dos níveis de concentração de ambos os analitos 

estavam contidos em volume máximo de 500 L de solução 60% metanol 

contendo 0,1% de ácido fórmico. 

 

6.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.4.1 Análise de resíduo em mel e pólen 

A partir do método validado, foram identificados e quantificados 

resíduos do glifosato em todas as amostras de mel provenientes das 

colmeias que receberam alimento contendo doses subletais do Roundup® 

(Tabela 3). Para a matriz pólen, não foi possível estabelecer um método 

de quantificação, portanto o resultado desta análise não é apresentado. A 

resultante do método otimizado LC-MS/MS visando a determinação de 

glifosato e AMPA em mel pode ser observado o cromatograma da Figura 

7. 



65 

 

 
Figura 7: Cromatogramas referentes a (A) padrão de AMPA (cima) e glifosato 

(baixo) nas concentrações 5 e 6,4 mg mL-1, respectivamente, e (B) amostra de 

código C8, AMPA (cima) e glifosato (baixo). A fase móvel utilizada foi de ACN: 

(NH4)2CO3 10 mmol L-1 em uma coluna Luna NH2 (150x2,0 mm; 4µm). 

 

Tabela 3: Concentração de Glifosato e AMPA em mel coletado de 

colmeias que foram expostas experimentalmente a alimentação contendo 

Roundup® (R1-R3) ou não (C1-C3). 

Amostra 

Concentração média                              

(g g-1) 

Glifosato AMPA 

C1 <LOD <LOD 

C2 <LOD <LOD 

C3 <LOD <LOD 

R1 8,45 ± 1,09 <LOD 

R2 23,90 ± 2,95 <LOD 

R3 8,15 ± 2,14 <LOD 
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*número de réplicas autênticas igual a 3 (n = 3), < LOD – inferior ao 

limite de detecção do método utilizado, R4 – Mel de Colmeia que fazia 

parte do conjunto de repetições da segunda etapa do bioensaio, onde o 

alimento contendo Roundup® foi administrado 60 dias antes da coleta 

das amostras. 

 

A concentração média de glifosato nas amostras de mel  foi maior 

do que aquela presente na dose de Roundup® administrada ao alimento 

das colmeias (2,16 µg e.a./g-1). Porém, foi menor do que os residuos 

médios encontrados por Thompson et al. (2014) em amostras de néctar 

coletados em flores de Phacelia no primeiro dia após a pulverização do 

herbicida (31,3 mg e.a./kg) e também entr os dias 1 – 3 após a 

pulverização (15,6 mg e.a./kg).  É possivel que a maior concentração do 

glifosato nas amostras de méis analisadas tenha ocorrido em virtude do 

processo de desidratação que este produto é submetido no interior das 

colmeias. Além disso, a alimentação artificial foi fornecida semanalmente 

e o xarope de açúcar contendo o herbicida pode ter sido estocado 

repetidamente nas mesmas regiões do favo. Mesmo em menor 

concentração (R4 = 3,12 ± 0,89 g /g-1), o glifosato estava presente 

também na amostra de mel da colmeia da segunda etapa do bioensaio, que 

não recebia a alimentação artificial há mais de cinco semanas. Não foi 

identificado AMPA nas amostras, sugerindo que no mel, o glifosato não 

é metabolizado em um período médio de 45 dias. Karise et al. (2017) 

analisaram 33 amostras de mel coletados no interior de colmeias na 

Estônia e, em seus resultados não encontraram AMPA dentro dos limites 

detectáveis. Contudo, os autores encontraram glifosato em concentrações 

de de 5 a 62 ug kg-1, isto representa concentrações na ordem de partes por 

bilhão (ppb), enquanto que no presente estudo, as concentrações estão na 

ordem de partes por milhão, ou seja, representam sistemas mais 

concentrados. 

Embora Thompson et al. (2014) afirmem que o declínio do 

glifosato em matrizes como mel e pólen seja rápida, não foi encontrado 

suporte na literatura que elucide o modo e o tempo de degradação deste 

herbicida em produtos apícolas, sendo possível que ele permaneça 

disponível por longos períodos no interior da colmeia. Os HBG 

representam os agrotóxicos mais comercializados no Brasil 

(CARNEIRO, 2015) e outros países como a Estônia e o Norte da Europa, 

para aplicação tanto em lavouras como para o controle de plantas 

espontâneas em outros ambiente (KARISE et al., 2017). Entretanto, 

praticamente não há estudos sobre resíduos e longevidade deste 

agrotóxico em produtos apícolas, como o mel, possivelmente pelo fato de 



67 

 

que rastrear a presença de glifosato AMPA requer uma análise separada 

e dispendiosa (TRAYNOR et al., 2016). Além disso, não há 

monitoramento para glifosato em matrizes de plantas relevantes para 

abelhas, pois o foco para esse tipo de avaliação geralmente é mais voltado 

para inseticidas, do que herbicidas (THOMPSON et al., 2014). 

Adicionalmente, Liao et al., (2017) demonstraram que as abelhas 

apresentaram preferência em concentrações específicas de o glifosato e o 

clorotalonil presentes em dietas artificiais açucaradas, quando 

comparados com outros agrotóxicos, sugerindo que a quantidade destes 

produtos em mel seja elevada. 

Mesmo que os herbicidas não sejam indicados para matar insetos, 

o seu uso em larga escala em sistemas agrícolas e também na manutenção 

da vegetação em estradas, cidades e jardins particulares, configuram 

várias rotas para que o glifosato esteja presente no néctar e pólen coletado 

por abelhas (KARISE et al., 2017). Thompson et al. (2014) observaram 

que, os níveis residuais de glifosato no pólen são aproximadamente 10 

vezes maiores do que em néctar. Karise at al. (2017) determinaram 

resíduos de ingredientes ativos pertencentes as três classes básicas de 

agrotóxicos em amostras de mel, dos quais a maior parte foi de herbicidas, 

dentre eles o glifosato, que esteve presente em 21% das 33 amostras 

analisadas e duas vezes acima do limite máximo de residual. Estes autores 

ainda discutem que as baixas concentrações encontradas em seu estudo, 

não representam risco para a saúde humana e estão abaixo das doses 

agudas letais, contudo, os riscos da contaminação crônica para as abelhas 

não deve ser descartado. 

 

6.4.2 Análise qualitativa nas colmeias 

Não foi observada redução na população de abelhas nas colmeias 

das repetições da primeira etapa dos bioensaios (2016), quando 

comparados os três tratamentos. Entretanto, na segunda e terceira etapa 

(2017), as repetições que receberam alimentação contendo Roundup® 

tiveram redução na população de indivíduos na colmeia, quando 

comparadas às repetições do tratamento controle.  

Na segunda etapa, essa redução ocorreu a partir da terceira semana 

da dos bioensaios e, além da diminuição na população de operárias 

adultas, também houve redução na área de cria e irregularidade na idade 

de larvas e pupas (Figura 9 – B) quando comparados ao tratamento 

controle (Figura 9 – A). É possível que estas crias não estivessem 

completando seu ciclo de desenvolvimento, sendo removidas e a rainha 

estivesse fazendo nova postura, justificando essa diferença de idade. Foi 
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observado também, uma mortalidade de 10 a 15% das pupas já em fase 

final de desenvolvimento (Figura 9 – C e D), que não eram removidas do 

interior dos favos devido a redução do comportamento higiênico nas 

colmeias expostas experimentalmente ao HBG (Cardozo, 2017). Nas 

semanas seguintes, como a alimentação deste tratamento foi mantida, 

ocorreu diminuição no número de indivíduos adultos, comprometendo a 

realização dos trabalhos na colmeia. Na quinta semana do bioensaio, 

todas as colmeias deste tratamento apresentaram reduções severas em 

suas populações e, uma semana após ser removido o coletor de pólen e 

suspensa a alimentação contendo o herbicida, uma das quatro conseguiu 

se recuperar. A análise do mel desta colmeia revelou resíduos de glifosado 

(3,12 ± 0,89 g g-1). As outras três colmeias apresentavam cerca de 100 

operárias no interior da caixa, com crias mortas e sem rainha. Em 

condições normais, uma colmeia apresenta uma população média de 60 a 

80 mil indivíduos. Em contrapartida, as colmeias do tratamento controle 

não apresentaram alterações em suas populações.  

Conforme já mencionado,  os níveis de residuais de glifosato são 

aproximadamente 10 vezes maiores no pólen do que no néctar e, este 

alimento que constitui a base proteica da colmeia, é fornecido às larvas e 

também consumido pelas operárias nutrizes para a produção de geleia real 

(HUANG et al., 1989 COSTA; CRUZ-LANDIM, 1999). Embora tenha 

sido relatado que o glifosato não afete negativamente a sobrevivência de 

operárias em fase larval ou adultas (THOMPSON et al., 2014; HERBERT 

et al., 2014), estes autores não fizeram estudos de monitoramento de 

colônias em campo, apenas testes pontuais em laboratório, que não 

representam a magnitude dos efeitos deletéricos que este herbicida pode 

ter sobre as abelhas a médio e longo prazo. Deste modo, é possível que os 

resíduos do Roundup® presente no alimento das abelhas, principalmente 

no pólen, tenham interferido no ciclo de desenvolvimento de larvas e 

pupas, causando mortalidade pela intoxicação ou deficiência nutricional 

e comprometendo a sobrevivencia da colônia. 

Nas colmeias correspondentes às repetições do tratamento 

controle, não foi constatado ausência da rainha e nenhuma das etapas do 

boensaio. Contudo, em colmeias receberam alimento contendo 

Roundup®, além da redução na população, foi constatado a ausência da 

rainha durante a primeira e segunda etapa dos bioensaios. Na primeira 

etapa, a ausência da rainha foi verificada em duas colmeias na quarta 

semana após o início das avaliações, e como as operárias não construíram 

realeiras, foram realizadas duas tentativas de introdução de rainha e uma 

de realeira, as quais foram rejeitadas pela colônia. Logo após estas 

tentativas, foi verificado alta taxa de postura pelas operárias (Figura 9 F). 
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A ausência de rainha e a não construção de realeiras também foi 

observada em três das quatro repetições da segunda etapa, que receberam 

pólen com Roundup® Estas observações sugerem alterações fisiológicas 

das abelhas expostas experimentalmente ao Roundup®, implicando em 

possível desregulação hormonal e mudanças comportamentais que 

interferem no padrão comportamental destes insetos sociais, provocando 

morte da colmeia a longo prazo. 

Estudos realizados em colmeias expostas cronicamente a 

inseticidas neonicotinóides a longo prazo, apresentaram perda da rainha 

1,5 meses após o início dos tratamentos em 60% das colônias avaliadas, 

diminuição da população de abelhas adultas e larvas, não substituição de 

rainhas e a não enxameação no início da primavera, além da diminuição 

da imunidade social, em comparação com colmeias não expostas a 

contaminação experimental pelos inseticidas (DALLEGRAVE et al., 

2007; FRANCO et al., 2010; PARRÓN et al., 2011; ROMANO et al., 

2010; TSVETKOV et al., 2017; WOODCOCK et al., 2017). Os efeitos 

de resíduos de agrotóxicos em colmeias podem ser ainda piores quando 

há presença de diferentes contaminantes, que exercem feito sinérgicos, e 

ainda a interação com fatores ambientais que podem amplificar o impacto 

das perdas de abelhas (WOODCOCK et al., 2017; ZHU, Y. C. et al., 
2017). 
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Figura 8 - Imagens registradas de favos de colmeias dos tratamentos controle (A) 

e que receberam Roundup® misturado ao pólen (B-E), registradas após três 

semanas do início dos bioensaios em 2017. A – área de cria tratamento controle; 

B – área de cria tratamento Roundup®; C e D – setas vermelhas indicando 

algumas das pupas mortas e não removidas pelas operárias; E – crias com 

diferentes idades de desenvolvimentos; F - Ovos de operárias de A. mellifera em 

colmeia órfã, observada 24 horas após tentativa frustrada de introdução de rainha 

em colmeia tratada com Roundup® no ano de 2016. Fonte: Faita, 2016 e 2017. 

 

Em mamíferos, o Roundup® atua como desregulador endócrino, 

com vários efeitos adversos associados a reprodução e o desenvolvimento 

(WALSH et al., 2000), como a inibição da proteína regulatória aguda da 

esteroidogênese (StAR) e da enzima aromatase (RICHARD et al., 2005). 

A B 

C D 

E F 
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No entanto, pouco é conhecido sobre o modo de ação deste herbicida no 

organismo de invertebrados, especialmente nas abelhas sociais, que tem 

toda sua organização de castas e divisão de trabalho baseada na 

comunicação química através de feromônios. Qualquer alteração nesse 

delicado equilíbrio pode comprometer a sobrevivência da colônia. 

 

6.5 CONCLUSÕES 

A partir das análises realizadas foi possível determinar a presença 

do glifosato nas amostras de mel e verificar que, em um período médio 

de 45 dias, não ocorreu sua metabolização, convertendo-o em AMPA.  

Adicionalmente, as avaliações qualitativas das colmeias 

demonstraram que a presença de doses subletais de Roundup® na 

alimentação das abelhas não afetam a sobrevivência de indivíduos 

adultos, mas exerce efeitos deletérios severos sobre a colônia, 

principalmente quando presente no pólen. De acordo com as observações 

realizadas, é provável que os danos às colônias ocorreram pela sinergia 

de muitos fatores, sendo possível inferir que a intoxicação pelo herbicida 

tenha causado: 1 - desorientação das abelhas forrageiras que deixaram de 

executar a coleta de alimentos para a colônia; 2 - redução na imunidade e 

aumento na suscetibilidade à patógenos; 3 - morte da cria e consequente 

diminuição da população de indivíduos adultos; 4 - carência nutricional e 

possível alteração na constituição da geleia real; 5 – morte e não reposição 

da rainha; 6 - alterações fisiológicas, com possível desregulação hormonal 

e mudanças comportamentais, seguido de desestruturação da organização 

social da colmeia; 7 – mudanças na microbiota que proporciona a 

fermentação do pólen no interior da colmeia, tornando os nutrientes 

indisponíveis para as abelhas. Esta soma de fatores é compatível com o 

que é descrito para o evento denominado “desordem do colapso das 

colônias”, motivo de muita preocupação devido à grande quantidade de 

colmeias que estão desaparecendo em vários países, sem uma causa 

conhecida. 
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7. CAPÍTULO 2 

ÍNDICE DE SOBREVIVÊNCIA DE OPERÁRIAS ADULTAS DE 

A. mellifera EXPOSTAS A ALIMENTAÇÃO CONTAMINADA 

COM ROUNDUP® E INFECTADAS POR ESPOROS DE Nosema 

sp. 

 

7.1 RESUMO 

A redução de polinizadores pode comprometer o serviço de polinização e 

levar a extinção de espécies vegetais, com consequente declínio da fauna 

e comprometimento da estabilidade dos ecossistemas naturais e agrícolas. 

Abelhas da espécie A. mellifera são consideradas as principais 

polinizadoras de muitas plantas nativas e cultivadas, ficando em contato 

com agrotóxicos usados nestes ambientes, que são carregados à colônia e 

diminuem a sua resistência a parasitas. Com o objetivo de avaliar a 

interação da alimentação contendo Roundup® e a infecção por Nosema 
sp. sobre a mortalidade e o consumo de alimento de operárias adultas de 

A. mellifera, foram conduzidos bioensaios em laboratório, compostos por 

quatro tratamentos e monitorados por 120 h. Observou-se que esta 

interação contribui significativamente para a redução da sobrevivência de 

operárias adultas de A. mellifera e no aumento do consumo de alimento. 

Em condições naturais, estas abelhas ainda estão expostas a outros 

agentes extressores, além de variações nas condições ambientais, fatores 

que podem comprometer a sobrevivência dos indivíduos e a manutenção 

da colônia. 

 

Palavras-chave: nosemose/herbicidas/mortalidade/abelhas/interação 

 

7.2 INTRODUÇÃO 

A densidade populacional de muitos polinizadores está sendo 

reduzida a níveis que podem comprometer os serviços de polinização nos 

ecossistemas naturais e agrícolas e, consequentemente, a manutenção da 

capacidade reprodutiva de plantas silvestres (KREMEN 2004). De acordo 

com Gulan e Cranston (2007), Mouga et al (2012) e Toledo et al (2013) a 

A. mellifera é considerada em todo mundo a principal abelha 

polinizadora, cujos serviços são de extrema importância para muitas 

espécies de plantas cultivadas, resultando no aumento de produtividade e 
qualidade das culturas. A contribuição econômica dos polinizadores 

totaliza quase 30% (aproximadamente US$12 bilhões) do valor total da 

produção agrícola anual das culturas dependentes (totalizando quase 

US$45 bilhões) (GIANNINI et al., 2015). Em ecossistemas naturais, as 

evidências da polinização insuficiente são mais sutis do que em sistemas 
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agrícolas, mas as consequências podem ser tão severas como a extinção 

de uma espécie vegetal, ou um declínio visível de animais que se 

alimentam de frutos e sementes, regeneração insuficiente da flora, erosão 

do solo e redução do volume de água (EARDLEY et al., 2006). 

As mudanças ocorridas na produção agrícola nas últimas décadas, 

caracterizadas por grandes áreas de monocultura, elevada quantidade e 

diversidade de insumos e aumento do desmatamento, levaram a 

problemas ambientais pelo uso abusivo de pesticidas, para combater 

pragas, doenças e plantas invasoras (NUNES, 2007). Essas práticas têm 

impactando as populações de inúmeras espécies de polinizadores em 

escala global, sobretudo, as abelhas, consideradas como polinizadores 

mais efetivos, acarretando em grandes prejuízos econômicos e ambientais 

(FREITAS et al. 2009; CUNHA et al. 2014). Muitos destes pesticidas não 

são seletivos, como é o caso dos neonicotinóides, associados com a 

redução das populações de polinizadores em diferentes países (HENRY 

et al., 2012; WHITEHORN et al., 2012; DI PRISCO et al., 2013; 

GODFRAY et al., 2014; TSVETKOV et al., 2017; WOODCOCK et al., 

2017) chegando a ser proibido pela União Europeia em 2013 

(CARNEIRO, 2015). 

Devido as suas atividades de forragemanto, as abelhas estão 

sujeitas a numerosos agentes estressores, ficando em contato com 

diferentes produtos utilizados na agricultura (DESNEUX et al., 2007), 

carregando-os para o interior da colônia onde podem persistir resíduos 

subletais por períodos indeterminados (GOULSON, 2013). Elas estão 

cronicamente expostas a coquetéis de agroquímicos e a novos parasitas, 

cuja interação está conduzindo para perdas de colônias de abelhas 

(GOULSON, 2015). Kaatz (2005) observou que as abelhas infectadas 

com Nosema sp apresentavam maior mortalidade quando alimentadas 

com pólen de milho transgênico; a interação da toxina e patógeno 

tornavam as abelhas mais sensíveis à infecção. Alaux et al., (2010) 

avaliaram a interação de inseticidas neonicotinóides com agentes 

patogênicos e o efeito para a saúde das abelhas. Estes autores observaram 

que as abelhas tratadas com Imidacoprid e alimentadas com esporos de 

Nosema sp apresentaram redução da longevidade e diminuição da glicose 

oxidase. Embora a infecção por esporos Nosema seja tipicamente 

detectada em abelhas forrageiras mais velhas, Wu et al. (2012) 
demonstraram que abelhas expostas a altos níveis residuais de inseticidas 

e fungicidas durante o desenvolvimento larval são mais suscetíveis à 

infecção por N. ceranae, exibindo infecção em idade mais jovem, quando 

comparadas com abelhas que não são expostas a resíduos de pesticidas 

durante a fase larval. Estudos desenvolvidos por Pettis et al. (2013) 
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demonstraram que pólen contaminado com misturas de inseticidas e 

fungicidas diminui a resistência das abelhas ao parasita N. ceranae.  
Trabalhos em que foram avaliados os efeitos dos neonicotinóides 

a longo prazo e sob condições realistas, indicaram que estes inseticidas 

tiveram efeito negativo sobre colmeias monitoradas por 12 meses após a 

exposição, apresentando prejuízo na imunidade social (TSVETKOV et 

al., 2017), fisiologia reprodutiva e mortalidade da rainha (WILLIAMS et 

al., 2015; TSVETKOV et al., 2017). Foram observados também efeitos 

negativos da interação dos neonicotinóides com fatores ambientais sobre 

o potencial reprodutivo interanual de diferentes espéscies de abelhas, com 

variações significativas entre os locais avaliados, sugerindo que essa 

interação amplifica o impacto das perdas de abelhas a longo prazo 

(HENRY et al., 2012, 2015; WOODCOCK et al., 2017). 

Os mecanismos de ação dos herbicidas em abelhas são pouco 

conhecidos. Estudos de laboratório sugerem que o herbicida Paraquat 

induz o estresse oxidativo em operárias adultas, diminuindo os níveis de 

vitelogenina e a longevidade das mesmas (CORONA et al., 2007). 

Especificamente sobre o modo de ação do glifosato em abelhas, estudos 

demonstram que ele não interfere na sobrevivência larval até o sétimo dia 

(THOMPSON et al., 2014) e de operárias adultas (HERBERT et al., 

2014; HELMER et al., 2015). No entanto, outras observações foram feitas 

por Helmer et al., (2015), como a diminuição de β-caroteno em abelhas 

submetidas a alimentação contaminada com glifosato, que pode ser 

resultado do efeito estimulador deste herbicida sobre a atividade de 

enzimas ligadas a absorção, metabolização e isomerização de 

carotenoides. Alterações nos níveis de carotenoides em insetos conferem 

a perda de sensibilidade visual (DADD, 1973; PEPE; CUGNOLI, 1980; 

PARRA et al., 2009). Helmer et al., (2015) também observaram pequena 

diminuição nos níveis de proteína em abelhas expostas ao glifosato, 

sugerindo alterações metabólicas devido ao efeito do herbicida. De 

acordo com Herbert et al., (2104) operárias adultas de A. mellifera 
expostas a alimentação experimental contaminada com glifosato 

apresentaram redução da sensibilidade à sacarose, prejuízos na a 

aprendizagem e dificuldades em estabelecer memórias associativas, o que 

poderia tornar ineficaz a coleta de recursos para a colônia, 

comprometendo sua sobrevivência. Estes efeitos podem estar associados 
ao efeito do glifosato sobre a enzima acetilcolinesterase, uma vez que em 

insetos a transmissão de impulsos sinápticas de natureza química ocorrem 

através da ação de neurotransmissores, principalmente pela acetilcolina 

(GALLO, 2002). 
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Herbicidas não são destinados para matar insetos, por isso não 

possuem indicações de restrição à exposição de abelhas (JOHNSON, R. 

M., 2015), deixando-as em contato com elevadas concentrações quando 

aplicados em culturas atraentes aos polinizadores no período de floração 

(PETTIS et al., 2013). Estudos mais criteriosos e aprofundados nessa área 

podem contribuir para o entendimento de eventos que comprometem a 

viabilidade da colmeia, como a “Desordem do Colapso da Colônia 

(DCC)”, embora esse fenômeno não tenha uma única causa de ocorrência.  

Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a 

mortalidade de operárias adultas de A. mellifera, infectadas ou não com 

esporos de Nosema, expostas a alimentação contaminada por Roundup® 

em dose de campo recomendada pelo fabricante, no período de 120h de 

observação em condições de laboratório. 

 

7.3 MATERIAL E MÉTODOS  

Os bioensaios para determinar o índice de sobrevivência (IS) das 

abelhas  operárias adultas de A. mellifera, foram baseados nas 

metodologias da OECD-213 e EPPO (OECD, 1998; OEPP/EPPO, 2003), 

desenvolvidos no Apiário Experimental Complexo Cidade das Abelhas 

da Universidade Federal de Santa Catarina (27°32'12.28"S, 

48°30'5.82"O) no período entre outubro e dezembro de 2016. Foram 

compostos por quatro repetições, arranjadas ao acaso, divididos em 

quatro tratamentos, cada uma com 12 abelhas de três colmeias diferentes, 

totalizando 36 abelhas em cada um dos quatro tratamentos. Os 

tratamentos foram constituídos de um grupo controle (T1) que recebeu 

apenas alimento energético (mel diluído em água destilada, na proporção 

de 1:1); um grupo que recebeu alimento energético misturado com 

Roundup® (T2); outro grupo recebeu alimento energético ao qual foi 

adicionado esporos de Nosema sp. (T3); e um último grupo que recebeu 

alimento energético misturado com Roundup® e esporos de Nosema sp. 

(T4). 

O Roundup® foi misturado ao alimento energético, na 

concentração de 1,5 µl da formulação comercial do herbicida para 200 

mL de alimento. A contaminação das abelhas por Nosema sp. foi feita a 

partir da mistura de solução contendo esporos do microsporídio ao 

alimento fornecido. Esta solução contendo esporos foi obtida a partir da 
maceração em água destilada do intestino (porção posterior e reto) de 

abelhas operárias adultas infectadas pelo fungo. A contagem do número 

de esporos por mililitro cúbico foi feita em Câmara de Neubauer, 

utilizando-se a concentração de aproximadamente 23.000.000 esporos em 

cada repetição deste tratamento. 
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As abelhas foram mantidas em B.O.D., na ausência de fotoperíodo 

e com temperatura de 32,5 °C ± 1,0 e 70% ± 5 de U.R., acondicionadas 

em potes plásticos com volume de um litro cada, perfurados para 

circulação de ar e receberam água e alimento administrados ad libidun 

em microtubos de 1,5 mL furados na base. Os bioensaios foram 

conduzidos e monitorados a cada 24 h, até o experimento completar 120 

h e consistiram da contagem do número de abelhas sobreviventes. A cada 

intervalo de 24 h, eram contadas e removidas as abelhas mortas, efetuada 

a troca dos microtubos de alimento e registrada a quantidade consumida 

no período, totalizando cinco tempos de observação. Ao final do 

experimento as abelhas foram avaliadas para identificação de esporos de 

Nosema sp., de acordo com o tratamento que foram submetidas, 

indicando apenas presença ou ausência de esporos do microsporídio.  

Para melhor compreender os efeitos da exposição das operárias 

adultas de A. mellifera ao Roundup®, foram realizados dois bioensaios. 

No primeiro (IS 1), foram utilizadas abelhas provenientes de colmeias 

livres da presença de Roundup®, sendo expostas ao herbicida somente 

após e emergência. No segundo (IS 2), foram utilizadas abelhas de 

colmeias que receberam alimento contendo Roundup® (solução A), 40 

dias antes do início dos testes.  

Os dados de cada bioensaio (IS 1 e IS 2) foram submetidos às 

análises de variância, utilizando o delineamento de blocos casualizados, 

em esquema fatorial 4 x 5 (tipos de alimentos X tempos) no programa 

ASSISTAT®. Em ambas as análises, as variáveis que apresentaram 

diferenças significativas entre tratamentos, ao nível de significância de 

5% de probabilidade (α = 0,05) pelo teste F, foram submetidas ao teste de 

Tukey ao mesmo nível de significância. Adicionalmente, foi feito o 

monitoramento das colmeias do apiário utilizadas no estudo, como a 

existência ou não de irregularidade na idade de desenvolvimento larval 

nos quadros ou a mortalidade de abelhas. 

 

7.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

7.4.1 Índice de sobrevivência 

A Análise da Variância revelou que não houve diferenças 

significtativas no Índices de sobrevivência entre as repetições nas três 

colmeias (dados não mostrados). No entanto, a Análise da Variância 

indicou diferenças significativas para os valores do índice de 

sobrevivência a partir de 96 horas após o início dos bioensaios, em função 

dos tratamentos administrados. Estes resultados foram similares para 
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ambos os bioensaios e os dados obtidos foram analisados e são 

apresentados (Tabela 1 e Tabela 2). 

 

 

 

Tabela 4: Sobrevivência (IS-1) médio de operárias adultas em BOD, 

submetidas aos tratamentos alimento controle (T1), com adição de 

Roundup® (T2), Nosema sp. (T3) e Roundup® e Nosema sp. (T4), drante 

o período de 120 horas. 

Tratamento  
Tempo  

24h 48h 72h 96h 120h 

T1 33,75 a A 32,75 a A 32,75 ab A 31,25 ab A 30,50 a A 

T2 35,25 a A 35,00 a A 34,75 a A 34,00 ab A 32,50 a A 

T3 35,00 a A 32,75 a AB 32,50 ab AB 32,00 ab AB 27,00 a B 

T4 34,50 a A 31,75 a AB 27,75 b B 27,00 b B 20,25 b C 

CV% 9,42               

O tratamentos, tipos de alimento e o tempo, foram estatisticamente significativos 

a 1% de probabilidade (p<0,01). A interação tratamento e tampo foi significativo 

a 5% de probabilidade (0,01≤p<0,05). As médias seguidas pela mesma letra 

minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem estatisticamente entre si 

pelo teste de Tukey ao nível de 1% de probabilidade. Coeficiente de variação – 

CV. 

 

Tabela 5: Índice de sobrevivência (IS-2) médio de operárias adultas em 

BOD, submetidas aos tratamentos alimento controle (T1), com adição de 

Roundup® (T2), Nosema sp. (T3) e Roundup® e Nosema sp. (T4), drante 

o período de 120 horas. 

Tratamento  
Tempo 

24h 48h 72h 96h 120h 

T1 36,00 a A 34,50 a A 34,50 a A 33,75 a A 33,00 a A 

T2 36,00 a A 34,25 a A 33,50 a A 33,25 ab A 33,25 a A 

T3 36,00 a A 34,50 a AB 34,50 a AB 33,75 a AB 31,00 a B 

T4 36,00 a A 33,50 a AB 32,75 a AB 30,00 b B 25,50 b C 

CV% 5,48             

Os tratamentos, tipos de alimento e o tempo, bem como a interação tipo de 

alimento, x tempo foram estatisticamente significativos a 1% de probabilidade 

(p<0,01). As médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna e maiúscula 

na linha não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nível de 1% 

de probabilidade. Coeficiente de variação – CV. 
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Para os dois bioensaios (IS-1 e IS-2) o índice de sobrevivência 

acumulado diminuiu com o tempo nos tratamentos que continham 

somente Nosema sp. (T3) e Roundup® e Nosema sp. (T4), permanecendo 

maior no grupo controle (T1) e naquele que recebeu apenas Roundup® 

(T2). Assim, foi observado efeito significativo nos tratamentos onde as 

abelhas receberam esporos de Nosema sp. (T3 e T4), que exibiram 

menores índices de sobrevivência, especialmente a partir das 96 horas de 

observação, quando comaparados aos grupos controle (T1) e Roundup® 

(T2). 

Além disso, o grupo submetido a alimentação com Roundup® e o 

microsporídeos de Nosema sp. (T4), diferiu significativamente de todos 

os outros tratamentos, indicando que esta interação tem efeito aditivo na 

mortalidade das abelhas, sugerindo diminuição da resistência ao ataque 

do microsporídeo. 

A nosemose causa alterações metabólicas nas abelhas, tais como a 

diminuição dos níveis de proteína, devido a redução das glândulas 

hipofaríngeas (WANG; MOFLLER, 1970), e alteração na composição da 

hemolinfa ao nível dos ácidos graxos (ANTÚNEZ et al., 2009), deixando 

as abelhas debilitadas, reduzindo sua vida útil. Além disso, a interação 

deste patógeno com diferentes agentes estressores aos quais as abelhas 

estão expostas, como os agroquímicos, contribui para o aumento na 

mortalidade dos indivíduos e perdas de colônias de abelhas (GOULSON, 

et al., 2015). Outros estudos demonstraram que abelhas expostas a níveis 

residuais de pesticidas durante a fase larval  (WU et al., 2012) e 

alimentadas com pólen contaminado por misturas de pesticidas e 

fungicidas (PETTIS et al., 2013) são menos resistentes à infecção por 

Nosema sp. A literatura também traz informações sobre o aumento da 

mortalidade de abelhas infectadas por Nosema sp. observado quando estas 

foram alimentadas com com pólen de milho transgênico (KAATZ, 2005) 

e também quando receberam alimento contaminado com diferentes 

concentrações de inseticidas neonicotinóides (ALAUX et al., 2010). 

Além disso, são conhecidas as alterações que o herbicida 

Roundup® provoca nas cristas mitocondriais em células hepáticas de 

mamíferos, reduzindo as funções bioenergéticas destas organelas 

(PEIXOTO et al., 2005). As alterações observadas na cadeia 
transportadora de elétrons, especificamente nos complexos III e IV 

(GOMES; JUNEAU, 2016), promovem o aumento significativo de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e induzem a peroxidação lipídica, 

resultadno na ruptura de membranas, alterando a integridade ou funções 

celulares (COYLE; PUTTFARCKEN, 1993). Em células humanas o 
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glifosato ainda causa alterações na concentração da cisteína, um 

aminoácido precursor para a síntese de glutationa (HULTBERG, 2007), 

um importante antioxidante celular que atua na eliminação de EROs 

(BARREIROS et al., 2006).  

O aumento de espécies reativas de oxigênio também pode interferir 

na fisiologia do corpo gorduroso das abelhas, comprometendo a 

longevidade destes insetos (CORONA et al., 2007; AMENT et al., 2011). 

A função do corpo gorduroso nos insetos está relacionada com a produção 

de proteínas, lipídios e carboidratos para a hemolinfa, que servem como 

precursores para o metabolismo de diversas substâncias (ARRESE; 

SOULAGES, 2010) e está envolvido nos processos de desintoxicação 

(ROMA et al., 2006). Entre as substâncias produzidas está a vitelogenina, 

que em A. mellifera foi caracterizada como uma proteína multifuncional 

envolvida em vários processos biológicos como reprodução, longevidade 

e imunidade (AMDAM et al., 2004, 2006). De acordo com Corona et al., 

(2007), o herbicida Paraquat induz o estresse oxidativo em A. mellifera, 

diminuindo os níveis de vitelogenina e a longevidade das mesmas. Deste 

modo, considera-se que efeito semelhante pode ocorrer em abelhas 

expostas ao herbicida Roundup®, embora esta quantificação proteica não 

fizesse parte dos objetivos do presente estudo. 

Para melhor visualizar o efeitos dos tratamentos ao longo do tempo 

de observação realizada no presente estudo, a frequência de dados para os 

dois testes foram dispostos nas Figuras 9 e 10. 

 

 

 
Figura 9: Dados da frequência média da sobrevivência de A. mellifera expostas 

a alimentação com ou sem a presença de Roundup® e Nosema sp., após a 

emergência, submetidas a diferentes tratamentos em BOD.  
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Figura 10: Dados da frequência média da sobrevivência de A. mellifera oriundas 

de colmeias que receberam alimentação com ou sem a presença de Roundup® e 

Nosema sp., 40 dias antes do início dos testes e que foram submetidas a diferentes 

tratamentos em BOD.  

 

Diferente do que foi observado por Wu et al. (2012) em seu 

trabalho com inseticidas e fungicidas, não foi identificado maior 

mortalidade ou infecção por Nosema sp. nos indivíduos que receberam 

Roundup® ainda na fase larval. De acordo com os resultados obtidos no 

presente trabalho, abelhas provenientes de colmeias que receberam 

alimento contendo Roundup® antes do início dos testes de sobrevivência 

(IS 2), apresentaram menor mortalidade quando comparadas àquelas que 

foram expostas ao herbicida somente após a emergência (IS 1). Além da 

variabilidade genética natural presente nos diferentes grupos de operárias, 

é possível que a maior sobrevivência esteja associada a sua dieta larval 

com pólen de melhor qualidade nutricional. As abelhas utilizadas no 

segundo bioensaio de sobrevivência (IS-2), tiveram seu desenvolvimento 

larval em período de maior disponibilidade de pólen, devido a plena 

floração da mata nativa adjacente ao apiário. O pólen é um alimento com 

propriedades antioxidantes, possivelmente devido a presença de ácidos 

fenólicos e compostos ubíquos em plantas que atuam eliminando radicais 

livres (ALMEIDA-MURADIAN et al., 2005; KRISHNAIAH et al., 
2011; FATRCOVÁ-ŠRAMKOVÁ et al., 2013; PASCOAL et al., 2014). 

O excesso de alimento ingerido neste período é armazenado no corpo 

gorduroso, garantindo reserva de nutrientes necessários à metamorfose 

(CRUZ-LANDIM, 2009) e que poderia garantir menores interferências 

na síntese de vitelogenina ou danos devido ao acúmulo de espécies 
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reativas de oxigênio no período pós emergência. Compreende-se que em 

condições naturais, a relação de uma dieta monofloral, devido a práticas 

de monocultura ou pela redução da vegetação devido a aplicação de 

herbicidas como o Roundup®, e resíduos deste produto no alimento 

coletado e transportado às colmeias, tenham efeito significativo na 

mortalidade de operárias adultas. 

 

7.4.2 Consumo de alimento 

As medidas de consumo de alimento que foram realizadas durantes 

os testes para a avaliação do índice de sobrevivência, mostraram 

diferenças significativas entre os tratamentos e nos tempos avaliados 

(Tabela 6 e Figura 11). 

  
Figura 11: Consumo médio de alimento em cada tempo de observação durante 

o teste de sobrevivência de abelhas alimentadas com e sem a presença de 

Roundup® e Nosema sp.  

 

 
Tabela 6: Consumo médio de alimento (mL), em cinco tempos de avaliação para 

cada um dos tratamentos, em função dos testes de sobrevivência, durante o 

período de 120 horas. 

Tratamento  
Tempo  

24h 48h 72h 96h 120h 

T1 0,73 a A 0,43 b A 0,41 a A 0,55 ab A 0,56 a A 

T2 0,56 a A 0,48 b A 0,48 a A 0,69 ab A 0,80 a A 

T3 0,80 a A 0,82 a A 0,69 a A 0,93 ab 

A

B 0,73 a B 

T4 0,76 a B 1,10 a A 0,80 a B 1,01 b B 0,50 b C 

CV% 38,23               
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As médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha 

não diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Scott-Knott ao nível 

de 5% de probabilidade. Coeficiente de variação – CV. 

 

De acordo com os resultados obtidos, o consumo de alimento 

aumentou com o tempo, sendo maior nos tratamentos onde os indivíduos 

foram contaminados por Nosema sp. Estes dados estão de acordo com o 

que foi proposto por Alaux et al. (2010), que observaram maior consumo 

de alimento pelas abelhas infectadas com Nosema sp. quando comparadas 

com àquelas do grupo controle e expostas ao imidacloprid. Mayack e 

Naug (2009) avaliaram o reflexo de extensão da probóscide (REP) e o 

consumo de alimento em abelhas infectadas e não infectadas pelo 

parasita. Estes autores observaram que o grupo infectado, além de 

consumir maior quantidade de alimento, também respondia mais rápido 

no teste da REP, sugerindo que as abelhas infectadas tendem a compensar 

o estresse energético imposto, se alimentando mais. O maior consumo de 

alimento pode ser explicado pelo mecanismo de ação do microsporídeo, 

que apresenta uma organização celular simples, não possuindo 

mitocôndrias e portanto, incapazes de realizar a fosforilação oxidativa 

com produção de ATP (trifosfato de adenosina) (BURRI et al., 2006; 

CORNMAN et al., 2009; FORSGREN; FRIES, 2010). Estes parasitas 

dependem do ATP do hospedeiro, afetando suas necessidades 

nutricionais e induzindo-o a um estresse energético, especialmente para a 

germinação dos esporos do microsporídio (MAYACK; NAUG, 2009; 

NAUG; GIBBS, 2009; FORSGREN; FRIES, 2010) levando ao aumento 

no consumo de alimento energético pelas abelhas (MARTÍN-

HERNÁNDEZ et al., 2011) como tentativa de suprir o déficit da ATP. 

Em condições naturais, abelhas forrageiras têm maior demanda 

energética devido a intensa atividade de vôo, para a qual utilizam apenas 

carboidratos como combustível (SACKTOR, 1970), considerando uma 

situação de infecção por Nosema sp.,  o consumo de alimento tende a ser 

aumentado. 

 

7.4.3 Infecção por Nosema sp. 

A avaliação para identificar a infecção por Nosema sp. foi realizada 

em abelhas que morreram ao longo do bioensaio e, também, naquelas que 
restaram vivas ao final das avaliações. No presente estudo foi também 

verificada a presença ou não da infecção por Nosema sp., para poder 

relacionar as mortes observadas como sendo efeito parcial ou total do 

patógeno. Nas abelhas infectadas, observamos pequena quantidade de 

esporos por indivíduo, mesmo naqueles que permaneceram vivos até o 
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final do bioensaio. A baixa contaminação pode ser consequência da 

deficiência nutricional que as abelhas estavam expostas, tendo em vista 

uma dieta altamente nutritiva promove mecanismos que permitem uma 

maior proliferação do parasita (PORRINI et al., 2011). Outra 

possibilidade seria o modo de preparo do alimento, onde na solução 

contendo esporos de Nosema sp. foi adicionado à mistura de mel com 

água e armazenado sob refrigeração (± 5ºC) para ser oferecido às abelhas 

a cada 24 horas, quando eram substituídos os microtubos de alimento. Em 

estudos feitos por Higes et al. (2007) de infecção experimental de abelhas 

por esporos de Nosema ceranae, verificaram que este microsporídeo tem 

sua capacidade de germinação diminuída quando expostos a temperaturas 

de 4ºC por quatro dias ou mais. Ainda assim é possível inferir que a 

infecção pelo microsporídeo teve efeito aditivo no consumo de alimento 

e mortalidade das abelhas nos tratamentos T3 e T4 (com infeção por 

Nosema sp.) (Tabela 6). 

 

7.5 CONCLUSÕES  

De acordo com o que foi observado no presente estudo, a sinergia 

da infecção por Nosema sp. e a alimentação contendo Roundup® 

contribuem significativamente na redução da sobrevivência de operárias 

adultas de A. mellifera, além de aumentar o consumo de alimento pelas 

abelhas expostas a estes agentes estressores. Considerando o modo de 

ação do Roundup® e do glifosato em organismos não alvo, que provocam 

prejuízos na síntese bioenergética, a formação de espécies reativas de 

oxigênio e a inibição na síntese de enzimas que degradam estes 

compostos, é possível que estes eventos também ocorram em 

polinizadores. Assim, a redução na síntese bioenergética causada pelo 

herbicida em conjunto com os efeitos da infecção por Nosema sp., 

induzem o maior consumo de alimento pelas abelhas expostas a essa 

interação, como uma tentativa de suprir o déficit energético causado pela 

ação de ambos. A presença de espécies reativas de oxigênio promovem 

alterações no corpo gorduroso dos insetos, responsável pela produção de 

inumeros compostos, estre eles, a vitelogenina, proteína associada a 

longevidade em abelhas. 

Em condições naturais, é possível concluir que a interação de uma 

dieta monofloral e com resíduos de Roundup® tenham efeito 
significativo na mortalidade de operárias adultas, com consequênte 

comprometimento da capacidade de homeostase da colônia, devido a 

redução gradativa da população. Neste sentido, o presente trabalho deu 

um passo importante, pois constatou que a presença de dose subletal do 

Roundup® no alimento para abelhas com nosemose potencializa os 
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efeitos de ambos os fatores, Roundup® e Nosema sp., o que eleva o 

potencial letal para as abelhas. No entanto, as doses testadas no presente 

estudo não reproduzem o espectro de doses utilizadas a campo. Assim, os 

resultados aqui obtidos podem ser subestimados em relação aqueles que 

podem estar ocorrendo, se mantidas as práticas de manejo atualmente 

utilizadas que demandam aplicações de Roundup® em doses e número 

de aplicações crescentes. 

Os efeitos de muitos agrotóxicos sobre organismos não alvo são 

pouco conhecidos. Em abelhas, as pesquisas concentram-se em abordar 

os efeitos de inseticidas e pólen de culturas transgênicas, que expressam 

as proteínas inseticidas do Bacillus thuringiensis. No entanto, faltam 

estudos que abordem os efeitos de herbicidas, como o Roundup® ou 

mesmo de seu princípio ativo, o glifosato, evidenciando a necessidade 

estudos mais específicos e detalhados nesta área.  
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8. CAPÍTULO 3 

ALTERAÇÕES EM GLÂNDULAS HIPOFARÍNGEAS DE 

ABELHAS NUTRIZES (Apis mellifera L.) INDUZIDAS POR 

DOSES SUBLETAIS DO HERBICIDA ROUNDUP® EM PÓLEN 

E AS IMPLICAÇÕES NA PRODUÇÃO DE GELEIA REAL 

 

8.1 RESUMO 

A diminuição das populações de polinizadores em todo o mundo tem 

gerado grande preocupação e estimulado inúmeros estudos para 

compreender a origem das perdas de colônias. O uso indiscriminado de 

diferentes agrotóxicos está entre uma das principais causas, produzindo 

efeitos negativos sutis sobre a fisiologia e o comportamento das abelhas. 

A geleia real é uma substância proteica essencial para a alimentação de 

todos os indivíduos da colmeia, especialmente para a rainha, sendo 

sintetizada nas glândulas hipofaríngeas. O objetivo do presente estudo foi 

de determinar o efeito de concentrações subletais do Roundup® sobre as 

glândulas hipofaríngeas de operárias nutrizes, bem como a interferência 

na produção de geleia real. Os resultados obtidos indicam que o herbicida 

promove alterações na ultraestrutura celular destas glândulas, 

promovendo a degeneração precoce do RER e mudanças morfológicas e 

estruturais nas mitocôndrias. Não houve alterações na quantidade de 

geleia real produzida, embora sejam necessários estudos adicionais para 

determinar possíveis alterações qualitativas da mesma. Este é o primeiro 

estudo que avaliou o efeito do Roundup® sobre as glândulas produtoras 

de geleia real evidenciando alterações nestas estruturas que podem 

desencadear prejuízos no desenvolvimento e sobrevivência das colônias 

de abelhas. 

 

Palavras-chave: 

glifosato/abelhas/sobrevivência/colônias/ultraestrutura/ácinos. 

 

8.2 INTRODUÇÃO 

Em A. mellifera, as glândulas hipofaríngeas fazem parte das 

glândulas anexas do sistema digestório, responsáveis pela síntese de 

enzimas que metabolizam os nutrientes liberados pela digestão do pólen 

e pela produção da geleia real (HUANG et al., 1989 COSTA; CRUZ-
LANDIM, 1999). A geleia real, substância de base proteica, é essencial 

para alimentação de todas as crias nos três primeiros dias de vida larval 

e, para a rainha, durante toda a vida (DESEYN; BILLEN, 2005; FENG; 

FANG; LI, 2009; HUANG et al., 2012; KAMAKURA, 2012). 
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Huang et al. (1989) verificaram que o desenvolvimento das 

glândulas hipofaríngeas em abelhas operárias pode ser muito variável, 

sendo afetado por fatores internos e externos à colônia. As diferentes 

atividades desempenhadas por indivíduos da mesma idade e a presença 

de larvas jovens são essenciais para a ativação das glândulas 

hipofaríngeas (SIMPSON et al., 1968; HUANG et al., 1989; LASS; 

CRAILSHEIM, 1996; PERNAL; CURRIE, 2000; DESEYN; BILLEN, 

2005).  Moritz e Crailsheim (1987) e Crailsheim e Stolberg (1989), 

constataram que à medida que as operárias passam a desempenhar 

atividade de forrageamento, os ácinos das glândulas e a atividade 

proteolítica diminuem. 

A ação de inseticidas neonicotinóides e acaricidas, utilizados 

respectivamente em lavouras e no interior das colmeias, reduz o tamanho 

dos ácinos glandulares devido à morte celular nestas estruturas (ALAUX 

et al., 2010; SMODIS-SKERL; GREGORC, 2010; HATJINA et al., 

2013). Além disso, abelhas nutrizes expostas ao fipronil e piraclostrobina 

(isoladas ou associação), em um período de seis dias, apresentaram 

alterações nas glândulas mandibulares e hipofaríngeas. Em condições de 

campo, as abelhas podem ser expostas a múltiplos pesticidas e por longos 

períodos, com importantes impactos negativos sobre suas colônias 

(ZALUSKI; JUSTULIN; ORSI, 2017). 

Sobre o modo de ação dos herbicidas a base de glifosato (HBG) 

em abelhas, estudos demonstram que ele não interfere na sobrevivência 

larval até o sétimo dia (THOMPSON et al., 2014) e de operárias adultas 

( HERBERT et al., 2014; HELMER et al., 2015). Observações feitas por 

Helmer et al. (2015), mostraram diminuição de β-caroteno em abelhas 

submetidas à alimentação contaminada com HBG e uma pequena redução 

nos níveis de proteína. De acordo com Herbert et al. (2014) operárias 

adultas de A. mellifera expostas à alimentação experimental contaminada 

com glifosato apresentaram redução da sensibilidade à sacarose, prejuízos 

na aprendizagem e dificuldades em estabelecer memórias associativas, o 

que poderia tornar ineficaz a coleta de recursos para a colônia, 

comprometendo sua sobrevivência. Jumarie, Aras e Boily (2017) 

utilizaram o ensaio de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) para avaliar a peroxidação lipídica induzida por herbicidas a 

base de atrazina e glifosato e verificaram que as misturas destes 
herbicidas provocaram um aumento significativo níveis de TBARS, de 

30 a 40%, em doses 1% inferiores a DL 50. 

É importante considerar que as formulações comerciais de 

agrotóxicos apresentam ingredientes denominados “inertes” que podem 

ser ainda mais tóxicos que o glifosato isolado (WILLIAMS; KROES; 
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MUNRO, 2000; MESNAGE; BERNAY; SÉRALINI, 2012; 

SRIBANDITMONGKOL et al., 2012). Alguns destes ingredientes 

inertes também podem ter efeitos tóxicos sobre abelhas, contribuindo para 

a diminuição da saúde de suas populações (ZHU et al., 2014; MULLIN 

et al., 2016) e prejudicando seu desempenho de aprendizagem (CIARLO 

et al., 2012).  

Como os herbicidas não são destinados para uso contra insetos, não 

possuem indicações de restrição à exposição de abelhas (JOHNSON, 

2015), deixando-as em contato com elevadas concentrações quando 

aplicados em culturas atraentes aos polinizadores no período de floração 

(PETTIS et al., 2013).  

No presente estudo, optou-se por utilizar a formulação comercial 

do Roundup® em detrimento do glifosato em grau analítico, com a 

intensão de simular situações reais do uso dos produtos comerciais na 

agropecuária brasileira. Com o objetivo de determinar o efeito de 

concentrações subletais deste herbicida na dinâmica de colônias de A. 

mellifera, análises foram feitas nas glândulas hipofaríngeas de operárias 

adultas, bem como avaliações na produção de geleia real. Alterações que 

interfiram de algum modo nas glândulas hipofaríngeas podem interferir 

na sua fisiologia e comprometer a produção de geleia real e, 

consequentemente, ter vários efeitos sobre a dinâmica da colônia, sendo 

esta avaliação, uma forma de determinar efeitos subletais dos agrotóxicos 

sobre as abelhas.  

 

8.3 MATERIAL E MÉTODOS 

8.3.1 Morfologia e morfometria dos ácinos das glândulas 

hipofaríngeas 

O teste de ativação das glândulas hipofaríngeas a partir da 

avaliação do tamanho dos ácinos foi composto por três tratamentos, sendo 

um controle (que correspondeu a alimentação das colmeias com 200mL 

de alimento energético) e os tratamentos 2 e 3, em que as colmeias 

receberam alimento contendo 0,75 µL e 1,5 µL de Roundup® em 200 mL 

de alimento energético (solução A). A alimentação artificial de cada 

bioensaio foi fornecida às colmeias três semanas antes do início dos 

testes, sendo que as colmeias permaneceram com entrada livre para o 

pólen durante o bioensaio. 
O experimento foi conduzido entre os meses de setembro a 

novembro de 2016, seguindo o delineamento inteiramente casualizado 

com três repetições. Cada repetição foi composta por 60 abelhas operárias 

que, após emergirem na B.O.D, foram marcadas no tórax com tinta 
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atóxica (Posca Paint Pens, Mitsubishi Pencil, Japan) e devolvidas às 

colmeias de origem (Figura 12, A e B), que continham rainha em plena 

postura e cria em diferentes estágios de desenvolvimento, onde foi 

fornecido o alimento referente a cada um dos tratamentos. No sexto dia 

após a reintrodução na colmeia, 30 abelhas foram retiradas, fixadas por 

48 horas em solução fixadora Dietrich e posteriormente, acondicionadas 

em álcool a 70%.  

Das 30 abelhas fixadas, 10 foram dissecadas e as glândulas 

hipofaríngeas extraídas e preparadas em lâminas de vidro com Meio de 

Hoyer, cobertas com lamínula e acondicionadas em estufa por sete dias 

em temperatura de 60ºC para secar. Posteriormente, para observações e 

registro das imagens, as lâminas foram analisadas no Microscópio 

Confocal de Varredura a Laser (Leica TCS SP-5, Wetzlar, Germany) do 

Laboratório Central de Microscopia Eletrônica (LCME) da Universidade 

Federal de Santa Catarina.  

Para observar e medir a área dos ácinos (µm2), foram fotografados 

pelo menos dez ácinos das glândulas de cada abelha, sendo determinados 

aleatoriamente, totalizando 100 ácinos por repetição. As imagens 

registradas foram feitas a partir da autofluorescência da glândula, que foi 

excitada com um laser com comprimento de onda 488nm (azul) e o 

espectro de emissão resultante foi de 500 a 600 nm (faixa do verde ao 

amarelo). Os ácinos foram registrados em imagens, e avaliados 

morfometricamente (Figura 12-C) com auxílio do programa LAS-AF Lite 

(Leica). 

Para verificar a diferença entre os ácinos em função dos 

tratamentos, os dados foram submetidos à análise de variância, utilizando 

o programa ASSISTAT ao nível de significância de 5% de probabilidade 

pelo teste F. 

As avaliações morfológicas foram realizadas a partir de imagens 

registradas em microscópio estereoscópio Opticam, processadas com 

software Opticam Microscopia (OPTHD – 3.7.4103), no Laboratório de 

Entomologia Agrícola, no Centro de Ciências Agrárias – UFSC. 

 

8.3.2 Histologia e Ultraestrutura das Glândulas Hipofaríngeas 

Os bioensaios para avaliar a histologia e ultraestrutura de células 

das glândulas hipofaríngeas (GH) foram compostos por dois tratamentos: 

tratamento controle - que correspondeu a alimentação das colmeias com 

xarope de açúcar invertido; tratamento “Roundup®” - onde as colmeias 

receberam 200 mL de alimento energético misturados e 60g de pólen 

contendo 1,5µL de Roundup®, oferecidos no alimentador de superfície. 
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A entrada de pólen nas colmeias do tratamento com Roundup® foi 

restringida durante todo o período do experimento, a partir da instalação 

de coletores de pólen em seus alvados, com a intenção de garantir que se 

alimentassem apenas do alimento proteico fornecido, o qual continha 

adição do herbicida. As colmeias foram submetidas a esta alimentação 

artificial nas três semanas que antecederam a coleta das abelhas. 

O experimento inicialmente conduzido entre os meses de setembro 

a novembro de 2016, foi repetido a partir do mês de agosto de 2017, 

devido a necessidades de ajustes na metodologia. No período entre as 

repetições dos bioensaios, três colmeias que receberam alimento 

contendo Roundup® tiveram uma redução drástica em suas populações e 

acabaram morrendo, portanto, optou-se em conduzir o novo experimento 

com apenas dois tratamentos, devido ao número insuficiente de colmeias.  

Os bioensaios seguiram delineamento inteiramente casualizado 

com três repetições, composta por 20 abelhas operárias que emergiram na 

B.O.D. Essas abelhas foram marcadas no tórax com tinta atóxica (Posca 

Paint Pens, Mitsubishi Pencil, Japan) e devolvidas às colmeias de origem 

(Figura 12, A e B) onde foi fornecido o alimento referente a cada um dos 

tratamentos. No sexto dia após a reintrodução, foram retiradas cinco 

abelhas de cada colmeia e após serem imobilizadas manualmente, a 

cabeça de cada uma delas foi seccionada e fixada em glutaraldeído 5% 

tamponado em cacodilato de sódio 0,1M (pH 7,4), onde permaneceram 

por 24 horas. Posteriormente, foram dissecadas para extração das 

glândulas hipofaríngeas, que foram mantidas em solução tampão 

cacodilato de Sódio 0,1M até a etapa de pós-fixação com tetróxido de 

ósmio, seguindo então a etapa de desidratação em concentrações 

crescentes de álcool e posterior infiltração em resina SPURR. As 

amostras já infiltradas e incluídas em resina ficaram em estufa a 70°C, 

por 24 horas, para completa polimerização da resina, posteriormente os 

blocos das amostras (em resina) foram processados para ultramicrotomia. 

Para a análise de histologia, foram feitos cortes semifinos 

(700µm), transferidos para lâminas de vidro e corados com azul de 

toluidina. Posteriormente foram observados em campo claro em 

microscópio óptico de fluorescência e as imagens obtidas foram 

processadas com o programa LAS-AF Lite (Leica). Para a análise da 

ultraestrutura das glândulas hipofaríngeas, foram feitos cortes ultrafinos 
(60 a 70µm), contrastados com acetato de uranila 5% e citrato de chumbo 

e observados em Microscópio Eletrônico de Transmissão JEM-1011 

TEM, a uma tensão de aceleração dos elétrons de 80kV. As imagens 

obtidas foram processadas com o software Gatan Digital Micrograph. 
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O preparo das amostras e o registro das imagens foram feitos no 

Laboratório Central de Microscopia Eletrônica (LCME) da Universidade 

Federal de Santa Catarina - UFSC. 

 

Figura 12: Identificação das operárias logo após a imergência (A). Reintrodução 

das abelhas já identificadas na colmeia (B), Faita, 2016. C - Obtenção de medidas 

dos ácinos das glândulas hipofaríngeas com o programa LAS-AF (Leica), Faita, 

2017. 

 

8.3.3 Produção de Geleia Real 

A produção de geleia real realizada no mês de novembro de 2017, 
seguindo o método descrito por Doolittle (1899) para produção das 

rainhas, que consiste na transferência de larvas de sua célula de origem, 

para cúpulas artificiais de acrílico contendo geleia real. Os bioensaios 

para produção de geleia real e aceitação das larvas foi conduzido nas 
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mesmas colmeias utilizadas nos bioensaios para obtenção de abelhas para 

análise das glândulas hipofaríngeas. Estas colmeias foram orfanadas 24 

horas antes da introdução dos favos com larvas, mantidos os coletores de 

pólen de alvado e alimentadas de acordo com o tratamento 

correspondente (alimento energético e solução B). 

As larvas de primeiro instar foram obtidas de um favo de crias de 

operárias de uma colmeia fornecedora, que foi manejada para estar livre 

de doenças, ter rainha sadia e com boa taxa de postura. As cúpulas de 

acrílico foram fixadas em sarrafos transversais, presos na parte central de 

um favo de cria. Cada sarrafo recebeu 40 cúpulas, totalizando 80 em cada 

favo destinados a produção de geleia real. A transferência das larvas dos 

favos de cria para as cúpulas de acrílico foi realizada com auxílio de uma 

agulha de enxertia de larvas. Cada cúpula continha uma gota de geleia 

real diluída em água destilada (1:1).  

Os favos contendo as 80 cúpulas com as larvas transferidas foi 

introduzido nas colmeias que compunham os tratamentos e avaliados 

após 72 horas. A geleia real coletada foi armazenada em microtubos de 

polipropileno de 1,5 mL de volume e mantido sob refrigeração (-24ºC). 

Foi avaliado o número de larvas aceitas e o peso total de geleia real 

produzida em cada uma das seis colmeias. Os dados foram submetidos às 

análises de variância, utilizando o delineamento inteiramente casualizado, 

no programa ASSISTAT®. As variáveis que apresentaram diferenças 

significativas ao nível de 5% de probabilidade (α = 0,05) pelo teste F, 

foram submetidas ao teste de Tukey ao mesmo nível de significância. 

 

8.4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

8.4.1 Morfologia e morfometria dos ácinos das glândulas 

hipofaríngeas 

Os resultados obtidos na análise da morfometria das glândulas 

hipofaríngeas para a medida da área dos ácinos, não indicaram diferença 

estatística significativa entre os tratamentos (Tabela 7). De acordo com o 

teste F, não foram encontradas diferenças significativas ao nível de 1% e 

5% de probabilidade. 
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Tabela 7: Quadro de análise de variância da área dos ácinos das glândulas 

hipofaríngeas (µm2). 

QUADRO DE ANÁLISE                          

FV   GL SQ    QM        F        

Tratamentos 2 28626210.4616200 14313105.2308 0.6917 ns 

Resíduo 6 124152497.5757 20692082.9293   

Total  8 152778708.0373     

 

Foi observado que, independentemente do tipo de alimentação, as 

abelhas apresentaram ácinos glandulares com tamanho correspondente 

aos de glândulas ativas. A área média dos ácinos foi de 36,879 ± 

4,3x103µm2, dados semelhantes aos descritos por Crailsheim e Stolberg 

(1989), Deseyn e Billen (2005) e  Zaluski,  Justulin e Orsi (2017) (Figura 

14). A partir desta análise, é possível inferir que pela avaliação 

morfométrica dos ácinos, o herbicida Roundup® não afeta a ativação das 

glândulas hipofaringenas e/ou as abelhas nutrizes não consumiram 

alimento contendo herbicida em quantidade suficiente para reduzir o 

tamanho dos ácinos glandulares. 

A aparência e o tamanhos dos ácidos das glândulas hipofaríngeas 

reflete seu estado funcional (MAURIZIO, 1954). Huang et al., (1989) 

encontraram uma relação positiva entre o tamanho dos ácinos e a 

atividade glandular, entretanto, afirmam que não é o tamanho da glândula 

que determina se ela está ativa ou não, sendo que uma glândula grande 

pode ter a síntese proteica inibida caso não ocorra excreção, devido a um 

mecanismo de feedback negativo. Para Brouwers (1982), o tamanho dos 

ácinos não está diretamente relacionado com a atividade celular das 

glândulas. Deste modo, é possível que mesmo sem apresentar diferenças 

significativas no tamanho dos seus ácinos, as atividades celulares destas 

estruturas estejam comprometidas em função dos tratamentos 

administrados. 

A idade e a função que as abelhas desenvolvem dentro da colmeia 

(WILSON, 1971; MICHENER, 1974) é um dos fatores que induzem a 

ativação das glândulas, sendo o contato das abelhas nutrizes com área de 

cria essencial para a síntese de proteínas (BROUWERS, 1982; HUANG; 

OTIS; TEAL, 1989; MORITZ; CRAILSHEIM, 1987; LASS; 

CRAILSHEIM, 1996). Todas as colmeias que compunham o bioensaio 

apresentavam rainha com boa taxa de postura e larvas jovens, em 

diferentes estágios de desenvolvimento. Uma vez que a relação entre o 

tamanho da glândula e a atividade não é direta, o uso da morfologia e/ou 
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do tamanho da glândula como medidas para estimar sua atividade 

(HASSANEIN, 1952; MAURIZIO, 1954) pode não ser adequado. 

Figura 13: Glândulas hipofaríngeas de abelhas com seis dias de idade após a 

emergência. Micrografias A e B correspondem a glândulas de abelhas de uma 

colmeia controle e as micrografias B e C, são de indivíduos que receberam 

alimentação contendo Roundup®. Nestas imagens não foram observadas 

diferenças nos tamanhos dos ácinos entre os tratamentos, o que foi confirmado a 

partir das medidas efetuadas. Micrografias obtidas com Microscópio Confocal de 

Varredura a Laser (Leica TCS SP-5, Wetzlar, Germany), capturadas com auxílio 

do programa LAS-AF Lite (Leica).  

 

Embora o tamanho dos ácinos não se diferenciem em relação aos 

tratamentos, foram observadas alterações morfológicas nas glândulas 

hipofaríngeas de abelhas provenientes das colmeias que receberam 

alimento contaminado com Roundup®. Nestes indivíduos, a glândula 
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apresentava-se com aspecto esponjoso, com ácinos extremamente 

túrgidos, sugerindo o acúmulo de secreção no interior dos mesmos 

(Figura 14-A) quando comparadas aos indivíduos do grupo controle 

(Figura 14-B). Esta característica foi identificada em 70% das abelhas 

analisadas durante a preparação das lâminas para as observações e 

registro das imagens sob microscopia confocal. De acordo com Deseyn e 

Billen (2005) e Elaidy (2014), a atividade de síntese proteica nas células 

dos ácinos é assíncrona e glândulas grandes podem indicar ausência de 

excreção do material secretado (HUANG et al., 1989), sendo possível que 

as células desses ácinos estejam com acúmulo de substância sintetizada, 

o que lhes confere tal aspecto. Ainda é possível que os tratamentos 

administrados às colmeias promovam alterações fisiológicas nas abelhas, 

interferindo no funcionamento das glândulas hipofaríngeas. Com a 

repetição dos bioensaios, foram coletadas abelhas para testes de histologia 

e ultraestrutura, além da produção de geleia real, a fim de verificar a 

ocorrência de alterações evidenciadas devido a adição do Roundup® ao 

alimento das colmeias.  

Figura 14: Glândulas hipofaríngeas de abelhas com idade de seis dias após a 

emergência. A – glândulas de operária proveniente de colmeia do grupo controle; 

B- glandulas de abelha operária proveniente de colmeia que recebeu alimento 

contando Roundup®, apresentando ácinos túrgidos com aspecto esponjoso. 

Imagens registradas em Lupa Opticam, processadas com software Opticam 

Microscopia OPTHD – 3.7.4103. Aumento de 40x, barra de escala de 1mm. 

Fonte: Faita, 2017. 

 

8.4.2 Histologia das Glândulas Hipofaríngeas 

Estudos histológicos foram realizados para avaliar o efeito do 

alimento contendo Roundup® sobre as glândulas hiporaringeanas de 

operárias nutrizes. Foi observado e registrado a distribuição das células 

secretoras, o tamanho e a forma dos núcleos, a presença de vesículas 

secretoras de geleia real e o grau de coloração do citoplasma celular. 
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Os resultados mostraram que a estrutura das glândulas 

hipofaríngeas está de acordo com descrições anteriores, para abelhas com 

seis dias de idade após e emergência (CRUZ-LANDIM; HADEK, 1969; 

DESEYN; BILLEN, 2005; SMODIŠ; GREGORC, 2015). 

Histologicamente apresentaram-se presenvadas (Figura 15), sendo 

possível visualizar ácinos esféricos, com as células secretoras agrupadas 

em seu interior, contendo várias vesículas de geleia real, canais 

intracelulares e ductos coleteores. Estas características estão de acordo 

com glandulas hipofaríngeas do tipo 4, descritas para os grupos 

Meliponini e Apini (COSTA; CRUZ-LANDIM, 2002; CRUZ-LANDIM, 

1992; 2009) e para abelhas da espécie A. mellifera (SUWANNAPONG 

et al., 2010; AL-GHAMDI et al., 2011). A distribuição das células 

secretoras no interior dos ácinos e o grau de coloração do citoplasma é 

semelhante entre os dois grupos. Foi possível observar claramente os 

núcleos, com tamanho e a forma irregulares, devido ao aumento das 

vesículas de secreção no citoplasma, e grande número de nucléolos em 

seu interior. 
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Figura 15: Micrografias de cortes de glândulas hipofaríngeas de A. mellifera, 

com seis dias de idade após a emergência, coradas com azul de toluidina. Os 

indivíduos do grupo controle estão representados pelas micrografias A e B; 

Micrografias C e D representam indivíduos do grupo que recebeu alimento 

contendo Roundup®. Não foram observadas diferenças histológicas entre os 

indivíduos de cada tratamento. Contudo, as vesículas de geleia real são mais 

facilmente observadas nas imagens obtidas dos indivíduos do grupo controle. a = 

ácinos; cc = canalículo coletor; dc = ducto coletor; n = núcleo; vs = vesículas de 

secreção. Barra de escala 100 µm. 

 

Adicionalmente, foi observado que as vesículas de secreção 

apresenta-se em maior quantidade nas micrografias das abelhas do grupo 

controle (Figura 16 – A e B), quando compardas àquelas do grupo que 

recebeu alimento contendo o herbicida (Figura C e D), indicando 
alterações no padrão de síntese proteica nas glândulas destes indivíduos. 

Em estudos sobre os efeitos de agrotóxicos (inseticidas, acaricidas e 

fungicidas) sobre as glândulas hipofaríngeas, foi descrito a ocorrência de 

morte celular apoptótica e necrótica nestas estruturas (SMODIS-SKERL; 
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GREGORC, 2010), além de mal formações e redução no tamanho dos 

ácinos por efeito de pesticidas (SMODIS-SKERL; GREGORC, 2010; 

HEYLEN et al., 2011; HATJINA et al., 2013; RENZI et al., 2016; 

ZALUSKI et al., 2017). No entanto, no presente estudo não foi 

investigado a ocorrência morte celular por efeito do Roundup® e 

considera-se importante a realização de estudos adicionais para verificar 

a ocorrência deste evento.  

 

8.4.3 Ultraestrutura das Glândulas Hipofaríngeas  

Para avaliar o efeito citotóxico do alimento contendo Roundup® 

sobre as células das glândulas hipofaríngeas, estas estruturas foram 

submetidas a análise de microscopia eletrônica de transmissão (MET), 

técnica que permite avaliar a ultraestrutura das células. 

Na análise, foram observadas diferenças significativas nas células 

glandulares das abelhas provenientes de colmeias que receberam 

alimentação contendo Roundup® quando comparadas com aquelas do 

grupo controle. Essas diferenças foram mais acentuadas em estruturas 

como retículo endoplasmático rugoso (RER) e mitocôndrias. Em 

condições normais, células secretoras ativas apresentam RER bem 

desenvolvido e organizado, indicando intensa síntese de material proteico 

para exportação, além de vesículas de secreção de geleia real e enzimas 

(COSTA; CRUZ-LANDIM, 2002; CRUZ-LANDIM, 1992; 2009). As 

mitocôndrias são consideradas biossensores confiáveis para avaliação do 

potencial da toxicidade de compostos químicos in vitro e in vivo, com a 

finalidade de entender e prever efeitos adversos de inúmeras substâncias 

(PEREIRA et al., 2012). 

Nas micrografias do presente trabalho, foi possível identificar o 

RER e as vesículas de secreção de geleia real, sendo que no grupo 

controle estas vesículas estão em maior quantidade (Figura 17 - A, C, E e 

G), indicando atividade de síntese proteica mais intensa. Observa-se 

também que nos indivíduos de colmeias que receberam alimento 

contendo Roundup®, o RER se apresenta fragmentado e descontínuo, 

com grandes espaços entre suas membranas (Figura 17 – B, D, F e H), 

assemelhando-se às células de abelhas forrageiras que não estão mais 

desenvolvendo atividades de nutrizes, secretando geleia real e, desse 

modo, apresentam regressão das células que compõe as glândulas 

hipofaríngeas. Este aspecto do RER foi observado e descrito por Deseyn 

e Billen (2005) e Elaidy (2014), quando avaliaram a ultraestrutura de 

glândulas hipofaríngeas em abelhas forrageiras, com 27 dias de idade. A 

partir destas observações é possível afirmar que o tratamento 
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administrado às abelhas promove alterações na ultraestrutura celular 

destas glândulas compatíveis aos eventos de envelhecimento e 

degeneração destas estruturas. 

Além disso, foi observado que o citoplasma de algumas células do 

grupo tratado com alimento contendo Roundup® apresentou-se mais 

eletrondenso (Figura 16 - B) e/ou edemaciado (Figura 16 - D e F), 

formando uma massa citoplasmática livre de organelas, semelhante ao 

que é descrito para processos de morte celular. Luo et al. (2017) avaliaram 

o efeito de diferentes doses de Roundup® sobre hepatócito L-02 e 

observaram que os grupos que receberam doses baixas do herbicida (60 e 

90 mg L-1) por 24 horas, mostraram alterações características da morte 

celular apoptótica, enquanto o grupo exposto a doses maiores (150 e 180 

mg L-1) apresentaram alterações de morte celular necrótica. De acordo 

com seus resultados, o mecanismo de apoptose induzida pelo Roundup 

está associado ao aumento da concentração de Ca+2 no citosol, alta 

produção de especies reativas de oxigênio (ERO’s) e a liberação do 

citocromo c para o citoplasma. Estes eventos observados e descritos por 

Luo et al. (2017) estão relacionado com a apoptose por via intrínseca, pois 

estimulam o desenvolvimento de falhas metabólicas relacionadas ao 

colapso energético da síntese de ATP, devido as alterações na cadeia 

transportadora de elétrons e favorecendo a liberação das proteínas pró-

apoptóticas, principalmente o citocromo c (KROEMER, 2003; 

GRIVICICH et al., 2007; MAMMUCARI; RIZZUTO, 2010).  

Ainda são escassos estudos específicos sobre os efeitos que o 

Roundup® ou o glifosato causam em abelhas, no entanto, é provável que 

os danos celulares observados em organismos não alvo, como os descritos 

por Gomes e Juneau (2016) e Luo et al., (2017), também ocorram em 

abelhas e sejam a causa das alterações na ultraestrutura celular observadas 

no presente trabalho.  
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Figura 16: Micrografia eletrônica de transmissão (MET) de células da glândula 

hipofaringeana de operárias de A. mellifera com seis dias após a emergência. 

Tratamento controle (A, C, E, G) e tratamento com Roundup® (B, D, F e H); 
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secreção (S); mitocôndrias (M); retículo endoplasmático granular (RER); canal 

coletor (CC). 

 

Com relação às mitocôndrias, as micrografias das glândulas de 

abelhas expostas a alimentação contendo Roundup® revelaram alterações 

morfológicas destas organelas (Figura 17, D-F), que apresentaram 

formato anelar dentre outras alterações, diferente daquelas observadas nas 

micrografias do grupo controle (Figura 17, A-C). É provável que estas 

alterações ocorreram devido ao efeito do tratamento que estas abelhas 

foram submetidas. De acordo com Ding et al. (2012) as mitocôndrias 

sofrem alterações estruturais dinâmicas para atender a necessidade de 

manter a homeostase, em resposta ao dano oxidativo mitocondrial, 

apresentando forma de anel ou em forma de “C”. 

Observa-se também que as membranas das cristas mitocondriais 

estão mais íntegras nas micrografias dos indivíduos do grupo controle, 

podendo ser claramente identificadas (Figura 17, A-C). De acordo com 

Cruz-Landin (2009), durante a fase secretora, as células das glândulas 

hipofaríngeas apresentam mitocôndrias com cristas pouco nítidas. 

Contudo, são conhecidas as mudanças que o herbicida Roundup® e o 

glifosato provocam no metabolismo celular de organismos não alvo, 

aumentando o estresse oxidativo que induz a peroxidação lipídica, 

resultando na ruptura de membranas e alterando a integridade ou funções 

celulares (COYLE; PUTTFARCKEN, 1993). Estas mudanças incluem 

modificações nas cristas mitocondriais, interferência na via metabólica na 

síntese de glutationa com desequilíbrio do sistema de oxidação e 

antioxidação, alterações na cadeia transportadora de elétrons com 

liberação do citocromo c mitocondrial para o citoplasma, aumento 

significativo de espécies reativas de oxigênio (EROs), redução das 

funções energéticas das mitocôndrias, peroxidação lipídica e aumento da 

permeabilidade das membranas celulares (GOMES; JUNEAU, 2016; 

LUO et al., 2017; JUMARIE et al., 2017). Considerando estes efeitos 

causados pelo Roundup®, é provável que as alterações mitocondriais 

observadas no presente trabalho ocorram em função do herbicida presente 

na alimentação fornecida às abelhas. Ainda é possível inferir que estas 

organelas sofram redução de suas funções bioenergéticas, desencadeando 

outros danos celulares. Contudo, para compreender quais eventos 
contribuíram para promover as alterações observadas nas mitocôndrias, 

são necessários estudos específicos adicionais tais como avaliação das 

enzimas antioxidativas, como a glutationa peroxidase, e níveis de EROs. 

Não foram encontradas alterações morfológicas na estrutura do 

núcleo nas micrografias analisadas, independente do tratamento (Figura 
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18). Devido as alterações observadas em outras estruturas celulares, seria 

aceitável que algum dano também atingisse o núcleo. De acordo com Luo 

et al. (2017), o aumento excessivo de EROs induziram danos celulares e 

apoptose, causando o colapso do potencial de membrana mitocondrial 

(PMM) e consequente diminuição na produção de ATP, atacando o DNA 

e interferindo no ciclo celular. Contudo, é possível que a ausência de 

alterações seja devido ao curto tempo que as abelhas estiveram expostas 

a alimentação contendo Roundup®. Ainda assim, os danos observados 

em mitocôndrias e retículo endoplasmático granular são suficientes para 

demonstrar o quanto este herbicida é prejudicial às células das glândulas 

hipofaríngeas e quanto isso pode comprometer a viabilidade das colônias, 

tendo em vista a grande importância destas estruturas na produção de 

geleia real. 
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Figura 17: Micrografia eletrônica de transmissão (MET) de células da glândula 

hipofaringeana de operárias de A. mellifera com seis dias de idade após a 

emergência. Tratamento controle (A - C) onde é possível identificar as cristas 

mitocondriais. Tratamento com Roundup® (D – F) é possível identificar 

mitôndria em formato de “C” e anelar e alterações na ultraestrutura do REG; 

retículo endoplasmático granular (REG) ; vesícula de secreção (S); mitocôndrias 

(M). 
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Figura 18: Micrografia eletrônica de transmissão (MET) de células da glândula 

hipofaringeana de operárias de A. mellifera com seis dias de idade após a 

emergência. Tratamento controle (A e B); Tratamento Roundup® (C e D). Nas 

micrografias é possível observar o núcleo, com múltiplos nucléolos e carioteca 

íntegra. Não foram observadas alterações em suas estruturas devido aos 

tratamentos administrados às abelhas. 

 

Os resultados obtidos no presente trabalho não demonstram 

alterações na morfometria e histologia das glândulas hipofaríngeas das 

abelhas que receberam alimento contendo Roundup®. Contudo, foi 

possível identificar claramente alterações na ultraestrutura celular destes 

indivíduos, nos quais o RER mostrou-se fragmentado e descontínuo, 

indicando degeneração dessas estruturas, como acontece nas células de 

abelhas campeiras. A degeneração prematura destas células pode fazer 

com que as abelhas operárias antecipem a tarefa de forrageamento, 

diminuindo o número de indivíduos que permanecem na colmeia 

executando tarefas de cuidados com a cria. Uma das consequências seria 

a redução na produção da ninhada, com efeitos negativos para o 

desenvolvimento da colônia, e também um menor tempo de vida para as 

operárias adultas (HATJINA et al., 2013).  

Os danos às células das glândulas hipofaríngeas também podem 

afetar quantidade e/ou qualidade da geleia real produzida, 

comprometendo a alimentação da rainha e das larvas em fase inicial de 
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desenvolvimento. Estudos conduzidos por Wessler et al. (2016) 

revelaram que abelhas submetidas a exposição crônica de neonicotinóides 

apresentaram uma redução de 80% na síntese de acetilcolina não-neural 

(ACh) devido a morte das células cuticulares do canal coletor, onde a ACh 

é produzida. Em bioensaios de criação larval artificial, onde o alimento 

oferecido foi suplementado em 100% com ACh, a sobrevivência das 

larvas diferiu significativamente daquele em que o alimento não continha 

esse neurotransmissor. Embora o papel biológico da ACh não seja 

totalmente conhecido para o desenvolvimento larval de abelhas, 

considera-se possível que esteja envolvida com o seu desenvolvimento 

trófico, além de representar um composto de amônio com ação anti-

microbiana nestas larvas (WESSLER et al., 2016). Deste modo, 

considera-se importante o desenvolvimento de estudos para avaliar 

alterações na qualidade da geleia real produzida por abelhas expostas ao 

Roundup®, para compreender a magnitude dos efeitos deste herbicida 

sobre os polinizadores. 

 

8.4.4 Produção de Geleia Real 

As avaliações para verificar possíveis alterações na quantidade de 

geleia real produzida e aceitação das larvas em função dos tratamentos 

administrados às colmeias, não revelaram diferenças estatísticas 

significativas em nenhuma das vaiáveis (p=0,82 aceitação de larvas; 

p=0,17 quantidade de geleia real), a 5% de probabilidade. Ainda assim, 

as colmeias que receberam alimento contendo Roundup® apresentaram 

peso médio de geleia real, inferior as colmeias do tratamento controle 

(0,167 mg e 0,287 mg por realeira, respectivamente). De acordo com Li 

e Aiping (2003) e  Garcia e Couto (2005), além de componentes genéticos 

que sofrem interferência de fatores internos e externos às colônias, 

existem interações biológicas e comportamentais das abelhas que estão 

relacionados a produção de geleia real. 

A partir dos danos observadas na ultraestrutura das células que 

compõe as glândulas hipofaríngeas, descritos neste trabalho, é possível 

inferir que o tempo de exposição a doses subletais do herbicida não foi 

suficiente para reduzir a quantidade de geleia real produzida pelas 

colônias, ao nível de ser estatisticamente significativa. Entretanto, além 

da quantificação, seria importante fazer a análise da qualidade nutricional 
da geleia real produzida e verificar se houveram alterações em função dos 

tratamentos. Não foi possível realizar esta avaliação no presente estudo, 

devido a quantidade insuficiente de material coletado nas colmeias. 

Considera-se imprescindível a realização de estudos futuros que possam 

atender esta demanda e contribuir para esclarecer a magnitude dos riscos 
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que os agrotóxicos realmente representam às abelhas. 

 

8.5 CONCLUSÕES 

Com base nos nossos conhecimentos, este é o primeiro estudo em 

que foram avaliados os efeitos do herbicida Roundup® sobre as glândulas 

hipofaríngeas de abelhas nutrizes e as consequências para a produção de 

geleia real.  

A partir dos nossos resultados, é possível afirmar que a 

alimentação contendo Roundup fornecida às abelhas promove alterações 

na ultraestrutura celular das glândulas hipofaríngeas, promovendo a 

degeneração precoce do RER compatíveis aos eventos de envelhecimento 

e regressão destas estruturas. Deste modo, as células glandulares de 

abelhas nutrizes, com seis dias de idade, apresentam aspecto de células de 

abelhas campeiras, com mais de 25 dias de idade após a emergência. 

Também foram observadas mudanças morfológicas e estruturais nas 

mitocôndrias que provavelmente diminuem suas funções bioenergéticas, 

desencadeando outros danos celulares relacionados com a depleção de 

ATP, como a apoptose. Contudo, para compreender quais eventos 

contribuíram para promover as alterações observadas, são necessários 

estudos adicionais, tais como avaliação das enzimas antioxidativas, como 

a glutationa peroxidase, níveis de EROs e peroxidação lipídica.  Não foi 

identificado redução significativa na aceitação das larvas e na produção 

de geleia real, mas devido as alterações celulares descritas aqui, 

considera-se necessário avaliações específicas sobre a qualidade deste 

produto. 

Sabendo da importância da geleia real tanto para as larvas quanto 

para todos os demais indivíduos da colmeia (CRAILSHEIM, 1992, 

1998), compreende-se que os avanços científicos do presente estudo 

revelam que doses subletais do Roundup® produzem efeitos negativos 

sutis sobre as abelhas e que podem comprometer a sobrevivência de suas 

colônias. Contudo, os resultados apresentados estão aquém do que 

realmente ocorre no ambiente, onde estes insetos estão expostos a uma 

grande quantidade de pesticidas isolados ou em conjunto, que são 

transportados e armazenados no interior das colmeias, exercendo efeitos 

sinérgicos e prolongados (GOULSON et al. 2015) e podem potencializar 

os danos às glândulas hipofaríngeas, interferindo na qualidade da geleia 
real. Considerando a importância dos polinizadores para a manutenção do 

equilíbrio de diferentes ecossistemas ( KREMEN, 2004; EARDLEY et 

al., 2006; IMPERATRIZ-FONSECA; NUNES-SILVA, 2010; MOUGA 

et al., 2012; TOLEDO et al., 2013), assim como para a produção de 

alimentos e de produtos apícolas, é urgente que agências regulatórias e as 
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políticas públicas levem em conta os resultados científicos adversos às 

abelhas que tem sido obtidos pela comunidade cientifica. Também é 

urgente, o desenvolvimento de medidas e esforços que visem minimizar 

a perda de abelhas, independente da espécie, em diferentes locais ao redor 

do mundo. 
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9. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

É indiscutível a importância das abelhas para a polinização de 

espécies de plantas nativas e cultivadas, que garantem o equilíbrio de 

ecossistemas naturais e a produção de alimento. A obtenção dos produtos 

apícolas, embora sejam de extrema importância para a indústria de 

cosméticos, alimentícia e farmacêutica, é diminuto diante da relevância 

do serviço ambiental que é a polinização, gerando lucros diretos e 

indiretos.  

O cenário mundial da crescente diminuição dos polinizadores é 

diretamente proporcional com a expansão agrícola, o desmatamento e o 

aumento no consumo de agrotóxicos e cultivo de plantas geneticamente 

modificadas. O agronegócio é muito competente no convencimento de 

que estes são os “males necessários” da produção de alimentos, induzindo 

as pessoas a acatar e reproduzir estas inverdades como justificativas para 

o desequilíbrio ambiental, proporcionados por estas práticas. 

Existe uma real preocupação da comunidade científica em 

compreender as causas que estão conduzindo para a grande mortalidade 

das abelhas, relatadas em diferentes partes do mundo, que tem promovido 

o desenvolvimentos de muitos trabalhos nesta área. Todas as descobertas 

apontam para a soma de fatores: parasitas, patógenos, agrotóxicos, 

monocultura, carência nutricional, destruição dos locais de nidificação, 

entre outros. O principal alvo dos estudos tem sido os inseticidas 

neonicotinóides, chegando a serem proibidos em alguns países. Contudo, 

estudos que considerem a exposição crônica e em consições de campo 

ainda são poucos, assim como aqueles que abordem outros xenobióticos, 

como fungicidas e herbicidas. 

O presente estudo foi proposto com o intuito de gerar informações 

que pudessem contribuir no entendimento dos efeitos do glifosato sobre 

as abelhas, além de identificá-lo em análise de resíduos. Estudos sobre a 

presença de resíduos do herbicida mais utilizado no Brasil e em outros 

países nos produtos apícolas, bem como em abelhas mortas, são 

praticamente inexistentes, o que parece no mínimo incoerente. Deste 

modo, as análises foram planejadas para compreender os efeitos do 

Roundup® sobre aspectos fundamentais da sobrevivência da colônia que 

são a interação com patógenos e alterações das glândulas produtoras de 
geleia real. Os resultados obtidos foram relevantes para o avanço 

científico, e demonstraram que é necessário expandir as pesquisas para 

avaliar a magnitude dos prejuízos deste herbicida sobre os insetos sociais 

e outros organismos não alvo das aplicações de agrotóxicos.. 
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Grande parte dos estudos a respeitos dos efeitos dos agrotóxicos 

em polinizadores referem-se as abelhas da espécie A. mellifera, 

considerada o polinizador mais efetivo, além de produzir grande 

quantidade de mel e outros produtos apícolas. Entretanto, é possível que 

os efeitos observados no presente estudo sejam aplicáveis às abelhas 

nativas tendo em vista que são insetos pertencentes a mesma Ordem 

taxonômica, que compartilham grande semelhanças comportamentais e 

de organização.  
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