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RESUMO
A espécie de abelha Scaptotrigona aff. xanthotricha é nativa, sem ferrdo. No Brasil, as abelhas
sem ferrdo sdo responsaveis pela polinizacdo de 40% a 90% das espécies arboreas. Porém, elas
vém sofrendo sérias ameagcas, as quais estdo causando um declinio em suas populacées. O uso
de agrotoxicos em cultivos agricolas vem sendo apontado como um dos fatores responsaveis
por esse declinio populacional. Embora, serem considerados como seguro ou menos toxicos
para insetos ndo-alvos, os herbicidas podem apresentar muitos efeitos, tanto letais, quanto
subletais as abelhas. Devido a tal fato, o objetivo desse trabalho foi avaliar a taxa de
mortalidade, existéncia de alteracdo na habilidade do reflexo de extensdo da probdscide e
ocorréncia de alteracdo na atividade motora das abelhas da espécie Scaptotrigona aff.
xanthotricha ap0ds exposicao as doses comerciais dos herbicidas 2,4-D e glifosato, de modo a
testar o efeito desses herbicidas na sobrevivéncia e comportamento nessa espécie de abelhas
sem ferrdo. Para isso utilizou-se as maiores e menores doses de campo dos herbicidas indicadas
para a cultura da soja. Para a determinacdo da mortalidade, as abelhas foram intoxicadas com
os herbicidas pela via de exposi¢do de contato e a mortalidade das abelhas foi contabilizada ao
término de 24h corridas desde o0 momento do aprisionamento delas. Para avaliar o reflexo de
extensdo da proboscide (REP) foram oferecidas uma mistura de agua e mel (25% mel e 75%
agua) para cada abelha, com trés ofertas e foram avaliadas as respostas positivas e negativas
para cada uma. A atividade motora das abelhas expostas aos herbicidas foi avaliada utilizando-
se caixa de observacdo comportamental, com raias de 50 cm. O bioensaio foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 03 tratamentos e 30 abelhas por tratamento.
Os percursos foram filmados por uma cadmera digital para posterior analise. A mortalidade nas
doses maiores dos herbicidas diminuiu, indicando que as doses menores recomendadas
comprometem mais sobrevivéncia das abelhas. Para o teste de extensdo de probdscide houve
diferencas significativas para a segunda (z = 3,61; P = 0,0003) e terceira oferta (z = 3,29; P =
0,001). E para o teste de locomocdo houve diferencas significativas no tempo de corrida,
abelhas contaminadas com Glifosato apresentaram tempo de corrida menor do que as abelhas
gue ndo entraram em contato com nenhum herbicida ou que entraram em contato com o
herbicida 2,4-D. Sugerindo-se assim que o Glifosato aumentou a atividade locomotora das
abelhas. Para o 2,4-D ndo houve diferenca significativa. Os resultados apresentados nessa
pesquisa confirmam que os herbicidas 2,4-D e glifosato apresentam efeito negativo e risco a

sobrevivéncia de abelhas. Pois, além dos efeitos que levam as abelhas a morte imediata, podem



provocar alteragdes comportamentais nos individuos que influenciam diretamente na

manutencdo da colonia.

Palavras-Chave: Abelhas sem ferrdo. Mortalidade. Glifosato. Reflexo de extensdo de
proboscide. 2,4-D.



ABSTRACT
The bee species Scaptotrigona aff. xanthotricha is native, stingless. In Brazil, stingless bees are
responsible for the pollination of 40% to 90% of tree species. However, they have been
suffering from serious threats, which are causing a decline in their populations. The use of
pesticides in agricultural crops has been identified as one of the factors responsible for this
population decline. Although considered to be safe or less toxic to non-target insects, herbicides
can have many effects, both lethal and sublethal to bees. Due to this fact, the objective of this
study was to evaluate the mortality rate, existence of changes in the ability of the proboscis
extension reflex and occurrence of changes in the motor activity of Scaptotrigona aff.
xanthotricha after exposure to commercial doses of the herbicides 2,4-D and glyphosate, in
order to test the effect of these herbicides on survival and behavior in this species of stingless
bees. For this, the highest and lowest field doses of the herbicides indicated for soybean
cultivation were used. For the determination of mortality, bees were intoxicated with the
herbicides by means of contact exposure and mortality and the mortality of bees was counted
at the end of 24 hours since the moment of their imprisonment. To evaluate the proboscis
extension reflex (REP), a mixture of water and honey (25% honey and 75% water) was offered
to each bee, with three offers and the positive and negative responses were evaluated for each
one. The motor activity of bees exposed to herbicides was assessed using a behavioral
observation box, with 50 cm streaks. The bioassay was carried out in a completely randomized
design (DIC) with 03 treatments and 30 bees per treatment. The courses were filmed by a digital
camera for further analysis. Mortality at higher herbicide doses has decreased, indicating that
the recommended lower doses compromise bee survival. For the proboscis extension test, there
were significant differences for the second (z = 3.61; P = 0.0003) and third offer (z =3.29; P =
0.001). And for the locomotion test there were significant differences in the running time, bees
contaminated with Glyphosate had a shorter running time than the bees that did not come into
contact with any herbicide or that came into contact with the herbicide 2,4-D. Thus suggesting
that Glyphosate increased the locomotor activity of bees. There was no significant difference
for DMA. The results presented in this research confirm that the herbicides 2,4-D and
glyphosate have a negative effect and risk to bee survival. Because, in addition to the effects
that lead the bees to immediate death, they can cause behavioral changes in individuals that

directly influence the maintenance of the colony.

Keywords: Stingless bees. Mortality. Glyphosate. Proboscis extension reflex. 2,4-D.
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INTRODUCAO GERAL

As abelhas da tribo Meliponini, também conhecidas popularmente por abelhas sem
ferrdo fazem parte de um grupo diverso, com mais de 400 espécies com muitas variabilidades
em suas fisiologias, morfologia e tamanho (MOURE et al., 2007). Fazem parte da superfamilia
Apoidea, distribuidas nas regides tropicais e subtropicais do planeta, a maior concentragao de
criacdo destes insetos se localiza nas Américas, onde ocorre grande diversidade de espécies
dessas abelhas (VILLAS-BOAS, 2012). Segundo Malagodibra e Kleinert (2000), apresentam
como caracteristicas importantes exploragdo alimentar generalista, constancia floral, presenga
de coldnias perenes, o ndo abandono dos ninhos, acumulo de alimento, baixa agressividade,
menos amplitude de voo e coldnias pouco populosas.

Possuem habitos de nidificacdo variados e com grande complexidade estrutural e
comumente a arquitetura da entrada e do interior do ninho auxilia na identificagcdo e
reconhecimento das espécies, sendo uma caracteristica marcante de determinado género ou
espéecie (ROUBIK, 2006). Os sitios de nidificacdo dos meliponineos mais frequentes sdo ocos
de arvores, fendas de rochas, cavidades nos solos e interiores de cupinzeiros, podendo existir
ninhos expostos ou semi-expostos (KLEINERT-GIOVANNINI, 1989). A entrada do ninho na
maioria das espécies, é feita por um tubo externo de cera pura ou cerume (que pode variar da
cor branca até preta) e o0 comprimento varia de acordo com a espécie (FREITAS, 2001). Suas
colbnias variam de poucas dizias a centenas ou mais de operarias, vivem em col6nias
permanentes e apresentam castas denominadas operarias, rainhas e zangdes, sendo que as
rainhas sdo responsaveis pela postura de ovos, as operarias pelas atividades de manutencéo do
ninho, como: cuidado da cria, construcdo de células e potes, limpeza, guarda, termorregulacao,
coleta e estoque de recursos e o0s zangdes pela fecundacdo da rainha (MICHENER, 2000;
MICHENER, 2007).

A polinizagao das abelhas é fundamental tanto no &mbito ecoldgico quanto econdémico,
pois como um processo ecoldgico é indispensavel ndo somente para a reproducéo sexuada das
angiospermas, mas também para a producdo de alimentos e a manutencdo e conservagdo das
redes de interacgdes entre plantas e animais (YAMAMOTO, et al., 2010).

Além de desempenharem um papel essencial na polinizacédo, as abelhas nativas atuam
como detector de poluicdo ambiental, indicando, via alta taxa de mortalidade, a presenca de
moléculas toxicas, ou através da presenca de metais pesados, residuos quimicos e acimulo de
pesticidas no mel, pélen e larvas (CELLI; MACCAGNANI, 2003). E destacam-se também pela
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producdo de mel e outros subprodutos, como prépolis e cera (LOPES; FERREIRA; SANTOS,
2005).

A criacdo racional de abelhas sem ferrdo € muito comum no Brasil, e vem sendo
praticada ha séculos por populacgdes rurais, principalmente nas regides Norte e Nordeste, bem
como por comunidades tradicionais como indigenas e quilombolas (CARVALHO; MARTINS;
MOURAO, 2014). Porém esses insetos encontram-se em processo de diminuicdo de suas
populacgdes, ocasionadas por a¢des antropicas, como desmatamentos, queimadas, expansdes das
zonas urbanas em regides que antes eram de florestas nativas, que causam impacto sobre seus
recursos alimentares e sitios de nidificacéo, e acrescido a esses fatores o uso indiscriminado de
agrotoxicos (KERR, et al., 2010).

O Oeste do estado do Para (Brasil) € uma das principais fronteiras de expansao agricola,
fato esse impulsionado, no final da década de 1990, pela pavimentacdo da rodovia federal BR
— 163 (Cuiaba, estado do Mato Grosso — Santarém, estado do Pard). Essa regido sofre com a
difusdo de cultivos mecanizados, como a soja (Glycine max L. Merrill, Fabaceae), bem como
com o aumento de areas de pastagem e a extracdo ilegal de madeira, que tém ocasionado
impactos sociais, ecologicos e econdmicos (LOUREIRO e PINTO, 2005). Uma das
preocupacBes com o desmatamento crescente devido ao avancgo da soja é o uso de agrotoxicos
nesse cultivo e o impacto dessa atividade sob as populagdes de abelhas nativas (VENTURIERI,
2008).

Os herbicidas glifosato e 2,4-D estdo entre 0s principais utilizados nos cultivos na regido
metropolitana de Santarém (SCHWAMBORN, 2019), e podem ter efeito nas populagdes de
abelhas, incluindo as sem ferrdo, tanto em &reas naturais e quanto em meliponarios (locais onde
sdo instaladas as colmeias de meliponineos). O glifosato é um herbicida ndo seletivo, sistémico,
pos-emergente indicado para o controle de plantas daninhas mono e dicotiledéneas anuais e
perenes (JUNIOR e SANTOS, 2002). O 2,4-D foi o primeiro herbicida orgéanico, seletivo em
pos-emergéncia desenvolvido no mundo, é usado como regulador de crescimento vegetal e
como herbicida para o controle de plantas daninhas dicotileddneas (MORTENSEN et al.,
2012).

Para Tomé et al. (2012), em paises desenvolvidos sdo mais frequentes os estudos para
analisar os efeitos dos agrotoxicos no comportamento das abelhas, ja no Brasil estudos sobre
as doses subletais e a acdo conjunta desses produtos tém sido poucos realizados, principalmente
guando se trata de abelhas nativas. Sendo assim necessarias pesquisas relacionadas ao impacto
dos agrotéxicos nessas espécies, ndo sO por sua importancia econdmica e ecoldgica, mas

tambem por serem vulneraveis a estes compostos.
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Tendo em vista a diversidade, importancia das abelhas nativas brasileiras da regido
amazonica como agentes polinizadores, seus beneficios tanto sociais quanto econémicos, além
de sua contribuicdo para a manutencdo e a preservacdo dos ecossistemas e 0 crescente uso de
agrotoxicos na regido, se faz fundamental o estudo dos efeitos desses agrotoxicos nas abelhas.
Com isto, a hipdtese deste trabalho é que os herbicidas glifosato e 2,4-D podem apresentar
influéncia na sobrevivéncia e comportamento de abelhas da espécie Scaptotrigona aff.
xanthotricha.

Desse modo, a presente pesquisa tem como objetivo testar o efeito dos herbicidas
glifosato e 2,4-D na sobrevivéncia e comportamento da espécie de abelhas sem ferrdo,
Scaptotrigona aff. xanthotricha.

Tendo como objetivos especificos:

- Avaliar a taxa de mortalidade de abelhas da espécie Scaptotrigona aff. xanthotricha
sob efeito de doses comerciais dos herbicidas 2,4-D e glifosato.

- Avaliar a existéncia de alteracdo na habilidade do reflexo de extensdo da probdscide
das abelhas da espécie Scaptotrigona aff. xanthotricha apos exposicao as doses comerciais dos
herbicidas 2,4-D e glifosato;

- Avaliar a ocorréncia de alteracdo na atividade motora das abelhas da espécie
Scaptotrigona aff. xanthotricha ap6s exposicdo as doses comerciais dos herbicidas 2,4-D e
glifosato.
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CAPITULO 1
1.1 Revisao de Literatura

As abelhas sdo consideradas os mais eficientes polinizadores, por possuirem diversas
caracteristicas morfolégicas e comportamentais que as qualificam para esta definigdo,
caracteristicas como a presenca de pelos e estruturas especiais para coleta e transporte de pélen,
néctar e outros recursos florais (PERUQUETT]I, et al., 2017).

De acordo com Lopes et al. (2014) as abelhas sdo importantes para a manutencédo da
vida e sustentabilidade planetéria, por 85% das plantas com flores das matas e florestas, e 70%
das culturas agricolas dependerem desses polinizadores (IMPERATRIZ-FONSECA et al.,
2012). No Brasil, as abelhas sem ferrdo sdo responsaveis pela polinizacao de 40% a 90% das
espécies arboreas, dependendo do ecossistema considerado (KERR et al., 2001). Além de serem
importantes agentes polinizadores, as abelhas também s&o a fonte de renda de muitas familias
que tém a criacdo de abelhas como principal atividade de geracédo de renda.

Porém, uma combinacdo de varios fatores tem causado o declinio populacional desses
animais, como 0s desmatamentos, variacdes climaticas, agentes patogénicos (virus, bactérias,
acaros) e uso abusivo de pesticidas, principalmente nas extensas areas de monocultivo (EVANS
et al., 2009). Quando acontece reducdo das abelhas sem mortalidade aparente, uma das
hipdteses a ser analisada € a intoxicacdo por agrotoxicos, que pode afetar o voo de retorno ao
ninho ou a informacdo dada pela forrageira para as outras operarias através da danca e do som
e ocasionar a morte (PHAM-DELEGUE et al., 2002).

O Brasil é um dos principais produtores agricolas do mundo, e a0 mesmo tempo a
producdo e uso de agrotoxicos vem sendo crescente, 0 pais tem se destacado em uso a nivel
mundial nos tltimos anos (LOPES E ALBUQUERQUE, 2018). Mais de 100 agrotoxicos foram
liberados recentemente no pais e ocorreu também uma reclassificacdo toxicoldgica, onde os
produtos passaram a ser classificados em 5 categorias: extremamente toxico, altamente toxico,
moderadamente toxico, pouco toxico e improvavel de causar dano agudo, onde a maior parte
dos produtos passou a ser classificada nas categorias menos toxicas (GILSON et al., 2020).

Dentre os principais tipos de agrotoxicos utilizados na agricultura mundial, os mais
consumidos sdo os herbicidas, seguidos dos inseticidas, fungicidas e acaricidas (JARDIM;
ANDRADE; QUEIROZ, 2009). Ja no Brasil, os herbicidas constituem a segunda classe mais
utilizada, acompanhando de perto os inseticidas (SINDIVEG, 2018).

De acordo com Gallo et al. (2002), esses produtos sdo substancias quimicas que podem

ocasionar alteracdes fisioldgicas, bioquimicas e comportamentais sobre 0s seres vivos, atuando
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nos organismos vivos atraves do bloqueio de processos fisiolégicos e bioquimicos, e em maioria
dos casos tem como alvo principal o sistema nervoso. Sendo que 0 uso incorreto e excessivo
desses produtos se caracteriza como uma pratica agressiva ao meio ambiente e seus
componentes bioldgicos, ocasionando problemas para animais de grande porte como também
para 0s pequenos insetos, incluindo os benéficos, como as abelhas (GALLO et al., 2002).
Vérios casos sobre mortalidade de abelhas, provavelmente devido a contaminagdes pelo uso
inadequado de agrotdxicos, tém ocorrido no Brasil (MALASPINA et al. 2008).

Os agrotoxicos podem atingir as abelhas principalmente por trés formas: contato
(durante o forrageamento, com particulas de inseticidas que ficaram depositadas nas flores),
ingestdo (através do polen e néctar contaminados por meio do uso de inseticidas sistémicos,
que é absorvido pelo tecido vegetal) e fumigacdo (particulas suspensas de inseticidas que foram
aplicados na area agricola), chegando a apresentar efeitos a longo prazo, como danos no
funcionamento da colénia e diminui¢do da longevidade dos individuos, ou mesmo a morte
devido a toxicidade aguda (MALASPINA et al., 2008).

A atual producdo agricola brasileira, baseada no alto uso de insumos, o controle de
pragas e doencas esta centrado principalmente no uso de diversas classes de agrotoxicos, como
herbicidas, fungicidas e inseticidas entre outros, e embora as abelhas ndo sejam alvos
especificos dessas substancias, acabam sofrendo as consequéncias desse uso, através de
alteracbes comportamentais e até mesmo a morte. Por isso, este trabalho teve como objetivo
apresentar uma revisdo bibliografica sobre os impactos dos agrotdxicos nas abelhas, voltando-

se principalmente para os herbicidas glifosato e 2,4-D.

1.1.1 Importancia das abelhas sem ferrdo como agentes polinizadores

As abelhas sem ferrdo se destacam entre os polinizadores mais comuns nos ambientes
tropicais, beneficiando a polinizacio de varias culturas agricolas (MACIAS-MACIAS et al.,
2009). Sendo utilizadas tanto em cultivos abertos como também em cultivos fechados, estufas
e casas de vegetacdo (MALAGODIBRAGA e KLEINERT, 2000).

Os meliponineos s&o considerados polinizadores eficientes, por possuirem adaptaces
para a coleta de recursos florais, chegando ate a se tornarem polinizadores especificos de certas
culturas, além de sua importancia na conservacdo da biodiversidade vegetal e seus servigos de
polinizacdo apresentarem produtos e subprodutos valorizados social e economicamente, como,

mel, pélen, propolis e geopropolis (MORITZ et al., 2010).
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Ao forragear as plantas, em busca de alimento, as abelhas operarias campeiras
promovem a reproducdo cruzada dos vegetais, aumentando o potencial de vigor das espécies,
possibilitando novas combinacges de fatores hereditarios e melhorando a producéo de frutos e
sementes (COUTO; COUTO, 2002). Assim, a polinizacdo se caracteriza como um processo
fundamental para propagacéo das mais variadas espécies, por isso a importancia dos servicos
de polinizacédo das abelhas sem ferrdo vai além de espécies endémicas, sdo importantes também
em culturas de interesse econémico, como, algodao, café, laranja, macé, soja, e entre outras
culturas potencialmente difundidas pelo Brasil (IMPERATRIZ-FONSECA, 2004).

O uso de meliponineos em polinizacdo se apresenta crescente, por existir uma grande
diversidade de espécies nesse grupo, o que possibilita a selecdo das mais eficientes na
polinizacdo de determinada cultura (SILVA et al., 2014). Potts et al. (2010) consideram a
polinizacdo promovida pelas abelhas como um importante insumo agricola e relatam que em
2005 o valor econémico global da polinizagdo por insetos gerou cerca de 153 bilhdes de euros
(9,5% do valor total da producéo agricola mundial).

Pesquisas tém mostrado os beneficios da polinizacdo promovida por abelhas sem ferréo
em diversas culturas. Roselino et al. (2010) ao avaliarem a qualidade dos frutos de piment&o
(Capsicum annuum L.) a partir de flores polinizadas por abelhas sem ferrdo concluiram que as
visitas dos polinizadores produziram um efeito positivo nos frutos de piment&o, onde fatores
como peso, comprimento, didmetro e peso de sementes foram beneficiados nos frutos que se
desenvolveram de flores de pimentdo que receberam as visitas das abelhas. Slaa et al. (2006)
afirmaram que os meliponineos sdo polinizadores efetivos de dezoito culturas agricolas, sendo
fortes candidatos para servicos de polinizacdo. Calvete et al. (2003) avaliaram duas cultivares
de morangueiro (Oso Grande e Tudla) em ambiente protegido, utilizando a abelha jatai
(Tetragonisca angustula L.) como polinizadora e constataram que a presenca desta abelha
apresentou efeito positivo em todas as varidveis estudadas (frutos comerciaveis e defeituosos,
peso médio, numero total de frutos e produtividade), quando comparados com a testemunha

(auséncia de abelha), ndo diferindo as cultivares entre si.

1.1.2 Uso do agrotdxico na agricultura e seus impactos sobre as abelhas

A evolucdo da industria de agrotoxicos esta diretamente ligada ao processo de
modernizacdo da agricultura apos Il Guerra, baseado no uso intensivo de insumos quimicos,
bioldgicos e mecanicos. No Brasil, este processo consolidou-se ao longo dos anos 1970,
concomitantemente a constituicdo de um parque industrial de insumos para a agricultura, além

da criacdo do Programa Nacional de Defensivos Agricolas, que proporcionou recursos
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financeiros para a criacdo de empresas nacionais e a instalagdo de subsidiérias de empresas
transnacionais no pais e a oferta de crédito de custeio, necessario a criagdo de uma demanda em
larga escala de insumos para a agricultura, viabilizado pela criacdo do Sistema Nacional de
Crédito Rural em 1965. Acrescido a isso, a existéncia de um marco regulatorio defasado e
pouco rigoroso, que também facilitou o rapido registro de substancias agrotéxicas, muitas delas
ja banidas pelas legislacdes de paises desenvolvidos (PELAEZ, et al., 2010).

A agricultura se faz cada vez mais dependente do uso de agrotoxicos, para o controle de
plantas daninhas, insetos e pragas a fim de assegurar a produtividade, sendo necessaria a
viabilidade da aplicacdo desses produtos perante os Orgdos de servicos ambientais,
principalmente em campos agricolas com somente uma espécie vegetal que pode favorecer o
aparecimento dessas pragas e doencas (THOMPSON, 2003; COUTINHO et al., 2005).

No Brasil a lei Federal n°® 7.802 de 11 de julho de 1989, define toda atividade relacionada
aos agrotoxicos e estabelece sobre a pesquisa, a experimentacdo, a producdo, a embalagem, a
rotulagem, o transporte, 0 armazenamento, a comercializagdo, a propaganda comercial, a
utilizacdo, a importacdo, o controle, a inspecdo e a fiscalizacdo. Esta lei define os agrotdxicos

como:

Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e
de outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composicéao da flora ou da fauna, a fim de preservéa-las da acdo
danosa dos seres vivos considerados nocivos, bem como, as substéncias e produtos,
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de
crescimento (BRASIL, 1989).

O uso excessivo de agrotoxicos tem originado consequéncias negativas, como o
desaparecimento de algumas espécies de insetos Uteis e aparicdo de novas, além de muitas
espécies de insetos terem se tornando mais resistentes a certos produtos, o que levou a busca de
novos produtos de maior seletividade (FLORES, et al., 2004). Aumentando assim a
preocupacdo coma contaminacao ambiental, como, aumento das concentracfes de residuos nos
alimentos, no nimero de doengas associadas e na biomagnificacdo desses contaminantes nas
teias alimentares (BASSIL et al., 2007).

Os agrotoxicos sdo divididos em diferentes classes, como: herbicidas, fungicidas,
acaricidas, algicidas, larvicidas e inseticidas. Suas funcdes basicas na agricultura incluem a
elevacdo da produgdo com aumento da produtividade, a melhoria da qualidade dos produtos e
a reducéo do trabalho e gastos com energia. No entanto, o uso indiscriminado e pouco criterioso

de agrotdxicos trouxe e continua trazendo problemas muitos sérios para o ambiente e para a
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salde humana (COUTINHO et al., 2005). Um dos problemas ambientais é a contaminacgdo de
espécies que nado interferem no processo de producao que se tenta controlar (espécies ndo-alvos)
(PERES; MOREIRA; DUBOIS, 2003), como abelhas que visitam os locais de plantio que tém
o0 equilibrio da sua populacdo comprometida, pois a producdo agricola brasileira é praticada em
extensas areas de monoculturas, que agravam fatores como a disponibilidade de alimento para
as abelhas e reducéo de estagdes de refugio e nidificacdo (MALASPINA et al., 2008; MARGNI
et al., 2002).

Pesquisas relataram haver associacdo direta entre a exposicdo das abelhas aos
agrotoxicos, a ocorréncia do Disturbio de Colapso das Coldnias (CCD) e consequentemente 0
declinio dos polinizadores. Os sintomas da CCD s&o: a répida perda de abelhas operarias,
evidenciada pelo enfraguecimento ou morte da colénia com excesso de crias, em comparacao
ao numero de abelhas adultas; auséncia de crias e abelhas adultas mortas dentro ou fora da
colmeia; e auséncia de invaséo imediata da colmeia por pragas como, por exemplo, tragas (VAN
ENGELSDORRP et al., 2009). De uma forma mais detalhada a sindrome aconteceria, pois 0s
agrotoxicos sdo capazes de interagir com patdgenos da colmeia ou do ambiente que atingem a
salde das abelhas (VAN ENGELSDORRP et al., 2009; JOHNSON et al., 2010; MULLIN et al.,
2010).

As abelhas meliferas estdo sujeitas a exposicdo a estes agentes quimicos devido,
principalmente, as suas atividades de forrageamento (DESNEUX et al., 2007). Sendo que as
abelhas forrageiras ndo sdo as Unicas que estao sujeitas a essa exposi¢do, mas também aquelas
que exercem atividades no interior da col6nia e ainda os individuos que sdo alimentados com
polen e néctar estocados, ou seja, todos individuos, embora em diferentes fases da vida ou que
executem diferentes funcgdes, podem entrar em contato com esses produtos. Pela possibilidade
desses produtos serem acumulados por longos periodos dentro da colmeia, ndo basta somente
avaliar a quantidade de produtos quimicos, a frequéncia de aplicacdo nas culturas e a
persisténcia dos residuos, faz-se necessaria a determinacdo dos efeitos letais e subletais desses
produtos (PHAM-DELEGUE et al., 2002).

De acordo com EI Hassani et al., (2005) o uso de defensivos agricolas possui efeito
toxico agudo sobre as abelhas, levando a morte imediata, como também estariam afetando seu
comportamento de forrageamento, ou seja, diminuindo sua atividade. As doses subletais de
agrotoxicos nao ocasionam a mortalidade imediata das abelhas, contudo, se levadas e estocadas
nas colmeias, podem gerar mudancas fisioldgicas e comportamentais nos individuos, passando
a prejudicar a sobrevivéncia individual e comprometendo o bem-estar, produtividade e

manutencdo das colonias (MIRANDA et al., 2003). Para Rocha e Alencar (2012) esses produtos
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apresentam também efeito depressivo no sistema imunoldgico das abelhas expondo-as a
parasitas e provocando sua morte. Ou causam problemas sobre a memoria de navegacéo,
fazendo com que se desorientem e se percam, ndo conseguindo voltar para seus ninhos,
chegando a morrer longe de seus locais de origem (MALASPINA et al., 2008).

H4 trabalhos cientificos que relatam o efeito negativo dos agrotoxicos sobre as abelhas,
caracterizando-os como principais responsaveis pela reducdo da populagdo e servicos
ambientais. Alguns demonstram que ha contaminacao de abelhas durante o forrageamento de
monoculturas, como exemplo, o caso apresentado por Krupke et al. (2012) no qual abelhas se
expuseram de varias maneiras a pesticidas ao coletar recursos proximos a plantagdes agricolas
de milho nas quais as sementes foram tratadas com agrotoxicos.

Tomé et al., (2012), ao submeterem operarias de Melipona quadrifasciata anthidiodes
a dietas contendo diferente doses de imidacloprid, constataram que além das abelhas adultas as
larvas também podem ser afetadas pela alimentacdo de pélen e néctar contaminados. Onde
verificaram um alto nivel de mortalidade e efeitos subletais causados pelo comprometimento
de regides do cérebro responsaveis por memoria, aprendizado e mobilidade. Sugerindo assim,
que abelhas contaminadas na fase de desenvolvimento, mesmo que sobrevivam, terdo seu
desempenho comprometido quando adultas colocando em risco a sobrevivéncia da colonia.

El Hassani et al. (2005) avaliaram o efeito de doses subletais de fipronil no
comportamento da Apis mellifera e relataram que a menor dose de fipronil (0,5 ng/abelha
aplicado topicamente) prejudicou o aprendizado olfativo dessas abelhas, porém a atividade
motora nao foi prejudicada, sugerindo que ha uma vulnerabilidade especifica dos processos de
memodria olfativa das abelhas quando submetidas a doses subletais desse ingrediente ativo.

Em pesquisa realizada por Roat et al. (2013) para avaliar a toxicidade de dose subletal
de fipronil na atividade metabdlica dos neurénios de Apis mellifera, foi observado que, mesmo
em concentracOes baixas, o fipronil é prejudicial, podendo induzir vérios tipos de lesGes na
fisiologia das abelhas. Em estudo de Tomé et al. (2015) com as abelhas nativas sem ferrdo
Partamona helleri e Scaptotrigona xanthotrica verificaram que biopesticida espinosade
apresentou alta toxicidade para essas espécies expostas por contato e ingestao.

Thompson (2003) ao analisar o efeito de produtos fitossanitarios, quando aplicados
sobre adultos de abelhas, observou que podem provocar a morte, repeléncia, interferéncia na
capacidade de forrageamento e no desenvolvimento da colonia, o que pode conduzir estes
insetos a extingdo, causando um impacto ambiental, em virtude da importancia destes para 0s
ecossistemas naturais.

1.1.3 Agrotadxicos: a classe dos herbicidas
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Os inseticidas sdo o principal foco dos estudos toxicologicos em abelhas, porém em
campo as forrageiras estdo expostas a outros produtos quimicos como os fungicidas e
herbicidas, e 0s possiveis impactos causados por esses produtos ndo devem ser negligenciados
(BAYLIS, 2000; GIANESSI, 2005; SCHREINEMACHERS e PRASNEE, 2012).

No Brasil existem 779 herbicidas registrados e 612 (79%) sdo produtos comerciais com
apenas um ingrediente ativo, dentre estes o glifosato possui mais registros de produtos
comerciais (n=104) e logo em seguida o 2,4-D (n=47) (AGROFIT, 2020). De acordo com o
IBAMA, os herbicidas sdo “substancias quimicas que evitam, reduzem ou eliminam plantas
infestantes (...) S&o utilizados para o controle quimico das plantas consideradas daninhas nas
lavouras, que competem por agua e nutrientes com a planta cultivada, levando vantagens sobre
estas e causando perdas nas culturas” (BRASIL, IBAMA, 2010).

1.1.4 Glifosato e sua toxicidade para abelhas

O glifosato é o segundo herbicida cujo uso aumentou amplamente nas Gltimas décadas,
se tornando um dos agrotoxicos mais usados mundialmente (ZHANG et al., 2011). No Brasil
esse herbicida representa 30% do volume total de todos os pesticidas utilizados no pais, sendo
consumido anualmente 150 milhdes de litros desse produto (TONI et al., 2006). E indicado no
controle de ervas daninhas anuais e perenes, monocotiledéneas ou dicotileddneas, em culturas
de arroz irrigado, cana-de-agucar, café, citros, maca, milho, soja, pinus, eucalipto, fumo, uva,
ameixa, banana, cacau, nectarina, pera, péssego, seringueira, algoddo e em pastagens (JUNIOR
e SANTOS, 2002).

Este herbicida apresenta alta eficiéncia na eliminacéo de ervas daninhas, por esse motivo
vem sendo amplamente utilizado por diversos produtores em ecossistemas agrarios e em areas
ndo cultivadas desde que foi introduzido no mercado, em meados de 1970 (RUEPPEL et al.,
1977). Sua aplicacdo normalmente € através de pulverizacdo nos cultivos, sendo absorvido
através das folhas e cauliculos novos e transportado por toda a planta (SCHUETTE, 1998). Este
permanece nas culturas apos a aplicagéo por longos periodos, podendo ser encontrado tambéem
em areas proximas ao cultivo, devido ndo ser metabolizado pela planta, e assim toda a
concentra¢do do ingrediente ativo aplicado é encontrado na sua forma original (JUNIOR e
SANTOS, 2002; TONI et al., 2006).

Embora a baixa toxicidade relatada para animais, a introducao de culturas transgénicas
resistentes ao glifosato tem aumentado cada vez mais a aplicagdo desse herbicida em &reas
agricolas podendo ter consequéncias para diversos organismos dentre eles as abelhas
(TOLEDO E GUILLEN, 2014).
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Herbert et al. (2014) constataram que a exposicao prolongada, durante os primeiros 15
dias de vida, de Apis mellifera a doses sub-letais do herbicida Glifosato causou prejuizos a
capacidade de estimulos quimio-sensoriais de um odor (odor-recompensa) e a aprendizagem,
com reducdo da memoria de curto prazo. Em contrapartida, ndo houve alteracdo na frequéncia
e no ciclo de forrageamento a fonte de sacarose fortificada com doses agudas de Glifosato,
demostrando ndo repulsividade ao agrotoxico e possiveis consequéncias pelo acimulo do
herbicida na colmeia e nos produtos apicolas.

Thompson et al. (2014), ao avaliarem a exposicdo de abelhas Apis mellifera apos contato
com flores de Phacelia contaminadas com glifosato, notaram que os residuos encontrados em
amostras de néctar na colmeia subiram até um pico de 31,3mg de glifosato por quilo, em
contraste com quantidades inferiores a 0,3mg por quilo, anterior a aplicacdo controlada.

Em estudo com Apis mellifera e Tetragonisca angustula expostas oralmente com
concentracfes de glifosato, Toledo e Guillén (2014) observaram que ndo houve diferenca
significativa na mortalidade a curto prazo entre as espécies e que as abelhas que se alimentaram
de mais da metade da solucdo contaminada com o agrotoxico morriam mais rapido do que as

abelhas alimentadas somente com a solucdo do controle.

1.1.5 2,4-D e sua toxicidade para abelhas

O 2,4-D foi o primeiro herbicida seletivo desenvolvido ainda nos anos 1940, é bastante
utilizado para aplicacdo na pré- ou pos-emergéncia de plantas infestantes em cultivos de trigo,
soja, milho, arroz, café, cana-de-acUcar e pastagens (NORTOX, 2015). O principal mecanismo
apontado para acdo desse herbicida nas plantas é a estimulacdo da producdo de acidol-
carboxilico-1-aminociclopropano (ACC) sintase, enzima responsavel pela biossintese do
horménio etileno. O aumento da concentracdo deste horménio acelera a senescéncia das plantas
e, ao final, a morte (GROSSMANN, 2010).

Os produtos a base desse principio ativo sdo considerados como potencialmente
perigosos ao meio ambiente por serem altamente transportaveis, persistentes e toxicos para
organismos aquaticos, porém considerados pouco toxicos para organismos do solo, aves e
abelhas (REBELO; VASCONCELOS; BUYS, 2010). No entanto a reclassificacdo dos
agrotoxicos feita pela ANVISA em 2019 alterou a classificagdo toxica do 2,4-D de
extremamente toxica (classe 1) para produto pouco toxico (categoria 4) (BRASIL, 2019).

Almer Jones (1964), em campo, observou a mortalidade de abelhas adultas apds
aplicacdo aérea do herbicida 2,4-D, as abelhas foram encontradas rastejando na frente das

entradas das colmeias e 0s enxames estavam extremamente fracos, e em experimentos
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controlados verificou mortalidade 20% maior do que em abelhas que ndo receberam o
herbicida.

Lunardi (2018), ao avaliar a toxicidade dos herbicidas 2,4-D e glifosato para abelhas
Apis mellifera africanizadas campeiras e a ocorréncia de alteracbes comportamentais em
abelhas Apis mellifera africanizadas adultas campeiras em contato com dose letal e subletal dos
herbicidas 2,4-D e glifosato de forma isolada e em associagéo, verificou que os herbicidas
glifosato e 2,4-D foram tdxicos, desencadeando alteragfes motoras em abelhas Apis mellifera

expostas por contato e ingestdo, tendo efeitos tanto em doses letais quanto subletais.
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CAPITULO 2

2 Efeito dos herbicidas 2,4-D e glifosato na sobrevivéncia e comportamento de abelhas
Scaptotrigona aff. xanthotricha

RESUMO

O objetivo dessa pesquisa foi avaliar o efeito dos herbicidas glifosato e 2,4-D na sobrevivéncia
e comportamento de abelhas Scaptotrigona aff. xanthotricha. Foram realizados testes de
mortalidade e comportamentos mediante exposicdo por contato com herbicidas DMA e
Roundup em doses de campo recomendadas para a cultura da soja. A mortalidade das abelhas
foi contabilizada ao término de 24h corridas desde o momento do aprisionamento delas. O
reflexo de extensdo da probdscide (REP) foi avaliado a partir de trés ofertas de alimento para
cada abelha, onde foram observadas as respostas positivas e negativas. A avaliacdo da atividade
motora foi realizada através de caixa de observacdo comportamental. A mortalidade nas doses
maiores dos herbicidas diminuiu, indicando que as doses menores recomendadas comprometem
mais sobrevivéncia das abelhas. Para o teste de extensdo de proboscide houve diferencas
significativas para a segunda (z = 3,61; P = 0,0003) e terceira oferta (z = 3,29; P = 0,001). E
para o teste de locomocdo houve diferencas significativas no tempo de corrida, abelhas
contaminadas com Glifosato apresentaram tempo de corrida menor do que as abelhas que nao
entraram em contato com nenhum herbicida ou que entraram em contato com o herbicida 2,4-
D. Sugerindo-se assim que o Glifosato aumentou a atividade locomotora das abelhas. Para o
DMA nédo houve diferenca significativa. Esses resultados apontam que os dois herbicidas
testados causam impactos negativos na populacao de abelhas Scaptotrigona aff. xanthotricha.

Palavras-chave: agrotdxico, abelhas nativas, alteragdes motoras, mortalidade.

ABSTRACT
Effect of 2,4-D and glyphosate herbicides on survival and behavior of Scaptotrigona aff.
xanthotricha bess. The objective of this research was to evaluate the effect of the herbicides
glyphosate and 2,4-D on the survival and behavior of Scaptotrigona aff. xanthotricha bees.
Mortality and behavior tests were performed upon exposure by contact with DMA and Roundup
herbicides at recommended field doses for soybean cultivation. The mortality of bees was
counted at the end of 24 hours since the moment of their imprisonment. The proboscis extension
reflex (REP) was evaluated based on three food offers for each bee, where positive and negative
responses were observed. The assessment of motor activity was performed using a behavioral
observation box. Mortality at higher herbicide doses has decreased, indicating that the

recommended lower doses compromise bee survival. For the proboscis extension test, there
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were significant differences for the second (z = 3.61; P = 0.0003) and third offer (z=3.29; P =
0.001). And for the locomotion test there were significant differences in the running time, bees
contaminated with Glyphosate had a shorter running time than the bees that did not come into
contact with any herbicide or that came into contact with the herbicide 2,4-D. Thus suggesting
that Glyphosate increased the locomotor activity of bees. There was no significant difference
for DMA.These results indicate that the two herbicides tested have a negative impact on the
population of Scaptotrigona aff. xanthotricha bees.

Keywords: pesticides, native bees, motor changes, mortality.

2.1 Introducao

As abelhas sdo polinizadores importantes para manutencdo da biodiversidade e na
producdo de muitas culturas agricolas, cerca de 70% das plantas cultivadas tém aumentado de
producdo em consequéncia da polinizacdo promovida por esses polinizadores (KLEIN et al.,
2007) e na maioria dos ecossistemas agricolas e naturais mundiais as abelhas s&o os principais
polinizadores (BIESMEIJER & SLAA, 2006).

No Brasil, as espécies de abelhas nativas sdo as mais abundantes, sendo encontradas
mais de 300 espécies distribuidas em 27 géneros (SILVEIRA et al., 2002), destacando-se 0
género melipona, que compreende aproximadamente, 65 espécies distribuidas pela regido
Neotropical (CAMARGO.; PEDRO, 2007). E dentre essas, 0 género Scaptotrigona sp. sao
consideradas as mais produtivas da Amazénia (CAMARGO.; PEDRO, 2013). As coldnias
deste género séo bastante populosas, além de produzirem mel de boa qualidade (RAMALHO
et al; 1991; VENTURIERI; IMPERATRIZ-FONSECA, 2000), apresentando assim
caracteristicas promissoras para a meliponicultura, podendo ainda serem direcionadas para
polinizacdo de culturas agricolas.

Além dos beneficios de seus servicos de polinizacdo, as abelhas apresentam produtos e
subprodutos bastante valorizados economicamente, como: mel, pélen, prépolis e geoprépolis
(SILVA.; PAZ, 2012), mas sua importancia interfere ndo apenas em aspectos sociais e
econbmicos, mas também em processos ecoldgicos ecossistémicos sendo estas de fundamental
importancia na reconstituicdo de florestas tropicais e conservacao de remanescentes, alem de
atuarem como bioindicadoras da qualidade ambiental (BALLIVIAN, 2008).

Nas Ultimas décadas, o declinio de populacdes de abelhas tem causado preocupacéao
tanto para meliponicultores e apicultores como também para pesquisadores, e esse declinio ndo

tem sido atribuido a um Unico fator, e um desses fatores é a utilizacdo intensa de agrotdxicos
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na agricultura, pois a agricultura brasileira atual é altamente baseada no uso desses insumos
(CHAM et al., 2017). E entre esses agrotoxicos a classe dos herbicidas é uma de maior uso.

O uso incorreto e excessivo de agrotdxicos coloca em risco col6nias de abelhas de matas
préximas que visitam esse local ou que polinizam areas de cultivo, pois seus residuos ficam nas
flores e contaminam o néctar e o polen (NOCELLI et al., 2012), impactando tanto na
diversidade quanto na abundancia e eficiéncia de polinizagao desses organismos (PINHEIRO.;
FREITAS, 2010).

A intoxicacdo das abelhas por agrotdxicos deixou de ser relacionada somente com a
exposicdo letal, resultando em abelhas mortas proximas a colmeia e passou a ser avaliada
também através das contaminacdes subletais causadas as abelhas, ndo levando a morte imediata,
mas prejudicando seu comportamento, desenvolvimento e capacidade de combater infec¢oes,
causando problemas crénicos provocados pela exposi¢cdo em longo prazo (NOCELLI et al.,
2012).

Os herbicidas sdo considerados como seguros ou menos toxicos para insetos ndo-alvos,
como as abelhas, do que os inseticidas, por ndo apresentam a mesma rota metabdlica de acao
que os inseticidas (GISI.; SIEROTZKI, 2008). No entanto, o uso de herbicidas como glyfosate,
2,4-D, MSMA e paraquat tem apresentado toxicidade para insetos benéficos, como as abelhas
(MONQUERO.; OLIVEIRA, 2018), ocasionando alteracdes nos padrées de comportamento
e aprendizagem e capacidade de orientacdo (THOMPSON.; MAUS, 2007).

A forma de aplicacdo, como a pulverizacdo foliar, possibilita que os herbicidas sejam
carregados para locais externos ao plantio, o que permite que além da contaminacdo dos
recursos coletados pelas abelhas durante suas atividades de forrageamento, essas substancias
contaminantes sejam levadas para dentro das colmeias gerando problemas nas col6nias
(CONNOLLY, 2013; GIESY et al., 2000).

O glifosato e 0 2,4-D sdo herbicidas usados em larga escala no Brasil. O 2,4-D é um
herbicida utilizado para controle de ervas daninhas nas culturas de soja, milho, arroz, trigo e
cana-de-agtcar, atuando como regulador de crescimento (AMARANTE JUNIOR et al., 2003).
A Resolugéo da diretoria colegiada - rdc n° 284, de 21 de maio de 2019 da ANVISA e do
ministério da saude, considera que, em virtude da auséncia de evidéncias suficientes de efeitos
graves a saude na espécie humana ou em animais de experimentacdo, avaliadas segundo
critérios tecnicos e cientificos atualizados, estabelece a manutengdo do ingrediente ativo acido
2,4- diclorofenoxiacético (2,4-D) em produtos agrotéxicos, no Pais, bem como determina
medidas de mitigagdo de riscos a salde e alteracdes no registro decorrentes da sua reavaliacdo

toxicologica.
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O glifosato € um herbicida de pos-emergéncia, largo espectro e ndo seletivo que
apresenta elevada eficiéncia na eliminacdo de ervas daninhas (YAMADA.; CASTRO, 2007).
E absorvido na planta através de suas folhas e cauliculos novos, sendo entdo transportado por
toda a planta, agindo nos Vvarios sistemas enzimaticos, inibindo o metabolismo de aminoacidos
(DILL et al., 2010). Apesar de apresentar baixa toxicidade, os herbicidas a base de glifosato
sdo os mais utilizados no mundo, sobre uma variedade de nomes que incluem o Roundup®, e
os efeitos destes herbicidas podem ser nocivos e representar sérios danos a uma diversidade de
espeécies de insetos (JONES et al., 2010).

Os problemas mais sérios com herbicidas nas coldnias ocorrem quando as abelhas
entram em contato direto com os herbicidas devido a problemas de deriva do produto da area
agricola para areas proximas (MONQUERO.; OLIVEIRA, 2018) Estudos com herbicidas
constataram que estes afetam a responsividade gustativa, desempenho de aprendizagem,
alteracdes no tecido muscular de voo, capacidade cognitiva para voo, reducdo na producao de
crias e mortalidade de abelhas expostas (HERBERT et al., 2014; ABDALA et al., 2016;
JOHANSEN.; MAYER, 1990; KIDD.; JAMES, 1994), problemas que podem acarretar sérios
prejuizos na manutencao das col6nias.

A intoxicacdo por agrotoxicos pode ser determinada através do efeito letal, porém em
algumas circunstancias, o efeito desses produtos nas abelhas ndo pode ser notado
imediatamente, sendo necessarias avaliacdes das doses subletais para que seja possivel observar
sua influéncia na sobrevivéncia e comportamento das mesmas (MEDRZY CHI et al., 2003).

Testes comportamentais como o de reflexo de extensdo da proboscide tém sido usados
para monitorara as alteracbes comportamentais causadas nas abelhas pelo uso de agrotdxicos.
Este método busca reproduzir em laboratorio a interacdo entre a abelha e uma fonte de alimento
e leva em consideracdo o processo de memorizacdo da abelha a um determinado estimulo
odorifero e tem-se mostrado eficiente nos estudos sobre os efeitos dos produtos no
comportamento deste inseto (DECOURTYE et al., 2005). Pode ser realizado apds a exposi¢ao
da abelha a algum quimico, através do estimulo seguido de uma oferta de solucdo, geralmente
de sacarose, para avaliar o limiar gustativo (ARMENGAUD et al., 2002).

Outra forma de analisar o comportamento em abelhas é a avaliacdo do comportamento
de orientacdo pela anélise do voo da abelha, onde o tempo gasto no percurso pode ser utilizado
como parametro (PHAM-DELEGUE et al., 2002). Comportamentos como comunicacéo pela
danga, voos de retorno, orientacéo e eficacia durante visitas as flores, habilidade cognitiva de
memoria e aprendizagem podem ser alteradas pelas doses subletais de agrotoxicos (GOULSON
et al., 2015; PISA et al, 2015).
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Embora as abelhas ndo sejam o alvo dos herbicidas, esses produtos tém contribuido para
0 desaparecimento desses insetos, pois podem causar altera¢cdes na dindmica de coletas de
recursos e prejudicar as condi¢bes das col6nias. Neste contexto se fazem necessarios estudos
que avaliem as alteracGes comportamentais ocasionados por herbicidas em abelhas, dessa forma
0 objetivo deste estudo foi avaliar a mortalidade e alteracdo comportamental de abelhas da
espécie Scaptotrigona aff. xanthotricha apds exposicao a dose de herbicidas 2,4-D e glifosato.

2.2 Material e Métodos
2.2.1 Local do experimento

A pesquisa foi desenvolvida no Meliponario da Universidade Federal do Oeste do Para
(UFOPA), localizado no campus Tapajés em Santarém — Para. Os testes experimentais foram

realizados no laboratério de comportamento animal da UFOPA.

2.2.2 Animais e Colheita das abelhas

Foram utilizadas abelhas da espécie Scaptotrigona aff. Xanthotricha, coletadas de trés
colmeias. As abelhas adultas foram coletadas pela manha, utilizando vasilhas de plastico
transparente fixada na entrada do da caixa por aproximadamente 10 minutos (Figura 1). Em
seguida as abelhas foram conduzidas ao laboratdrio e anestesiadas em freezer a -10°C por 30

segundos.

_ Figura 1 - Coleta das abelhas Scaptotrigona
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Fonte: Autora (2020)

2.2.3 Herbicidas e doses utilizadas
Os herbicidas utilizados neste estudo sdo Roundup Original® e DMA® cujos principios

ativos sdo glifosato e 2,4-D respectivamente, registrados no Ministério da Agricultura, pecuéria
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e Abastecimento (AGROFIT, 2021). Os dois herbicidas estdo entre os principais herbicidas
utilizados na regido metropolitana de Santarém, entre janeiro de 2013 a abril de 2018, o
glifosato representou 51% do volume de agrotoxicos vendidos, totalizando 1.027.439L e 0 2,4-
D equivalendo a 7% do volume com 136.619L vendidos (SCHWAMBORN, 2019).

Para os testes de mortalidade foram utilizados a menor e maior doses comerciais
indicadas pelos fabricantes nos rétulos dos produtos para a cultura de soja, sendo para menor
dose 1 L/100L de agua para 2,4-D e 0,875 L/100L de agua para Glifosato e para maior dose
1,375 L/100L de &gua para Glifosato e 1,5 L/100L de agua para 2,4-D.

Para o teste de comportamento foram utilizadas as maiores doses comerciais indicadas
pelos fabricantes nos rétulos dos produtos para a cultura de soja, sendo 1,375 L/100L de agua

para glifosato e 1,5 L/100L de &gua para 2,4-D.

2.2.4 Testes de toxicidade e avaliacdo comportamental
2.2.4.1 Teste de mortalidade

Para o 2,4-D e o glifosato foram preparadas solugdes diluidas em agua destilada, para
todas as diluicdes utilizadas considerou-se a recomendacéo do fabricante. As solucGes foram
agitadas durante a preparacéo e antes da sua utilizacao para garantir que estivessem sempre com
a concentragao adequada.

Para determinar a toxicidade dos herbicidas 2,4-D e glifosato foram utilizadas doses
determinadas pelo fabricante como sendo a menor dose e a maior dose comercial indicadas nos
rotulos dos produtos para a cultura de soja. Para que os testes fossem validos a mortalidade
média para os controles ndo excedeu 5% da amostra no final dos testes.

O teste foi conduzido de acordo com metodologia descrita por Dorneles et al., (2017)
com modificacdes. Para 0 manuseio das abelhas, estas foram anestesiadas sob refrigeracdo em
30 segundos. Foram colocadas 10 abelhas campeiras em placas de Petri em temperatura
ambiente em presenca de luz com tecido fil6 usado como contencdo (Figura 2). Tampas coroa
metalicas foram utilizadas como alimentadores, dentro de cada tampa foi colocado um chumaco
de algod&o banhados com solucéo de 75% de agua e 25% de mel. Como substrato de cada placa
foi colocado papéis filtros, para o grupo controle os papéis filtros foram embebidos em agua
destilada e para os grupos de testes os papeis filtros foram embebidos nas solucbes preparadas
com a dosagem menor e maior de cada herbicida. Todos os papéis filtros tanto do grupo controle
como o dos testes antes de serem dispostos dentro da placa de Petri foram secados em

temperatura ambiente para diminuir o excesso de umidade. As placas com as abelhas foram
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mantidas dentro do laboratério com temperatura entre 28 £ 1°C e umidade relativa de 70 £ 10
%.

Para cada dose testada, foram utilizadas 10 abelhas e os testes realizados em trés
repeticdes. Abelhas que viessem a apresentar alteracbes comportamentais ou letargia
anteriormente aos testes foram rejeitadas e substituidas por abelhas saudaveis. Decorridas 24h
do inicio dos testes, o nimero de abelhas mortas em cada tratamento foi contabilizado. Foram
considerados mortos os individuos que ndo manifestarem nenhum movimento durante o

periodo observado.

Figura 2 - Individuos nas placas de Petri

Fonte: Autora (2020).

2.2.4.2 Teste de Reflexo de Extensdo da Probdscide (REP)

Para a determinacdo da capacidade de suporte da populagdo amostrada, buscando
melhor realizacdo do teste de REP, foram realizados pré-testes, onde primeiro foi observado
guanto tempo as abelhas em cada placa de Petri suportavam o jejum até os primeiros individuos
morrerem e, em seguida, foi observado quanto tempo os individuos ficavam em contato com a
superficie intoxicada pelos herbicidas até as primeiras mortes acontecerem. Para 0 manuseio
das abelhas, anestesiou-se os individuos em refrigeracdo por 30 segundos e 10 abelhas foram
colocadas em cada placa de Petri com tecido fil6 usado para contengdo. O resultado foi duas
horas em jejum, duas horas em contato com o glifosato e duas horas em contato com o 2,4-D.

Para a avaliacdo da reposta ao teste de REP das abelhas expostas aos produtos
comerciais com principios ativos glifosato e 2,4-D, foram preparadas solucdes baseadas nas
maiores doses e recomendacdes do fabricante para aplicacdo na cultura da soja, sendo que para
o glifosato a dose de 1,375 e para 2,4 D a dose de 1,5. Foram utilizadas 30 abelhas para cada

herbicida que foram capturadas conforme descrito anteriormente e inseridas em grupos de 10
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individuos em cada placa de Petri em contato com as maiores doses comerciais dos herbicidas,

para cada herbicida teste foi realizado 3 repeticoes.

Ap0s a exposicdo ao herbicida foi realizado o teste REP. Cada abelha foi aprisionada
em capsulas individuais feitas de mangueira de silicone com uma abertura tampada por tecido
fild e a outra abertura com uma tampa de fita adesiva, para assim a abelha ficar com o
movimento livre dentro de cada capsula e poder realizar o comportamento de reflexo de
extensdo da proboscide através do tecido fild para alcancar o alimento oferecido (Figura 3).

Foram realizadas trés ofertas de alimento (1 hora; 1:30 minutos; 2 horas) partindo do
principio de que a primeira oferta ja seria suficiente para o aprendizado de curto prazo. Segundo
Sandoz et al. (1995), no nivel comportamental pode-se detectar a memoria de curto prazo em
nivel de minutos, uma Unica tentativa leva a uma resposta que dura algumas horas nos animais,
e as memorias de odor das abelhas podem perdurar por toda a vida de um individuo a partir
desse primeiro contato. Entdo, neste presente trabalho optou-se por realizar trés ofertas de
alimento partindo do principio de que a primeira oferta ja seria suficiente para o aprendizado
de curto prazo.

Para a oferta foram usadas hastes flexiveis de plastico com algoddes em suas pontas,
onde foi disponibilizada uma mistura de dgua e mel (25% mel e 75% &gua) para cada abelha,
as hastes foram aproximadas das antenas de cada individuo durante 10 segundos para incentivar
a extensdo da probdscide e foram avaliadas as respostas positivas e negativas para cada uma

das trés ofertas realizadas.

Figura 3. Abelha aprisionada em capsula de mangueira de silicone

Fonte: Autora (2020)
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2.2.4.3 Teste de Locomogéo

Para a realizagdo do teste de locomocdo solugdes dos produtos comerciais com
principios ativos glifosato e 2,4-D foram preparadas baseadas nas maiores doses e
recomendacdes do fabricante para aplicacdo na cultura da soja, sendo que para o glifosato a
dose de 1,375 e para 2,4 D a dose de 1,5. Foram utilizadas 30 abelhas para cada herbicida e
para o controle, totalizando 90 abelhas.

A atividade motora das abelhas campeiras foi avaliada 2 horas ap0s sua exposi¢ao por
contato as maiores doses dos herbicidas testados. A coleta e exposi¢do das abelhas foram
realizadas utilizando os mesmos métodos descritos para os testes de mortalidade.

O teste de avaliacdo da atividade motora foi realizado de acordo com Zaluski et al.
(2015), em uma arena que consistia em caixa de observacdo de madeira (80 x 60 x 4 cm), com
a parte frontal tampada por um vidro para permitir a visualizacdo das abelhas. Internamente a
caixa apresentava dez divisdes formando raias de 50 x 5 x 4 cm (Figura 4), com uma entrada

individual em cada uma.

A caixa de observacdo permaneceu inclinada em 45° e na parte superior havia instalada
uma lampada fluorescente para estimular o movimento das abelhas em sua direcdo, devido as
abelhas apresentarem o comportamento de fototaxia positiva, sendo assim, durante os testes a
luz do ambiente era apagada ficando acessa apenas a luz da lampada da caixa para atrair as
abelhas em direcdo ao topo da caixa.

Para facilitar a visualizacdo uma tampa de vidro transparente foi utilizada para fechar a
arena e permitir a visualizacdo das abelhas e uma tela de tecido fil6 foi usada para impedir que

os individuos ultrapassassem a marcagdo de 50 cm e chegassem até a lampada.

O bioensaio foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 03
tratamentos e 30 abelhas por tratamento. Para cada dose testada foram utilizadas 10 abelhas
tratadas e todos os testes foram realizados em triplicata, além do controle. As abelhas que foram
utilizadas nos testes foram colocadas em placas de Petri em contato com as doses de cada
herbicida, exceto as pertencentes ao grupo controle, e em seguida todas foram inseridas
individualmente em eppendorfs acoplados em cada raia da arena. Para 0 manuseio, 0S
individuos foram anestesiados sob refrigeracdo por 30 segundos. Simultaneamente foram
liberadas dez abelhas e anotado o tempo que estas levaram para percorrer 50 cm. O
comportamento foi filmado utilizado uma camera digital, e com o auxilio do temporizador da

camera foi quantificado o tempo que cada abelha gastou para percorrer o trajeto de 50 cm.
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Figura 4 - Caixa de observacdo comportamental para o teste de locomogéo

Fonte: Autora (2020)

2.2.4.4 Analises estatisticas dos resultados

Para o teste de mortalidade foi analisado o resultado da mediana do tempo de
sobrevivéncia com intervalo confianca de 95%, usando o programa estatistico Minitab
(MINITAB Inc, 2014).

As frequéncias de respostas positivas de extensdo de probdscide entre os dois
tratamentos e o grupo controle foram comparadas, separadamente para cada oferta de alimento.
Também foram comparados os dados binarios de respostas usando modelos de regressdo
logistica, os quais foram implementados no programa R (R Core Team 2019). Os resultados
foram demonstrados por meio de frequéncias brutas de respostas positivas, e frequéncias
previstas pelos modelos de regressdo logistica, as quais foram plotadas usando o pacote effects
do R (FOX.; HONG, 2009).

Para a analise estatistica dos dados de tempo médio de duragdo da corrida entre o grupo
controle e os dois tratamentos Glifosato e 2,4-D. Primeiramente foram examinados 0s
pressupostos da analise de variancia. Para isso foram utilizados os testes de Bartlett e Levene
para homogeneidade e de Shapiro-Wilk para normalidade. Como os dados ndo apresentaram
normalidade estes foram transformados pelo método de boxcox loglik e passaram, assim, a
atender os pressupostos.

Os dados foram entdo submetidos a analise de variancia (ANOVA) a 10% de
significancia pelo teste F. Quando observadas diferengas significativas, as médias foram

comparadas entre si pelo teste Tukey a 10% de significancia.
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2.3 Resultados e Discussao

A rota de exposicdo das abelhas aos agrotoxicos é um fator determinante em sua
capacidade de causar danos ao comportamento da colonia, viabilidade da colénia e a fisiologia
da abelha. As principais rotas de exposicdo sao topicas, pois as abelhas podem ser encontradas
na &rea de cultivo no momento da aplicagdo do herbicida e a oral pois os residuos podendo ser

encontrados em produtos que servem de alimento para as abelhas, como p6len e néctar.

2.3.1 Teste de mortalidade

Os resultados da Medianas e intervalos de confianga demonstraram que houve
diminuicdo da mortalidade nas doses maiores indicadas pelo fabricante, indicando que as doses
menores recomendadas comprometem mais a sobrevivéncia das abelhas em curto prazo (Figura
4). No entanto, sinais de intoxicacdo, como desorientacao e dificuldade de locomocéo na gaiola
experimental foram observados para todos os ingredientes ativos nos grupos. Esse fato pode
estar relacionado com a presenca e acdo de varios metabolitos, onde com baixas doses ocorre
acdo de metabolitos que atuam sendo responsavel pela alta mortalidade. A maior dose dos
herbicidas pode ter desencadeado a acdo de enzimas desintoxicadoras que reduzem a
mortalidade das abelhas, o que pode ter ocasionado de modo répido sintomas de
neurotoxicidade, que foram observados durante os testes, enquanto a mortalidade foi

prolongada por mais horas.

Figura 5 - Mediana e intervalo de confianca da taxa de mortalidade (%) de Scaptotrigona aff. xanthotricha sob
exposi¢ao por contato com os herbicidas a base de 2,4-D e Glifosato nas maiores e menores doses recomendadas
pelos fabricantes.
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Fonte: Autora (2020)
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Esses resultados podem indicar que existe um limite de concentracdo dos principios
ativos de herbicida que poderiam desencadear uma reacao no sistema fisioldgico das abelhas,
como por exemplo ativar as proteinas glutationa S-transferases (GST) e citocromo P450 (P450),
que sdo proteinas presentes nos insetos, que degradam compostos como pesticidas e inseticidas
(CLAUDIANOS et al., 2006). A P450 esta relacionada com a fase inicial da desintoxicacéo
através da metabolizacdo de substdncias quimicas e a GST participa do processo de
desintoxicacdo metabdlica contra danos celulares (KETTERMAN et al., 2011). Ainda, pode-
se deduzir também que a dose pode desencadear uma rapida ou demorada reposta em ativar
essa protecdo celular através da degradacdo do herbicida. Esses efeitos sugerem que para 0s
herbicidas como Glifosato em doses maiores induz a alteragcbes metabolicas que ndo causam
sua morte imediatamente, mas prejudicam a sobrevivéncia da col6nia, pois permite que a abelha
volte para a coldnia e intoxique outros individuos.

Meraz (2015) em estudo com diferentes agrotoxicos também observou mortalidade
baixa para abelhas contaminadas com glifosato. J4, Gomes (2017) ao realizar bioensaios em
laboratério utilizando abelhas Melipona capixaba e A. mellifera, constatou reducdo na
sobrevivéncia em ambas as espécies causados pela exposicdo ao glifosato. Ruiz-Toledo e
Sanchez-Guillén (2014) avaliaram a toxicidade das concentracGes de campo do glifosato na
mortalidade de duas espécies de abelhas, Apis mellifera L. e Tetragonisca angustula Latreille,
e verificaram que a mortalidade nas abelhas submetidas a ingestao de metade da dose comercial
sugerida do herbicida aumentou para quase cem por cento. Pesquisas com 2,4-D mostram que
a exposicdo a esse herbicida apresenta efeito sobre a mortalidade de abelhas (ALMER
JONES,1964; LUNARDI, 2018).

2.3.2 Teste de Reflexo de Extensao da Proboscide (REP)

Para realizacdo dos testes de reflexo da probdscide foram utilizadas as maiores doses
dos herbicidas. Na Figura 5 temos a frequéncia de respostas positivas de extensdo da
probdscide, onde observa-se que hd uma tendéncia de reducdo de respostas positivas no
decorrer das ofertas de alimento. Nos grupos tratados com herbicida as frequéncias de respostas
positivas foram mais baixas do que o grupo controle na primeira oferta de alimento, para o
herbicida 2,4-D houve uma diminuicdo nas frequéncias de respostas. Na terceira oferta, pelo
fato de os insetos ficarem mais tempo em contato com os herbicidas a presenca de metabolitos
toxicos no organismo passa Ser maior €, como consequéncia ocorre um maior
comprometimento do comportamento analisado. Em relacdo a redugdo da sensibilidade a

sacarose, danos na aprendizagem, dificuldades em estabelecer memorias associativas, e
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consequentemente diminui¢do nas respostas entre as diferentes ofertas que foram observadas
para o tratamento com o herbicida a base de glifosato, podem ser efeitos associados ao efeito
do glifosato sobre a enzima acetilcolinesterase, uma vez que em insetos a transmissdo de
impulsos sinapticos de natureza quimica ocorrem através da acdo de neurotransmissores,

principalmente pela acetilcolina (GALLO, 2002).

Figura 6 - Frequéncia de respostas positivas de extenséo da probéscide das abelhas Scaptotrigona aff. xanthotricha
apos exposicao as doses comerciais dos herbicidas a base de 2,4-D e Glifosato
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Fonte: Autora (2020)

Ao analisar através dos modelos de regressdo logistica as proporcdes de abelhas que
apresentaram reflexo de extensao da proboscide nos testes realizados (Figura 3), nota-se que a
hipo6tese nula foi aceita para a primeira oferta (P = 0,99) e rejeitada para a segunda (z = 3,61;
erro padréo = 0,61; P = 0,0003) e terceira oferta (z = 3,29; erro padrdo = 0,49; P = 0,001). Esses
resultados mostram que os efeitos da exposicao aos dois herbicidas ndo foram expressivamente

detectados logo na primeira oferta de alimento.

Figura 7 - Frequéncias de respostas positivas de extensdo de probdscide previstas por modelos de regressdo
logistica. A) Primeira oferta realizada aos trés grupos. B) Segunda oferta realizada aos trés grupos. C) Terceira
oferta realizada aos trés grupos
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A habilidade de aprendizagem das abelhas para detectar e habituar-se aos odores,
baseada em sinais, denominada de resposta condicionada, pode ser afetada pela exposicao a
herbicidas a base de glifosato e 2,4-D e isto pode ter grande impacto sobre as colénias, em
virtude da reducdo na capacidade de deteccdo dos odores florais e sua associagdo com a
recompensa. Quando comparadas as respostas de REP de abelhas sem ferrdo e A. mellifera foi
observado que as abelhas nativas apresentam respostas mais baixas (MCCABE et al., 2007).
Em estudo realizado por Herbert et al., 2014, foi verificado que o herbicida glifosato afeta a
responsividade gustativa e o desempenho de aprendizagem em abelhas, por meio do teste de
extensdo de proboscide.

Decourtye et al., (2005) ao testarem intoxicagédo oral, perceberam que a exposi¢ao aos
agrotoxicos usados ndo alterou o comportamento das abelhas, onde 66% delas responderam ao

REP. Nesta pesquisa, onde foi realizada intoxicacdo por contato, observou-se que as diferencas
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de respostas entre controle e herbicidas se apresentaram moderadas durante a mesma oferta,
entretanto apresentou-se diferenca de resposta entre uma oferta e outra para os herbicidas

testados.

2.3.3 Teste de Locomocgdo
De acordo com a ANOVA, os tempos de corrida obtidos pelos diferentes tratamentos

diferiram estatisticamente (Tabela 1).

Tabela 1 - Resultado da analise de variancia aplicada aos blocos e aos tratamentos de tempo de
corrida

Fonte de Variacéo GL SQ QM Feal P
Tratamento 2 0,01324 0,00662 3,01600 0,05410
Residuo 87 0,19095 0,00220
Total 89 0,20419

Em que: GL = Grau de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; QM = Quadrado médio; Fca = Valor de F
calculado; p = significancia do teste.
Fonte: Autora (2020)

Desse modo, foi aplicado o teste Tukey a 10% de significancia e verificou-se que o
resultado do glifosato teve diferenca significativa dos tratamentos controle e 2,4-D (Tabela 2).

Tabela 2 - Média tempo de duracao da corrida de abelhas entre um grupo controle e grupos de
abelhas que tiveram contato com 2,4-D e Glifosato

Tratamento Média
Controle 75,90 a
2,4-D 55,37 a
Glifosato 46,43 b

*Letras mindsculas diferentes na coluna significa diferenca estatistica (p<0,10).
Fonte: Autora (2020)

Assim, observou-se que as abelhas que entraram em contato com o herbicida Glifosato
apresentaram tempo de corrida menor do que as abelhas que ndo entraram em contato com
nenhum herbicida ou que entraram em contato com o herbicida 2,4-D. Sugerindo-se assim que
0 Glifosato aumentou a atividade locomotora das abelhas. Com isso, 0 comportamento de
forrageamento pode ser afetado, visto que a atividade motora sofreu influéncia pelo contato
com o herbicida que tem o principio ativo glifosato, onde elas apresentaram-se mais ativas, ndo
causando morte imediata, mas que ao retornar ao enxame podem carregar consigo

contaminantes, ou que em longa exposicdo pode ocasionar movimentos descoordenados e
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comprometer o retorno para a coldnia. O voo é essencial para a atividade de forrageio das
abelhas, como a coldnia necessita desse servico realizado pelas abelhas forrageiras, a alteracdo
desse comportamento ocasionada pela exposi¢cdo aos agrotdxicos pode diminuir o desempenho
das abelhas em campo, interferindo na dindmica da colénia (COLIN et al., 2004). O glifosato
é um organofosfonato que interfere na sintese da acetilcolenisterase, responsavel pela hidrélise
da acetilcolina (neurotransmissor central e periférico). A acetilcolina quando ndo é quebrada,
acumula-se dentro da fenda sinaptica, provocando uma grande estimulacdo das células-alvo,
podendo afetar a locomocao e equilibrio dos organismos expostos (GLUSCZAK et al., 2006).

Foi possivel observar ainda que o tempo necessario para as abelhas do grupo controle
concluirem o percurso foi maior em relagcdo ao 2,4-D e Glifosato. Entretanto, ndo houve
diferenca significativa para o Controle em relacdo ao 2,4-D, porém no tratamento 2,4-D
movimentos descoordenados e desorientados, tremores, perda de controle postural foram
observados. Esses resultados mostram que o herbicida causa neurotoxicidade nas abelhas, que
sdo coerentes com as modificagdes comportamentais observadas, pois esse € um efeito
predominante em animais intoxicados pelo 2,4-D (PEREIRA, 2006). Almer Jones (1964),
encontrou varias abelhas rastejando na frente das entradas das colmeias depois de aplicacédo
aérea de 2,4-D. Estudos feitos por Papaefthimiou et al. (2002) com dose menor (1 uM) de 2,4-
D mostram efeitos como reducdo de cerca 70% da contracéo inicial, forca e frequéncia cardiaca
nas abelhas em menos de 20 minutos de exposicdo ao produto. A resposta da toxicidade de
muitos compostos depende de fatores como tempo de exposicdo e organismo do individuo
como idade, tamanho do corpo, especializacdo floral e periodo de voo (BRITTAIN.; POTTS,
2011).

Lunardi (2018), ao avaliar a influéncia dos herbicidas 2,4-D e glifosato na locomocgéo
de abelhas pdde observar que o glifosato também apresentou maior efeito sobre a atividade
motora das abelhas e consequentemente podendo ser ainda mais toxico quando se trata de
causar distUrbios comportamentais. Em estudo com operarias de A. mellifera em exposicao a
doses subletais de glifosato foi demonstrado que as abelhas que entraram em contato com doses
mais altas de glifosato apresentaram trajetoria de voo alterada, o que indicou interferéncia na
capacidade cognitiva (BALBUENA et al., 2015). E de acordo com CHAM et al., (2018) as
abelhas sem ferrdo podem ser mais sensiveis aos agrotoxicos do que A. mellifera. Para
realizarem o forrageio as abelhas precisam da integridade de suas capacidades cognitivas
relacionadas com a memdria, para se orientar usando as informagdes ambientais adquiridas
anteriormente para localizacdo e reconhecimento de recursos alimentares e para seu retorno
para a colonia (BALBUENA, et al., 2015).
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Alguns agrotoxicos como herbicidas e fungicidas podem ser considerados como seguros
ou menos toxicos para insetos ndo-alvos como as abelhas, por ndo apresentarem rota metabolica
de acdo desses agrotdxicos (GISI.; SIEROTZKI, 2008). Entretanto, os resultados apresentados
nessa pesquisa confirmam que os herbicidas apresentam efeito negativo e risco a sobrevivéncia
de abelhas. Pois, além dos efeitos de toxicidade aguda levando as abelhas a morte, doses
subletais dos herbicidas podem provocar alteracbes comportamentais nos individuos que
influenciam diretamente na manutencdo da colonia.

A reducéo da disponibilidade de néctar e pdlen € considerado como principal impacto
ocasionado pelos herbicidas na populacdo de abelhas (MONQUERO, et al., 2018), porém o
efeito vai além disso, pois efeitos diretos podem também ocorrer, como alteraces
comportamentais, morfologicas e fisiologicas, reducdo na producdo de crias e mortalidade
(BALBUENA, et al. 2015; PAPAEFTHIMIOU et al. 2002; JOHANSEN.; MAYER 1990). Nos
nossos resultados foram perceptiveis alguns desses efeitos como a alteracdo comportamental,
além da mortalidade apresentada para as maiores e menores doses comerciais indicadas para 0s
herbicidas 2,4-D e Glifosato, onde busca-se chamar atencdo ao fato de que mesmos em doses
menores 0s herbicidas sdo capazes de intervir na sobrevivéncia das abelhas e em alguns casos
apresentando-se como mais téxicas do que doses maiores como observado na mortalidade para
o tratamento com Glifosato.

2.4 Concluséo

Os herbicidas 2,4-D e glifosato apresentam efeito negativo e risco a sobrevivéncia de
abelhas da espécie Scaptotrigona aff. xanthotricha. Pois, além dos efeitos que levam as abelhas
a morte imediata, podem provocar altera¢cbes comportamentais nos individuos que influenciam

diretamente na manutencéo da colonia.
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