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“O homem é parte da natureza e a sua guerra contra ela é, inevitavelmente, uma guerra
contra si mesmo. Quanto mais claramente pudermos concentrar a nossa aten¢do nas
maravilhas e realidades do universo sobre nos, menos gosto teremos pela destrui¢do”.

(Rachel Carson)



RESUMO

A polinizagdo ¢ um servico ecossistémico de extrema importdncia em ambientes naturais e
agricolas. No entanto, a mortalidade de abelhas vem sendo relatada em todo o mundo, tendo
como um dos agentes causadores, os agrotoxicos, gerando preocupacdo quanto seus efeitos
sobre estes insetos. Alguns cultivos de interesse agrondmico sdo altamente dependentes da
polinizagdo de insetos, principalmente de abelhas. A espécie Apis mellifera é a mais utilizada
nos servigos de polinizagao dirigida dos cultivos agricolas, como ¢ o caso das macieiras. Apesar
disso, o uso intensivo de diversos agrotoxicos, incluindo fungicidas, ¢ usual e frequente nesses
ambientes. Estudos que buscam avaliar os efeitos subletais de fungicidas sobre organismos nao
alvo sdo escassos. Especificamente pesquisas a respeito de efeitos de fungicidas sobre a geleia
real, substancia proteica sintetizada nas glandulas hipofaringeanas de abelhas nutrizes, produto
essencial para a alimentagdo de todos os individuos da colmeia especialmente para a rainha, sdo
inexistentes. Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de doses de campo de
dois fungicidas (Captan® e Zignal®) isolados e em mistura sobre as glandulas hipofaringeanas,
producdo de geleia real e a interferéncia na forca das colmeias. Para isso, foram utilizadas trés
colmeias com dez quadros cada por tratamento, andlises de microscopia eletronica de
transmissdo foram efetuadas nas glandulas e avaliados por seis meses, o0 nimero de quadros
com: abelhas adultas, cria aberta e fechada, e alimento estocado. Nossos resultados revelaram
que a exposicdo das abelhas aos fungicidas isolados e em mistura, promove alteracdes na
ultraestrutura das glandulas hipofaringeanas, causando alteragdes morfologicas e estruturais nas
mitocOndrias desses insetos. A degeneragdo precoce do reticulo endoplasmatico rugoso também
foi verificada. Além disso, o citoplasma se mostrou heterogéneo e eletrondenso. As células dos
nucleos nao sofreram alteragdes, independendo dos tratamentos. A exposi¢do das abelhas aos
fungicidas também ocasionou prejuizos para a for¢a das colmeias, com reducio da populagio
de abelhas adultas, de cria aberta, de cria fechada e de alimento armazenado. Ndo foram
detectadas diferencas estatisticas significativas nos pardmetros avaliados sobre a producao de
geleia real.

Palavras chaves: Abelhas africanizadas. Captan®. Zignal®. Ultraestrutura. Geleia real. Forca
da colmeia.



ABSTRACT

Pollination is an extremely important ecosystem service in natural and agricultural
environments. However, bee mortality has been reported around the world, with pesticides
as one of the causative agents, raising concern about their effects on these insects. Some
crops of agronomic interest are highly dependent on insect pollination, especially bees. The
species Apis mellifera is the most used in the services of directed pollination of agricultural
crops, as is the case of apple trees. Even so, the intensive use of several pesticides, including
fungicides, is usual and frequent in these environments. Studies that seek to evaluate the
sublethal effects of fungicides on non-target organisms are scarce. Specifically, regarding
the effects of fungicides on royal jelly, a protein substance synthesized in the
hypopharyngeal glands of nursing bees, an essential product for the food of all individuals
in the hive, especially the queen, are non-existent. That said, the objective of the present
study was to evaluate the effect of sublethal doses of two fungicides (Captan® and Zignal®)
isolated and in mixture on the hypopharyngeal glands, royal jelly production and the
interference in the strength of the hives. Thus, three hives with ten frames each per
treatment were used, transmission electron microscopy analyzes were performed on the
glands and evaluated for six months, the number of frames with: adult bees, open and closed
brood, and stored food. Our results revealed that the exposure of bees to fungicides alone
and in mixture, promotes changes in the ultrastructure of the hypopharyngeal glands,
causing morphological and structural changes in the mitochondria of these insects. Early
degeneration of the rough endoplasmic reticulum was also observed. In addition, the
cytoplasm was heterogeneous and electron-dense. The cells of the nuclei did not suffer
alterations, independent of the treatments. The exposure of bees to fungicides also caused
damage to the strength of the hives, with a reduction in the population of adult bees, open
brood, closed brood and stored food. No significant statistical differences were detected in
the parameters evaluated on the production of royal jelly.

Keywords: Africanized bees. Captan®. Zignal®. Ultrastructure. Royal jelly. Hive strength.



LISTA DE FIGURAS

CONTEXTUALIZACAO

Figura 1 - Importancia dos polinizadores, em especial das abelhas para os cultivos
agricolas. A: demonstragdo da porcentagem de cultivos polinizados por cada grupo de
polinizador, com énfase para as abelhas (78,9%). B: grafico mostrando a porcentagem de
polinizadores por grupo, sendo as abelhas, os polinizadores com maior riqueza. Adaptado
do Relatorio Tematico e Sumario para Tomadores de Decisdo — Polinizacdo, Polinizadores
e Producao de Alimentos - BPBES (2019).....cccuiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeee e 22
Figura 2 - Colmeia de Apis mellifera utilizada no sistema de polinizagao dirigida do cultivo
de macieiras. Foto: André Sezerino (2019)......c.cooviiriieiiieiiieieecie et 23
Figura 3 - Esquema demostrando os distintos sexos e castas presentes em Apis mellifera.

Fonte: Peruquetti, R.C. Introdu¢do ao estudo sobre abelhas. Disponivel em:

http://Wwww.ufac.br/ppgespa/POLen........cccueiiuiiiiiiiiiiee e 24
Figura 4 - Esquema da cabeca de Apis mellifera, com enfoque na localizagao ¢ morfologia
das glandulas hipofaringeanas. Adaptado de Macedo (2009)..........cceevveevrierrienreenieennnenne. 25
Figura S - Capulas artificiais contendo geleia real e larvas de Apis mellifera. Fonte: Chaves
TR | TR 22012 0 SRS 26
RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 1. Micrografias eletronicas de transmissdo (MET) das glandulas hipofaringeanas
de Apis mellifera com sete dias apds a emergéncia, expostas a alimentagdo com diferentes
tratamentos, sendo: 1A - 1C - controle; 2A — 2C - Captan®; 3A — 3C - Zignal®; e 4A — 4C
- Mix (Captan®+Zignal®). Mitocondrias de abelhas alimentadas com Captan®,
apresentando formato de rosca (anelar), membranas externas e internas ndo preservadas e
interior com cristas mitocondriais vacuolizadas (2B); reticulo endoplasmaético rugoso com
cisternas espagadas e descontinuas, com citoplasma de aspecto heterogéneo e fragmentado
(2C). Mitocondrias de abelhas expostas ao Mix, demostrando interior vacuolizado e cristas
mitocondriais anormais, com aspecto eletronlidico (4B); reticulo endoplasmatico rugoso
com cisternas com espagamento anormal e citoplasma heterogéneo (4C). Estas alteragdes
das mitocondrias e reticulo endoplasmatico rugoso, nao foram observadas nas abelhas do
grupo controle e Zignal® e nos niicleos de todos os tratamentos. Legenda: Nucleo (N);

Nucléolos (Nu); Membrana nuclear (Mn); Mitocondria (M); Cristas mitocondriais (Cm);


https://www.bpbes.net.br/produto/polinizacao-producao-de-alimentos/
https://www.bpbes.net.br/produto/polinizacao-producao-de-alimentos/
http://www.ufac.br/ppgespa/polen

Membrana externa e interna (Mei); Reticulo endoplasmatico rugoso (Rer); Cisterna (C);
Ribossomos (R); e Complexo de g0lgi (CG)...couvrieeriieciiieciiieciie et 34
Figura 2. Micrografias eletronicas de transmissdo (MET) das glandulas hipofaringeanas
de Apis mellifera com 15 dias apés a emergéncia, expostas a alimentacdo com diferentes
tratamentos, sendo: 1A - 1C - controle; 2A — 2C - Captan®; 3A — 3C - Zignal®; e 4A — 4C
- Mix (Captan®+Zignal®). Mitocondrias de abelhas alimentadas com Captan®,
apresentando formato de rosca, membranas externas e internas ndo preservadas e interior
vacuolizado (2B); reticulo endoplasmatico rugoso com auséncia de cisternas normais e
citoplasma eletrondenso (2C). Mitocondrias de abelhas expostas ao Zignal®, demostrando
interior vacuolizado e cristas mitocondriais anormais, com aspecto eletronltdico (3B);
reticulo endoplasmatico rugoso com cisternas espagadas e citoplasma com aspecto
heterogéneo e eletrondenso (3C). Mitocondrias de abelhas expostas ao Mix, demostrando
interior vacuolizado e cristas mitocondriais anormais, com aspecto eletronlticido (4B);
reticulo endoplasmdtico rugoso com auséncia de cisternas normais e citoplasma
eletrondenso (4C). Estas alteragdes das mitocondrias e reticulo endoplasmatico rugoso, nao
foram observadas nas abelhas do grupo controle e nos nucleos de todos os tratamentos.
Legenda: Nucleo (N); Nucléolos (Nu); Membrana nuclear (Mn); Mitocondria (M); Cristas
mitocondriais (Cm); Membrana externa e interna (Mei); Reticulo endoplasmatico rugoso
(Rer); Cisterna (C); Ribossomos (R); e Complexo de golgi (CG)......cocvveveerveenreenieennnnne. 35
Figura 3. Glandulas hipofaringeanas de abelhas com 15 dias apds a emergéncia. A:
glandula de abelha operaria pertencente ao grupo controle. B: glandula de abelha operaria
pertencente ao grupo Mix, apresentando acinos deformados com aspecto gelatinoso e
turbido. Imagens registradas em Lupa Opticam. Fonte: CHAVES, 2021...........ccccvennee. 39
Figura 4. Médias e erro padrao (linha no final das barras) dos componentes da for¢a das
colmeias (nimero de quadros: com abelhas adultas, cria aberta, cria fechada e com
alimento), expostas aos tratamentos (Ctrl = controle, Zig = Zignal®, Cap = Captan® e Mix
= Zig + Cap), em quatro momentos distintos (antes, 45 dias apds, quatro meses € meio apos

e seis meses apos a exposicao). Os histogramas foram produzidos no Excel 2019.............. 43



LISTA DE TABELAS

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1. Valores médios dos trés ciclos de producao, de peso total e por cupula da geleia
real e numero de larvas aceitas em colmeias expostas aos tratamentos: controle, Zignal®,
CAPLAN® € MiX.....oeveeeeeeeeeeeee ettt s s s st esesen s seeeeaes 40
Tabela 2. Comparagdo dos quatro componentes de forca das colmeias avaliados (nimero
de quadros com abelhas adultas; nimero de quadros com cria aberta; numero de quadros
com cria fechada e nimero de quadros com alimento), entre os quatros tratamentos (Ctrl:

Controle; Cap: Captan®; Zig: Zignal® e Mix: Zignal® + Captan®)............ccococevvvvveveeerennne. 45



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABPM - Associacgao Brasileira de Produtores de Maga
ANAVA - Andlise de variancia

ATP — Trifosfato de Adenosina

A mellifera - Apis mellifera

B.O.D - Equipamento com demanda bioquimica de oxigénio
C - Cisternas

Cap - Tratamento utilizando o fungicida Captan

CG - Complexo de golgi

Ctrl - Tratamento controle, sem utilizacao de fungicidas
Cm - Cristas mitocondriais

°C - Graus Celsius

Epagri - Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina
g - Gramas

h - Horas

i.a. - Ingrediente ativo

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia de Estatistica
Km - Quilémetros

Kv - Kilovolts

LCME - Laboratorio Central de Microscopia Eletronica
M - Molar

M - Mitocondrias

MET - Microscopia eletronica de transmissao

mL - Mililitros

Mix - Tratamento utilizando mistura dos fungicidas Zignal e Captan
Mn - Membrana nuclear

Mei - Membranas externas e internas

N - Nucleo

Nu - Nucléolo

UFSC: Universidade Federal de Santa Catarina

uL - Microlitros

pum - Micrometro

R - Ribossomos



Rer - Reticulo endoplasmatico rugoso
ROS - Espécie reativa de oxigénio

Zig - Tratamento utilizando o fungicida Zignal



Sumario

1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA ......ooooimiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 15
2OBIETIVOS......ooooioieeeeeeeeeeeeeeeee e 16
2.1 OBJETIVO GERAL........oooviiieeeeeeeeeeee e ee e, 16
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..o, 16
BANTECEDENTES .........ocooimiiiioieeeeeeeeeee e 17
3.1 EFEITOS DE AGROTOXICOS SOBRE ABELHAS........covvoiveiieieeeeeeeeeseeereeeena: 17
3.2 EFEITOS DE FUNGICIDAS SOBRE ABELHAS .......c.ovivoiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeesean 17
3.3 EFEITOS DE AGROTOXICOS SOBRE AS GLANDULAS HIPOFARINGEANAS 18
3.4 EFEITOS DE AGROTOXICOS SOBRE A GELEIA REAL ........cooovviveeeeeeenn. 19
3.5 EFEITOS DE AGROTOXICOS SOBRE A FORCA DA COLMEIA............cccoo........ 20
4 CONTEXTUALIZACAO ... 20
4.1 MACIEIRA, IMPORTANCIA E DEPENDENCIA DE POLINIZACAO.................... 20
4.2 POLINIZADORES, ABELHAS, IMPORTANCIA E A POLINIZACAO DIRIGIDA 21
4.3 ABELHAS AFRICANIZADAS Apis mellifera..............ccocccoceeveeeineenenoiniinenicneene. 23
4.4 GLANDULAS HIPOFARINGEANAS E GELEIA REAL........ooooiieieeeeeeeeeeene. 24
4.5 GELEIA REAL, NUTRICAO E SAUDE DAS COLMEIAS .......covvivieeeeeeeeeeene. 26
4.6 AGROTOXICOS / FUNGICIDAS ..o, 27
4.7 USO DE AGROTOXICOS / FUNGICIDAS NO CULTIVO DA MACIEIRA............. 27
4.8 EXPOSICAO DAS ABELHAS AOS AGROTOXICOS E CONSEQUENCIAS......... 27
S5 MATERIAL E METODOS...........ooooiiioiioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 29
5.1 LOCAL DE CONDUCAO DO BIOENSAIO E PADRONIZACAO DE COLMEIAS 29
5.2 FUNGICIDAS UTILIZADOS NO BIOENSAIO........c.oovviiviemieeereeseeeseeeeesesesenns 29
5.3 EXPOSICAO DAS COLMEIAS AOS FUNGICIDAS .....c.ooooueieeeeeeeeeseeeesereeernes 30
5.4 ANALISE DAS GLANDULAS HIPOFARINGEANAS ........c.ooiviieeeeeeeeeeeeeeen. 30
5.5 AVALIACAO DA PRODUCAO DE GELEIA REAL ......cooviuiiiiieceeeeeeeen, 31
5.6 AVALIACAO DA FORCA DAS COLMEIAS.....c.oooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseee e 32
5.7 ANALISES ESTATISTICAS ...t 33
6 RESULTADOS E DISCUSSAO ..o 33
6.1 ULTRAESTRUTURAS DAS GLANDULAS HIPOFARINGEANAS ..........cccco......... 33
6.2 PRODUCAO DE GELEIA REAL..........oooviiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesee s 40
6.3 FORCA DAS COLMEIAS ........oovmoiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 41
7 CONSIDERACOES FINAIS ........o.oooooiiiiieceeeeeeeeee e 49
B8 CONCLUSOES ..ot 49

9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oooeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 50



15

1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O cultivo de macieiras ¢ importante para as regides onde ¢ produzida, para os
agricultores que dependem dela para subsisténcia e como fonte de alimento nutritivo e saboroso
para os consumidores (IBGE, 2020). A cadeia produtiva da macieira tem relevante fungao
socio-econdmica por envolver um numero grande de trabalhadores (148 mil empregos) e gerar
renda para o Brasil, particularmente para Santa Catarina, o principal estado produtor de maga
(ABPM, 2020). No processo produtivo da fruta sdo utilizadas frequentes pulverizagdes de
agrotoxicos, incluindo fungicidas. Estes produtos sao utilizados como forma de tentar suprimir
a incidéncia de pragas e doencas para as quais as variedades de macieira sdo suscetiveis
(VALDEBENITO-SANHUEZA et al., 2008).

Por apresentarem autoincompatibilidade gametofitica, as variedades cultivadas de
macieira requerem polinizagdo cruzada com poélen produzido por outras variedades. Esta
polinizacao ¢ mediada por polinizadores, que sdo de baixa frequéncia nas regides produtoras de
macd em Santa Catarina. Especificamente nas macieiras, a auséncia de polinizadores pode
reduzir a produgio em 90% - 100% (DELAPLANE e MAYER, 2000). E por esta razio que os
fruticultores alocam colmeias de Apis mellifera nos pomares durante o florescimento da cultura
(VIEIRA et al., 2004; PATRON, 2010).

No Brasil, o cultivo de macieiras ¢ o que mais movimenta abelhas para a polinizagao
dirigida. Estima-se que sejam utilizadas em torno de 100.000 colmeias durante o periodo de
floragao do cultivo (FREITAS e NUNES-SILVA, 2012). Com isso, as abelhas podem ser
expostas de forma direta aos agrotoxicos pulverizados durante a fase de florescimento
(SANCHEZ-BAYO ¢ GOKA, 2014; SGOLASTRA et al., 2019) ou, indireta, no caso de
produtos sistémicos, devido a residuos presentes nos tecidos das plantas existentes na area de
cultivo decorrentes de pulverizagdes prévias ao florescimento. Assim, as abelhas sdo expostas
de forma continua a multiplos agrotoxicos (BOTIAS et al., 2017).

Efeitos prejudiciais de agrotoxicos sobre abelhas sdo relatados por diversos estudos
(DESNEUX et al., 2007; CALATAYUD-VERNICH et al., 2019), incluindo mortalidade
(TOME et al., 2017; TAVARES et al., 2017; DO PRADO et al., 2020). Os referidos efeitos
podem comprometer a manutengdo dos ecossistemas agricolas e naturais, assim como o
comércio de produtos apicolas e, consequentemente, afetar a economia. Agrotdxicos também
exercem influéncia sobre as glandulas hipofaringeanas, relacionadas com a producao de geleia
real (ZALUSKI et al., 2017; FAITA et al., 2018) e na quantidade de geleia real produzida
(CHAVES et al., 2020).
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A geleia real ¢ uma substancia sintetizadas através das glandulas hipofaringeanas de
abelhas nutrizes (DESEYN e BILLEN, 2005; LIU et al., 2008) para ser alimento de todos os
individuos da colmeia em algum momento do seu desenvolvimento e exclusivo da rainha por
toda a vida (HAYDAK, 1970), sendo também responsavel por promover suas caracteristicas
especiais (ALBARRACfN et al., 2006; WANG et al., 2016). Além de servir como nutri¢do, a
geleia real desempenha papel importante na imunidade das abelhas contra doengas e patdogenos
(BLUM et al., 1959; NEGRI et al., 2019).

A busca simples do tema “pesticide effects on bees” no “google scholar” em 27 de
novembro de 2021 localizou 69.800 documentos. A analise de parte destes documentos indica
que o assunto ¢ reconhecido, tanto pela comunidade cientifica, quanto em politicas publicas.
Embora as abelhas sejam insetos, os estudos demonstraram efeitos adversos sobre elas, tanto
de inseticidas, como de fungicidas e herbicidas.

No entanto, estudos que buscam conhecer os efeitos de fungicidas e demais agrotdxicos
utilizados nos pomares de macieira, em particular, sobre a dinamica e sobrevivéncia das
colmeias sdo escassos. Este cenario justifica intensificar esfor¢os para melhor compreender os
efeitos desses produtos sobre as abelhas e buscar um equilibrio entre a produgdo das frutas ¢ a
preservacao desses insetos e, consequentemente, da biodiversidade e seguranga alimentar. Com
isso, o presente trabalho teve como objetivo investigar efeitos de doses de campo de dois
fungicidas utilizados no cultivo da macieira: Zignal® (i.a. Fluazinam) e Captan SC® (i.a.
Captana), isolados e em mistura, sobre as glandulas hipofaringeanas, a produ¢do de geleia real
e forca das colmeias de abelhas da espécie A. mellifera utilizadas na polinizagao dirigida de

pomares de macieiras.
2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos de doses de campo de dois fungicidas usados no cultivo da macieira,
Zignal® e Captan SC®, isolados e em mistura, sobre as glandulas hipofaringeanas, producio de

geleia real e forca das colmeias de 4. mellifera.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar os efeitos da ingestdo de doses de campo dos fungicidas na ultraestrutura das

glandulas hipofaringeanas de operarias adultas de A. mellifera;
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2. Mensurar o efeito da ingestdo de doses de campo de fungicidas sobre aspectos
relacionados com producao de geleia real;
3. Avaliar os efeitos que os fungicidas podem causar nos parametros da for¢a das

colmeias de 4. mellifera expostas a doses de campo dos fungicidas.

3 ANTECEDENTES

3.1 EFEITOS DE AGROTOXICOS SOBRE ABELHAS

Os efeitos prejudiciais de agrotdxicos sobre abelhas sdo muitos. Os danos incluem
crescimento desigual, mudancas comportamentais, redug¢ao da fertilidade e longevidade nas
rainhas (DESNEUX et al., 2007), redugao no nimero de larvas, na absor¢ao de alimentos e na
capacidade de substituicao nas rainhas (SANDROCK et al., 2014).

Outros efeitos relatados incluem: intoxicacdo (CALATAYUD-VERNICH et al., 2019);
mortalidade de larvas (TAVARES et al., 2017); alteracdo da expressdo génica (WU et al.,
2017); imunidade reduzida (DESNEUX et al., 2007; DI PRISCO et al., 2013); menor capacidade
de aprendizagem (DECOURTYE et al., 2003); redu¢do do forrageamento (DECOURTYE et
al., 2004).

3.2 EFEITOS DE FUNGICIDAS SOBRE ABELHAS

Geralmente se assume que fungicidas ndo afetam abelhas, pois ndo sdo seu alvo de acdo
no ponto de vista agrondomico. No entanto, Pettis et al. (2013) relataram que a exposicao das
abelhas aos fungicidas pode torna-las mais suscetiveis a patogenos como o parasita intestinal
Nosema ceranae. Neste sentido, Domingues et al. (2020) demostraram que a exposi¢ao cronica
das abelhas ao ingrediente ativo piraclostrobina alterou a morfofisiologia do intestino médio
das forrageiras e reduz a rotulagem de polissacarideos no intestino de abelhas jovens.
Igualmente, Batista et al. (2020) relatam que a piraclostrobina afeta o intestino médio de
abelhas.

A ingestdo de fungicidas também causa toxidade direta para as abelhas adultas de A.
mellifera (ZHU et al., 2014) e para abelhas solitarias, sendo que o fungicida Captan® limitou
drasticamente a sobrevivéncia da abelha azul (LADURNER et al., 2005). Além disso, interfere
na capacidade de desintoxicacao das abelhas (BERENBAUM e JOHNSON, 2015), pois causa
alteragdes nas expressdes génicas de enzimas de desintoxicagio (TOME et al., 2020). Também

foi demonstrada a relagdo entre a presenca de fungicidas com o baixo desenvolvimento de
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colmeias (DEGRANDI-HOFFMAN et al., 2013; SIMON-DELSO et al., 2014; BERNAUER
et al., 2015; TRAYNOR et al., 2016; MCART et al., 2017) e com aparecimento de disturbios
das coldonias (SIMON-DELSO et al., 2014).

Do Prado et al. (2020) demostraram que a exposicao de abelhas sem ferrao Melipona
scutellaris ao difenoconazol (i.a.) causou mortalidade, assim como acumulo deste produto nos
tecidos dos insetos. Adicionalmente, Leite et al. (2018) relataram baixa sobrevivéncia em
abelhas A. mellifera expostas por via de contato ao difenoconazol (i.a.), com observagao de
alteracdes comportamentais adversas, como agitacdo ¢ mudancas na coordena¢do motora.
Alteragdes comportamentais igualmente foram relatadas por Tadei et al. (2019) em abelhas que
ingeriram piraclostrobina (i.a.). O fungicida Pristie® (ingredientes ativos: boscalide e
piraclostrobina) reduziu a capacidade de aprendizagem, principalmente de forrageiras de Apis
mellifera (DESJARDINS et al., 2021). A sobrevivéncia de abelhas africanizadas foi reduzida
quando expostas a doses baixas de piraclostrobina, também houve sobre carregamento do
sistema hepato-nefrocitico das abelhas que ingeriram o ingrediente ativo (DOMINGUES et al.,
2017-2020). Reducao de sobrevivéncia de A. mellifera também foi demostrada por Fisher et al.
(2017) quando expuseram as abelhas a misturas de tanque contendo diversos fungicidas. A
mistura de dois ingredientes ativos, tiofanato-metilico + clorotalonil causou toxidade em
abelhas A. mellifera e Partamona helleri, com alta taxa de mortalidade (TOME et al., 2017).

Fungicidas ainda impactam no metabolismo energético de abelhas, com consequente
reducdo de forrageamento (PRADO et al., 2019; LIAO et al., 2019). Complementarmente, a
piraclostrobina afeta negativamente as fung¢des mitocondriais de abelhas meliferas,
demonstrando inibicao da fosforilacdo oxidativa e respiragdo celular. Além disso, promoveu
declinio no potencial da membrana mitocondrial e na sintese de ATP (trifosfato de adenosina),
0 que ¢ critico para a atividade de voo das abelhas no momento do forrageamento
(NICODEMO, 2020). Zaluski et al. (2020) relataram que a exposi¢ao de abelhas nutrizes ao
ingrediente ativo piraclostrobina e ao inseticida Fipronil® diminuiu a expressio de quatro
proteinas da geleia real (MRJP1, MRJP2, MRJP4 e MRJPS). Por fim, pesquisas mostraram que
fungicidas podem reduzir a emergéncia de rainhas (DEGRANDI-HOFFMAN et al., 2013;
DEGRANDI-HOFFMAN et al., 2015).

3.3 EFEITOS DE AGROTOXICOS SOBRE AS GLANDULAS HIPOFARINGEANAS

Estudos que avaliam os efeitos adversos de agrotoxicos sobre as glandulas

hipofaringeanas de abelhas sdo escassos. Contudo, foram observadas alteragcdes ultraestruturais
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nas células das glandulas de A. mellifera que ingeriram alimento contendo residuos de
Roundup® (i.a. glifosato). Essas alteracdes incluem danos as mitocondrias e ao reticulo
endoplasmatico rugoso, a principal estrutura relacionada a sintese de proteinas nas células
(FAITA et al., 2018). Em conformidade, a exposi¢cdo de abelhas nutrizes a doses de campo de
piraclostrobina e o inseticida Fipronil®, causaram alteragdes morfolégicas na regidio mandibular
e glandulas hipofaringeas das abelhas (ZALUSKI et al., 2017), sugerindo um possivel
comprometimento da produgdo e qualidade da geleia real (ZALUSKI et al., 2017; FAITA et
al., 2018).

Ainda segundo Berenbaum e Liao (2019), o tamanho, a morfologia e a atividade da
glandula hipofaringea sdo afetados por diversos agrotoxicos, incluindo fungicidas. Portanto,
podem afetar a qualidade da alimentacdo das larvas e rainha de duas formas: 1 - alterando a
funcdo das glandulas, que sdo responsaveis pela producdo de geleia real, reduzindo assim a
quantidade e qualidade deste alimento, e 2 - alterando a frequéncia, dura¢do e qualidade do
comportamento de enfermagem. Adicionalmente, inseticidas neonicotinodides utilizados nos
cultivos agricolas, e acaricidas utilizados nas colmeias, causam morte celular das glandulas de
abelhas, reduzindo o tamanho dos 4cinos glandulares (ALAUX et al., 2010; SKERL e
GREGORC, 2010; HATJINA et al., 2013).

3.4 EFEITOS DE AGROTOXICOS SOBRE A GELEIA REAL

Ha uma escassez de trabalhos avaliando efeitos de agrotdxicos sobre a geleia real. No
entanto, Zaluski et al. (2020) mostraram que a exposi¢do de abelhas nutrizes ao fungicida
piraclostrobina e inseticida Fipronil® reduziu a expressdo de quatro proteinas da geleia real
(MRJP1, MRJP2, MRJP4 e¢ MRIJPS), assim como de diversas proteinas associadas ao
metabolismo de carboidratos e de aminoacidos, sintese de energia, sistema antioxidante,
desintoxicag¢do, biossintese, transcri¢ao e tradug¢do, dobramento e ligacao de proteinas, olfato,
aprendizagem e memoria. Relatam ainda que quando os dois produtos foram misturados, as
mudangas na expressao das proteinas foram aumentadas. Similarmente, Faita et al. (2022),
verificaram que na geleia real produzida nas colmeias que receberam alimentagdo contendo
Roundup®, a proteina (MRJP3) foi regulada negativamente.

Chaves et al. (2020), constataram uma redu¢do da geleia real produzida por A. mellifera
expostas a doses subletais do herbicida Roundup®. Por fim, houve redugio na composi¢io
lipidica e na atividade antimicrobiana contra a bactéria Vibrio fischeri na geleia real produzida

por abelhas expostas ao inseticida clotianidina (SCHOTT et al., 2021).
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3.5 EFEITOS DE AGROTOXICOS SOBRE A FORCA DA COLMEIA

Estudos voltados a avaliar os efeitos de agrotoxicos sobre a for¢a da colmeia também
sao escassos. Contudo, Sandrock et al. (2014) expuseram cronicamente colonias de abelhas a
dois neonicotinodides (a base de tiametoxame e clotianidina) e demostraram que depois de dois
ciclos de cria (1,5 meses) elas tiveram desempenho comprometido: com redug¢ao de numero de
abelhas adultas, de ninhada, de producao de mel e de polen armazenado (forrageamento), sendo
que os impactos dessa exposicao podem enfraquecer a coldnia a longo prazo. Nao obstante,
mencionam que € preciso levar em conta a importancia da base genética de susceptibilidade aos
neonicotindides em abelhas, que pode variar consideravelmente. Liao et al. (2019) verificaram
que a ingestao do ingrediente ativo boscalide reduziu a frequéncia de batidas de asas de abelhas
forrageiras durante o voo. Ao nivel da coldnia, a ingestdo desse fungicida pode afetar a satde

geral da colonia, reduzindo a eficiéncia do forrageamento.

4 CONTEXTUALIZACAO

4.1 MACIEIRA, IMPORTANCIA E DEPENDENCIA DE POLINIZACAO

A macieira pertence a familia Rosaceae, subfamilia Pomoidae e género Malus
(WATKINS, 1995). E uma fruta com elevado valor nutracéutico ¢ um dos destaques do
agronegocio Catarinense (ABPM, 2020). Santa Catarina possui atualmente 2.992 produtores de
magas e as principais variedades produzidas sao a Gala e a Fuji (IBGE, 2020). Uma pesquisa
realizada pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina
(EPAGRI) indicou que em 2018, dos principais estados produtores do Sul do Brasil, Santa
Catarina foi lider de produgdo com 52,6%. A producdo total da fruta no Estado atingiu 567.951
toneladas no mesmo ano com uma projecao de 578 mil toneladas para 2020 (IBGE, 2018).

O Brasil ¢ um dos principais produtores de macas do cendrio mundial e, com
contribuicdo expressiva de Santa Catarina, teve um crescimento das exportagdes de maca em
2018, exportando para 66 paises (KIST et al., 2019). Conforme célculo realizado pela
Associacdo Brasileira de Produtores de Maga (ABPM), o setor proporciona um dos maiores
indices de demanda de mao de obra no agronegbcio brasileiro, atingindo cerca de 1,5
emprego/ha. Assim, a cadeia produtiva da maca oferece trabalho direto para mais de 49 mil

pessoas € 98 mil indiretos, configurando 148 mil empregos. Além disso, o cultivo da maca
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viabiliza economicamente pequenas propriedades e incrementa a agroindustria, explorando
muito bem as condi¢des climaticas dos estados onde ¢ produzida (BITTENCURT, 2011),
proporcionando desenvolvimento destas regioes (KOVALESKI e dos SANTOS, 2012).

Para suprir a crescente demanda de producdo da fruta faz-se necessario melhorar a
qualidade e a produtividade do cultivo (PATRON, 2010). A obtencao de altos rendimentos das
macieiras depende de uma 6tima frutificacdao, que requer entre outros fatores, da fertilizacao
das suas flores, consequentemente de uma polinizacao satisfatoria (VIEIRA et al., 2004). A
falta de polinizadores pode comprometer as produgdes agricolas, especificamente nas macieiras
pode reduzir a produgdo em 90% - 100% (DELAPLANE ¢ MAYER, 2000). Problemas
relacionados a polinizagdo e a fecundacdo das flores da espécie também podem reduzir a
qualidade dos frutos devido a diminui¢do do nimero de sementes formadas por fruto
(KEULEMANS et al., 1996; BREEZE, 2011).

Adicionalmente, em cultivares de macieira com alto grau de incompatibilidade torna-se
necessario o plantio simultdneo de duas ou mais variedades para que ocorra a polinizagdo
cruzada (SOSTER e LATORRE, 2007), o que faz os servigos de polinizacdo ainda mais
indispensaveis para a produgao dos frutos (VIANA et al., 2015).

4.2 POLINIZADORES, ABELHAS, IMPORTANCIA E A POLINIZACAO DIRIGIDA

Os insetos em geral possuem importancia nos servicos de polinizagdo, em especial as
abelhas (Figura 1), que sdo consideradas os polinizadores com maior relevancia (MALERBO-
SOUZA e HALAK, 2009). As abelhas representam um dos maiores grupos da Ordem
Hymenoptera (MICHENER, 2000). O servico de polinizagdo prestado por abelhas ¢ essencial
para a manutencao dos ecossistemas agricolas e naturais (IMPERATRIZ FONSECA; NUNES-
SILVA, 2010). Nos ecossistemas naturais, os efeitos da falta de polinizagdao sdo mais sutis do
que em sistemas agricolas, mas as consequéncias podem ser muitas, como a extingdo de
espécies vegetais, diminuicdo da fauna que se alimenta de frutos e sementes destas plantas,
regeneracdo insuficiente da flora, erosdo do solo e reducdo dos volumes de agua (EARDLEY

et al., 2000).
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Figura 1 — Importancia dos polinizadores, em especial das abelhas para os cultivos agricolas. A:

demonstragdo da porcentagem de cultivos polinizados por cada grupo de polinizador, com énfase para
as abelhas (78,9%). B: grafico mostrando a porcentagem de polinizadores por grupo, sendo as abelhas,
os polinizadores com maior riqueza. Adaptado do Relatério Tematico e Sumario para Tomadores de

Decisdo — Polinizagao, Polinizadores e Producdo de Alimentos - BPBES (2019).

A valoragdo economica mundial da polinizagao realizada por insetos no ano de 2005 foi
de aproximadamente 153 bilhdes de euros, correspondendo por 9,5% do valor total da produgao
agricola (GALLALI et al. 2009). No Brasil, a valoragdo anual da poliniza¢do dos cultivos
agricolas estd estimada em 12 bilhdes de ddlares, ou seja, 26% do valor total da produgdo que
¢ de 45 bilhoes de dolares (GIANNINI et al., 2015).

Nas ultimas décadas ocorreu um declinio de diversos polinizadores, devido entre outros
fatores, a intensifica¢do da produgdo agricola caracterizada por grandes areas de monoculturas,
degradagdo de ambientes naturais, o que inclui a simplifica¢do e fragmentagdo de paisagens,
assim como o uso intensivo de agrotdxicos (FREITAS et al., 2009; MULLIN et al.,2010;
CUNHA et al., 2014; GILBURN et al., 2015; FORISTER et al., 2016; NAKANISHI et al.,
2018). Buscando compensar o déficit de polinizacdo, produtores optam pela introducdo de
colmeias de abelhas no pomar para polinizar as flores de plantas de macieira (Figura 2),

atividade conhecida por polinizagao dirigida (VIEIRA et al., 2004; PATRON, 2010).


https://www.bpbes.net.br/produto/polinizacao-producao-de-alimentos/
https://www.bpbes.net.br/produto/polinizacao-producao-de-alimentos/
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006320718313636#bb0505
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006320718313636#bb0405
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006320718313636#bb0965
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006320718313636#bb0965
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Figura 2 - Colmeia de Apis mellifera utilizada no sistema de polinizagdo dirigida do cultivo de

macieiras. Foto: André Sezerino (2019).

As colmeias de 4. mellifera se tornaram o principal agente dos servigos de polinizagao
dirigida dos cultivos agricolas e também da macieira, uma vez que essa espécie possui ampla
dispersdo geografica, facilidade de manejo em colmeias e capacidade de visitar um numero
expressivo de flores em um s6 dia (PATRON, 2010). Desta forma, a espécie ¢ considerada o
principal polinizador de plantas cultivadas, gerando aumento da produtividade e qualidade de
diversas culturas (POTTS et al., 2010; MOUGA et al., 2012; TOLEDO et al., 2013). Além
disso, possuem valor na apicultura, proporcionando emprego e renda para apicultores que
trabalham com a comercializacdo dos produtos produzidos por elas: mel, propolis, geleia real,

apitoxina, pdlen e cera.

4.3 ABELHAS AFRICANIZADAS Apis mellifera

No Brasil, as abelhas meliferas com ferrao criadas em colmeias sdo abelhas poli hibridas
africanizadas, resultantes dos acasalamentos naturais das abelhas africanas (Apis mellifera

scutellata) com as alemas (Apis mellifera mellifera), as italianas (Apis mellifera ligustica) e as
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carniolas (Apis mellifera carnica) (GONCALVES, 2006). Essas abelhas sdo insetos eusociais
e suas colonias formam um superorganismo (SEELEY, 1982).

As colonias de abelhas africanizadas sdo constituidas por abelhas divididas em castas
(Figura 3), com uma rainha, responsavel pela oviposi¢ao e equilibrio populacional, zangdes que
participam do voo nupcial e operarias (WIESE, 2005). As operarias, que sao uma casta
especializada (WRIGHT et al., 2018) e desempenham diversos trabalhos, sendo responsaveis
pela nutricdo de todos os individuos da colmeia (BRODSCHNEIDER ¢ CRAILSHEIM, 2010).
A rainha vive em média de 1 a 2 anos enquanto as operarias vivem de 15-38 dias no verdo e até
150-200 dias no inverno (HSU et al., 2016). As operarias forrageiras coletam néctar, polen e
melato que serdo convertidos em alimentos para consumo e reserva (WINSTON et al., 1979) e
estes sdo fundamentais para a sobrevivéncia da colmeia (MARCHINI et al., 2006). A A.
mellifera é Unica entre as espécies de abelhas, pois além de converter os alimentos que ingerem

em mel, produz a geleia real (WRIGHT et al., 2018).
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Figura 3 — Esquema demostrando os distintos sexos e castas presentes em Apis mellifera. Fonte:

Peruquetti, R.C. Introdugdo ao estudo sobre abelhas. Disponivel em http://www.ufac.br/ppgespa/polen

4.4 GLANDULAS HIPOFARINGEANAS E GELEIA REAL

As glandulas hipofaringeas (Figura 4) sdo responsaveis pela sintese de enzimas que
metabolizam os nutrientes liberados pela digestdo do polen e estdo localizadas na cabeca das

abelhas operarias (HUANG et al., 1989). Morfologicamente apresentam-se como uma estrutura


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fevo.2018.00161/full#B66
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em forma de cachos longos, com um canal central onde se ligam diversos acinos secretores
(MACEDO, 2009).

A geleiareal (Figura 5) € uma substancia cremosa sintetizada e secretada pelas glandulas
mandibulares e hipofaringeanas das abelhas nutrizes (DESEYN e BILLEN, 2005; DIMOU et
al., 2007; LIU et al., 2008) entre o quinto e o 15° dia de vida (TOLEDO et. al., 2010), fase em
que as glandulas possuem completo desenvolvimento (REMBOLD et al., 1974;
CRAILSHEIM, 1991; HRASSNIGG e CRAILSHEIM, 1998). Esse produto ¢ primordial para
alimentacao de todas as larvas até trés dias, sendo o alimento exclusivo da rainha por toda a sua
vida (HAYDAK, 1970). A geleia real ¢ responsavel pelas caracteristicas exclusivas da rainha,
como massa corporal aumentada, longevidade e desenvolvimento do aparelho reprodutivo
(ALBARRACfN et. al, 2006; WANG et al., 2016), assim como pela diferenciagao das castas
dentro da colmeia (OHASHI et al, 1997; WRIGHT et al., 2018).

Glandulas salivares GLANDULA
de la cabeza HIPOFARINGEA

Glandula
hipofaringea

lf _ # Glandula Cadena
Bomba "=/ salivar nerviosa

| GLANDULA
aspirante toricica HIPOFARINGEA
Boca Conducto salivar
Lengua
Orificio de e
glandulas
salivares B

Figura 4 - Componentes da cabeca de Apis mellifera, com enfoque para a localizacdo e morfologia das

glandulas hipofaringeanas. Adaptado de Macedo (2009).
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Figura 5 - Capulas de acrilico contendo geleia real e larvas de Apis mellifera. Fonte: CHAVES et al.,

2020.

4.5 GELEIA REAL, NUTRICAO E SAUDE DAS COLMEIAS

Em média, a geleia real ¢ constituida de dgua (63%), proteinas (14%), carboidratos
(18%), gorduras (6%) (WRIGHT et al., 2018), tragos minerais e vitaminas (VIUDA-MARTOS
et al., 2008). Também possui substancias protetoras como a proteina royalisina (MCCLESKEY
e MELAMPY, 1939), associada a imunidade social da colonia (CREMER et al. 2007) e o 4acido
10-Hydrox-2-decendico (10HDA), principal componente da fracdo lipidica da geleia real que
apresenta atividade antibactericida e antifingica (BLUM et al., 1959; KOSHIO e MURADIAN,
2003). A protecdo oferecida por essas substincias contra estressores, acontece quando as
abelhas nutrizes através do processo de trofalaxia, compartilham a geleia com os outros
individuos da colonia (NEGRI et al., 2019), oferecendo ndo s6 nutri¢do, mas também prote¢ao
contra patogenos a esses individuos (YANG et al., 2017).

A saude das coldnias de abelhas ndo ¢ definida apenas pela auséncia de doengas, mas
também pela presenga de individuos bem nutridos capazes de resistir a estressores. Colmeias
utilizadas para a polinizacao dirigida de areas agricolas com monocultivos t€m uma dieta pouco
diversificada de pdlen e néctar. Neste caso, as abelhas podem ndo obter todos os nutrientes
necessarios (BRODSCHNEIDER e CRAILSHEIM, 2010). Quando se fala em nutricdo de
abelhas, a alimentagao das rainhas ¢ um assunto extremamente relevante. Nesse sentido a geleia
real assume o protagonismo (HAYDAK, 1943). Pois, uma colonia ¢ reflexo de sua rainha, uma
rainha bem nutrida, com alta capacidade de oviposicao, resultara em uma colonia populosa e
forte (BIENEFELD et al., 2007). A relagdo entre a nutricdo e imunidade ¢ reconhecida em

varios organismos ¢ as abelhas ndo sdo uma excecdo (NEGRI et al., 2019). Portanto, uma


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fevo.2018.00161/full#B156
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fevo.2018.00161/full#B156
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nutricdo deficitdria pode ocasionar a redugdo populacional da colmeia, comprometer o
equilibrio fisioldgico e a resisténcia ao estresse das abelhas, aumentando sua vulnerabilidade a

doencas e agrotoxicos (ARCHER et al., 2014).

4.6 AGROTOXICOS / FUNGICIDAS

De forma geral os agrotoxicos sdo classificados quanto ao organismo alvo que
pretendem atingir, podendo ser inseticidas, fungicidas, herbicidas, entre outros (BHALLI et al.,
2006). O Brasil ¢ o pais que mais utiliza agrotéxicos no mundo desde 2008 (CARNEIRO et al.,
2015). Particularmente, fungicidas sdo produtos quimicos utilizados para controlar o ataque de
fungos em cultivos agricolas, representando 11% do total de agrotdxicos consumidos no mundo
(ZHANG 2018) e 17% dos dez ingredientes ativos mais utilizados no Brasil em 2019 (IBAMA,
2019).

4.7 USO DE AGROTOXICOS / FUNGICIDAS NO CULTIVO DA MACIEIRA

A macieira ¢ uma frutifera acometida por diversas pragas e doengas. Na maioria dos
cultivos de fruta na forma convencional, a utilizacdo de uma gama de agrotoxicos € usual, sao
utilizados principalmente fungicidas, inseticidas e acaricidas (VALDEBENITO-SANHUEZA
et al., 2008). Dentre os fungicidas usados nos pomares de magcas estdo o Zignal® (i.a. fluazinam)
e o Captan SC® (i.a. captana), que constam na grade de agrotdxicos com uso permitido para a
producao integrada da maga, ciclo 2020/2021. Estes fungicidas sdo também utilizados em
outros cultivos como a soja, tomate e batata, para controlar uma grande quantidade de fungos

fitopatogénicos, conforme indicado na bula do produto.

4.8 EXPOSICAO DAS ABELHAS AOS AGROTOXICOS E CONSEQUENCIAS

A exposicado das abelhas aos agrotdxicos ocorre especialmente via contato ou ingestao
de residuos presentes no polen e no néctar de plantas pulverizadas (KRUPKE et al., 2012;
SANCHEZ-BAYO e GOKA, 2014; BOTIAS et al., 2015; COWLES e EITZER, 2017), assim
como em aguas contaminadas (KOVAK et al., 2010). A exposi¢ao aos agrotdxicos via consumo
de polen e néctar em comparagcdo com outras, como através de particulas do ar, ¢ uma rota
considerada de maior risco para as abelhas (BIRELEY et al., 2019; BOYLE et al., 2019;
SGOLASTRA et al., 2019).
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Devido a atividade de forrageamento, no mesmo momento que polinizam as flores das
culturas, as abelhas s30 expostas aos agrotoxicos e os levam para a colmeia (SANCHEZ-BAYO
e GOKA, 2014; POQUET et al., 2016; KARISE et al., 2017; SGOLASTRA et al., 2019), sendo
que os residuos dos produtos podem permanecer ali por tempo indeterminado (GOULSON,
2013; BOYLE et al., 2019). Nas abelhas meliferas, os residuos permanecem também na cera
(EL AGREBI et al. 2019); assim, nao s6 as abelhas forrageiras, mas os demais individuos da
colmeia estdo em risco de exposi¢do aos agrotoxicos (PRADO et al., 2019). Além disso, em
um cenario realista de campo, as abelhas sdo expostas de forma continua a multiplos
agrotoxicos (LONG e KRUPKE, 2016; ZALUSKI et al., 2017, BOTIAS et al., 2017). Essa
exposicao continua a diversas toxinas ¢ prejudicial para esses insetos (LAYCOCK e
CRESSWELL, 2013). Mesmo expostas a baixas doses de misturas de agrotoxicos, as abelhas
desenvolvem problemas a longo prazo. Por esta razao ¢ importante examinar a toxidade destas
misturas em condi¢des de campo (PRADO et al., 2019).

Misturas de residuos de agrotoxicos podem resultar em toxicidade sinérgica para as
abelhas (SANCHEZ-BAYO e GOKA, 2014). A exposi¢do simultdnea a produtos quimicos,
mesmo em doses baixas, pode tornar-se letal quando, por exemplo, as abelhas sdo expostas a
essa mistura e a patogenos (POQUET et al., 2016). Efeitos sinérgicos ocorrem quando a
exposicao simultinea a dois estressores resulta em um efeito maior do que a soma dos efeitos
individuais. A mistura de agrotoxicos pode aumentar sinergicamente a frequéncia de
comportamentos anormais em polinizadores, assim como a letalidade sinérgica adversa (TOSI
e NIEH, 2019). Especialmente fungicidas, que isolados ndo sdo considerados toxicos para
abelha, quando em combinagdo com outros compostos podem produzir efeitos negativos para
esses insetos (WADE et al., 2019). Adicionalmente, além dos ingredientes ativos dos produtos,
as abelhas sdo expostas igualmente aos adjuvantes usados em suas formulagdes que tem
potencial para interagir com outros produtos e aumentar os efeitos toxicos (ZHU et al., 2014;
MULLIN et al., 2016; WERNECKE et al., 2022).

Considerando o potencial toxico dos agrotdxicos, a utilizacao intensiva desses produtos
nos cultivos agricolas tem gerado preocupagdes quanto aos possiveis efeitos que podem causar
em organismos nao alvos (GUILLEN et al., 2012). De acordo com Manual de Orientagdo para
Avaliar os Risco de Agrotoxicos Sobre Abelhas (USEPA, PMRA et al., 2014), quando abelhas
sao utilizadas para a polinizagdo dirigida, o potencial e a magnitude da exposi¢ao podem ser
aumentados, sendo potencializados quando as aplicagdes de agrotoxicos sdo realizadas antes da

floracdo nas culturas atrativas aos polinizadores.
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Mesmo as exposicdes a baixas doses de agrotoxicos geram efeitos subletais em abelhas,
podendo afetar seu comportamento e sistema imunologico (DESNEUX et al., 2007). Embora
as doses subletais ndo causem morte desses individuos podem comprometer a manutengao e
consequente sobrevivéncia da colmeia (JUMARIE et al., 2017; FAITA et al., 2018). Com isso,
conhecer os efeitos subletais de agrotdxicos sobre estes organismos torna-se imprescindivel

(PRADO et al., 2019).

5 MATERIAL E METODOS

5.1 LOCAL DE CONDUCAO DO BIOENSAIO E PADRONIZACAO DE COLMEIAS

O bioensaio foi realizado no apidrio experimental do Parque Cidade das Abelhas em
Florianopolis (27 © 32'38,4 "'S 48 © 29'59,5" W), pertencente a Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). A érea experimental € circundada por uma unidade de conservagao ambiental
(4,92 Km?) onde no entorno nao € permitido a pratica agricola e uso de agrotéxicos em um raio
de 10 km. Para os experimentos, foram utilizadas 12 colmeias com caixas do tipo Langstroth
com dez quadros cada.

A fim de obter uniformidade genética e populacional das colmeias e assim reduzir o erro
experimental, as colonias foram adquiridas do mesmo fornecedor (apicultor), manejadas e
monitoradas durante oito meses antes do inicio do bioensaio (julho de 2020 a margo de 2021).
Rainhas irmas foram produzidas em todas as colmeias, para a realizacao das analises propostas,
exceto para a producdo de geleia real, pois devido aos experimentos realizados anteriormente,

colmeias morreram e tiveram que ser repostas.

5.2 FUNGICIDAS UTILIZADOS NO BIOENSAIO

A escolha dos fungicidas utilizados foi baseada na grade de agrotéxicos com uso
permitido para a producdo integrada da maca em Santa Catarina, ciclo 2020/2021 (Comissao
Técnica Regional). Geralmente estes fungicidas sao aplicados no pomar na época de floragao
das macieiras, momento que as abelhas estdo presentes para realizar a polinizagdo das flores
(sistema de polinizagdo dirigida). Ainda, de acordo com a bula dos produtos, eles sdo utilizados
em diversos cultivos, como a soja, batata e tomate, para controlar fungos fitopatogénicos.
Optou-se pelo uso dos produtos comerciais € ndo dos ingredientes ativos para reproduzir de

forma acurada a real situacdao de campo.
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A partir disso, e levando em consideragcdo a toxidade e modo de ag¢do dos produtos,
foram selecionados os seguintes fungicidas: Zignal® (modo de agdo ndo classificado e
extremamente toxico, do grupo quimico Fenilpiridinilamina) e Captan SC® (modo de a¢do de
contato e pouco toxico, do grupo quimico Ftalimida). Sendo Fluazinam e Captana os

respectivos ingredientes ativos, conforme a bula dos produtos referidos.

5.3 EXPOSICAO DAS COLMEIAS AOS FUNGICIDAS

Foram utilizados quatro tratamentos: 1- Controle (sem exposi¢ao aos fungicidas — Ctrl);
2- Fungicida Zignal® (Zig); 3- Fungicida Captan SC® (Cap); e 4- Mistura de Zignal® e Captan
SC® (Mix), conforme usualmente aplicada a campo; com trés repeti¢des (colmeias) de cada
tratamento, totalizando 12 colmeias para o experimento, estruturado como Delineamento
Completamente Casualizado. Cada tratamento foi composto por trés colmeias, cada uma delas
contendo, nove, sete e cinco quadros com abelhas.

A exposicao das colmeias aos fungicidas foi por via oral, através do fornecimento de
uma solug¢ao composta pela mistura de 100 g de polen, coletados através de coletores de alvado
instalados nas caixas; 200 mL de xarope de aglicar; 0,3 mL de Zignal® e 0,75 mL de Captan
SC®, para esses tratamentos isolados. No tratamento Mix, foi adicionado a soluc¢do, a mistura
das dosagens utilizadas para os tratamentos Zig ¢ Cap. Para o grupo controle, foi fornecido
apenas xarope de acucar com polen.

A solucdo de cada tratamento foi administrada em alimentadores internos de superficie
e fornecida semanalmente durante um més (marco de 2021), totalizando ao final do bioensaio
uma dosagem de 1,2 mL de Zignal® e 3 mL de Captan SC® por colmeia dos tratamentos isolados
e 4,2 mL da mistura dos dois. A dosagem dos fungicidas ministrada as colmeias foi estabelecida
conforme a recomendacdo de aplicagdo do fabricante para a cultura da maca. Para cada
aplicacdo, a dosagem de ingrediente ativo correspondente aos fungicidas foi a seguinte: 0,15 g

de Fluazinam / mL do Zignal® e 0,36 g de Captana / mL do Captan®.

5.4 ANALISE DAS GLANDULAS HIPOFARINGEANAS

As abelhas foram expostas por um més as doses de campo dos fungicidas (margo de
2021). Para a analise das glandulas hipofaringenas, um més apos a exposi¢do aos fungicidas
(abril de 2021), quadros com abelhas para emergir foram colocados em incubadora climatizada

com demanda bioquimica de oxigénio (B.O.D) e 60 abelhas recém emergidas de cada colmeia
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foram marcadas no térax com canetas coloridas atoxicas (Posca Paint Pens®, Mitsubishi Pencil,
Japan) e devolvidas as colmeias de origem. No sétimo e no décimo quinto dia apds a
reintroducdo das operdrias na colmeia, correspondendo a diferentes estadios de
desenvolvimento das glandulas, 10 abelhas foram recoletadas, sendo cinco de cada idade,
fixadas por 48 h em solucdo fixadora Karnowisky (glutaraldeido 5%, tamponado em cacodilato
de s6dio 0,1 M). Considerando trés repetigdes (que totalizam 15 abelhas de cada idade por
tratamento).

A metodologia aplicada para a analise das glandulas hipofaringenas ¢ baseada no estudo
realizado por Faita et al. (2018). Resumidamente, para a analise da ultraestrutura, as abelhas
foram dissecadas para extragdo das glandulas hipofaringeas, que foram mantidas em solugdo
tampao cacodilato de sodio 0,1 M até a etapa de pos-fixagdo com tetroxido de ésmio. Em
seguida foram desidratadas em concentracdes crescentes de alcool, para posterior infiltragdo
em resina SPURR. As amostras ja infiltradas e incluidas em resina, foram mantidas em estufa
a 70°C, por 24 h, para completa polimerizagao da resina, posteriormente os blocos das amostras
foram processados para ultramicrotomia, feitos os cortes ultrafinos (60 a 70 nm), que foram
contrastados com acetato de uranila 5% e citrato de chumbo, e depois observados em
Microscopio Eletronico de Transmissao (JEM-1011), a uma tensao de aceleracdo dos elétrons
de 80 kV. As imagens obtidas foram processadas com o software Gatan Digital Micrograph.e
depois interpretadas. A analise das imagens foi feita por comparacdo entre as estruturas dos
diferentes tratamentos e com o que foi encontrado na literatura. O processamento das amostras
e analises em microscopia foram realizados no Laboratorio Central de Microscopia Eletronica

da UFSC.

5.5 AVALIACAO DA PRODUCAO DE GELEIA REAL

Visando otimizar as condi¢des experimentais e reduzir os efeitos ambientais, a produgao
de geleia real foi realizada em dezembro de 2021, durante a primavera, quando as espécies da
flora nativa adjacente ao apiario florescem. Para isso, trés colmeias por tratamento, foram
expostas aos tratamentos, durante um més (novembro de 2021).

A geleia real foi obtida seguindo o método descrito por Chaves et al. (2020) para
producao artificial de rainhas, com adaptagdes. Para estimular a producdao da geleia real
artificialmente € preciso que as colmeias estejam sem rainha. Portanto, as colmeias foram
orfanadas. Em seguida, larvas de até 48 h de vida foram obtidas de quadros de criacdo e

transferidas com o auxilio de uma agulha de enxertia de larvas, para células de acrilico contendo
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1 uL de geleia real. Os quadros contendo 40 células de acrilico com as larvas foram introduzidos
nas colmeias de cada tratamento 24 h apds a remocao das suas rainhas. A cada 72 h, os quadros
com as larvas introduzidos na colmeia, foram removidos para contar o nimero de larvas aceitas
pelas operarias (c€lula contendo larva e geleia real). As larvas alimentadas foram descartadas,
a geleia real depositada nas células foi coletada e realizada uma nova transferéncia de larvas e
reintroducdo dos quadros nas colmeias.

No final de cada ciclo descrito acima, a geleia real foi coletada com uma espatula
metalica, transferida para microtubos de polipropileno de 1,5 mL, pesados e armazenados sob
refrigeragdo (-20°C). Foram efetuados trés ciclos de producdo de geleia real (replicatas) por
colmeia, com trés repeti¢des (colmeias) por tratamento.

Para obter o peso total da geleia real por tratamento, os microtubos vazios foram
previamente pesados em balanca de precisio (BEL Engineering - MARK M503) e
identificados. Quando preenchidos com o material coletado, foram novamente pesados e o peso
de geleia real foi obtida pela diferenca entre o peso do microtubo vazio e o cheio, posteriormente
foi efetuado a soma de todos os valores. O peso médio de geleia real depositada por clpula,
para cada tratamento, foi obtido através da divisdo do peso total da geleia real produzida, pelo
namero de ctpulas aceitas. O nimero de cupulas aceitas por tratamento, corresponde quantas

ctupulas continham larvas e geleia real.

5.6 AVALIACAO DA FORCA DAS COLMEIAS

A avaliagdo da forca das colmeias foi efetuada em todas as colmeias que compdem o
bioensaio, com trés repeticdes por tratamento, € ocorreu em quatro momentos. A primeira
avaliacdo foi antes da exposicao das colmeias aos agrotoxicos (inicio de marco de 2021); a
segunda, 45 dias depois de exposi¢cdo (final de abril de 2021); a terceira, 135 dias apds a
exposicao (final de julho de 2021); e a quarta, 180 dias ap6s a exposi¢do (final de outubro de
2021). As avaliagdes foram realizadas de acordo com o método subjetivo proposto por
Delaplane et al. (2013), em que foram avaliados, nimero de quadros contendo ninhada aberta
e fechada, aqueles contendo abelhas em ambos os lados e os que contém alimento armazenado.

A darea do quadro coberto de abelhas, ninhada aberta e fechada, mel e pélen de cada
colmeia foi visualmente estimada por dois observadores humanos previamente treinados, cada
um auxiliado por outra pessoa que anotou as observagdes. As avaliacdes foram realizadas no
inicio da manha. Os observadores descreveram a massa de abelhas no quadro e estimaram a

porcentagem que elas cobriam. O mesmo procedimento foi adotado para a area de cria e
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alimento. Os valores das porcentagens de cada pardmetro foram registrados e posteriormente
somados para obter o numero de quadros que continham ninhada aberta, ninhada fechada, com

armazenamento de alimentos ¢ com abelhas cobrindo sua superficie em ambos os lados.

5.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos da producao de geleia real foram submetidos ao teste de normalidade
Ryan-Joiner (similar ao Shapiro-Wilk) e posteriormente foi utilizado o modelo linear de efeitos
mistos para analise de variancia de trés fatores: tratamentos, ciclos e colmeias (ANAVA). As
colmeias foram consideradas como de efeitos aleatérios para refletir a estrutura de agrupamento
nos dados. Os ciclos foram aninhados em colmeias para diluir o efeito das subamostras
(replicatas). As analises foram realizadas no programa Minitab® 21.1.

Para cada um dos quatro componentes da for¢a das colmeias (nimero de quadros: com
abelhas adultas, cria aberta, cria fechada e com alimento) foram estimadas a média e erro
padrdo, posteriormente foi confeccionado um histograma no Excel. Para testar a associagdo ou
a independéncia entre a exposi¢do e a ndo exposi¢do aos fungicidas com cada um dos quatro
componentes da for¢a das colmeias foram utilizadas tabelas de contingéncias e estimado a

significancia estatistica dos valores dos desvios do teste de qui-quadrado (?).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ULTRAESTRUTURAS DAS GLANDULAS HIPOFARINGEANAS

A analise das fotomicrografias das glandulas hipofaringeanas das abelhas de diferentes
idades (sete e 15 dias), indicou diferengas nas organelas celulares em abelhas pertencentes as
colmeias que receberam alimento contendo Captan® e Zignal®, isolados e em combinagio,
quando comparadas o grupo controle. As principais alteracdes foram identificadas nas
mitocondrias (M) e no reticulo endoplasmatico rugoso (Rer). Nao foram percebidas alteracdes

nas estruturas do nticleo (N) em nenhum tratamento (Figura 1 e 2).
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Figura 1. Micrografias eletronicas de transmissdo (MET) das glandulas hipofaringeanas de Apis
mellifera com sete dias apos a emergéncia, expostas a alimentac¢ao com diferentes tratamentos, sendo:
1A - 1C - controle; 2A — 2C - Captan®; 3A — 3C - Zignal®; e 4A — 4C - Mix (Captan®+Zignal®).
Mitocondrias de abelhas alimentadas com Captan®, apresentando formato de rosca (anelar), membranas
externas e internas nao preservadas e interior com cristas mitocondriais vacuolizadas (2B); reticulo
endoplasmatico rugoso com cisternas espagadas e descontinuas, com citoplasma de aspecto heterogéneo
e fragmentado (2C). Mitocondrias de abelhas expostas ao Mix, demostrando interior vacuolizado e
cristas mitocondriais anormais, com aspecto eletronlicido (4B); reticulo endoplasmatico rugoso com
cisternas com espacamento anormal e citoplasma heterogéneo (4C). Estas altera¢des das mitocondrias
e reticulo endoplasmatico rugoso ndo foram observadas nas abelhas do grupo controle e Zignal® e nos
nucleos de todos os tratamentos. Legenda: Nucleo (N); Nucléolos (Nu); Membrana nuclear (Mn);
Mitocondria (M); Cristas mitocondriais (Cm); Membrana externa ¢ interna (Mei); Reticulo
endoplasmatico rugoso (Rer); Cisterna (C); Ribossomos (R); e Complexo de golgi (CG).
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Figura 2. Micrografias eletronicas de transmissdo (MET) das glandulas hipofaringeanas de Apis
mellifera com 15 dias apés a emergéncia, expostas a alimentagdo com diferentes tratamentos, sendo:
1A - 1C - controle; 2A — 2C - Captan®; 3A — 3C - Zignal®; e 4A — 4C - Mix (Captan®+Zignal®).
Mitocondrias de abelhas alimentadas com Captan®, apresentando formato de rosca, membranas externas
¢ internas ndo preservadas e interior vacuolizado (2B); reticulo endoplasmatico rugoso com auséncia de

cisternas normais e citoplasma eletrondenso (2C). Mitocondrias de abelhas expostas ao Zignal®,
demostrando interior vacuolizado e cristas mitocondriais anormais, com aspecto eletronliicido (3B);
reticulo endoplasmatico rugoso com cisternas espacadas e citoplasma com aspecto heterogéneo e
eletrondenso (3C). Mitocondrias de abelhas expostas ao Mix, demostrando interior vacuolizado e cristas
mitocondriais anormais, com aspecto eletronlicido (4B); reticulo endoplasmatico rugoso com auséncia
de cisternas normais e citoplasma eletrondenso (4C). Estas alteragcdes das mitocOndrias e reticulo
endoplasmatico rugoso nao foram observadas nas abelhas do grupo controle e nos ntcleos de todos os
tratamentos. Legenda: Nucleo (N); Nucléolos (Nu); Membrana nuclear (Mn); Mitocondria (M); Cristas
mitocondriais (Cm); Membrana externa e interna (Mei); Reticulo endoplasmatico rugoso (Rer); Cisterna
(C); Ribossomos (R); e Complexo de golgi (CG).
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Nas abelhas que ingeriram alimento contendo Captan®, foi possivel verificar alteragdes
morfoldgicas nas mitocondrias, que apresentaram formato de rosca (anelar), com membranas
externas e internas (Mei) ndo preservadas e interior com cristas mitocondriais (Cm)
vacuolizadas, tanto nas abelhas de sete, quanto de 15 dias de idade (Figura 1 e 2 - 2B). No
tratamento Mix, as mitocondrias de abelhas com sete e 15 dias, revelaram interior vacuolizado
e cristas mitocondriais anormais, com aspecto eletronlucido (Figura 1 - 4B; Figura 2 - 4B). Esse
padrio também foi observado para as abelhas de 15 dias do grupo Zignal® (Figura 2 - 3B).

O reticulo endoplasmatico rugoso (Rer), das abelhas com sete e 15 dias de idade
expostas ao Captan® e Mix, apresentaram cisternas (C) espagadas e descontinuas (Figura 1 -
2C e 4C). O Rer de abelhas com 15 dias pertencentes aos tratamentos Captan®, Zignal® e Mix
revelou cisternas anormais (Figura 2 - 2C, 3C e 4C).

Abelhas com sete e 15 dias de idade expostas ao Captan® e Mix, demonstraram
citoplasma de aspecto heterogéneo (Figura 1 - 2C e 4C). Abelhas de sete dias do grupo Captan®,
demonstraram citoplasma contendo organelas fragmentadas (Figura 1 - 2C). Abelhas com 15
dias pertencentes aos tratamentos Captan®, Zignal® e Mix revelou citoplasma eletrondenso
(Figura 2 - 2C, 3C e 4C). Citoplasma heterogéneo também foi observado nas micrografias de
abelhas com 15 dias do grupo Zignal® (Figura 2 - 3C).

As mitocondrias s3o apontadas como confiaveis biossensores na avaliagao do potencial
da toxicidade de compostos quimicos (PEREIRA et al., 2012). De acordo com Ding et al.
(2012), em resposta ao dano oxidativo mitocondrial, as mitocondrias passam por alteragdes
estruturais para manter a homeostase, apresentando forma de anel ou em de “C”. No presente
estudo, formato anelar foi observado nas mitocondrias de abelhas com sete e 15 dias que
ingeriam Captan® (Figura 1 e 2 — 2B), sugerindo que este fungicida pode causar danos
oxidativos nessas organelas. Membranas externas e internas ndo preservadas e interior
vacuolizado também foram visualizadas para este tratamento nas duas idades avaliadas.

O Captan® é descrito como um fungicida multissitios, indicando que o ingrediente ativo
ou o produto comercial afeta diversas estruturas fungicas (YANG et al., 2011). A reacdo do
Captan® com o tiol (composto organossulfurado — élcool) presente também em fungos, é
apontado como seu principal mecanismo de acdo, responsavel pela redu¢do da atividade
enzimatica geral, respiracdo e muitas outras alteragdes morfoldgicas nesses organismos
(LUKENS, 2013). Scariot et al. (2017) descrevem que o Captan® causa aumento de espécies
reativas de oxigénio, oxidando os grupos tidis presentes nas células fungicas, e que a maioria

das células do fungo Saccharomyces cerevisiae que foram submetidas a esse fungicida
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perderam sua integridade de membrana, morrendo por necrose, devido a essa reagdo do
fungicida com os tidis fngicos.

Mitocondrias de abelhas com sete e 15 dias expostas aos dois fungicidas combinados
(Mix) revelaram interior vacuolizado e cristas mitocondriais anormais, com aspecto
eletronlicido (Figura 1 - 4B; Figura 2 - 4B), essas alteragdes também foram observadas para as
abelhas de 15 dias do grupo Zignal® (Figura 2 - 3B). Nossos resultados estio de acordo com
Chen et al. (2018), que observou danos causados pelo fluazinam (i.a. do Zignal®) a parede e a
membrana celular do micélio do fungo Bipolaris maydis, fazendo com que as organelas na
célula micelial fossem dissolvidas e vacuolizadas.

Ha fortes evidéncias de que o modo de agdo do fluazinam ¢ na inibi¢ao do processo de
producdo de energia da célula fingica, através da inibicao direta da sintese de ATP (trifosfato
de adenosina), sendo que o principal local de ataque ¢ na mitocondria (JOHNSON e
ATALLAH, 2006; VITORATOS, 2014). O fluazinam atua na respiragao dos fungos, sendo um
desacoplador de fosforilagao oxidativa (GUO et al., 1991; BRANDT et al., 1992; OSTIGUY,
2019). Complementarmente, ap6s o tratamento com fluazinam, a respiracao micelial do fungo
Sclerotinia sclerotiorum foi inibida (HOU et al., 2019).

Adicionalmente, no presente estudo, nas abelhas que receberam alimento contendo os
fungicidas Captan®, Zignal® e o Mix, com sete dias de idade, o Rer se apresentou fragmentado
e descontinuo, com espagos entre as cisternas, assemelhando-se as células de glandulas
hipofaringeanas de operarias forrageiras e ndo mais de nutrizes, que estariam produzindo geleia
real. Este resultado configura a regressdo precoce dessas estruturas, semelhante ao observado
por Faita et al. (2018), quando abelhas foram expostas ao herbicida Roundup®. A degeneragio
do Rer também foi anteriormente percebida por Deseyn e Billen (2005) e Elaidy (2014), em
abelhas forrageiras com 27 dias de idade. Nao obstante, em condi¢des normais, células
secretoras ativas apresentam Rer bem desenvolvido e organizado, com intensa atividade de
sintese proteica (COSTA e CRUZ-LANDIM, 1992), o que esta em desacordo com o observado
no presente trabalho.

Complementarmente, o Rer ¢ uma organela responsavel pela sintese e transporte
proteico (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2000) e o Captan® é um fungicida que penetra nos
fungos provocando reagdes quimicas ndo especificas com grupamentos sulfidrilicos (SH),
aminos (NH2) e hidroxilicos (OH) presentes nas proteinas (GARCIA, 1999). Neste sentido,
Zaluski et al. (2020) relataram que os inseticidas piraclostrobina (i.a) e o Fipronil® foram
capazes de reduzir a expressdo de proteinas presentes na geleia real. Menor quantidade de

vesiculas secretoras de geleia real, que indicam menor sintese proteica, foram constatadas por
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Faita et al. (2018) nas glandulas hipofaringeanas de abelhas expostas ao Roundup®. No entanto,
estes efeitos ndo foram avaliados no presente trabalho.

A partir destas observagoes, podemos inferir que a exposicao das abelhas ao alimento
contendo os fungicidas testados, promoveu alteracdes ultraestruturais das glandulas
hipofaringeanas, correspondendo ao envelhecimento precoce e degeneracdo das organelas
destas estruturas, em abelhas apds sete dias de idade. A degeneragdo prematura de células como
do reticulo endoplasmatico rugoso pode fazer com que as abelhas operarias antecipem a tarefa
de forrageamento, diminuindo o numero de nutrizes que desempenham cuidados com a ninhada
(FAITA et al., 2018). As consequéncias seriam a redu¢do da ninhada, o menor tempo de vida
para as operarias adultas, com consequente prejuizos ao desenvolvimento da colmeia
(HATIJINA et al., 2013).

E necessario destacar ainda do presente estudo, que o citoplasma das células de abelhas

®  Zignal® e Mix revelou-se heterogéneo e

que ingeriram alimento contendo Captan
eletrondenso, semelhante com o descrito por Silva-Zacarin et al. (2008) para morte celular de
glandulas salivares em larvas de A. mellifera. Scariot et al. (2017), mostraram que a maioria
das células de S. cerevisiae que foram expostas ao Captan® morreram por necrose devido a
rea¢dao do fungicida com os tidis. Estas células apresentaram comportamento apoptotico que
pode ser o resultado da deplecdo de tiol ndo proteico e consequente aumento de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Eventos de morte celular por necrose e apoptose também foram
observados em abelhas expostas a outros agrotdxicos, pois Smodis-Skerl e Gregorc (2010)
relataram a ocorréncia de células apoptoticas e necréticas em glandulas hipofaringeanas por
efeito de inseticidas.

Nao foram encontradas alteragdes no nucleo celular das glandulas analisadas,
independentemente do tratamento. Isso pode ser explicado pelo tempo de exposi¢do ao qual as
abelhas foram submetidas aos fungicidas. Assim como ¢ possivel que os fungicidas testados
ndo sejam capazes de alterar esta estrutura celular. Isso precisa ser melhor investigado.

Estudos que avaliam os efeitos adversos de agrotoxicos sobre as glandulas
hipofaringeanas de abelhas sdo escassos. Contudo, foram observadas alteragdes ultraestruturais
nas células das glandulas de 4. mellifera que ingeriram alimento contendo residuos do herbicida
Roundup® (i.a. glifosato). Essas alteragdes incluem danos as mitocondrias e ao reticulo
endoplasmatico rugoso (FAITA et al., 2018), conforme observado neste trabalho. Segundo
Berenbaum e Liao (2019), o tamanho, a morfologia e a atividade da glandula hipofaringea sao
afetados por diversos agrotoxicos, incluindo fungicidas. Em conformidade, o fungicida

piraclostrobina afeta negativamente as fung¢des mitocondriais de abelhas meliferas,



39

demonstrando inibi¢do da fosforilacdo oxidativa e respiracao celular. Além disso, a exposi¢ao
a fungicida a base de piraclostrobina promoveu declinio no potencial da membrana
mitocondrial e na sintese de ATP em abelhas (NICODEMO, 2020). A exposi¢ao de abelhas
nutrizes a doses de campo de piraclostrobina e ao inseticida Fipronil®, ainda causaram
alteragdes morfoldgicas nas células do epitélio da glandula mandibular e glandulas
hipofaringeas desses insetos (ZALUSKI et al., 2017).

Além das alteragdes ultraestruturais, foram observadas também mudangas no aspecto

morfologico das glandulas de abelhas de 15 dias de idade expostas ao tratamento mix, quando

comparadas ao tratamento controle (Figura 3).

Figura 3. Glandulas hipofaringeanas de abelhas com 15 dias ap6s a emergéncia. A: glandula de abelha
operaria pertencente ao grupo controle. B: glandula de abelha operaria pertencente ao grupo Mix,
apresentando acinos deformados com aspecto gelatinoso e turbido. Imagens registradas em Lupa
Opticam. Fonte: CHAVES, 2021.

Nas imagens obtidas em estereomicroscopio, podemos observar que as glandulas de
abelhas expostas aos fungicidas combinados (Figura 3-B) demonstram aspecto gelatinoso e
turbido, com 4&cinos deformados, em comparagdo as abelhas do grupo controle (Figura 3-A),
indicando que os fungicidas também podem alterar a morfologia dos 4cinos e
consequentemente o aspecto das glandulas. Faita et al. (2018), relatam que quando abelhas
foram expostas ao herbicida Roundup®, as glandulas hipofaringenas apresentaram aspecto
esponjoso, com acinos extremamente targidos, semelhante ao que observamos no presente
estudo. No entanto, analises morfoldgicas dos acinos ndo foram objetivo deste trabalho, sendo
assim, avaliagdes apuradas terdo que ser realizadas para melhores conclusdes.

Adicionalmente, inseticidas neonicotindides utilizados nos cultivos agricolas, e
acaricidas utilizados nas colmeias, causam morte celular das glandulas de abelhas, reduzindo o
tamanho dos acinos glandulares (ALAUX et al., 2010; SKERL e GREGORC, 2010; HATJINA
etal., 2013).
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6.2 PRODUCAO DE GELEIA REAL

Os resultados obtidos no presente estudo relacionados a producao de geleia real nao

apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios dos trés ciclos de producdo, de peso total e por ctipula da geleia real e nimero

de larvas aceitas em colmeias expostas aos tratamentos: controle, Zignal®, Captan® ¢ Mix.

Parametros quantitativos

Tratamento Peso total (g) * Peso p/ cupula (g) * N° de larvas aceitas*
Controle 6,2 0,2 25
Zignal ® 4,5 0,2 23
Captan ® 3.9 0,2 19
Zignal ® + Captan ® 6,4 0,2 28

* Segundo a ANAVA, as médias ndo diferem entre si a um nivel de significancia de 5%. Numero de

amostras por tratamento igual a nove.

Levando em consideracdo as alteragdes observadas nas glandulas hipofaringenas das
abelhas expostas aos fungicidas do presente trabalho, seria compreensivel que houvesse
alteragdes quanto a producdo de geleia real. No entanto, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos, para as trés caracteristicas avaliadas. Contudo, pode-se
observar que para peso total e nimero de larvas aceitas ou alimentadas, o grupo que recebeu o
Mix de fungicidas (Zignal® e Captan ®), foi o que apresentou os maiores valores. Esse resultado
pode levantar a hipotese, de que tenha ocorrido neste caso, um fendmeno ja constatado em
insetos de importancia agricola de diferentes tdxons, conhecido como hormese (CALABRESE,
1999; FORBES, 2000).

A hormese ¢ caracterizada pela melhora (ex.: maior fecundidade) de um organismo
quando ¢ exposto a doses subletais de agentes estressantes, como 0s compostos quimicos
(CALABRESE ¢ BALDWIN, 1998; CALABRESE, 1999; FORBES, 2000). Para abelhas e,
especificamente, em caracteristicas analisadas na geleia real e uso de fungicidas, nada foi
documentado até o presente momento. Porém, ha relatos de ocorréncia da hormese em insetos
e acaros, causada por exposi¢cao a doses subletais de inseticidas, com aumento da fecundidade
e sobrevivéncia (MORSE, 1998). Como exemplos, o inseticida permetrina estimulou a
viabilidade de ovos do percevejo predador Podisus distinctus (MAGALHAES et al., 2002) e
aumentou ganho de peso e sobrevivéncia de fémeas do percevejo predador Supputius cincticeps

(ZANUNCIO et al., 2003). O inseticida deltametrina, aumentou o consumo de graos e prole do
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gorgulho do milho Sitophilus zeamais (VELEZ et al., 2018). Contudo, a hipétese de que tenha
ocorrido hormese com as abelhas utilizadas no presente estudo desserve novos estudos com um
maior numero de repetigoes.

Em um estudo anterior, de Chaves et al. (2020) em que as abelhas foram expostas a
doses subletais do herbicida Roundup®, houve reducio da geleia real produzida por 4. mellifera,
resultados diferentes do presente trabalho, que avaliou o efeito de fungicidas sobre a produgao
de geleia real. No presente estudo, ocorreram fatos que podem justificar a ndo diferenciagao
significativa observada entre os tratamentos em termos de producao de geleia real. A producao
de geleia real foi a Gltima andlise a ser realizada, pois deve acontecer na primavera e as colmeias
precisam ser orfanadas, ndo possibilitando a realizag¢ao de outras analises por um longo periodo.
Portanto, devido as exposi¢des anteriores, algumas colmeias morreram e tiveram que ser
repostas. Como ndo havia tempo habil para produzir rainhas irmas para essas coldnias, como
feito para as outras analises, nao foi possivel garantir a homogeneidade genética das rainhas em
busca de reduzir o erro experimental.

Outro ponto que deve ser levado em consideragdo, que pode justificar a falta de
diferengas significativas, ¢ o nimero de amostras obtidas. Antes de iniciar os experimentos
como previsto no projeto, tinhamos cinco colmeias para cada tratamento, mas devido a
condigoes climaticas ndo favoraveis, entre outros fatores, varias colmeias ndo sobreviveram até
o inicio dos bioensaios. Com isso, foram utilizadas trés colmeias por tratamento.
Complementarmente, em consequéncia de falta de tempo, foram realizados apenas trés ciclos
de produgdo de geleia real por colmeia. Isso posto, foi constatado que todas essas situagdes
devem ser evitadas em futuros trabalhos.

Ainda assim, ndo podemos descartar a possibilidade de que os fungicidas ndo sejam
capazes de alterar a quantidade de geleia real produzida. Com isso, ha a necessidade de se
repetir o experimento, corrigindo as falhas observadas, pois assim poderd ser testada as
hipoteses aqui levantadas para esta analise. Nao obstante, por mais que a hipotese aceita fosse
que os fungicidas nao alteram a producao de geleia real, outras alteragdes devem ser avaliadas
na geleia real produzida, como qualidade nutricional e constitui¢do proteica, entre outros. Tais
analises que embora ndo eram objetivo desta pesquisa, se tornaram relevantes de serem feitas

em razao dos resultados obtidos no presente trabalho.

6.3 FORCA DAS COLMEIAS



42

Nas avaliagdes realizadas sobre a forca das colmeias, de acordo com os erros padrdes
das médias (linhas sobre as barras horizontais), foi possivel verificar que antes da exposicao,

todas as colmeias se apresentavam em homogeneidade para as variaveis analisadas (Figura 4).
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Figura 4. Erro padrio dos componentes da for¢a das colmeias (numero de quadros: com abelhas adultas,
cria aberta, cria fechada e com alimento), expostas aos tratamentos (Ctrl = controle, Zig = Zignal®, Cap
= Captan® e Mix = Zig + Cap), em quatro momentos distintos (antes da exposi¢do, 45, 135 e 180 dias
apos). Os histogramas foram produzidos no Excel 2019.
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A exposicio das abelhas aos fungicidas Zignal® e Captan® combinados (tratamento
Mix), promoveu maior reducdo na densidade de populacdo adulta, de crias abertas e fechadas e
na quantidade de alimento estocado, em comparacdo aos demais tratamentos, nos trés
momentos avaliados ap6s a exposi¢io (45, 135 e 180 dias). Os tratamentos Zignal® e Captan®
isolados, ndo se mostraram diferentes do grupo controle quanto a populacio de abelhas adultas,
crias fechadas e quadro com alimento nos trés tempos apos a exposi¢ao. Porém, em termos de
crias abertas, o tratamento controle mostrou valores maiores do que os outros, nos trés
momentos avaliados apos a exposicao (Figura 4).

O teste de qui-quadrado empregado para identificar se as caracteristicas componentes
da for¢a da colmeia apresentaram comportamento aleatério ou ndo com a exposi¢do aos
fungicidas, reforgam esses resultados (Tabela 2), pois os valores de x? se mostraram maiores €
significativos quando as abelhas foram submetidas ao tratamento Mix em comparagdo com 0s

demais tratamentos, para as quatro caracteristicas analisadas.
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Tabela 2. Valores de qui-quadrado (?) e a respectiva probabilidade (P) de comparagdo entre os quatro
componentes da for¢a das colmeias avaliados (nimero de quadros com abelhas adultas; numero de
quadros com cria aberta; numero de quadros com cria fechada e nimero de quadros com alimento), € os

quatros tratamentos (Ctrl: Controle; Cap: Captan®; Zig: Zignal® e Mix: Zignal® + Captan®).

Comparagoes x? Graus de Liberdade P
Populacdo de abelhas adultas
Ctrl vs Cap 0,204 3 0,976
Ctrl vs Zig 0,024 3 0,999
Ctrl vs Mix 2,435 3 0,487
Cap vs Zig 0,161 3 0,983
Cap vs Mix 1,902 3 0,593
Zig vs Mix 2,006 3 0,571
Cria aberta
Ctrl vs Cap 0,021 3 0,999
Ctrl vs Zig 0,148 3 0,985
Ctrl vs Mix 1,129 3 0,770
Cap vs Zig 0,182 3 0,980
Cap vs Mix 1,182 3 0,757
Zig vs Mix 1,246 3 0,741
Cria fechada
Ctrl vs Cap 0,057 3 0,996
Ctrl vs Zig 0,019 3 0,999
Ctrl vs Mix 1,645 3 0,649
Cap vs Zig 0,042 3 0,997
Cap vs Mix 1,814 3 0,611
Zig vs Mix 1,621 3 0,654
Alimento estocado

Ctrl vs Cap 0,451 3 0,929
Ctrl vs Zig 0,329 3 0,954
Ctrl vs Mix 1,780 3 0,619
Cap vs Zig 0,288 3 0,962
Cap vs Mix 2,446 3 0,485
Zig vs Mix 2,110 3 0,549

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, € possivel inferir que a exposi¢ao
simultanea a dois fungicidas afeta negativamente a for¢a das colmeias quando comparado com
a ingestdo dos produtos isolados, ou principalmente, quando ndo ocorre a ingestdo desses
quimicos pelas abelhas. Também se torna notorio, que a exposi¢do combinada aos fungicidas,
em doses de campo, prejudica as colmeias a longo prazo.

A relagdo entre a presenca de fungicidas, com o baixo desenvolvimento de colmeias
também foi demostrada por Traynor et al. (2016; 2021) e Bernauer et al. (2015), em A. mellifera
e Bombus impatiens, respectivamente. Adicionalmente, fungicidas foram associados a efeitos
deletérios sobre rainhas de A. mellifera, comprometendo sua sobrevivéncia e sanidade

(DEGRANDI-HOFFMAN et al., 2013).
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Os efeitos reportados anteriormente, e também observados no presente estudo,
assemelham-se aos achados de Sandrock et al. (2014) que avaliou os efeitos da exposi¢ao
cronica de abelhas a dois inseticidas neonicotinoides (a base de tiametoxame e clotianidina).
Estes autores verificaram redug¢do no nimero de abelhas adultas, de ninhada, de produgdo de
mel e de polen armazenado (forrageamento) das colmeias. Redu¢do do niimero de ninhada
também foi observada no estudo de campo utilizando o inseticida imidacloprido (SMET et al.,
2017). Além disso, Prado et al. (2019), verificaram que a misturas de agrotoxicos diminuiu o
armazenamento de polen e populacdo de abelhas adultas. Estes resultados evidenciam a
necessidade de desenvolver avaliagdes dos efeitos cronicos de agrotdxicos em colmeias, mesmo
daqueles considerados seguros para abelhas, como fungicidas. Em geral, os testes de toxicidade
sdo realizados em laboratorio, mantendo grupos de abelhas em condig¢des controladas, o que
nao reflete situagdes de campo e nem mesmo da colmeia. Além disso, os estudos sdo, em geral,
de curta duracdo, chegando a 120h de avaliagdes.

A observaciao de queda no armazenamento de pdlen e mel nas coldnias expostas ao
tratamento Mix do presente estudo, pode ser interpretada como uma resposta a redugao do
forrageamento. Ja foi demostrado que fungicidas impactam o metabolismo energético de
abelhas, com consequente redugao de forrageamento (PRADO et al., 2019; LIAO et al., 2019).
Além disso, piraclostrobina promoveu declinio no potencial da membrana mitocondrial e na
sintese de ATP, o que ¢ critico para a atividade de voo das abelhas no momento do
forrageamento (NICODEMO, 2020). O fungicida Pristine® reduziu a capacidade de
aprendizagem de 4. mellifera, principalmente do forrageamento (DESJARDINS et al., 2021).
Neste sentido, é possivel que a exposi¢do das abelhas aos fungicidas Captan® e Zignal®,
isolados e em mistura, tenha comprometido sua atividade de forrageio, resultando em menor
quantidade de alimento estocado nas colmeias destes tratamentos.

A diminui¢@o no numero de abelhas forrageiras adultas, acarreta menor armazenamento
de alimento e, consequentemente, menor nimero de ninhada. Perdas acentuadas de forrageiras
desencadeiam recrutamento prematuro de operarias para a coleta de recursos, resultando em
menos abelhas nutrizes disponiveis para criacdo de ninhadas (KHOURY et al., 2011; WU et
al., 2011; HATJINA et al., 2013).

Complementarmente, segundo Berenbaum e Liao (2019), o tamanho, a morfologia e a
atividade da glandula hipofaringeana sdo afetados por diversos agrotoxicos, incluindo
fungicidas. Em conjunto, estas perturbagdes acabam alterando a frequéncia, duracdo e
qualidade do comportamento de enfermagem desempenhado pelas abelhas nutrizes. Assim, as

alteracdoes morfoldgicas nas mitocondrias e reticulo endoplasmatico rugoso das glandulas de
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abelhas que ingeriram fungicidas, observadas no presente estudo, também podem ter
colaborado para a redu¢do de ninhada observada. Sendo que a degeneracio prematura de células
como do reticulo endoplasmatico rugoso pode fazer com que as abelhas operarias antecipem a
tarefa de forrageamento, diminuindo o numero de operarias nutrizes que desempenham
cuidados com a ninhada (FAITA et al., 2018). Consequentemente ocorre a reducao da ninhada,
menor tempo de vida para as operarias adultas, gerando prejuizos ao desenvolvimento da
colmeia (HATJINA et al., 2013).

Além disso, as abelhas operarias podem regular a taxa de postura de uma rainha
controlando a quantidade e a qualidade do alimento fornecido a ela (WINSTON, 1987). A
postura de uma rainha pode ser inibida por consequéncia da sua desnutri¢do, reduzindo o
desenvolvimento e a sobrevivéncia de uma colonia (SCHOTT et al., 2021).

Geralmente se assume que fungicidas ndo afetam abelhas, pois do ponto de vista
agrondmico, ndo sdo seu alvo de agdo, principalmente devido aos seus altos valores e DL50.
No entanto, Pettis et al. (2013) relatam que a exposi¢do das abelhas aos fungicidas pode torna-
las mais suscetiveis a patdgenos como o parasita intestinal Nosema ceranae. Fungicidas
também foram relacionados com o aparecimento de distirbios das colonias (SIMON-DELSO
et al., 2014); alteragdes comportamentais adversas (TADEI et al., 2019), como agitacio e
mudangas na coordenacdo motora (LEITE et al., 2018). Nao obstante, a piraclostrobina interfere
na capacidade de desintoxica¢ao das abelhas (BERENBAUM e JOHNSON, 2015), pois causa
alteracdes nas expressdes génicas de enzimas de desintoxicagio (TOME et al., 2020).
Importante levar em consideragdo que os fungicidas interferindo no sistema de desintoxicagao
das abelhas podem potencializar os efeitos de outros agrotoxicos (JOHNSON et al., 2013;
POQUET et al., 2016) e prejudicar as colonias.

E relevante ressaltar que o presente estudo focou no efeito de doses de campo ou
consideradas subletais, portanto, em efeitos cronicos. Assim, no final das avalia¢des, apds 180
dias (6 meses apOs a exposicao aos fungicidas), duas, das trés colmeias pertencentes ao
tratamento mix haviam morrido. Misturas de residuos de agrotdxicos podem resultar em
toxicidade sinérgica para as abelhas (SANCHEZ-BAYO e GOKA, 2014). A exposi¢ao
simultanea a produtos quimicos, mesmo em doses baixas, pode tornar-se letal quando, por
exemplo, as abelhas sdo expostas a essa mistura e a patdgenos (POQUET et al., 2016). Efeitos
sinérgicos ocorrem quando a exposi¢ao simultanea a dois estressores resulta em um efeito maior
do que a soma dos efeitos individuais. A mistura de agrotoxicos pode aumentar sinergicamente
a frequéncia de comportamentos anormais em polinizadores, assim como a letalidade sinérgica

adversa (TOSI e NIEH, 2019).
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A ingestdo de fungicidas também causa toxidade direta para as abelhas adultas de A.
mellifera (ZHU et al., 2014) e para abelhas solitarias, sendo que o fungicida Captan® limitou
drasticamente a sobrevivéncia da abelha azul Osmia lignaria (LADURNER et al., 2005).
Adicionalmente, Leite et al. (2018) relataram baixa sobrevivéncia em abelhas A. mellifera
expostas por via de contato ao difenoconazol (i.a.). A sobrevivéncia de abelhas africanizadas
igualmente foi reduzida quando expostas a doses subletais de piraclostrobina (DOMINGUES
etal., 2017-2020). Reducao de sobrevivéncia de A. mellifera também foi demostrada por Fisher
et al. (2017) quando expuseram as abelhas a misturas de tanque contendo diversos fungicidas.
Por fim, a mistura de dois ingredientes ativos, tiofanato-metilico + clorotalonil causou toxidade
em abelhas 4. mellifera e Partamona helleri, levando a mortalidade desses insetos (TOME et
al., 2017).

Especialmente fungicidas, que isolados ndo sdo considerados toxicos para abelhas,
quando em combinagdo com outros compostos podem produzir efeitos negativos para esses
insetos (WADE et al., 2019). Em um cenério realista de campo, as abelhas sdo expostas de
forma continua a multiplos agrotoxicos (LONG e KRUPKE, 2016; ZALUSKI et al., 2017;
BOTIAS et al., 2017), causando prejuizos para esses insetos (LAYCOCK e CRESSWELL,
2013). De acordo com McArt et al. (2017), foram encontrados residuos de 18 agrotéxicos em
pao de abelha de colmeias utilizadas na polinizag¢ao dirigida em pomares de macieiras, sendo
nove fungicidas, oito inseticidas e um herbicida, o que reforga o risco da exposi¢do simultanea.
Mesmo expostas a baixas doses de misturas de agrotdxicos, as abelhas desenvolvem problemas
a longo prazo, razao que justifica examinar a toxidade destas misturas em condi¢des de campo
(PRADO et al., 2019).

Espécies de abelhas que apresentam modo de vida social, usam comportamentos
coletivos para combater as doengas em nivel de colonia em um sistema denominado “imunidade
social” (CREMER et al., 2007). Os efeitos de médio e longo prazo da exposi¢do de abelhas a
xenobiontes tem sido considerado de grande importancia (FAITA et al., 2021). Neste contexto,
cada abelha pode se comunicar e reagir as condi¢des das colmeias (ninho) fazendo escolhas
individuais que afetam a colmeia, de modo que ela funcione de forma coletiva, como um
superorganismo (MORITZ e FUCHS, 1998). Os resultados do presente estudo concordam com
o que foi postulado por Archer et al. (2014), pois as colmeias expostas a estressores, que afetam
sua capacidade de manter ou restaurar a imunidade social, ficaram muito fracas a ponto de
morrer, quando expostas a dois fungicidas simultaneamente. Assim, do ponto de vista tanto da
conservagdo de abelhas como da economicidade da apicultura, os fungicidas em conjunto

podem se constituir em uma ameaca a colmeia, no sentido mais amplo de um superorganismo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A exposicio de A. mellifera aos fungicidas Captan® e Zignal® isolados e em mistura,
afetou a ultraestrutura das glandulas hipofaringeanas desses insetos, causando alteragdes
morfologicas e estruturais nas mitocondrias. A degeneragao precoce do reticulo endoplasmatico
rugoso também foi observada, configurando envelhecimento precoce destas organelas. Além
disso, nas abelhas que ingeriram alimento contendo Captan®, Zignal® e Mix, o citoplasma se
mostrou heterogéneo e eletrondenso, compativel com o descrito para morte celular por necrose
dessas estruturas. Nao foram encontradas alteracdes no nucleo celular das glandulas analisadas,
independentemente do tratamento. Isso precisa ser melhor investigado.

Nao foram detectadas diferencgas significativas nas caracteristicas avaliadas sobre a
producdo de geleia real. Algumas falhas na execucdo de experimento foram reconhecidas como
fatores que impedem uma conclusdo precisa sobre o efeito dos fungicidas sobre a producao de
geleia real e que para tanto, esta avaliacdo deve ser refeita, corrigindo os erros observados.

A exposicao das abelhas aos fungicidas também ocasionou prejuizos para a forga das
colmeias, com redugdo da populacdo de abelhas adultas, de cria aberta, de cria fechada e de
alimento armazenado. Essas perdas foram potencializadas com o passar do tempo, indicando
que os fungicidas testados sdo capazes de causar danos as colmeias a longo prazo. E relevante
salientar que quando os dois fungicidas foram combinados (Captan® + Zignal®), os prejuizos
observados foram ainda mais evidentes. Neste sentido, se torna legitimo inferir que misturas de
fungicidas podem ser mais danosas para a satide das abelhas e, consequentemente, das colonias,
do que esses produtos isolados. Considerando que em condigdes realistas de campo ¢ comum
observar aplicagdes simultaneas de diferentes agrotoxicos, torna-se imprescindivel melhor
avaliar os riscos de misturas de agrotoxicos sobre esses importantes polinizadores.

Complementarmente, ¢ admissivel presumir que as alteragdes verificadas nas glandulas
hipofaringenas das abelhas desse trabalho, tenham propiciado os prejuizos apurados nos
parametros da for¢a das colmeias. Portando, compreende-se que os avancos obtidos no presente
estudo, apontam que doses de campo ou subletais de Captan® e Zignal® produzem efeitos
negativos sutis sobre as abelhas, que refletem no coletivo, podendo comprometer a

sobrevivéncia das colmeias a longo prazo.

8 CONCLUSOES
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A exposicio de Apis mellifera aos fungicidas Captan® e Zignal® isolados e em
combinacdo: (1) alterou a morfologia e estrutura das mitocondrias, (2) causou degeneragao do
reticulo endoplasmatico rugoso e morte celular das células do citoplasma das glandulas
hipofaringeanas das abelhas e (3) ocasionou a redugao da populacao adulta, de cria aberta, de

cria fechada e do alimento armazenado nas colmeias.
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