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RESUMO: Dois grandes problemas apicultura atual sdo a morte massiva e o desaparecimento
ou CCD (Colony Collapse Disorder) das abelhas, que estdo causando o declinio populacional
mundial dessas espécies. Em margo de 2014, uma pesquisa online foi lancada na internet com
o objetivo de avaliar a evolugdo dessas ocorréncias no Brasil. Os casos ocorridos entre 1° de
janeiro de 2013 até 31 de dezembro de 2016 puderam ser armazenados em um banco de dados
eletronico hospedado no website <http://www.semabelha semalimento.com.br/beealert>, bem
como em aplicativos para smartphones e tablets, para que os colaboradores interessados
fizessem seus registros. Um total de 247 participantes qualificados, confirmados e validados
concluiram os questionarios e foram aceitos para compor o banco de dados do aplicativo BEE
ALERT nesse periodo. Em visitas a esses apiarios, 38 amostras de abelhas mortas puderam ser
coletadas para andlises de residuos de agrotdxicos por espectrometria de massas (UHPLC-
MS/MS). As analises estatisticas mostraram que os agrotdxicos sdo reportados como os
principais responsaveis pelas mortes em massa e CCD no pais. A perda total de colonias
calculada para o periodo (2013-2016) foi de 52,2% com (95% IC 48,3-56,0%) e perda média
de 62,0% com (95% IC 57,9-66,1%). Os neonicotindides e o fipronil lideram a lista dos
agrotoxicos com 37,7% dos casos e o estado de Sdo Paulo detém 47% dos registros de mortes
e desaparecimento de colonias de abelhas no Brasil. As andlises quimicas mostraram maiores
contaminagdes multiplas para o fipronil com frequéncia de 68,4% e amplitude de (0,5—
23.539,7 ng/g), tiametoxam 42,1% e (0,6—13,6 ng/g), dinotefuran 42,1% e (0,6-205,0 ng/g),
imidaclopride 28,9% e (2,4—-16,2 ng/g), nitenpiram 5,3% e (3,8-7,4 ng/g), acetamipride 5,3%
e (1,3-2,1 ng/g) e tiaclopride 2,6% (1,6 ng/g). Os residuos de neonicotindides e o fipronil
tiveram maior frequéncia e amplitude em abelhas coletadas proximas a plantagdes de cana-de-
acucar e pomares de laranja no noroeste de Sao Paulo e outras regides agroindustriais do pais.
A abelha africanizada (4pis mellifera) e a abelha nativa jatai (Tetragonisca angustula) sao as
espécies mais prejudicadas. Esses agrotoxicos sistémicos sdo os principais mecanismos de

morte em massa e desaparecimento das abelhas no Brasil, segundo esta pesquisa.

Palavras-chave: Morte massiva. CCD. Fipronil. Neonicotindides. Apis mellifera.
Tetragonisca angustula.



ABSTRACT: Two major problems in today beekeeping are the mass death and CCD (Colony
Collapse Disorder) of bees, which are causing the world population decline of these species.
In March 2014, an online survey was launched in order to assess the evolution of bee mass
death and CCD events in Brazil. Colony losses happened from January 1%, 2013 to December
31%, 2016 were accepted to be posted in a web survey hosted in <http://www.nobeenofood.
com/beealert>, as well as in apps. for smartphones and tablets, from interested collaborators
to make their registrations. 247 qualified, confirmed and validated participants completed the
questionnaires and were accepted to compose the BEE ALERT application database in that
period. During visits to these apiaries, 38 dead honeybee samples were collected for analyses
of pesticide residues by means of mass spectrometry (UHPLC-MS/MS). Statistical analysis
showed that pesticides are reported as the main cause of mass deaths and CCD in the country.
Total colony loss calculated for the period (2013-2016) was 52.2% with (95% CI 48.3-56.0%)
and mean colony loss was 62.0% with (95% CI 57.9-66.1%). Neonicotinoids and fipronil lead
pesticide lists (37.7%) and Sao Paulo state holds 47% of honeybee casualties in Brazil.
Toxicological analyses showed multiple contamination by fipronil with frequency of 68.4%
and amplitude of (0.5-23.539,7 ng/g), thiamethoxam 42.1% and (0.6-13.6 ng/g), dinotefuran
42.1% and (0.6-205.0 ng/g), imidacloprid 28.9% and (2.4-16.2 ng/g), nitenpyram 5.3% and
(3.8 -7.4 ng/g), acetamiprid 5.3% and (1.3-2.1 ng/g) and thiacloprid 2.6% (1.6 ng/g).
Neonicotinoids and fipronil residues had higher frequencies and amplitude in honeybees
collected near sugarcane plantations and orange orchards in northwest Sao Paulo and other
agro industrial rural landscapes. Africanized honeybee (Apis mellifera) and the native bee
jatai (Tetragonisca angustula) were the most harmed species. These systemic pesticides are
the main mechanisms of mass death and disappearance of bees in Brazil, according to this

research.

Keywords: Mass death. CCD. Fipronil. Neonicotinoids. Apis mellifera. Tetragonisca
angustula.
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1 INTRODUCAO

Dois dos maiores problemas atuais da apicultura sdo, sem davida, a morte em
massa e o desaparecimento ou CCD (Colony Collapse Disorder) das abelhas, que vém
causando a diminui¢do da populagdo mundial das espécies (GILL et al., 2012;
GONCALVES, 2012a, b). Esses fendmenos acontecem simultaneamente em varios paises,
com uma unica excecdo da Australia, onde ndo t€m sido observados (ENTINE, 2013;
MORTON, 2014; ROBERTS et al., 2017), mas sao motivo de grande preocupacdo pelas
autoridades ¢ cientistas do mundo inteiro, inclusive australianos (KRUPKE et al., 2012;
PHILLIPS, 2015).

O fendbmeno CCD foi observado inicialmente no outono de 2006, nos Estados
Unidos (HACKENBERG, 2007; MILIUS, 2007) e paralelamente em alguns paises da Europa
(BIESMEIJER et al., 2006), sendo hoje identificado em vérios paises em quase todo o mundo
(EASAC, 2015; JOHNSON et al., 2010; SCHACKER, 2008). Por muitos anos, apicultores e
meliponicultores registravam perdas de coldnias, porém no outono/inverno de 2006 as perdas
foram muito altas, entre 30 e 90%, e os cientistas ndo conseguiam entender o fendmeno
(VANENGELSDOREP et al., 2007).

Nos Estados Unidos o nimero de colonias caiu de 5,9 para 2,4 milhdes de 1947 a
2005 (NAS, 2007; NASS, 2008). Ja& os autores vanEngelsdorp et al. (2008), registraram
perdas durante o inverno de 2007 para 2008 de aproximadamente um milhdo de colonias de
abelhas Apis mellifera em 23 estados americanos, com médias que oscilaram entre 7 e 56%
(JOHNSON, 2010; VANENGELSDORP et al., 2008).

Na Europa o numero de colonias de abelhas Apis mellifera foi reduzido de 21
milhdes na década de 80 para 15 milhdes em 2010 (VAN DER ZEE et al., 2012; 2013; 2014),
ou 25% entre 1985 e 2005 (POTTS et al., 2010b).

Desde entdo, a morte e o desaparecimento das abelhas foram motivos de
pesquisas, preocupacdes e prejuizos, inclusive no Brasil (DE JONG, 2010; DE JONG;
MESSAGE, 2008; GONCALVES, 2012a, b; IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2012,
MALASPINA et al., 2008; MALASPINA; SOUZA, 2008; MESSAGE, 2010; PIRES et al.,
2016).

Na América do Sul, Antinez et al. (2017) publicaram artigo sobre as perdas de
coldnias no Uruguai nos anos de 2013-2014 e registraram perda média anual de 28,6%.

Dentre todas as plantas angiospermas (que tém as sementes cobertas por um fruto



18

e se reproduzem através das flores) presentes na natureza, 87,5% utilizam os servigos de
polinizagdo feitos por animais (OLLERTON et al., 2011).

Os polinizadores sdo responsaveis por 75% das espécies agricolas cultivadas para
a produgdo de alimentos em 200 paises (IPBES, 2016; KLEIN et al., 2007; ROCHA, 2012),
além das areas de vegetacdo ndo cultivadas como florestas, matas nativas, bosques e parques e
pela grande biodiversidade da flora (EASAC, 2015).

Sabe-se que das mais de 100 espécies de culturas que fornecem 90% da oferta de
alimentos para 146 paises, 71 sdo polinizadas por abelhas (FAO, 2005). A diminui¢do do
niumero de colonias de abelhas estd impactando negativamente a atividade apicola, o
agronegocio e os ecossistemas nos Estados Unidos, na Franca e em outros paises (ALIX;
VERGNET, 2007; ELLIS et al., 2010; JOHNSON, 2010; SOARES et al., 2015).

Estamos vivenciando uma crise mundial da apicultura devido ao declinio das
abelhas polinizadoras e uma iminente crise alimentar no proximo século € prevista
(ALEXANDRATOS; BRUINSMA, 2012; BROWN, 2003), com a populagdo mundial
contabilizando mais de 9,0 bilhdes de habitantes até 2050 ¢ com as mudangas climaticas
desestabilizando os processos agricolas (BROWN, 2003; FAO, 2010). Portanto, ¢ notorio o
papel que as abelhas desempenham na polinizacdo das plantas, sendo fundamental sua
importancia na superacdo da crise de alimentos (CALDERONE, 2012; KLEIN et al., 2007).

Embora haja uma grande controvérsia sobre as principais causas do aparecimento
do CCD (STOKSTAD, 2007), varios sdo os fatores apontados como causadores desse
fendmeno, como os acaros, os virus, os fungos, as mudancas climdticas, o stress ambiental e
alimentar e com bastante destaque nos ultimos anos vem se consolidando a ideia de que a
principal causa sejam os agrotdxicos utilizados indiscriminadamente na agricultura (IBAMA,
2017; SANCHEZ-BAYO, 2014; SANCHEZ-BAYO et al., 2016). Os inseticidas sistémicos
neonicotinoides, disponibilizados comercialmente a partir de 1991 (GOULSON, 2013;
KOLLMEYER et al., 1999; TOMIZAWA; CASIDA, 2011) e o fipronil, inseticida sistémico
pertencente ao grupo quimico dos pirazois (PPDB, 2016; TINGLE et al., 2003) sao altamente
toxicos e quando usados em plantagdes proximas a apidrios causam a morte ¢ desordens
comportamentais nas abelhas (HENRY et al., 2012a, b; LU et al., 2014).

Devido a esse aumento na frequéncia de casos de CCD e morte de abelhas no
mundo (POTTS et al., 2010a) e no Brasil (GONCALVES, 2012a, b), foi criada em 2013, na
UFERSA - Universidade Federal Rural do Semi-Arido, pelo CETAPIS-RN — Centro
Tecnoldgico de Apicultura e Meliponicultura do Rio Grande do Norte, uma campanha de

protecdo as abelhas, BEE OR NOT TO BE, que se tornou internacional ao ser langada também
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no 43" International Apicultural Congress — APIMONDIA 2013, em Kiev, na Ucrania e no
XI Congreso Latinoamericano de Apicultura — FILAPI 2014, em Puerto Iguazu-Misiones,
Argentina (GONCALVES, 2014).

Esta campanha tem como objetivos conscientizar a populagdo sobre a importancia
das abelhas para o homem e o meio ambiente; mobilizar as liderancas do pais para uma
atitude imediata de apoio as a¢des que investiguem, identifiquem e combatam as causas do
desaparecimento (CCD) e morte das abelhas; langar um documento formal de apoio a causa

das abelhas, o Manifesto em Favor a Protecdo as Abelhas, que pode ser assinado no website

<http://www.semabelhasemalimento.com.br>; posicionar a apicultura e a meliponicultor
como um elo fundamental na cadeia produtiva agricola, repercutindo a ideia de que a
aplicagdo dos conceitos de sustentabilidade no campo deveria passar pelo respeito aos seus
principais polinizadores, as abelhas; levar conceitos propositivos de como o apicultor,
meliponicultor, pesquisador ou cidaddo pode ajudar a proteger as abelhas (GONCALVES;
CASTILHOS, 2015a, b).

Ao atingir 23 mil assinaturas, em 2014, o manifesto foi entregue ao MMA -
Ministério do Meio Ambiente e ao IBAMA - Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (GONCALVES, 2015).

Assim, a analise dos dados sobre morte e desaparecimento de abelhas ocorridos
no pais, utilizando-se do aplicativo eletronico BEE ALERT, disponivel no website:
<http:www.semabelhasemalimento.com.br/beealert> (GONCALVES; CASTILHOS, 2015a,
b) permitird testar a hipdtese que uso indiscriminado dos agrotoxicos, com énfase nos
inseticidas neonicotindides e fipronil, € o principal causador das mortes e desaparecimentos

de coldnias de abelhas no Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar as ocorréncias de morte ou desaparecimento de abelhas no Brasil,

mediante o uso do aplicativo BEE ALERT.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Identificar as caracteristicas e as possiveis causas de morte ou desaparecimento das
abelhas nas ocorréncias constantes no banco de dados do aplicativo BEE ALERT.
Estimar as localiza¢des, frequéncias, espécies de abelhas atingidas, causas das
ocorréncias, tipos de agrotoxicos, perdas de coldnias, prejuizos financeiros, ambientais
e sociais.

Identificar as areas de incidéncia das ocorréncias, suas correlagdes com as culturas
agricolas regionais e o tipo de pasto apicola.

Identificar e quantificar por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia e
espectrometria de massas (UHPLC-MS/MS) os residuos de neonicotindides e fipronil

em amostras de abelhas mortas, coletadas durante visitas aos locais das ocorréncias.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 POLINIZACAO E POLINIZADORES

Polinizacdo ¢ a transferéncia de pdlen entre as partes masculina e feminina das
flores, permitindo assim a fertilizagdo e a reproducao vegetal (EDWARDS; WRATTEN,
1981). 87,5% das plantas silvestres angiospermas, aproximadamente 308 mil espécies
(OLLERTON et al., 2011), dependem de alguma maneira de um vetor animal, denominado
polinizador, para transferir o pélen e se reproduzirem (KLEIN ef al., 2007). Outros meios de
polinizagdo natural também sdo possiveis como a autopolinizagdo, o vento e a agua (FAO,
2005; MICHENEAU et al., 2008; WILLIAMS, 1978).

Neste inicio de século, os polinizadores e seus servigos de polinizagdo tém sido de
grande interesse para varios setores da atividade humana. Tudo isso porque se percebeu que
esses animais, em especial as abelhas, prestam um servigo inigualavel, gratuito e de grande
valor para a agricultura e os ecossistemas. Ocorre que acontecimentos antropicos € naturais
tém concorrido para o declinio desses polinizadores. Mudangas climaticas e ameacas
resultantes da a¢do do homem modificando o meio ambiente tém causado uma queda
vertiginosa na abundancia dos organismos polinizadores (WATSON, 2016).

A importancia econdmica, social e ambiental desses polinizadores ¢ indiscutivel.
Sabe-se que 75% das plantacdes destinadas a alimentacdo e 90% de todas as plantas
angiospermas sdo visitadas por polinizadores. Por isso, sua conservagdo se torna critica

(CONTIERO; ACHTERBERG, 2017; KLEIN et al., 2007). Diz Silva (2016):

Os servigos de polinizacdo sdo um “aporte para a agricultura”, pois garantem a
produgdo de alimentos. Todos os envolvidos no setor agricola, especialmente a
agricultura familiar e o pequeno e médio empreendimento agricola ao redor do
mundo se beneficiam desses servigos. Aumentando a densidade populacional desses
polinizadores e sua diversidade, os resultados positivos na produgdo de culturas
agricolas serdo imediatos, promovendo seguranca nutricional e alimentar. Desta
maneira, priorizar a polinizagdo agricola é importante para se atingir as metas de
desenvolvimento sustentavel e ajudar a agricultura familiar a se adaptar as mudancas
climaticas (SILVA, 2016; FAO, 2016b; traducdo do autor).

Segundo relatorio do IPBES (2016), os valores dos polinizadores e da polinizagao
podem ser mensurados. Entende-se por valor tudo aquilo que, objetiva ou subjetivamente,
acrescenta algo ao objeto da pesquisa, seja tangivel, fungivel ou nio (DIAZ et al., 2015).
Nove topicos relatam esses valores como segue:

1. Os polinizadores desempenham papel vital na natureza com a regulagdo dos servigos

aos ecossistemas, pois cerca de 90% das plantas com flores dependem dele para se

reproduzirem (PRICE et al., 2011).
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. Mais de 75% das culturas agricolas dependem dos polinizadores para o aumento da
produgdo ou o melhoramento da qualidade dos produtos. Do volume da produgdo
agricola anualmente comercializado no mundo, sabe-se que 35% dependem
diretamente dos polinizadores (CONTIERO; ACHTERBERG, 2017; KLEIN et al.,
2007; RICKETTS et al., 2008).

O valor de mercado global da produ¢do anual de alimentos, estimada em até 8%, que ¢
diretamente dependente dos polinizadores, gira em torno de 577 bilhdes de dodlares
americanos (FAO, 2016b; IPBES, 2016; LAUTENBACH et al., 2012). Nos Estados
Unidos, em 2010, os polinizadores contribuiram com um valor agregado ao produto de
29 bilhodes de dolares (CALDERONE, 2012). Na Europa, no ano de 2015, o valor
estimado do servigo de polinizagdo foi de 14,6 bilhdes de euros (EASAC, 2015). No
Brasil, os polinizadores contribuem com cerca de 30% do valor anual da produgdo
agricola, aproximadamente 12 bilhdes de dolares americanos, quando a produgao
anual das culturas agricolas dependentes da polinizagdo foi de 45 bilhdes de dolares
americanos (GIANNINI et al., 2015).

. A importancia da polinizacdo animal se reflete na contratacdo de mao de obra para a
agricultura, representando a criacdo de emprego e renda para milhdes de pessoas, tanto
em paises desenvolvidos, quanto em paises em desenvolvimento (CHAPLIN-
KRAMER et al., 2014; FAO, 2015; USDA, 2014).

Os polinizadores sdo importantes contribuidores para a satide humana e animal, pela
disponibilizagdo de nutricdo adequada, dietas mais saudaveis, fibras e abrigo
(CALDERONE, 2012; FAO, 2016a).

. A maioria dos polinizadores sdo silvestres e mais de 20 mil espécies de abelhas
polinizam 90% das flores; moscas polinizam 30% e o restante como borboletas,
mariposas, vespas, besouros, lacerdinhas (thrips), mosquitos, gorgulhos, passaros,
répteis, morcegos, primatas, marsupiais e roedores polinizam 6%. Dentre as abelhas
polinizadoras incluem-se as meliferas, as mamangavas, as sem ferrdo e as solitarias.
Em nivel global sabe-se que existem 81 milhdes de colonias de abelhas meliferas
manejadas, que produzem cerca de 1,6 milhdes de toneladas de mel anualmente
(IPBES, 2016; KLEIN et al., 2007).

Como as polinizagdes entre as culturas ndo sdo exatamente iguais umas as outras e
algumas tém seus polinizadores especificos, sabe-se que a diversidade dos vetores
contribui para o aumento da produgdo agricola, tanto quanto mais abundante for essa

variedade (FAQ, 2005; POTTS et al., 2010a; FRUND et al., 2013).
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8. Outros beneficios da polinizagdo e dos polinizadores além da producdo de alimentos
sdo: a medicina, os biocombustiveis, as fibras, os materiais de construgdo, os
instrumentos musicais, as artes e artesanatos, as atividades recreativas, a religido, as
tradi¢des, a tecnologia e a educagdao (DAILY, 1997; DAILY et al., 1997; CUNHA et
al., 2014; CASTILHOS, 2014; VILLAS-BOAS, 2012).

9. A qualidade de vida também se beneficia dos polinizadores e da polinizacdo.
Interagdes entre entidades publicas e privadas, congressos € convengdes, associagdes €
comités, fazem parte dessas relagdes sociais (FAO, 2015).

Apesar de todos esses servigos gratuitos fornecidos pelos polinizadores, as
evidéncias indicam que o declinio dessa populacdo ¢ uma realidade em todo o planeta (FAO,
2005). Além da polinizacdo da flora nativa, a demanda por polinizadores na produgdo de
alimentos vem crescendo nos ultimos 20 anos e com a redugdo dessa populagdo, cuidados
devem ser urgentemente tomados para que um colapso dos polinizadores ndo se concretize
(BREEZE et al., 2011).

No Brasil, poucos estudos tém sido feitos sobre o declinio dos polinizadores e
suas consequéncias para o futuro (FREITAS; PINHEIRO, 2012; ROCHA, 2012; SILVA et
al., 2015). A adogdo de técnicas gerenciais com foco na protecdo aos polinizadores e seus
servigos, que agregam valor aos ecossistemas e aumentam a produtividade das praticas
agricolas tradicionais devem ser estimuladas (GIANNINI ez a/., 2015).

As politicas publicas de protecdo aos polinizadores podem ser conhecidas no
Oficio n.° 51/2015/DQAM/SMCQ/MMA, de 29 de junho de 2015, “Resposta a Peticao pela
Protecdo as Abelhas, Dossié da Campanha SEM ABELHA SEM ALIMENTO, da
Organizacdo BEE OR NOT TO BEE, que relata os resultados aferidos pelo aplicativo BEE
ALERT” (MMA — MINISTERO DO MEIO AMBIENTE, 2015) (ANEXO I).

3.2 AS ABELHAS

Dentre todos os polinizadores disponiveis na natureza as abelhas sdo os seus
maiores ¢ melhores representantes (POTTS et al., 2010a). Elas polinizam 75% de todas as
plantacdes agricolas, sendo responsaveis diretas por 35% das colheitas agricolas anualmente
(CONTIERO; ACHTERBERG, 2017; KLEIN et al., 2007; USDA, 2014).

Dentre as mais de 20.230 espécies de abelhas catalogadas temos varios géneros,
espécies e subespécies que cumprem a funcdo de polinizacdo de todas as plantas

angiospermas do planeta (ASCHER; PICKERING, 2017). As abelhas sdo responsaveis por
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aproximadamente 90% da polinizagdo de mais de 352 mil espécies de plantas floriferas
(WATSON, 2016).

Klein et al. (2007) estudaram o comportamento dos polinizadores em um
experimento de campo e concluiram que das 107 culturas agricolas observadas, as abelhas
meliferas manejadas ou silvestres, abelhas sem ferrdo, abelhas solitdrias e mamangavas
polinizavam 35 dessas culturas (32,7%).

Segundo Michener (2000), as abelhas podem ser agrupadas quanto as suas
caracteristicas de varias maneiras:

* Nativas ou exdticas

* Meliferas ou ndo meliferas

e Solitarias na maioria (Centris spp., Eulaema spp., Tetrapedia spp., Eufriesea spp.,
etc.), eussociais (4pini, Meliponini) e semissociais (Bombini, Halictinae, Xylocopinae)

* Generalistas, todas as abelhas sociais e a maioria das abelhas solitarias, pois visitam
todas as flores disponiveis em busca de néctar e pdlen

* Especialistas (minoria das abelhas solitarias), que visitam exclusivamente flores de
algumas poucas plantas.

Essa caracteristica de inter-relagdo entre planta e abelha ¢ de vital importancia,
pois a diversidade e abundancia das abelhas na condicdo de maiores e melhores
representantes dos polinizadores, pois servem como bioindicador da satide do bioma,
confirmando que os ecossistemas estdo em equilibrio sustentavel (COUVILLON;
RATNIEKS, 2015; KEVAN, 1999; ROLLIN et al., 2016).

O desequilibrio percebido pela morte em massa e desaparecimento de colonias de
abelhas devido ao uso indiscriminado de agrotoxicos nas culturas agricolas, com énfase nos
inseticidas sistémicos neonicotindides e fipronil, devem ser medidos e analisados para se
confirmar contaminagdes letais e subletais a esses insetos indispensaveis a manuten¢do do
equilibrio sustentavel dos ecossistemas (EASAC, 2015; EFSA, 2015a, b, c; EFSA, 2016a, b;
WOOD; GOULSON, 2017).

3.3 0S AGROTOXICOS
As designagdes para produtos que combatem as pragas sdo motivo de duavidas e
questionamentos ao leigo. Cabe discorrer sobre o assunto formando uma linha de raciocinio

até chegarmos ao objetivo final que ¢ explicar da melhor maneira possivel o que sdo os

agrotoxicos (NPIC, 1999).
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Internacionalmente a denominacao pesticide (pesticida, praguicida) ¢ mais usada

na literatura cientifica ou técnica. A OMS — Organiza¢do Mundial da Saude diz:

Pesticidas s3o componentes quimicos usados para matar pragas, incluindo insetos,
roedores, fungos, plantas indesejaveis (ervas daninhas). Pesticidas sdo usados em
saude publica para matar vetores de doencas, como mosquitos e na agricultura para
matar pragas que danificam as plantagdes. Por sua natureza, os pesticidas sdo
potencialmente toxicos aos outros organismos, inclusive aos humanos, precisam ser
usados com seguranga e descartados adequadamente (WHO, 2015; tradugdo do
autor).

Os pesticidas podem ser classificados de acordo com as pragas que eles combatem
(US-EPA, 2014):

* acaricidas: produtos que combatem os acaros

* Dbactericidas: produtos que combatem as bactérias

* fungicidas: produtos que combatem os fungos

* herbicidas: produtos que combatem as ervas daninhas

* inseticidas: produtos que combatem os insetos

* nematicidas: produtos que combatem os nematoides

* rodenticidas: produtos que combatem os roedores

* moluscicidas: produtos que combatem os moluscos.

O termo pesticide difere de agrochemical pelo fato de que a este Gltimo também
estdo incluidos os inibidores, os desfolhantes, os dessecantes e os fertilizantes usados na
producdo agricola (US-EPA, 2016).

Na lingua portuguesa, com caracteristicas fonéticas brasileiras, o termo
“agroquimico” também ¢ usado (PERES; MOREIRA, 2003), mas prevalece o termo
“agrotoxico” (BRASIL, 1989). Segundo a legislagdo brasileira que dispde sobre os
agrotoxicos, lei n°® 7.802, de 11 de julho de 1989, no seu artigo 2°, para os efeitos da lei,

consideram-se:

I - agrotoxicos e afins:

a) os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou
biologicos, destinados ao uso nos setores de produgdo, 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 composic¢do da flora ou da fauna,
a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos;

b) substancias e produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes,

estimuladores e inibidores de crescimento;



26

IT - componentes: os principios ativos, os produtos técnicos, suas
matérias-primas, os ingredientes inertes e aditivos usados na fabricagdo de

agrotoxicos e afins (BRASIL, 1989).

Historicamente tem-se conhecimento do uso de agrotdxicos hd mais de 3.000 anos
onde sumérios, gregos € romanos mencionavam o uso de produtos quimicos inorganicos
como o enxofre e o arsénio no combate a insetos e pulgdes que atacavam as plantagdes de
trigo. Dai até os dias atuais usou-se uma sucessdo de compostos altamente toxicos como o
chumbo, o cobre e o mercurio; principios ativos naturais a base de nicotina, extraida do
tabaco (Nicotiana tabacum), de piretrina, derivada do crisantemo (Chrysanthemum
cinerariaefolium), uma espécie de margarida, e da rotenona extraida da casca e raiz do cipd-
timbo (Derris elliptica) (BRAIBANTE; ZAPPE, 2012; CARSON, 1962).

O periodo entre a Primeira e a Segunda Guerra Mundial foi de intensa atividade
na pesquisa de produtos quimicos que ndo tivessem os efeitos devastadores, para ambos os
lados, dos gases venenosos usados durante a Primeira Guerra. Com a conclusdo de que “o que
mata gente, também mata insetos”, comecaram a surgir novas formulas de inseticidas. A
Bayer criou os ésteres do acido fosférico que mais tarde deu origem ao Parathion (MATIAS,
2011). Com o advento da Quimica Organica para fins bélicos durante a Segunda Guerra
Mundial, os compostos a base de carbono (C) passaram a fazer parte dos novos inseticidas
sintéticos.

O marco da inovacdo no combate as pragas, o DDT (diclorodifeniltricloroetano),
foi sintetizado pela primeira vez pelo quimico austriaco Othmar Zeidler (1874) e por ndo ter
encontrado utilidade pratica para seu invento conservou a formula desconhecida por 65 anos.
Foi quando em 1939, o sui¢o Paul Herman Miiller trabalhando para a Geigy e pesquisando
sobre trabalhos anteriores utilizou a formula para combater o mosquito causador da malaria
(Anopheles sp.), que até hoje vem prejudicando a satide humana.

Com essa redescoberta, Miiller (1948) ganhou o Prémio Nobel (CARSON, 1962;
MATIAS, 2011). Esse composto quimico classificado como “organoclorado” ¢ sintetizado
através da reacdo quimica entre o cloral e o clorobenzeno, usando-se o 4cido sulfirico como
catalisador da reagdo. O DDT (Figura 1a) ¢ s6lido em condigdes normais de temperatura e
pressdo, insoliivel na agua, soltivel em lipidios e de odor leve. Comegou a ser usado em 1943,
durante a Segunda Guerra Mundial, para combater as infesta¢cdes de piolhos nos soldados
americanos em missdes na Europa, Africa e Asia (BRANCO, 2013). De 1943 até 1958 o

DDT reinou absoluto no mercado de inseticidas mundial, passando a ser chamado de
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inseticida “salva-vidas”. De facil manejo, sem efeitos colaterais imediatos e resultados

rapidos, foi saudado como a salvacgdo contra os insetos pragas.

Figura 1 — Estrutura molecular dos compostos primarios organoclorados
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Fonte: MAJID, 1996.

A partir dos anos 50 comegaram as observacdes e as pesquisas sobre o DDT e
seus correlatos, o BHC (ciclodienos) (Figura 1b) e o HHC (benzenoclorados ou ciclohexanos)
(Figura 1c). Comegou-se a perceber resisténcias de insetos aos efeitos desses agrotodxicos,
efeitos colaterais cronicos, residuos em todos os 6rgaos do corpo humano, inclusive no leite
materno (SMITH, 1999), mortes de insetos, padssaros e peixes ndo alvos dos inseticidas,
culminando com o langamento do livro de Rachel Carson, “Primavera Silenciosa”, em 1962,
em que a bidloga denunciava o DDT como o “elixir da morte” (JARDIM; ANDRADE, 2009).

A proibi¢ao do uso do DDT aconteceu paulatinamente em varios paises. Na Suica,
pais de origem, seu uso nunca foi autorizado, desde 1939; na Suécia e Finlandia, em 1970 e
nos Estados Unidos foi banido em 1972 (WHO, 1979).

No Brasil, foi banido para a agricultura em 1985 (BRASIL, 1985), mas somente
em 2009 o DDT teve sua fabricacdo, importagdo, exportacdo, manutencdo em estoque,
comercializa¢do e uso proibidos pela Lei n°. 11.936 de 14 de maio de 2009 (BRASIL, 2009).

Em maio de 2001, 91 paises e a Comunidade Europeia assinaram um tratado em
Estocolmo, para banir 12 poluentes organicos persistentes, os chamados "dlzia suja". Foram
proibidos nove no total. Para o DDT, o tratado permitiu a sua utilizacdo na borrifagao
intradomiciliar para fins de satde publica, mas apelou para a sua gradual eliminagdo. A
isengdo do DDT, que tinha sido contestada por grupos ambientalistas, mas apoiada por
infectologistas (pesquisadores da maléria e outras doengas infectocontagiosas), permitiu que

paises dependentes do DDT continuassem a uséd-lo. Mas a orientag¢do do tratado de Estocolmo
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foi de desencorajar o fornecimento de recursos financeiros para a producdo de DDT
(ROSENBERG, 2004).

Os agrotoxicos podem ser classificados de acordo com os grupos quimicos que as
moléculas pertencem e de acordo com as suas toxicidades. Quanto aos seus grupos quimicos
os mais conhecidos, ja banidos ou ainda usados, at¢ o momento sdo os organoclorados,
organofosforados, carbamatos, piretrdides, neonicotinoides e pirazais.

Os organoclorados tém como principais compostos primdrios o cloral, o
clorobenzeno, os ciclodienos e o ciclohexanos. Dessas matrizes se originam o DDT
(diclorodifeniltricloroetano), o BHC (lindane), o HHC (aldrin) e seus metabolitos, que sdo
compostos organicos que apresentam atomos de cloro (Cl) nas ligacdes covalentes da
molécula aromatica. Sdo compostos extremamente toxicos com grande facilidade de se
acumular na cadeia alimentar proporcionando uma contaminacdo cronica, isto ¢, demoram
meses € até anos para que os efeitos maléficos da contaminagdo se manifestem no organismo
(MAIJID, 1996; PERES; MOREIRA, 2003).

Os organofosforados (Parathion, Malathion, Orthene e Bidrin) sdo ésteres
(substancias resultante da reacdo de um 4acido organico e um alcool) do acido fosforico.
Apresentam menor toxicidade quando comparados com os organoclorados, porém o modo de
contaminacdo se da através de todos os meios possiveis nos seres vivos (mucosas, respiragao,
ingestdo e contato com a superficie externa do organismo vivo). Nao sdo cumulativos, sdo
insoliiveis em agua, mas seus efeitos maléficos se manifestam imediatamente no organismo
com toxicidade aguda (HARGREAVES, 2007; SINHA; SHARMA, 2003).

Os carbamatos (Carbaryl, Methomil e Furadan) sdo ésteres do acido carbamico.
Os carbamatos sdo na maioria das vezes sintetizados a partir dos organofosforados; de
toxicidade aguda média, apresentam baixa intensidade de acumulagdo no meio ambiente,
insoliiveis em agua e pouca absor¢do pelos mamiferos. Geralmente sao usados para manter as
colheitas de grdos livres de insetos quando estocados por um longo periodo (HARGREAVES,
2007; MAJID, 1995).

Os piretroides (Ripcord, Talcord, Belmark) sdo produtos quimicos sintetizados a
partir do principio ativo da “piretrina”, natural da flor da espécie Chrysanthemum
cinerariefolium e ¢ um éster do acido crisantémico. Os piretroides sdo altamente toxicos aos
insetos aéreos e por sua caracteristica de alta solubilidade em 4gua se tornam extremamente
mortais a todos os animais aquaticos (HARGREAVES, 2007; MAJID, 2000).

Os neonicotindides compdem a nova geragdo de agrotoxicos sintéticos.

Atualmente s3o utilizados comercialmente sete produtos desse grupo quimico: acetamipride,
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clotianidina, dinotefuran, imidaclopride, nitenpiram, tiaclopride e tiametoxam (JESCHKE et
al., 2011). Seus indices de contaminagdo sdo extremos e suas toxicidades sdo até 10.000 vezes
mais letais que o DDT (BONMATIN, 2009; GOULSON, 2013). Esses agrotoxicos
contemporaneos podem penetrar € permanecer na planta através de seus sistemas floémico
(que conduz os nutrientes das folhas para a raiz) e xilémico (que conduz os nutrientes da raiz
para as folhas). Por serem compostos sist€émicos, isto €, quando aplicados se espalham por
todo o organismo vegetal, contaminam todos os animais que as visitam, sejam eles pragas,
polinizadores, coletores de polen, néctar, resina, seiva, raizes, folhas, flores, frutos ou
sementes. H4 uma preocupacdo crescente com respeito aos inseticidas neonicotindides ndo
somente pela sua acdo fatal aos polinizadores (PISA et al., 2015), mas também aos outros
seres vivos, como 0s que vivem em ambientes aquaticos (LIESS; VON DER OHE, 2005;
MORRISSEY et al., 2015; SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2012).

Os pirazois pertencem a familia dos 1,2-azdis. Azo6is sdo heterociclicos
aromaticos pentagonais contendo um ou mais atomos de nitrogénio (N) (DAVIES, 1992) e
dentro do contexto deste trabalho temos como seu maior representante o fipronil (fenilpirazol)
que também ¢ um inseticida sistémico. Age do mesmo modo que os neonicotindides
penetrando nos sistemas floematico e xilematico das plantas. E muito usado como inseticida
preventivo de pulverizacdo foliar ou aplicado nos sulcos da terra antes que as sementes sejam
plantadas. Desta maneira a planta passa a ter uma prote¢do sistémica preventiva contra as
pragas antes mesmo que elas eventualmente surjam (SIMON-DELSO et al., 2015).

Quanto a sua toxicidade em humanos, os agrotoxicos podem se classificar como:
classe 1 (extremamente toxicos), classe 2 (altamente toxicos), classe 3 (moderadamente
toxicos) e classe 4 (pouco toxicos) (Tabela 1). O indice de toxicidade ¢ apresentado conforme
o seu DLsy (dose letal, 50%), que ¢ a capacidade que uma determinada substancia tem de
exterminar com pelo menos 50% da populagdo que estd sendo exposta (BRAIBANTE;

ZAPPE, 2012).

Tabela 1 — Classificacao dos agrotoxicos quanto a toxicidade em humanos

Classe Toxicidade DLsy (mg/kg)
I Extremamente toxico <5
11 Altamente toxico Entre 5 e 50
111 Mediamente toxico Entre 50 e 500
v Pouco téxico Entre 500 ¢ 5.000

Fonte: Peres; Moreira, 2003.

Quanto ao modo de intoxicagdo, os agrotoxicos podem interagir com o organismo

animal através da mucosa bucal, por via oral ou respiratéria, pelo contato com a pele ou
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exoesqueleto e outras vias interorganicas como a pinocitose, a membrana placentaria ou a

membrana encefalica (Figura 2) (TOCCHETTO, 2014).

Figura 2 — Mecanismo de interacdo entre o agente toxico € o organismo animal exposto
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Fonte: Tocchetto, 2014.

Segundo Spadotto et al. (2004), o Brasil consumia anualmente mais de 300 mil

toneladas de agrotoxicos, dos quais 130 mil toneladas eram de principios ativos agregados aos

produtos comercializados. Constataram que de 1965 até 2004 o consumo nacional de

agrotoxicos cresceu em 700% sendo que a area agricola cresceu somente 78%. Em 2014 esse

consumo agricola ultrapassou um milhdo de toneladas e em média 5,2 quilos per capita de

agrotoxicos foram usados (INCA, 2015; RIGOTTO et al., 2014).

3.4 OS INSETICIDAS SISTEMICOS

Os inseticidas sistémicos sdo os agrotoxicos mais usados atualmente para o

controle de pragas. Eles dominam aproximadamente um ter¢o (1/3) do mercado mundial de

inseticidas em termos monetarios (dados de 2010) (SIMON-DELSO et al., 2015) ¢ 30% do

consumo mundial de agrotoxicos (JESCHKE et al., 2011).
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Os inseticidas sistémicos sdo aplicados de varias maneiras, como revestimento de
sementes, imersdes, pulverizagdes foliares, aplicagdes nos sulcos do solo antes do plantio e
injecdes nos caules e troncos. Sdo usados para o controle de pragas em intimeras culturas
agricolas, no estoque de grdos, na horticultura, nos reflorestamentos, na silvicultura e na
conservagdo da madeira. Também sdo amplamente usados para controlar doengas causadas
por insetos e vetores em animais domésticos, na aquicultura, no controle de pragas e insetos
urbanos (SIMON-DELSO et al., 2015).

Esses compostos altamente tdxicos, também potencializam seus efeitos quando
misturados a outros agrotoxicos, fendmeno que ndo tem sido considerado pelos usuarios,
apesar de que o modo de acdo, o sinergismo e os mecanismos toxicos de agdo estejam sendo
cientificamente documentados (DANIELE et al., 2018; GEWEHR, 2012; IWASA et al.,
2004; KILJANEK et al., 2017; SATCHIVI; SCHMITZER, 2011).

Por serem persistentes no solo, soltiveis em agua, de facil manejo, com menor
custo/beneficio e altamente eficientes, os inseticidas sistémicos ganharam mercado e
notoriedade no agronegécio e em milhares de experimentos e artigos cientificos. Yamamoto

et al. (2000) concluiram que:

Os inseticidas sistémicos aplicados via tronco (com pincel, abaixo dos ramos
primarios) podem ser utilizados para controle de pragas, principalmente insetos
sugadores, sendo uma opg¢do mais seletiva aos inimigos naturais, pelo modo de
aplicagdo (seletividade ecologica) e de efeito residual mais prolongado quando
comparada a aplicacdo de copa, sendo portanto adequado ao manejo integrado de
pragas dos citros (YAMAMOTO et al., 2000).

Sanches et al. (2009) concluiram que “os resultados positivos na utilizagdo de
inseticidas sist€émicos no controle de insetos em mudas citricas alcan¢aram eficiéncia entre 95
e 100%”. Os estudos comprovam a altissima eficiéncia dos inseticidas sistémicos para a
melhoria da produtividade agricola, mas a seletividade dos organismos a serem combatidos 0s
tornam questiondveis, pois sua a¢do ¢ devastadora também para os organismos nao alvos e
para o meio ambiente. Os efeitos negativos do uso dos inseticidas sistémicos sobre os biomas
e seus organismos: populacdes, comunidades e ecossistemas, ainda sdo pouco conhecidos
(BERNHARDT et al., 2017; CHANGNON et al., 2015; KOHLER; TRIEBSKORN, 2013).

A demanda mundial cada vez maior pelo uso em carater preventivo desses
inseticidas sistémicos, extremamente eficientes contra os insetos (DOUGLAS; TOOKER,
2015), tem preocupado os cientistas quanto aos seus efeitos sobre os biomas, pois somente
5% dos seus ingredientes ativos sdo aproveitados pelas plantas e o restante ¢ disperso no meio

ambiente (WOOD; GOULSON, 2017). O uso indiscriminado resultou na contaminagao
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generalizada dos solos agriculturaveis, recursos hidricos, manguezais, vegetagdo ndo alvo,
estuarios e sistemas fluvio-deltaicos, levando a biota exposta de modo letal e subletal a esses
elementos ao declinio e desaparecimento progressivo (CHAGNON et al., 2015; GOULSON,
2013; WHITEHORN et al., 2012).

Embora as autorizacdes de uso desses inseticidas sist€émicos para o mercado
consumidor se faca passar por avaliacdes de riscos ecoldgicos de rotina, os Orgios
regulamentadores ndo sdo capazes de avaliar os riscos nos seus aspectos micro € macro
ecoldgicos, do uso intensivo, peridodico e simultineo de agrotdxicos com inumeras
formulagdes e com multiplos mecanismos de agdo (BERNHARDT et al., 2017; FURLAN;
KREUTZWEISER, 2015). Além disso, numa avaliagdo de risco ecoldgico ndo sao
consideradas as varias interagcdes com outros fatores de stress ambiental (BERNHARDT et al,
2017; VAN DER SLUIIS et al., 2015). Uma vez concedida a autorizagdo de comercializagao
do produto, esta coloca limites para dose e frequéncia permitidas das aplicagdes, mas ndo
coloca limites no total de utilizacdes dos ingredientes ativos, levando o ecossistema ao seu
limite de irreversibilidade (SIMON-DELSO et al., 2015). Além disso, ndao ha, na maioria dos
casos, avaliagdes de exposigdes sucessivas tipicas em bacias hidrograficas, resultando em
superexposic¢des ao longo do tempo (BONMATIN et al., 2003, 2007; LIESS et al., 2013).

Sanchez-Bayo e Tennekes (2017) defendem mudangas drasticas nos protocolos de
avaliagdes dos riscos ecoldgicos dos agrotdxicos, caso contrario vivenciaremos uma
substancial extingdo de espécies nos proximos anos. Furlan et al. (2018) discutem a eficacia
dos neonicotinodides e fipronil no uso agricola, propde alternativas e fazem um resumo das
regulamentacdes para o uso deste inseticidas sistémicos na Europa e em outros continentes.
Krupke ef al. (2017) ndo encontraram beneficios na utilizacdo de sementes de milho tratadas
com neonicotindides em grandes plantagdes do meio oeste norte americano, porém
observaram grande risco para as abelhas e outros organismos ndo-alvos.

Quanto aos mecanismos de agdo, os agrotdxicos sistémicos assim como muitos
dos seus metabolitos toxicos sdo absorvidos pelas raizes e folhas e transportados para todas as
partes da planta, o que torna a planta toxica para os insetos nocivos as culturas agricolas que
estdo sendo tratadas. Os agrotdxicos sistémicos agem na transmissdo neural do sistema
nervoso central dos invertebrados. Os neonicotindides imitam a acetilcolina e se ligam aos
receptores de nicotina-acetilcolina (n4AChRs) agressivamente (JESCHKE; NAUEN, 2008), ao
passo que o fipronil bloqueia os receptores GABA (gamma amino butyric acid) dos canais de
cloro (GUNASEKARA et al., 2007). Todas as duas classes de inseticidas sistémicos

(neonicotindides e fipronil) sdo letais aos organismos alvo, aos organismos ndo alvo e
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desencadeiam uma série de efeitos adversos subletais em invertebrados e vertebrados
(GIBBONS et al., 2014; SIMON-DELSO et al., 2015).

Em decorréncia do uso indiscriminado desses agrotoxicos, as contaminagdes sao
encontradas em todos os ambientes: solo (GOULSON, 2013; TAPPARO et al., 2012), agua
(DELORENZO et al., 2012; HLADIK; KOLPIN, 2015) e ar (KRUPKE et al., 2012;
MARZARO et al., 2011). A contaminagdo ambiental ocorre de todas as maneiras possiveis,
até mesmo pela poeira das sementes a serem plantadas quando elas passaram pelo processo de
revestimento (seed dressing ou coating) (DOUGLAS; TOOKER, 2015; GIROLAMI et al.,
2009, 2012), pela acumulagao ambiental apds sucessivas aplicagdes em areas agriculturaveis
(GOULSON, 2013; KREUTZWEISER et al., 2013), pelo lixiviamento para as aguas de
superficie e lencois freaticos (CHRETIEN et al. 2017, HUSETH; GROVES, 2014;
WETTSTEIN et al. 2016), pela captura dos agrotdxicos por plantas ndo alvo, através de suas
raizes e conduzidos através do sistema xilémico da planta até o pdlen, néctar e fluidos de
gutacdo, pela deriva de pulverizagdo aérea, pelo pdlen e néctar contaminados a partir de
plantas tratadas e através dos ventos ou animais portadores (VAN DER SLUIJS et al., 2015).

A persisténcia destas substincias no solo, cursos de agua e plantas ndo alvo ¢
variavel, mas pode ser longa. A meia vida (DTsg) de alguns agrotoxicos sist€émicos no solo
pode passar de 1.000 dias e em plantas lenhosas podem ultrapassar a um ano (BONMATIN et
al., 2015). Essa combinagdo de exposicao ao longo do tempo e a solubilidade em 4gua tem
causado uma contamina¢ao em larga escala (HLADIK; KOLPIN, 2015).

Rastreamentos dessas contaminagdes por agrotoxicos sistémicos € seus
metabodlitos ndo foram feitos de forma sistematica e adequada, a fim de identificar as
exposigdes em longo prazo, de baixas concentragdes ou as exposi¢des de curto prazo, de
elevadas concentracoes (HLADIK et al., 2014). No entanto, onde as amostras foram
rastreadas, elas foram facilmente encontradas por conter misturas de agrotoxicos sistémicos
(neonicotindides, fipronil e seus metabdlitos).

Além disso, em amostras colhidas nas 4dguas de superficie e no lencgol freatico,
foram encontrados valores superiores aos limites estabelecidos em diferentes paises da
América do Norte e Europa (HLADLIK et al., 2015). No geral, ha fortes indicios de que os
solos, cursos de 4gua e plantas em ambientes rurais e urbanos e areas de drenagem estejam
contaminados com residuos de inseticidas sist€émicos e seus metabolitos (BONMATIN et al.,
2015; DAVID et al., 2016; GIORIO et al., 2017).

Essas concentragdes fatais oferecem intimeras rotas de exposi¢cdes agudas e

crOnicas a uma série de organismos nao alvos (TENNEKES, 2012). Os polinizadores (com
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destaque para as abelhas) estdo em contato direto com esses elementos desde a semeadura,
através da poeira das sementes revestidas, na coleta do polen, do néctar, da gutagdo, da agua e
das resinas. Pesquisas feitas sobre estocagem de alimento em colonias de abelhas em varios
biomas do planeta mostraram que as abelhas sdo sistematicamente contaminadas pelos
inseticidas sist€émicos e seus metabolitos, com concentragdes até 100 ppb, geralmente com
interagdes com outros agrotdxicos, em muitos casos conhecidos por apresentarem sinergismo
com os inseticidas sistémicos.

Existem também as intoxicagdes de outros organismos nao alvos, que habitam os
solos e os ambientes aquaticos, os insetos herbivoros consumidores de ervas daninhas ou
plantas silvestres, que sdo pouco estudados, mas que sdo irremediavelmente expostos a esses
agrotoxicos (BONMATIN et al., 2015; CEREVKOVA et al., 2017; HUSSAIN et al., 2016;
MAUTE et al., 2017; VAN GESTEL et al., 2017).

Invertebrados do solo e da dgua sdo pouco estudados. Para esses, a toxicidade
residual e persistente ¢ muito elevada e pode-se incluir nesses grupos muitas espécies
necessarias para o controle bioldgico de pragas. Para os anelideos, como as minhocas, van der
Sluijs et al. (2015) dizem que a CLsy (concentragdo letal) necessaria para matar pelo menos
50% dos organismos tratados est4 na faixa de 10-100 ppb. Ja Pisa et al. (2015) em 13 estudos
avaliados reportaram um CLsg entre 1,5 a 25,5 ppm para os neonicotindides. Para o fipronil,
dois estudos registraram letalidade em concentragdes 100 vezes menor (MOSTERT et al.,
2002; ALVES et al., 2013). No meio ambiente os inseticidas sistémicos apresentam efeitos
negativos no desenvolvimento de um grande niimero de invertebrados ndo alvos de ambientes
terrestres, aquaticos, manguezais, ambientes marinhos e de substratos de qualquer natureza
(PISA et al., 2015; GIORIO et al., 2017).

Embora os inseticidas sist€émicos possuam caracteristicas unicas, as metodologias
para testd-los ndo foram mudadas, conservando-se padrdes ortodoxos e em consequéncia
surgiram muitos resultados inconclusivos quanto ao seu uso seguro para a agricultura e o
meio ambiente (MAXIM; VAN DER SLUIJS, 2013). Metodologias mais potentes deverdao
ser criadas para satisfazer os perfis toxicologicos desses agroquimicos, que incluam todas as
variaveis intrinsecas e extrinsecas ao processo toxicologico em questdo (PARADIS et al.,
2014; WIEST et al., 2011). Testes desses compostos tém sido feitos regularmente em varios
paises (EPPO, 2010a, b; JESCHKE et al., 2011), entretanto, os riscos associados a presenca
desses agrotoxicos sistémicos a nivel global mostram evidéncias de maleficios a biota exposta

(CHAGNON et al., 2015). As duvidas mais marcantes quanto aos seus efeitos sao:
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* Na maioria dos paises ha pouca ou nenhuma informagao publica sobre qualidades e
quantidades de inseticidas sistémicos, nem onde sdo usados. Dados confiaveis, sobre
quantidades utilizadas, sdo necessarios para uma avaliagdo realista dos estudos de
impactos ambientais (KOHLER; TRIEBSKORN, 2013).

* O rastreamento dos residuos no solo, 4gua e ar sdo extremamente limitados. Apesar de
se conhecer a gravidade do problema, apenas dados muito fragmentados existem sobre
o assunto (HLADIK et al., 2015; MORRISSEY et al., 2015; NUYTTENS et al., 2013;
SANCHEZ-BAYO, 2014).

* Nao se conhece o destino final de todo esse residuo de agrotéxicos sistémicos e seus
metabolitos, portanto ¢ impossivel avaliar o custo ambiental dessa exposi¢do sobre
todos os organismos afetados (SPADOTTO et al., 2004).

* A toxicidade a longo prazo para a maioria dos organismos afetados ainda ¢ pouco
pesquisada (MASON et al., 2014). Pesquisas de toxicidade s6 foram feitas com
poucas espécies de abelhas a nivel mundial e poucos estudos sobre outros
polinizadores, como as moscas das frutas, as borboletas e as mariposas (BRITTAIN et
al., 2010; CHARPENTIER et al, 2014; MULE et al, 2017; PECENKA;
LUNDGREN, 2015). Igualmente, os organismos do solo, como os anelideos e os
nematoides tém sido pouco estudados (DE LIMA E SILVA et al., 2017; VAN
GESTEL et al., 2017). Dentre os vertebrados como os mamiferos, os granivoros e as
aves, sO0 foram estudadas algumas espécies de poucos paises de maior
desenvolvimento econdmico (GIBBONS et al., 2014; TENNEKES, 2012).

* O acumulo de toxicidade devido as exposi¢des lentas e persistentes do meio ambiente
aos inseticidas sistémicos e seus metabolitos ainda ndo foram suficientemente
estudadas e medidas em artigos publicados sobre avaliagdo dos riscos quimicos
(BONMATIN et al., 2015; LYDY et al., 2004).

* Os beneficios agricolas de curto e longo prazo oferecidos pelos inseticidas sist€émicos
ndo sdo amplamente divulgados. Dados de producdo e custo-beneficio ndo se tornam
publicos, do mesmo modo que os dados de consumo (MAINI ez al., 2010; STEVENS;
JENKINS, 2014).

Considerando-se a falta de conhecimento conclusivo sobre os efeitos e
consequéncias dos inseticidas sistémicos, torna-se dificil a perfeita avaliagdo e
dimensionamento dos riscos associados aos biomas afetados (BERNHARDT et al., 2017). Os

seus beneficios também nunca foram claramente demonstrados em sistemas de cultivo, onde
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esses produtos tém sido periodicamente usados. Os inseticidas sistémicos, neonicotindides e
fipronil, representam uma nova fase para a agricultura, evidenciando falhas nos processos de
fiscalizacdo e aprovacdo dos agrotdxicos correntemente usados, que ndo contemplam os
riscos de uso de inseticidas de largo espectro, em grande escala, para manuten¢cdo dos
ecossistemas ¢ servigos (CASTILLO-DIAZ et al., 2017, DOUGLAS; TOOKER, 2015; PISA
etal.,2017; SCHAAFSMA et al., 2016).

Estudos recentes consideram que as aplicagdes de inseticidas sist€émicos nao
oferecem ganho real e at¢é mesmo em certas culturas apresentam prejuizos econdmicos
(STEVENS; JENKINS, 2014). Espera-se que mais ¢ melhores estudos sejam feitos sobre a
viabilidade econdémica dos inseticidas sistémicos a partir do embargo feito pela Unido

Europeia durante dois anos (FURLAN; KREUTZWEISER, 2015).

3.4.1 Os neonicotinoides e o fipronil

A calda de agua com folhas de tabaco, Nicotiana tabacum (Figura 3a), como
inseticida, foi reportada na Europa pela primeira vez em 1690 (TOMIZAWA; CASIDA,
2005). Na América do Norte, Peter W. Yates fez uso pela primeira vez na cidade de Albany,
estado de Nova York em 1814 (BEINHART, 1950). A nicotina foi isolada pela primeira vez
por Posselt e Reimann, (1828). No seu estado puro € incolor, liquida, quase sem odor, de
baixa volatilidade e extremamente toxica. A sua estrutura quimica foi determinada por Pinner

(1893) (UIVARY, 1999) (Figura 3b).

Figura 3 — Plantacdo de tabaco e estrutura molecular da nicotina

Fonte: SOFTPEDIA, 20'13&‘ — Fonte: INFOESCOLA, 2010.

Com a descoberta de outro componente natural do mesmo grupo quimico, a
epibatidina, na pele de um anuro equatoriano (Epipedobates tricolor) (BADIO; DALY, 1994;
SPANDE et al., 1992), foram sintetizados mais dois outros principios ativos, o ABT-594
(Tebaniclina ou Ebaniclina) (DECKER; MEYER, 1999; LLOYD; WILLIAMS, 2000) e o
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desnitroimidaclopride (TOMIZAWA et al., 2000) formando a classe dos nicotinoides. Mesmo
sendo os nicotindides estruturalmente similares aos neonicotindides, eles diferem
notavelmente quanto aos seus efeitos. Com excec¢do da nicotina, que ¢ extremamente toxica, a
epibatidina (Figura 4a) e o ABT-594 (Figura 4b) sdo dois potentes analgésicos. O nicotindide
desnitroimidaclopride (Figura 4c) ¢ um metabolito do neonicotindide imidaclopride

(TOMIZAWA et al., 2000) e também age como analgésico.

Figura 4 — Epibatidina, ABT-594 e desnitroimidaclopride
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Fonte: a) WIKIMEDIA, 2015a; b) SCIENCEPOLE, 2015; ¢) WIKIMEDIA, 2015b.

Os neonicotindides tiveram seu primeiro representante comercial, o
imidaclopride, sintetizado a partir da nitiazina (Figura 5a), molécula fotoinstavel que foi
modificada por Shinzo Kagabu em 1985 (TOMIZAWA; CASIDA, 2011) e continuam sendo
0 Unico grupo quimico de inseticidas desenvolvidos nos ultimos quarenta anos com potencial
mercadologico (TOMIZAWA; CASIDA, 2005). Os neonicotinodides atuais, o ano de registro
das patentes e seus fabricantes sdo:

» Ciclicos (hidrocarbonetos com atomos de carbono estruturados em cadeia fechada):
1) imidaclopride, (1985, Bayer CropScience)
2) tiaclopride, (1985, Bayer CropScience)
3) tiametoxam, (1992, Syngenta)
» Aciclicos (hidrocarbonetos com atomos de carbono estruturados em cadeia aberta):
4) nitenpiram, (1988, Sumitomo Takeda)
5) acetamipride (1989, Nippon Soda)
6) clotianidina, (1989, Sumitomo Takeda/ Bayer CropScience)
7) dinotefuran, (1994, Mitsui Chemicals) (JESCHKE, 2007, 2011).

Os neonicotindides, também podem ser classificados quanto aos seus grupos

quimicos como:

* Nitrometilenos: nitenpiram (Figura 5b)



* N-cianoamidinas: acetamipride e tiaclopride (Figura 5¢) (JESCHKE et al., 2011) e

* N-nitroguanidinas: imidaclopride, tiametoxam, clotianidina e dinotefuran (Figura 5d)

Figura 5 — Estruturas moleculares dos neonicotindides comerciais
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Novos neonicotindides estdo sendo testados ou estdo aguardando os registros das
patentes para serem langcados no mercado mundial. Sdo eles: o sulfoxaflor (2013, Dow
Chemical), ja comercializado na China; o imidaclothiz (patente pendente, ABI Chemicals); o
paichongding (patente pendente, Kwin Company), o cycloxaprid (patente pendente, Rudong
Zhongyi Chemical), guadipyr (2008, Hefei Xingyu Chemical Co. Ltd.) e o flupyradifurone
(2012, Bayer CropScience) (VAN DER SLUIIS et al., 2015).

Os neonicotindides s3o substdncias que agem na sinapse como agonistas nas
aberturas dos canais de cations dos receptores de nicotina-acetilcolina (n4ChRs) dos
invertebrados (CASIDA; DURKIN, 2013). As diferencas entre as estruturas e as propriedades
dos receptores (nAChRs) dos insetos e dos mamiferos explicam a alta seletividade dos
neonicotinodides aos artropodes e a relativa baixa toxicidade aos vertebrados (NAUEN et al.,
1999; TOMIZAWA; CASIDA, 2005). Como resultado a a¢cdo agonista dos neonicotinoides
induz uma excitagdo continua da membrana neuronal, produzindo descargas elétricas que
levam a paralisia e exaustao celular dos insetos.

Por suas caracteristicas seletivas de alta toxicidade aos insetos em minimas
quantidades, com DLs para as abelhas na ordem de 5 ng/abelha e uma CLs entre 5-10 ppb
(SUCHAIL et al., 2000), os neonicotindides sdo os inseticidas mais comercializados no
mercado mundial para controle de pragas. Sao altamente soluveis em agua e absorvidos pelas
plantas através dos seus sistemas floémico e xilémico, permanecendo de modo sistémico em
todos os tecidos e orgdos, eliminando assim todos os insetos maléficos ou benéficos que
entram em contato com a planta tratada ou que integram a biota contaminada (GOULSON,
2013). Concentragdes entre 5 ¢ 10 ppb (partes por bilhdo) na planta sdo suficientes para
eliminar os insetos parasitas ou visitantes (BYRNE; TOSCANO, 2006; CASTLE et al.,
2005).

O mais notdvel ¢ a alta afinidade com que os inseticidas neonicotindides
agonisticamente se ligam aos receptores de nicotina-acetilcolina (n4ChRs) de tal forma que
mesmo as exposi¢des de baixas doses (ppb), ao longo de periodos de tempo prolongados,
podem resultar em efeitos devastadores (PISA et al., 2015; TENNEKES, 2012).

Todos os neonicotindides se ligam aos mesmos nAChRs no sistema nervoso,
sendo assim a toxicidade cumulativa é esperada. Atualmente, ndo héd estudos abordando os
efeitos cumulativos ou efeitos sinergéticos de exposi¢cdes simultdneas a varios compostos da
familia dos neonicotindides sejam eles os ja conhecidos, como acetamipride, clotianidina,

dinotefuran, imidaclopride, nitenpiram, tiaclopride, tiametoxam ou o0s novissimos



40

cycloxapride, imidaclotiz, paichongding, sulfoxaflor, guadipir e flupiradifurona (PISA et al.,
2017; SIMON-DELSO et al., 2015; VAN DER SLUIIS et al., 2015).

As avaliacdes de risco sdo feitas para cada substancia quimica separadamente,
enquanto muitas espécies ndo alvos, tais como polinizadores, ficam sujeitos a multiplas
exposicdes de neonicotindides, bem como outros pesticidas e seus metabolitos. Deste modo,
os riscos tém sido continuamente subestimados (GILL et al., 2012). A analise da ocorréncia
multipla de agrotoxicos no meio ambiente ¢ um problema gigantesco e a criagdo de uma
metodologia que agregasse todas as variaveis de multiplas exposi¢des aos neonicotinoides
representaria uma contribui¢do inestimavel para a ciéncia (DAVID et al., 2016; GIORIO et
al.,2017; VAN DER SLUIIS et al., 2015).

Em cendrios de exposi¢do em campos semeados com sementes revestidas (seed
dressing), o imidaclopride e o clotianidina representam um risco enorme para as aves € a
ingestdo de algumas poucas sementes revestidas pode causar mortalidade ou disfuncdo
reprodutiva das espécies mais sensiveis (MILLOT et al., 2017). Todos esses efeitos ocorrem
frequentemente em baixas concentragdes (ppb), bem abaixo daqueles associados a
mortalidade direta (ppm) (GIBBONS et al., 2014).

Com excecao dos casos mais extremos, as concentragdes de neonicotindides a que
peixes e anfibios estdo expostos parecem ser substancialmente abaixo dos limiares de
provocarem a morte, desconhecendo-se seus efeitos até entdo (HLADIK et al., 2014;
HLADIK et al., 2015; HLADIK; KOLPIN, 2015).

Apesar da falta de pesquisas e a dificuldade em atribuir o nexo de causalidade
(vinculo entre o agente e o resultado), os efeitos indiretos podem ser tdo importantes como os
efeitos toxicos diretos sobre vertebrados e possivelmente mais importantes (MAXIM; VAN
DER SLUIS, 2007, 2010). Como os neonicotindides sdo muito mais eficazes para matar
invertebrados que vertebrados (VOGEL, 2017), os efeitos indiretos sdo raramente
considerados nos processos de avaliacdo de risco e ha uma escassez de dados, apesar do
potencial para exercer efeitos notadamente maléficos na populagdo de vertebrados (GOBELI
et al., 2017, GODINHO et al., 2016; ITURBURU et al., 2017, KHALIL et al., 2017;
SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2014; TENNEKES, 2012).

Interacdes entre inseticidas sistémicos e outros fatores de stress, como outros
agrotoxicos, doencas e déficit alimentar, t€m sido exploradas em apenas alguns poucos
estudos sobre as abelhas e esses estudos tém revelado efeitos sinérgicos importantes. Por
exemplo, em abelhas com Nosema tratadas com doses subletais de neonicotindides a

susceptibilidade ao patégeno aumenta enormemente (ALAUX et al., 2010; AUFAUVRE et
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al., 2012; DI PRISCO et al., 2013; GILL et al., 2012; JOHNSON et al., 2009; VIDAU et al.,
2011).

Interacdes entre inseticidas sistémicos e outros fatores de stress, em outros
organismos que nado as abelhas, sdo quase inteiramente desconhecidas (MASON et al., 2014).
Em situagdes de campo, os organismos sdao simultaneamente expostos a varios agrotoxicos,
bem como outros fatores de stress, por isso se torna dificil compreender as consequéncias
dessas interagdoes (GRIPP ef al., 2017; WAGNER et al., 2017). Assim, se torna necessario
criar um novo método de analises de multiplos residuos para realizar estudos mais
conclusivos nesta area (PARADIS et al., 2014; WIEST et al., 2011). Analises de residuos no
polen, mel, abelhas e favos tém revelado a presenga de multiplos agrotdxicos acumulados ao
longo do tempo (BONMATIN et al., 2015; DANIELE et al., 2018; DAVID et al., 2016;
GIORIO et al., 2017; KRUPKE; LONG, 2015), contudo as crias tém sido menos investigadas
(LOPEZ etal.,2017; TAVARES et al., 2015; WU et al., 2017; YANG et al., 2012).

O fipronil (Figura 6¢), um fenilpirazol (Figura 6b), ¢ um inseticida sistémico
derivado do pirazol (Figura 6a) (GODOY-NETTO et al., 2008). Os pirazdis pertencem a
familia dos 1,2-az6is. Azois sdo compostos organicos, heterociclicos aromaticos contendo um
atomo de nitrogénio e outro heterodtomo dispostos na posi¢ao 1 e 2 de um anel pentagonal.

O fipronil, descoberto pela Rhone-Poulenc (Bayer CropScience) em 1987
(TINGLE et al., 2003) e comercializado a partir de 1993 (PPDB, 2016), inicialmente se
pretendia que o fipronil fosse mais um herbicida, caracteristica da familia fenilpirazol, mas
contrariando as expectativas se mostrou um potente inseticida.

A ligagdo do fipronil com os receptores GABA (Gamma Amino Butyric Acid), sdo
diferentes nos vertebrados se comparados aos insetos que possuem 0s receptores neuronais
mais estreitos, tornado o uso deste inseticida mais agressivo e fatal aos invertebrados (COLE
et al., 1993; NARAHASHI et al., 2007, 2010). Agindo do mesmo modo que os carbamatos e
organofosforados, o fipronil atua sobre os receptores inibidores do sistema nervoso. Ele se
liga aos receptores GABA (TINGLE et al., 2003) e aos receptores de glutamato, especificos
dos invertebrados, fechando os canais de cloro (Cl) (BARBARA et al., 2005). Fazendo isso, o
fipronil bloqueia os receptores inibidores levando a uma excitagdo do sistema nervoso. Isso
leva a hiperexcitagdo neuronal, devido a acumula¢do do neurotransmissor (GABA) nas
jungdes sindpticas. O mecanismo de ac¢do do fipronil é antagonista, enquanto os
neonicotindides sdo agonistas. Os receptores de glutamato afetados sdo especificos dos
insetos, razdo pela qual o fipronil ¢ mais eficaz em invertebrados do que em vertebrados

(NARAHASHI et al., 2007).
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Figura 6 — Estrutura molecular do pirazol, fenilpirazol e fipronil

Fonte: a), b) MERCK MILLIPORE, 2016; ¢) KEGLEY et al., 2016.

O fipronil como inseticida ¢ usado para prevenir infestacdes de insetos
indesejaveis na produgdo agricola, pois oferece alta flexibilidade nos métodos de aplicacao,
sdo altamente toxicos para uma enorme quantidade de espécies de insetos alvos e ndo alvos e
de baixa toxicidade para os vertebrados quando comparados com outras classes de inseticidas
(US-EPA, 1996). Seu peso molecular ¢ de 437,15 g/mol e sua solubilidade em 4gua ¢ de 3,78
mg/L evidenciando que o fipronil apresenta baixa mobilidade interorganica, no solo e na dgua
(TINGLE et al., 2003). A Tabela 2 mostra os pardmetros fisico-quimicos dos neonicotinoides

e do fipronil, suas capacidades de lixiviamento e de translocacdo dentro das plantas.

Tabela 2 — Parametros fisico-quimicos dos neonicotinoéides e do fipronil

Massa Solubilidade Ind.GUS Fotolise Sedimento  Coef. part. Const.
Inseticida molar H,0O/ 20 °C/ Potencial H,0/ pH7 H,O octan./H,O dissoc.

(g/mol) pH7(g/L) de lixiv. DTso(dias)  DTso(dias)  (log Poy) (pKa)
Acetamipride 222,67 2,95 0,94 34,00 - 0,80 0,7
Clotianidina 249,70 0,34 491 0,10 56,4 0,91 11,1
Dinotefuran 202,21 39,86 495 0,20 - -0,55 12,6
Imidaclopride 255,70 0,61 3,76 0,20 129,0 0,57 s/dissoc.
Nitenpiram 270,72 590,0 2,01 - - -0,66 3,1
Tiaclopride 252,72 0,184 1,44 Estavel 28,0 1,26 s/dissoc.
Tiametoxam 291,71 4,1 3,82 2,70 40,0 -0,13 s/dissoc.
Fipronil 437,15 0,00378 2,45 0,33 68,0 3,75 s/dissoc.

Fonte: PPDB, 2016.

Esses mecanismos de agdo agregados a praticidade de aplicacdes em sementes,
raizes, folhas, troncos e solos, mais o fato de que alguns insetos ja vinham apresentando
resisténcia aos inseticidas organofosforados, carbamatos e piretroides (MARRS, 1993)

levaram os neonicotinoides e o fipronil ao topo do mercado mundial de inseticidas.
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3.5 A CONTAMINACAO LETAL

Desde o surgimento dos neonicotindides e do fipronil, pesquisas tem se
desenvolvido no sentido de analisar seus efeitos sobre as abelhas (Apis mellifera). Isto porque
as abelhas sdo os melhores e mais eficientes polinizadores naturais e o seu declinio representa
uma catastrofe para a producdo agricola mundial (BREEZE et al., 2011; KLEIN et al., 2007).
Nos ultimos anos a morte em massa € o desaparecimento de coldnias de abelhas tém sido
contabilizados como perdas sazonais, geralmente registradas no hemisfério norte e as
indicacdes sdo de que as abelhas vém sofrendo perdas excessivas nessa parte do mundo
(DAINAT, et al., 2012; OLDROYD, 2007; STOKSTAD, 2007; VAN DER ZEE, et al., 2012;
VANENGELSDORP; MEIXNER, 2010).

Todos os estudos efetuados até agora tém demonstrado que ndo somente uma
causa, mas sim um conjunto de causas tem levado ao declinio das abelhas e de outros
polinizadores, incluindo-se os agrotoxicos, a perda de habitat, a degradacdo do meio
ambiente, os patogenos e os parasitas (DECOURTYE et al., 2010; KLUSER et al., 2010;
MAINI et al., 2010; NEUMANN; CARRECK, 2010). Além de considerar os fatores bidticos
e abidticos, o declinio das populagdes das abelhas também ¢ influenciado pelos valores dos
produtos e servicos desses insetos sociais, levando-se em consideragdo os interesses

antropicos (AIZEN; HARDER, 2009; MAINI et al., 2010).

3.5.1 Intoxicaciio aguda e cronica

Quando aplicados como inseticidas foliares, seja por pulverizagdo aérea ou via
solo representam um enorme risco de exposi¢@o direta as abelhas. Outra grande parte do seu
uso como revestimento de sementes ou aplicacdo nos pontos de semeadura faz com que a
poeira causada por esse processo seja letal, com intoxicacdo aguda para as abelhas (PISA et
al., 2015; SIMON-DELSO et al., 2015).

A Tabela 3 mostra as caracteristicas dos inseticidas sist€émicos comparados ao
DDT e suas toxicidades com respeito a intoxicag@o nas abelhas, objeto deste estudo. Nota-se

que os neonicotinodides e o fipronil apresentam elevada toxicidade aguda para as abelhas.
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Tabela 3 — Toxicidade (em abelhas) dos neonicotinodides e do fipronil comparados ao DDT

Dose tipica DLsy Razao DL5y

Inscticida (g/ha) (ng/abelha) (DDT/sist.)
DDT 200,0 - 600,0 27.000,0 -
Acetamipride 30,0 - 150,0 7.100,0 3,8
Clotianidina 50,0 2,5 10.800,0
Dinotefuran - 23,0 1.173,9
Imidaclopride 75,0 3,7 7.297,0
Nitenpiram - 138.0 195,7
Tiaclopride 62,5 12.600,0 2,1
Tiametoxam 69,0 5,0 5.400,0
Fipronil 50,0 4,2 6.475,0

Fonte: BONMATIN, 2009.

Estudos sobre doses letais orais para as abelhas t€ém sido desenvolvidos desde
muitos anos para esses agrotoxicos (IWASA et al., 2004; SUCHAIL et al., 2001). O nivel de
neonicotindides e fipronil que as abelhas sdo expostas no néctar e no pdlen das plantas
tratadas variam muito conforme o método de aplicagdo. A poeira da semeadura, a
pulverizacdo aérea e o encharcamento do solo resultam em concentragdes mais elevadas do
agrotoxico nas plantas.

Considerando as condi¢des ambientais naturais, a DLs) para as abelhas com
respeito aos inseticidas sistémicos, varia de acordo com as caracteristicas do bioma. Tomando
como exemplo o imidaclopride, inseticida mais usado na categoria dos neonicotindides, sua
DLsy mostrou valores entre 3,7 e 490 ng/abelha (DEFRA, 2007, 2009; NAUEN et al., 2001,
SCHMUCK et al., 2001; SUCHAIL et al., 2001). Acredita-se que essa faixa de variacdo tao
grande por abelha seja devido as variagdes entre a toxicidade de contato e a toxicidade oral
desses componentes, sabendo-se que as doses letais de contato sdo maiores que as doses letais
orais. Pode-se dizer entdo que as condi¢des de testes em laboratoério ndo refletem as
observagdes de campo, com muitos contatos florais, o que leva a uma grande diferenga dos
valores de contaminagao letal medidos (PISA et al., 2015).

Outras fontes de variagdes podem ser atribuidas as diferengas nas condigdes
ambientais durante os testes, bem como quaisquer diferencas nas condi¢des das proprias
abelhas testadas. Por exemplo, os dados demonstraram que os valores de DLsy medidos para
as abelhas variam com a temperatura, a idade das abelhas (MEDRZYCKI et al., 2011), as
subespécies de abelhas testadas (SUCHAIL et al., 2000), o padrio de contaminacdo e a
exposicao prévia aos agrotoxicos (LAURINO et al., 2011). Devido a enorme variabilidade

dos dados de toxicidade em abelhas (IWASA et al., 2004), Halm et al. (2006) confirmam a
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necessidade de uma padronizacdo melhor de avaliagdo de risco das varias categorias de
abelhas. Os autores propdem o uso de uma relagdo entre concentracdo ambiental
prevista/concentracdo sem efeito previsto (PEC/PNEC). DLs) s6 deve ser usado para
comparar os niveis de toxicidade entre os agrotdxicos, em vez de tirar conclusdes sobre o
risco de mortalidade atribuido as abelhas através da exposicdo ambiental aos agrotdxicos
(BLACQUIERE et al., 2012; HALM et al., 2006).

Em estudos de exposi¢do subcronica oral ao imidaclopride e seis dos seus
metabolitos, registrou-se uma elevada toxicidade em concentragdes de 0,1, 1 e 10 ppb (ou
ng/g), sendo que os metabdlitos olefina-imidaclopride e 5-OH-imidaclopride se mostraram
toxicos com efeitos de exposicao aguda. A principal caracteristica de toxicidade subcronica ¢é
a auséncia de uma relagdo dose-efeito clara, que possa explicar um efeito maximo de uma
menor concentragdo, devido a existéncia de varios alvos moleculares, como tem sido
demonstrado para as abelhas (BARBARA et al., 2008; BODEREAU-DUBOIS et al., 2012;
DEGLISE et al., 2002; DUPUIS et al., 2011; GAUTHIER, 2010; THANY et al., 2003;
THANY; GAUTHIER, 2005). A falta de correlagdes claras entre dose e efeito também foi
verificada em outros estudos, em concentragdes mais elevadas (SCHMUCK, 2004).

A existéncia de correlagdes ndo monotdnicas entre tratamento e resposta
confirmam a hipotese de que alguns produtos quimicos, incluindo os neonicotindides, tém
efeitos inesperados e potentes mesmo em doses muito baixas. Esses padrdes ndo lineares e
muitas vezes de respostas ndo intuitivas sdo devidos a complexa interacdo de ligagdo do
receptor e dos efeitos de reprogramacdo dos genes de tais organismos que podem gerar
relacdes de tratamento e resposta inesperados, que ainda precisam ser mapeados
(CHARPENTIER et al., 2014; FAGIN, 2012). Isso constitui um desafio para avaliagdo de
risco com base no modelo classico log-probit (modelo estatistico de resposta bindria;
matematicamente ¢ o inverso da fun¢do distribui¢do cumulativa de uma distribuicdo normal
padrdo, N(0,1); probit = probability + unif).

Segundo conclusdo de van der Sluijs et al. (2013), ndo existem protocolos
padronizados para medir efeitos letais cronicos. As avaliacdes de riscos dos agrotdxicos
tradicionais sdo geralmente expressas de trés maneiras: DLs, (dose letal), no qual pelo menos
50% das abelhas expostas morrem (geralmente dentro de um intervalo de tempo de 10 dias);
NOEC (non observed effect concentration), € a concentragdo mais elevada de um agrotdxico
sem que possa produzir efeito observado; LOEC (lowest observed effect concentration) ¢ a

concentragdo mais baixa de um agrotoxico para que possa produzir um efeito observado.
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Para o imidaclopride, incluindo os seus metabodlitos neurotdxicos, a toxicidade
letal pode aumentar em até 100.000 vezes em comparagdo com a sua toxicidade aguda,
quando a exposicdo for prolongada (SUCHAIL et al., 2001). Esses resultados foram
contestados por Maxim e van der Sluijs (2007; 2013), no entanto, os dois estudos
concordaram que o tempo de exposi¢do amplifica a toxicidade do imidaclopride, o que
confirma que o tempo padrao de 10 dias para teste de toxicidade cronica das abelhas ¢ muito
curto para os neonicotinoides e o fipronil, dados as suas persisténcias no meio ambiente e para
uma provavel exposicao cronica das abelhas em condig¢des de campo.

Em outro estudo, as abelhas alimentadas com 10% da CLs, (concentracao letal) de
tiametoxam apresentaram uma reducao de 41,2% no tempo de vida (OLIVEIRA et al., 2013).
Estudos tém mostrado que a toxicidade cronica dos neonicotindides pode mais
adequadamente ser expressa por hora de mortalidade de 50% das amostras, em vez de DL5
para 10 dias (MASON et al., 2014; MAUS; NAUEN, 2011; RONDEAU et al., 2014;
SANCHEZ-BAYO, 2009; TENNEKES, 2010, 2011; TENNEKES; SANCHEZ-BAYO, 2011,
2013).

Existe uma relacdo linear entre o logaritmo da dose diaria e o logaritmo do tempo
para 50% de mortalidade (RONDEAU et al., 2014; SUCHAIL et al., 2001; TENNEKES;
SANCHEZ-BAYO, 2011) (Tabela 4). Quanto menor for a concentragdo durante a exposigio,
maior serd o periodo de laténcia para obter-se um efeito letal e menor serda a dose letal
(TENNEKES, 2010; 2011; 2012; TENNEKES; SANCHEZ-BAYO, 2011; 2013). A relacio

dose-efeito ¢ demonstrada pela equacao de Druckrey-Kiipfmiiller (1949), como segue:

InTsy (horas) = 5,11 — 0,22.InC (ng/L).

Tabela 4 — Efeito da letalidade do imidaclopride nas abelhas meliferas

Concentragao Periodo de laténcia Dose letal
C (pg/L) Tso (horas) DLso (ug/L x horas)
57,0 48 2.736
37,0 72 2.664
10,0 173 1.730
1,0 162 162
0,1 240 24

Fonte: TENNEKES, 2012.
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Sanchez-Bayo e Goka (2014), demonstraram que em situacdes de campo, o0s
residuos de inseticidas neonicotindides no pélen representam alto risco para as abelhas. Eles
descobriram que o tiametoxam coloca as abelhas em maior risco (3,7 a 29,6% de
probabilidade de alcancar a mediana da dose cumulativa letal). Em experimentos com
coldnias de abelhas, os efeitos cronicos em longo prazo foram encontrados com tempos de 80
a 120 dias para 1.000 ppb de dinotefuran e 400 ppb clotianidina (YAMADA et al., 2012).
Esses estudos simularam aplicagdes de dosagens agricolas que deixaram residuos no limite
superior de concentragdes no podlen e néctar no campo. Porém, esses dados sdo poucos e
limitados a apenas algumas culturas, por isso ainda ndo se pode concluir se tais concentragdes
sdo raras ou comuns nas situagdes de campo (VAN DER SLUIJS et al., 2013).

Muitos estudos de laboratdrio e de campo t€m sido feitos para descobrir as doses
letais de cada neonicotindide para as abelhas, mas esses resultados tém se mostrado muitas
vezes conflitantes. Por exemplo: em exposi¢do oral e de contato cronica durante 11 dias para
1.000 ng/abelha de acetamipride, 1 ng/abelha de tiametoxam e 0,1 ng/abelha de fipronil,
tiveram efeitos limitados sobre as fun¢des motoras, sensoriais € cognitivas € ndo causaram
mortalidade significativa para as abelhas operdrias (ALIOUANE et al., 2009). Ja outros
estudos de laboratério, usando imidaclopride, mostraram altas taxas de mortalidade quando as
abelhas operarias consumiram pdlen contaminado a 40 ppb (DECOURTYE et al., 2003;
DECOURTYE et al., 2005) e xarope de actcar contaminado a 0,1, 1 e 10 ppb (SUCHAIL et
al., 2001). Por sua vez esses resultados se mostraram contrarios aos estudos de campo
realizado por Schmuck et al. (2001), que ndo relataram aumento relevante na mortalidade de
operarias quando colonias foram expostas ao néctar de girassol contaminado com
imidaclopride a taxas de 2 a 20 ppb. Faucon et al. (2005), também ndo encontraram
mortalidade de operarias em estudo de campo com abelhas alimentadas com xarope de actcar
contaminada com imidaclopride.

Uma meta-andlise feita por Cresswell (2011), concluiu que a exposi¢do oral ao
imidaclopride em concentragdes de uso regular, em campo (DLso= 4,5 ng/abelha para um
periodo de 48 horas), ndo resultou em mortalidade de abelhas operérias, entretanto, um estudo
subsequente feito por Yamada et al. (2012), alimentando colonias de abelhas com dinotefuran
(1-10 ppm) e clotianidina (0,4-4 ppm), demonstraram que as coldnias se exterminaram em um
periodo maximo de 104 dias. EFSA (2013a, b, c¢) revisaram as analises até 2013 para
intoxicacdes orais agudas em abelhas Apis mellifera e encontraram DLsy de 3,7 ng/abelha
para o imidacloprid, 3,8 ng/abelha para a clotianidina e 5 ng/abelha para o tiametoxam.

Yasuda et al. (2017) determinaram o DLsy para a Apis cerana japonica e descobriram que
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essa espécie ¢ ainda mais sensivel aos neonicotindides e o fipronil que a Apis mellifera.
Papach et al. (2017) confirmaram que o tiametoxam (0,6 ng/abelha) quando aplicado as
abelhas na fase larval prejudica o aprendizado e a memoria das abelhas na fase adulta.
Segundo os autores isso sugere que os efeitos de pos-exposicdes a nivel de colonia exigem
mais tempo de observagado, seguindo a tendéncia das novas metodologias (BENUSZAK et al.,
2017; HESKETH et al., 2016; PISA et al., 2015).

Todos os estudos de campo para investigar exposi¢cdes das abelhas aos inseticidas
sistémicos enfrentam grandes dificuldades. Em andlises de concentragdes muito baixas de
agrotoxicos presentes no polen, néctar, abelhas ou outros organismos, métodos mais
adequados que validem os critérios de anélises quantitativas t€m que ser criados. Pilling et al.
(2013), em um estudo muito polémico a respeito de abelhas contaminadas em plantacdes de
milho (Zea mays) e colza (Brassica campestris) tratadas com tiametoxam, ndo foram capazes
de quantificar as concentragdes inferiores a 1 ppb. As concentragdes aplicadas foram menores
que as usadas nas praticas agricolas, assim, as coldnias tratadas e as colonias de controle,
sofreram perdas semelhantes e os pesquisadores ndo foram capazes de desenvolver andlises
estatisticas, devido a falta de replicag¢do, levando a conclusdes equivocadas de avaliacdo de
risco para as abelhas em exposi¢do ao milho e a colza contaminados (HOPPE et al., 2015;
SCHICK et al., 2017).

Colin et al. (2004) concluiram que em termos de atitude individual e
comportamento alimentar, as abelhas forrageiras ndo se comportam da mesma forma em
culturas tratadas que em culturas ndo tratadas. A comparag¢do de tratamento e controle nas
areas estudadas pode ser totalmente enganosa porque as areas de controle podem estar
contaminadas por outros agrotdxicos, inclusive inseticidas. O estudo de Pilling et al. (2013),
com o tiametoxam ¢ ilustrativo para esse caso, uma vez que nao forneceu informagdes sobre a
situacdo de tratamento anteriores das areas de controle.

Nos casos de morte massiva de abelhas nas plantagdes de milho durante a
semeadura com sementes revestidas com neonicotindides, ha uma relagdo causal comprovada.
A intoxicagdo aguda das abelhas forrageiras ocorre por meio da exposi¢ao a nuvem de poeira
deixada pelas maquinas semeadoras, durante seus voos de forrageamento pelas matas ou
campos floridos da redondeza (APENET, 2010; GIROLAMI et al., 2012; KRUPKE et al.,
2012; POCHI et al., 2012; TAPPARO et al., 2012). Nesses casos, abelhas mortas
massivamente tém sido encontradas proximas as plantagdes com sementes cobertas com
neonicotindides, com niveis de intoxicag¢do elevados, interna e externamente. Essas perdas

massivas de colonias durante a semeadura do milho tém sido documentadas na Italia,
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Alemanha, Austria, Eslovénia, EUA e Canada (GROSS, 2008; KRUPKE et al., 2012,
SGOLASTRA et al., 2012; TAPPARO et al., 2012). Devido a essas comprovagdes
cientificas, a aderéncia das coberturas dos neonicotindides as semente foi aperfeicoada com o
uso de aditivos quimicos; foram melhoradas a regulamentagcdo e as técnicas de semeadura
através de dispositivos legais obrigatorios em toda a Europa (EC, 2013; MANZONE et al.,
2016, 2017). Do ponto de vista mecanico, as maquinas de semeadura receberam implantagao
de deflectores de ar (GODFRAY et al., 2014, 2015), mas as emissoes ainda sdo substanciais ¢
os residuos de nuvens de poeira altamente toxicos ainda continuam a exterminar as abelhas
(BONMATIN et al., 2015; KRUPKE; LONG, 2015).

Estudos mostram que os efeitos letais agudos de neonicotindides em suspensao
sdo aumentados pelo aumento da umidade relativa do ar e que as abelhas transportam as
particulas de poeira toxica em seus corpos para dentro das colmeias (GIROLAMI et al.,
2012). Os dias quentes e ensolarados também parecem favorecer a dispersao da poeira toxica

(GREATTI et al., 2003).

3.6 ACONTAMINACAO SUBLETAL

Pisa et al. (2015) concluiram que os efeitos subletais que muitas vezes tém
consequéncias letais em um cendrio de campo até hoje ndo foram estudados profundamente
na maioria dos organismos, no entanto, eles tém sido estudados mais profundamente em
abelhas e fizeram uma revisdo de literatura sobre o impacto dos neonicotindides sobre os
invertebrados ndo alvos, Lepidoptera, Lumbricidae, Apoidea (sensu lato) e outros
invertebrados. Mason et al. (2014) fizeram estudos em outras poucas espécies silvestres.
Doses subletais de neonicotindides e fipronil vém sendo administradas, em laboratorio, bem
abaixo daquelas doses que causam a morte imediata dos invertebrados para se observar os
impactos adversos sobre o comportamento desses organismos (PILLING et al., 2013).

Efeitos causados pelo imidaclopride, tiametoxam e clotianidina sobre a atividade,
locomog¢do, metabolismo e desenvolvimento ontogenético mostraram uma rapida resposta
causando paralisia dos musculos responsaveis pelo voo das abelhas expostas a gutacdo
contendo essas substancias, resultando na cessagdo dos movimentos das asas (GIROLAMI et
al., 2009). O imidaclopride foi o inseticida que mais prejudicou a mobilidade das abelhas,
refletindo em alteragdes do modo de correr, caminhar e no aumento do tempo que as abelhas
permaneceram inertes (MEDRZYCKI et al., 2003). No entanto, quando expostas a doses
subcronicas de neonicotindides, ndo foi observada redugdo de locomogdao em abelhas ¢

mamangavas (CRESSWELL et al., 2012b).
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O desenvolvimento ontogenético ¢ um periodo crucial que determina a
integridade fisiologica e funcional dos individuos adultos. Assim, além dos efeitos nos
adultos, os neonicotindides podem atuar sobre o desenvolvimento das larvas com
consequéncias na fase adulta. As abelhas adultas expostas ao imidaclopride na fase larval
mostraram um desequilibrio de comportamento associativo olfativo (YANG et al., 2012). Isso
pode ter acontecido devido ao desenvolvimento neural ter sido afetado pelos neonicotinoides
e fipronil.

O desenvolvimento do corpo cerebral das abelhas e suas habilidades para
caminhar foram prejudicados quando amostras expostas ao imidaclopride foram observadas
durante o periodo larval (TOME et al., 2012). Os efeitos sobre abelhas adultas expostas
durante a fase larval também podem ser atribuidos a indu¢@o por imidaclopride as larvas e
consequente morte celular na fase adulta (GREGORC; ELLIS, 2011). Nas fases iniciais da
vida adulta, apés a emergéncia, o imidaclopride pode perturbar o desenvolvimento das
glandulas hipofaringeas (produtoras de geleia real), diminuindo o tamanho dos dacinos
(ganglios em forma de uvas) e através do aumento da expressdo das proteinas hsp70 e hsp90
(HATIJINA et al., 2013; SMODIS SKERL et al., 2009).

Derecka et al. (2013) expuseram coldnias no campo durante 15 dias com xarope
contaminado com 2 upg/L de imidaclopride. Eles descobriram que esses niveis de
imidaclopride, que estdo no limiar mais abaixo de uma dosagem usada no campo (LOEC),
significativamente impactaram o metabolismo energético em larvas de abelhas operarias.

Os impactos dos agrotoxicos sobre o metabolismo podem afetar as vias
metabolicas desintoxicantes, intermedidrias e energéticas. O imidaclopride prejudica o
metabolismo cerebral levando a um aumento da citocromo-oxidase nos ldbulos cerebrais das
abelhas (DECOURTYE et al., 2004a, b).

Os efeitos sobre o comportamento, a aprendizagem e a memoria alteram o
funcionamento ideal do sistema nervoso das abelhas, que ¢ fundamental para a sobrevivéncia
dos individuos e da colonia (DESNEUX et al, 2007, THOMPSON; MAUS, 2007).
Pesquisadores tém dedicado esforgos em desenvolver pesquisas para melhorar a compreensao
de como as exposi¢cdes subletais aos neonicotindides e fipronil podem afetar o sistema
nervoso das abelhas. H4 evidéncias de que as exposi¢des subletais podem afetar a
aprendizagem, a memoria e a orientacdo das abelhas (PISA et al., 2015; STANLEY et al.,
2016).

Experimentos de laboratério em que foram administradas uma dose unica de

imidaclopride demonstraram que o aprendizado das abelhas foi alterada (GUEZ et al., 2001;
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LAMBIN et al., 2001) e exposi¢des a doses subletais cronicas por imidaclopride e fipronil ao
mesmo tempo, demonstraram que o aprendizado e forrageamento foram prejudicados
(DECOURTYE et al., 2003). Além disso, foi demonstrado também que o tiametoxam
diminui a capacidade de memoria das abelhas (ALIOUANE et al., 2009).

As metodologias e as doses variaram muito em testes de laboratério, mas todas as
concentragdes utilizadas foram acima de 20 ppb e isso representa o limite superior das
concentragdes encontradas na maioria das situacdes de campo. Essas concentragdes ndo
seriam encontradas em polen ou néctar a partir de aplicacdes de cobertura de sementes, mas
tém sido encontradas em flores de cucurbiticeas apos aplicagdes de rega do solo (DIVELY;
HOOKS, 2009) ou pulverizacdes foliares (SILVA et al., 2015).

Os experimentos de campo oferecem um potencial para testes mais poderosos, no
entanto, os resultados de um modo geral ndo tém sido conclusivos e muitas vezes apresentam
resultados opostos. A maioria dos estudos focaliza a orientacdo das abelhas operarias indo e
voltando a fonte de alimento (MATSUMOTO, 2013).

Um estudo que treinou abelhas forrageiras a se alimentar de um xarope de aglicar
se locomovendo através de um intrincado labirinto, demonstrou que 38% das abelhas
encontraram a fonte de alimento apos a ingestdo de 3 ng/abelha de tiametoxam, em
comparacdo com 61% em um grupo de controle que ndo foi exposto ao neonicotindide
(DECOURTYE; DEVILLERS, 2010).

Uma série de estudos treinando forrageiras a encontrarem um alimentador com
xarope de acucar descobriram que elas foram incapazes de voltar para a colmeia apds a
ingestdo de imidaclopride em concentragdes que variam de 100 a 1.000 ppb (BORTOLOTTI
et al., 2003; RAMIREZ-ROMERO et al., 2005; YANG et al., 2008).

Em contraste com outros estudos simulando situacdes de campo, ndo mostraram
efeitos sobre o forrageamento ou sobrevivéncia apos a exposi¢do a colza, milho e girassol
cultivadas a partir de sementes tratadas com neonicotindides (CUTLER; SCOTT-DUPREE,
2007; NGUYEN et al., 2009; SCHMUCK et al., 2001).

Em recentes estudos em plantagdes de colza, Botias et al. (2015, 2016)
encontraram concentragdes médias de 3,26 ng/g de tiametoxam, 2,27 ng/g de clotianidina e
1,68 ng/g de tiaclopride no pdlen e 3,20 ng/g de tiametoxam, 2,18 ng/g de clotianidina e 0,26
ng/g de tiaclopride no néctar coletados por abelhas em situacdo real de campo.

Xu et al. (2016) encontraram baixos niveis clotianidina, em média de 0,6 ng/g em
néctar de colza e 1.8 ng/g em polen de milho coletados por abelhas, posteriormente

confirmado por Alburaki et al. (2017).
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Explicagdes para esses resultados conflitantes podem sugerir que quando ¢ dada
uma gama de oportunidades de forrageamento, as abelhas podem reduzir visitas as fontes de
alimento contendo agrotoxicos (COLIN et al., 2004; ROCHA, 2012), ou que os
neonicotindides ndo tenham causado efeito sobre as coldnias nos niveis de exposicao testados.

Henry et al. (2012a) descreveram os resultados de experimentos de campo
utilizando microcircuitos de identificagdo por radiofrequéncia (RFID) para determinar os
efeitos prejudiciais em nivel de colonia sobre a orientagdo das abelhas campeiras alimentadas
individualmente com uma dose subletal de tiametoxam (1,34 ng em 20,0 pl de xarope de
sacarose). Em dois experimentos distintos as taxas de ndo retorno das campeiras a colonia
foram de 10,2% e 31,6%, em relagdo as campeiras de controle. O aumento da caracteristica de
ndo retorno foi atribuido a fungdo de orientacdo dificultada pelo tratamento com tiametoxam.

Cresswell e Thompson (2012) sugeriram alterar a simulagdo ligeiramente de
modo a refletir o periodo em que as culturas de sementes tratadas com neonicotindides e
fipronil estivessem florindo e demonstraram que o risco de colapso ja ndo era tdo evidente.
No entanto, uma seguinte simulacdo feita por Henry et al. (2012b), utilizando um conjunto de
dados maior, que incorporou uma série de estimativas de crescimento de colOnias extraidas de
dados de campo revelou desvios ainda mais negativos.

A partir desse estudo de indices de perdas de campeiras, foram feitos outros
estudos de modelagem virtual das colonias afetadas e os pesquisadores descobriram desvios
muito grandes nas taxas de crescimento quando comparados as colonias normais (BECHER et
al.,2014; CHARPENTIER et al., 2014, HENRY et al., 2016).

Resultados controversos em simula¢des de modelos computadorizados refletem o
panorama de incerteza que as pesquisas sobre abelhas sdo conduzidas e refor¢am ainda mais a
importancia de se criar modelos mais robustos e representativos de cendrios mais proximos da
realidade possivel (THORBEK ef al., 2017a). A principal contribui¢do desses trabalhos foi a
demonstracdo de que doses subletais podem impor fatores de stress (ex.: ndo retorno das
campeiras, forrageamento deficiente) que podem ter resultados catastréficos para as colonias
(BENUSZAK et al.,2017; THORBEK et al., 2017b).

Aprendizagem e memoria sdo fungdes fundamentais nas interagdes entre os
individuos com o meio ambiente e sdo condi¢cdes necessdrias para permitir que as abelhas
respondam as exigéncias da colonia ao longo da sua vida. O imidaclopride prejudica a
aprendizagem e o desempenho olfativo das abelhas através das duas maneiras de exposicao,
aguda e cronica, ¢ as abelhas em periodos quentes, parecem mais sensiveis do que em

periodos frios (DECOURTYE et al., 2003). Esses efeitos foram observados tanto no campo
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quanto em laboratério e as colonias ndo se recuperaram apds o tratamento com o
imidaclopride. Resultados obtidos com o acetamipride e o tiametoxam mostraram que a acao
dos neonicotindides depende do nivel e do grau de exposicdo e ndo pode ser generalizado
para compostos estruturalmente relacionados. Ao contrdrio de exposi¢cdes de contato, a
exposicao oral ao acetamipride resultou em uma deterioracdo da capacidade olfativa (EL
HASSANI et al., 2008). Por outro lado, para tiametoxam, a exposi¢d@o subcronica nao aguda,
provocou uma diminuicdo na capacidade olfativa e de aprendizagem (ALIOUANE et al.,
2009; EL HASSANI et al., 2008).

Os neonicotindides e o fipronil tém rotas especificas de metabolismo em insetos,
em especial nas abelhas e tém influéncias complexas sobre os processos de aprendizagem e
memoria. O imidaclopride e o tiametoxam transformam-se em metabolitos toxicos que podem
potencialmente se ligar a diferentes receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) das
abelhas (BENZIDANE et al., 2010; CASIDA, 2011; FORD; CASIDA, 2006; NAUEN et al.,
2001, 2003; SUCHAIL et al., 2001, 2004a). O metabolismo do acetamipride resulta no
aparecimento de distintos metabolitos nas abelhas, entre os quais o 4cido 6-cloronicotinico,
que € toxico em exposi¢ao cronica, mas ndo € tdxico em exposi¢do aguda e permanece estavel
durante pelo menos 72 horas, especialmente na cabega e no torax das abelhas (BRUNET et al.,
2005; SUCHAIL, et al., 2001, 2004a). Se levarmos em conta a presenca de multiplos
metabolitos ativos durante o periodo de acdo do tratamento, ¢ muito dificil saber quais etapas
do processo de memoria (aquisi¢do, consolidacdo e recuperacdo) sdo afetadas pelos
neonicotinodides e seus metabolitos (PISA et al., 2015).

Os neonicotinodides e o fipronil alteram os padrdes de comportamento cognitivo
(conhecimento adquirido pelos sentidos) das abelhas, apds a exposi¢ao de contato a uma dose
subletal de neonicotindide ou fipronil (GUEZ et al., 2001; LAMBIN et al., 2001). Alteragdes
induzidas pelo imidaclopride nos hébitos das abelhas parecem variar, dependendo da idade da
abelha e do tempo transcorrido apds a exposicdo. Além disso, essas alteracdes podem ocorrer
devido a fatores tais como a sensibilidade diferencial dos diferentes receptores de nicotina-
acetilcolina (n4ChRs) para o imidaclopride (BARBARA et al., 2008; BODEREAU-DUBOIS
et al., 2012; DEGLISE et al., 2002; DUPUIS et al., 2011; FAROOQUI, 2013; GAUTHIER,
2010; THANY et al., 2003; THANY; GAUTHIER, 2005), ou a acumulagao de metabdlitos
do imidaclopride como a olefina e o 5-hidroxi-imidaclopride, o que pode retardar ou acelerar
o comportamento cognitivo (GUEZ et al., 2001, 2003).

Olfato e paladar sdo sentidos fisiolégicos muito importantes para as abelhas. Os

efeitos dos neonicotindides e do fipronil na gustagdo podem ser explorados através de estudos
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da modulagdo do limiar de paladar, que pode ser definida como a menor concentragao de uma
solucdo de sacarose aplicada as antenas da abelha que desencadeie uma resposta na
alimentacdo (LOEC) (BALDERRAMA et al., 1996; COUVILLON et al., 2010; DETZEL,;
WINK, 1993; GAWLETA et al., 2005; GIURFA, 1993; GOULSON et al., 2001; KATHER
etal.,2011; MAISONNASSE et al., 2010; REINHARD et al., 2004).

Diferentes compostos ativos tém sido usados para induzir efeitos variados sobre a
gustacdo em abelhas. Por exemplo, o fipronil aumenta o limiar de paladar em abelhas
submetidas a exposi¢do de contato (EL HASSANI et al., 2005). Resultados semelhantes
foram encontrados para o imidaclopride, entretanto, o acetamipride diminui o limiar de
paladar das abelhas que sdo expostos por via oral, mas ndo por contato (EL HASSANI et al.,
2009). O tiametoxam provoca uma diminui¢do na capacidade de resposta das abelhas a
sacarose, € a exposi¢do ao acetamipride aumenta a capacidade de resposta das abelhas a agua,
independentemente da via de exposicdo (ALIOUANE et al., 2009; EL HASSANI et al.,
2008).

As diferengas nos efeitos observados podem ser explicadas, em parte, pela
metabolizacdo dos neonicotinodides e do fipronil que induzem o aparecimento de metabolitos
toxicos (BRUNET et al., 2005; SUCHAIL et al., 2004a, b) e pela existéncia de diferentes
nAChRs, que sdo sensiveis ou resistentes a neonicotindides especificos (BARBARA et al.,
2008; BODEREAU-DUBOIS et al., 2012; DEGLISE et al., 2002; DUPUIS et al., 2011;
GAUTHIER, 2010; THANY et al., 2003; THANY; GAUTHIER, 2005).

A navegacdo com precisdo ¢ essencial para o forrageamento eficiente das abelhas
campeiras, € consequentemente, para a sobrevivéncia da col6nia. Os neonicotindides e o
fipronil podem prejudicar a navegagdo de varias maneiras distintas. Exposi¢des subletais de
abelhas a clotianidina e imidaclopride provocam uma diminui¢do na atividade de
forrageamento e induzem a mais voos diarios (SCHNEIDER et al., 2012).

O tiametoxam, por sua vez, provoca uma alta mortalidade, pois induz a uma falha
no comportamento de retorno das abelhas campeiras as suas respectivas colonias, levando a
uma grande perda de abelhas mais velhas, o que ¢ vital para a sobrevivéncia da col6nia
(HENRY et al., 2012a, b). Embora esse efeito ja tenha sido comprovado com o piretrdide
deltametrina ha mais de 20 anos (VANDAME et al, 1995), os impactos sobre o
comportamento de retorno das abelhas campeiras continuam a ser deixados de fora do
processo de avaliacdo para o registro de agrotoxicos.

Forrageamento eficaz ¢ essencial para o desenvolvimento da coldénia como um

todo e da abelha como individuo, pois determina a disponibilidade de alimento, e
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consequentemente, sua sobrevivéncia. A exposicao ao imidaclopride, clotianidina ou fipronil
pode levar a reducdes nas proporgdes de abelhas ativas na colonia (WU-SMART; SPIVAK,
2016) e além disso, dar inicio a comportamentos que podem reduzir a eficiéncia de
forrageamento. Por exemplo: individuos expostos podem passar longos periodos de tempo em
uma fonte de alimento, diminuir a frequéncia de visitas, aumentar o tempo entre as viagens de
forrageamento, desenvolver voos de forrageamento mais demorados, reduzir as distancias de
forrageamento, exibir problemas de repeti¢do das visitas a0 mesmo local de alimentagdo ou
exibir redu¢do na capacidade de aprendizagem visual (COLIN et al., 2004; ; HAN et al.,
2010; MORANDIN; WINSTON, 2003; NIELSEN et al., 2000; RAMIREZ-ROMERO et al.,
2005; SCHNEIDER et al., 2012; TEETERS et al., 2012; YANG et al., 2008).

Fischer et al. (2014) trataram abelhas adultas com doses subletais de
imidaclopride (7,5 e 11,25 ng/abelha), clotianidina (2,5 ng/abelha) e tiaclopride (1,25
pg/abelha) e posteriormente monitoraram os voos das abelhas, individualmente, com um
radar harmonico. A taxa de retorno com sucesso foi significativamente menor para as abelhas
tratadas com neonicotindides; posteriormente, as varidveis que dificultariam o voo das
abelhas foram reduzidas, como saliéncias no terreno, obstaculos e curvas de niveis acentuadas
e mesmo assim menos voos diretos de retorno a colonia foram realizados.

Perry et al. (2015) analisaram o comportamento de abelhas submetidas a tarefa de
forrageamento precocemente devido a morte das abelhas campeiras da col6nia por
intoxicacdo por neonicotindides e fipronil. Usando um sistema de monitoramento RFID
(Radio Frequency I[Dentification), identificagdo por radio frequéncia, concluiram que as
abelhas jovens completam poucos voos de forrageamento antes de morrerem e isso acelera
dramaticamente o declinio da populagio da colonia.

Esses estudos mostram que doses subletais de neonicotindides ou fipronil
bloqueiam a recuperacdo ou alteram a formatacdo da memoria de navegagdo das abelhas. A
reproducdo da rainha e o desenvolvimento da colonia podem ser incluidos como
consideragdes finais para avaliar os impactos dos neonicotinoides e do fipronil para as abelhas,
pois reproducdo e desenvolvimento sdo condi¢des obrigatérias da fisiologia dos insetos
sociais (CHRISTEN et al., 2017, FORFERT; MORITZ, 2017; PISA et al., 2015; TOSI et al.,
2017; WU-SMART; SPIVAK, 2016).

Os neonicotinodides tiaclopride, tiametoxam e imidaclopride, provocam uma
diminui¢do na oviposi¢do das rainhas, na eclosdo das larvas, na taxa de crescimento das
colonias e no nimero de rainhas emergentes nas abelhas do género Bombus (BARON et al.,

2017; CHRISTEN et al., 2017; FORFERT; MORITZ, 2017; MOMMAERTS et al., 2010;
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TASEI et al., 2000; TOSI et al., 2017; WHITEHORN et al., 2012).

Estudos feitos por Laycock et al. (2012a, b) sugerem que a reducdo na producao
de crias pode estar associada a uma redugdo no consumo de agucar e polen pelas abelhas
adultas. A produg¢do de crias de abelhas em favos contaminados com altos niveis de residuos
de agrotoxicos resulta em um desenvolvimento larval mais demorado, uma emersao tardia e
diminui¢do na longevidade das abelhas adultas (WU et al., 2011). Nesse estudo, os favos
continham cinco neonicotindides em concentragdes relativamente elevadas, e os autores nao
conseguiram atribuir os efeitos observados a um tnico inseticida, ou mesmo a uma classe de
inseticidas.

Segundo Cresswell et al. (2012a), em um estudo epizoodtico envolvendo os
Critérios de Hill (HILL, 1965), condi¢des minimas que provem a evidéncia de uma relagdo
causal, revelou resultados conflitantes sobre o envolvimento de vestigios de neonicotinoides
na dieta alimentar que causasse o declinio das populacdes de abelhas e ndo foi possivel
estabelecer uma conexdo causal entre as observag¢des de declinio das abelhas e o uso de
neonicotinoides.

Entretanto, Lu et al. (2014) comprovaram que 12 coldnias saudaveis submetidas a
tratamento com doses subletais de neonicotindides, antes do inverno no hemisfério norte,
tiveram 50% das colonias tratadas mortas e todas apresentaram sintomas de CCD durante o
inverno. Dentre as colonias de controle ndo foram observados sintomas de CCD e apenas uma
colonia morreu completamente dentro da colmeia. Segundo os autores, isso reforca a
conclusdo e da suporte a constatacdo de que as exposi¢des aos neonicotindides em doses
subletais ndo parecem comprometer a imunidade das abelhas as infecgdes patogénicas,
acelerando assim as mortes das colonias e sim aos mecanismos pelos quais as exposicdes
subletais aos neonicotindides sofridas pelas abelhas as fazem desaparecer de suas colonias
durante os meses de inverno.

Cresswell et al. (2014) concluiram que as Apis mellifera recém emergidas se
recuperavam de uma contaminacdo de 125 pg/L de imidacloprid enquanto que as Bombus
terrestris com 2,4 ng/abelha apresentavam efeitos de contaminagao subletal com dificuldades
de alimentagdo e locomogao.

Sanchez-Bayo et al. (2017) refazendo esse experimento com a mesma
concentracdo de imidaclopride encontraram alta mortalidade de abelhas (45%) e os residuos
de no corpo das abelhas Apis variou entre 2,7-5,7 ng/g. Também observaram comportamento
anormal nas abelhas contaminadas.

Ja Woodcock et al. (2016) publicaram em um estudo de longo prazo (18 anos) e
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62 espécies de abelhas observadas, que encontraram fortes evidéncias conectando o uso dos
neonicotindides as contamina¢do subletais da maioria destes insetos, principalmente as
abelhas Apis e Bombus. Abelhas forrageando as plantagdes de colza foram, em média, trés
vezes mais negativamente afetadas pelos neonicotindides do que as abelhas de controle. O
estudo mostrou que os efeitos subletais dos neonicotindides aceleram o declinio da
biodiversidade das abelhas, contudo, na auséncia dos neonicotindides a recuperacdo da
biodiversidade das espécies parece ser muito rapida, uma vez que nao seja atingido o limite de
irreversibilidade do bioma.

Quanto as interacdes entre os agrotoxicos e os agentes patogénicos, sabe-se que 0s
efeitos prejudiciais podem ser aumentados em combinagdo com outros agentes de stress
ambiental (MASON et al., 2014). Patégenos e parasitas especificos sdo companheiros
ancestrais de algumas populagdes de abelhas e a movimentacdo acidental de parasitas e
organismos patogénicos pelo homem expds as abelhas criadas e as abelhas nativas a inimigos
exogenos, o que pode ter reduzido a resisténcia desses insetos (GOULSON, 2003;
GRAYSTOCK et al., 2013a, b). O imidaclopride pode atuar sinergicamente com o patdégeno
Nosema sp., aumentando a mortalidade provocada por esse fungo (ALAUX et al., 2010). Esse
fungo afeta a imunidade das abelhas, depositando maior nimero de esporos nas visceras dos
insetos a partir de col6nias expostas aos neonicotindides e fipronil, que agem como
potencializadores da patogenia, diminuindo ainda mais a imunidade das abelhas (PETTIS et
al., 2012). Exposi¢des frequentes a Nosema ceranae podem sensibilizar a imunidade das
abelhas expostas aos neonicotinodides e fipronil, provocando a potencializagdo da nosemose,
que leva a altas taxas de mortalidade (AUFAUVRE et al., 2012; VIDAU et al., 2011).

Outros experimentos com fipronil e Nosema ceranae mostraram sensibilizacao
reciproca (AUFAUVRE et al., 2012). Além disso, a exposicdo a inseticidas durante o
desenvolvimento embrionério e pds-embriondrio dos insetos podem alterar a suscetibilidade
de organismos patogénicos as abelhas adultas. Por exemplo: abelhas que se desenvolvem em
favos que contenham altos niveis de residuos de inseticidas, quando adultas, terdo maior
possibilidade de exibirem niveis mais elevados de infec¢do por Nosema ceranae e maior
quantidade de seus esporos. (WU et al., 2012); as falhas observadas na oviposi¢ao das rainhas
nos ultimos anos podem ser resultados de exposicdes continuas dos zangdes aos agrotoxicos
(KAIRO et al., 2016; 2017a, b).

Di Prisco et al. (2013) demonstraram que a clotianidina modula negativamente o
fator nuclear potencializador “k” de cadeia leve (kappa-light-chain-enhancer) das células B-

ativadas (NF-xB), uma proteina envolvida na transcrigdo do DNA de imunossinalizagdo em
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insetos e afeta adversamente as defesas antivirais controladas por esse fator de transcri¢do nas
abelhas. Foi identificado um modulador negativo de ativacdo do NF-kB especifico para
insetos. A exposi¢cdo a clotianidina, através do aumento da transcricdo do gene que codifica
esse inibidor, reduz as defesas imunoldgicas e promove a replicagdo do virus da asa
deformada (DWV - deformed wing virus) presente nas abelhas. Imunossupressdo semelhante
também foi encontrada com tratamento por imidaclopride. A ocorréncia dessa proliferacao
viral induzida por neonicotinodides e fipronil em doses subletais que estdo dentro dos padrdes
de concentragdes de utilizacdo no campo sugere que os neonicotindides e o fipronil sdo
suscetiveis a causar o declinio das populacdes de abelhas (PISA et al., 2015). Quanto as
interagdes entre os agrotoxicos e seus metabolitos nos ecossistemas agricolas, as abelhas
raramente sdo expostas a apenas um Unico agrotoxico (SILVA et al., 2015). Exposi¢des
combinadas sdo de grande preocupacdo porque podem provocar sinergias e potencializagdes
(SAMSON-ROBERT et al., 2017; SCHMUCK et al., 2003; TSVETKOV et al., 2017,
WOODCOCK et al., 2017).

Em analises de abelhas contaminadas e dos conteudos de suas colonias mostraram
que as abelhas sdo, muitas vezes, expostas a varios tipos de agrotéxicos ao mesmo tempo
(KRUPKE et al., 2012; MULLIN et al., 2010; PARADIS et al., 2014), entretanto, o estudo de
interagdes entre agrotdxicos pode se tornar um grande desafio (LYDY et al., 2004) e ha uma
escassez de informacdes na literatura a respeito das misturas encontradas pelas abelhas em
situacdes de campo. Fungicidas a base de triazol foram encontrados no pdlen, ja estocado,
dentro dos favos das colmeias (KRUPKE et al.,, 2012) e foi comprovado que eles
potencializavam a toxicidade de alguns neonicotindides (acetamipride e tiaclopride) em até
559 vezes, em testes de laboratério, embora os mesmos resultados nao tenham sido
encontrados em estudos de campo (SCHMUCK et al., 2003). Butoxido de piperonil também
foi encontrado no pélen armazenado e foi demonstrado que potencializa a toxicidade dos
mesmos neonicotindides (acetamipride e tiaclopride) em até 244 vezes, em testes de
laboratério (IWASA et al., 2004). Apesar dos desafios associados a esse tipo de pesquisa,
existe atualmente uma grande caréncia de conhecimento a esse respeito, que deve ser
esclarecida no futuro, visto que as abelhas dificilmente encontram apenas um agrotoxico
durante o forrageamento, ou no interior da colmeia.

Em se tratando de mamangavas e abelhas solitarias, sabe-se que as mamangavas
sdo abelhas sociais primitivas. As colonias comecam a se formar a partir da hibernagdo das
rainhas, e inicialmente emergem algumas centenas de operarias adultas que morrem quando

novas rainhas e zangdes emergem. Um pequeno nimero de Bombus spp. (espécies de
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mamangavas) sdo comercialmente criados para a polinizagdo, mas muitas dessas abelhas
nativas, de ecossistemas locais, também contribuem para a poliniza¢do das culturas agricolas
e da vegetagdo silvestre (BOSCH; KEMP, 2006; CHAGNON et al., 1993; GOULSON, 2010;
GREENLEAF; KREMEN, 2006). As mamangavas sdo criadas comercialmente para a
polinizag@o de culturas agricolas como a alfafa, o tomate, o pimentdo, a pimenta, 0 maracuja e
outras culturas (VELTHUIS; VANDOORN, 2006). Além das abelhas criadas, existem mais
de 20.000 espécies de abelhas nativas no mundo, muitas das quais contribuem para a
polinizagdo das culturas agricolas e todas contribuem para a polinizagdo das flores silvestres
(MICHENER, 2000). As abelhas do género Bombus sdo um forte marcador da saude dos
ecossistemas, devido a sua enorme sensibilidade aos agentes etioldgicos e organismos nocivos
introduzidos nos biomas antropicamente (HATFIELD et al., 2012). Além disso, espécies que
nidificam em tocas podem enfrentar riscos adicionais de exposi¢do, quando contaminadas
com agrotoxicos de solo. Embora mamangavas sejam maiores, as abelhas solitdrias sdo
menores que as abelhas Apis, de modo que essas espécies provavelmente recebem uma dose
percentual maior de agrotdxico em relagdo ao seu peso corporal do que as abelhas Apis (PISA
etal.,2015).

Os niveis de exposi¢do das abelhas silvestres sdo pouco estudados e
consequentemente mal compreendidos. Embora os niveis de neonicotindides sejam
quantificados no néctar e poélen de vérias espécies de culturas agricolas, a quantificagdo da
intoxicacdo das abelhas silvestres com esses agentes quimicos ndo tem sido medida e os
valores basicos de toxicidade, tais como a DLs) e CLs, sdo desconhecidos para a grande
maioria dessas espécies. Os poucos estudos que existem tém utilizado uma variedade de
métodos, com resultados conflitantes que tiram conclusdes gerais. Além disso, esses estudos
sdo criticados pelo baixo tamanho das amostras, o que limita o poder de observar os efeitos
em condicdes artificiais de laboratorio (CRESSWELL, 2011; EFSA, 2012).

E claro que os neonicotindides e o fipronil sdo altamente toxicos para todas as
espécies de abelhas testadas até agora, que além das abelhas Apis, incluem-se varias espécies
de abelhas Bombus, vérias espécies abelhas nativas, sem ferrdo, sociais e abelhas solitarias
(GRADISH et al., 2010; MOMMAERTS et al., 2010; SCOTT-DUPREE et al., 2009; TOME
et al.,2012; VALDOVINOS-NUNEZ et al., 2009).

Cresswell et al. (2012a, b) demonstraram que as mamangavas apresentaram
respostas subletais ao imidaclopride a 10 ppb, enquanto as abelhas Apis ndo foram afetadas
com essa concentracdo. Scott-Dupree et al. (2009) descobriram que as mamangavas

Megachile rotundata e Osmia lignaria sdo mais sensiveis ao clotianidina e imidaclopride do
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que a Bombus impatiens.

Stark et al. (1995) ndo encontraram nenhuma diferenca na intoxicacao de contato
por DLsy em 24 horas com imidaclopride entre as abelhas Apis e as abelhas Bombus solitarias
Megachile rotundata e Nomia melanderi. Scott-Dupree et al. (2009) demonstraram que as
Bombus impatiens foram mais tolerantes ao tiametoxam e clotianidina do que as Osmia
lignaria e as Megachile rotundata.

Entretanto, Abbott et al. (2008) descobriram que a Osmia lignaria apresenta
incubagdo e desenvolvimento retardados quando alimentados com imidaclopride com doses
de 30 a 300 ng/kg. Arena e Sgolastra (2014) compararam a toxicidade aguda de varios
agrotoxicos e descobriram que a Scaptotrigona postica e a Megachile rotundata eram mais
sensiveis do que as abelhas Apis mellifera ao fipronil, enquanto a Nomia melanderi foi mais
tolerante. Sgolastra et al. (2017) e Spurgeon et al. (2016) também chegaram a conclusdes
idénticas comparando a toxicidade aguda em outras espécies e concluiram que espécies com
menor massa corporal possuem maior sensitividade aos neonicotindides e fipronil. Esses
resultados sugerem que outras abelhas podem ser pelo menos tdo sensiveis, sendo mais
sensiveis aos neonicotinodides e ao fipronil que as abelhas Apis mellifera.

Outra série de estudos tém utilizado pequenas colonias de abelhas 6rfas (contendo
apenas as abelhas operarias) para examinar os efeitos subletais da exposi¢ao cumulativa aos
neonicotinodides e fipronil em doses abaixo do padrao operacional de campo. Vérios estudos
ndo encontraram efeitos detectaveis.

Tasei et al. (2000) expuseram colonias de Bombus terrestris a concentragdes entre
6 e 25 ppb de imidaclopride e ndo encontraram uma concentragao de efeito observado minima
(LOECQ). Franklin et al. (2004) expuseram colonias de Bombus impatiens a concentragdes
entre 1 e 36 ppb de clotianidina e ndo conseguiram detectar uma concentragdo de efeito
observado minima (LOEC). Laycock et al. (2012a, b) expuseram pequenas colonias de
Bombus terrestris a uma faixa de 0-125 ppb de imidaclopride e detectaram uma redugdo de
30% na fecundidade em doses abaixo de 1 ppb.

Abbott et al. (2008) fizeram um experimento de comparacao da toxicidade entre
varias espécies de abelhas injetando concentragdes de 0-300 ppb de neonicotindides em
células de polen de Osmia lignaria e Megachile rotundata, nao observando efeito mensuravel
sobre o desenvolvimento larval (VOEC). Notaram também que os efeitos negativos parecem
ser detectados com mais frequéncia e em concentragdes mais baixas quando as abelhas tém
que sair dos ninhos para forragear, mesmo quando as distancias sdo pequenas.

Mommaerts et al. (2010) ndo encontraram efeitos da exposi¢do ao imidaclopride



61

em micro colonias de Bombus terrestris em concentracdes de producdo agricola no campo
(field realistic doses) quando o alimento foi fornecido no ninho, mas quando as operarias
tiveram que caminhar apenas 20 centimetros por um tubo de condugdo para recolher o
alimento encontraram efeitos subletais significativos na atividade de forrageamento, com uma
concentracdo de efeito subletal (ECs)) com mediana de apenas 3,7 ppb. Os mesmos
pesquisadores também estudaram o forrageamento de colonias com rainhas em uma estufa
onde o alimento foi colocado a 3 metros do ninho, através de um tubo condutor e descobriram
que a ingestao de 20 ppb de imidaclopride causaram significativa mortalidade das operarias,
com abelhas mortas at¢ mesmo no alimentador.

Quando as abelhas campeiras deixam a colonia para forragear, nota-se que os
efeitos da intoxicacdo pelos agrotoxicos sdo mais acentuados, provavelmente devido ao
forrageamento natural no bioma e ao esfor¢o despendido durante a viagem com alteragdes no
metabolismo das abelhas (KNIGHT et al., 2005; OSBORNE et al., 2008). Quatro estudos
examinaram os impactos da exposi¢ao aos neonicotindides em abelhas nativas.

Tasei et al. (2001) colocaram colonias de Bombus lucorum no campo durante um
periodo de nove dias; um grupo de 10 colonias foram colocadas na borda de uma plantagdo de
girassol pulverizada com imidaclopride e outro grupo de 10 colonias na borda de um campo
de controle também plantado com girassol. Nesse periodo de nove dias, o nimero de
campeiras exposta ao imidaclopride que falharam em retornar as colonias foi 54% maior se
comparado as coldnias de controle; no entanto, essa diferenca ndo foi estatisticamente
significativa porque o tamanho das amostras foi muito pequeno. Apds nove dias, as colonias
voltaram ao laboratério e foram alimentadas a vontade. As coldnias tratadas anteriormente
com imidaclopride se desenvolveram mais lentamente, mas a diferenca ndo foi
estatisticamente significativa.

Gill et al. (2012) alimentaram colonias de Bombus terrestris com 10 ppb de
imidaclopride em 4agua agucarada e paralelo a isso permitiram que as abelhas pudessem
forragear na natureza. As abelhas expostas ao imidaclopride trouxeram poélen com menos
frequéncia e cargas menores, quando comparadas as abelhas do grupo de controle.

Feltham et al. (2014) simularam uma exposicao de colonias de Bombus terrestris
com rainhas a uma plantacdo em floragdo de colza (oilseed rape) contaminada, fornecendo-
lhes agua com agtlicar e polen a 0,7 e 6 ppb de imidaclopride, respectivamente, durante duas
semanas. Eles confirmaram uma redu¢do de 57% de pdlen trazido para as colonias, que
continuou por quatro semanas ap6s o fim do tratamento.

Whitehorn ef al. (2012) utilizaram também doses de 0,7 ¢ 6 ppb de imidaclopride
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e depois deixaram as colonias se desenvolverem naturalmente no campo. Eles registraram
significativa reducdo no desenvolvimento do ninho e uma redugdo de 85% na produgdo de
rainhas em comparacdo com colonias de controle. Essa reducdo no desenvolvimento das
colonias se da, provavelmente, devido a uma combinagdo de fatores, tais como entrada de
pélen (FELTHAM et al., 2014; GILL et al. 2012) e fertilidade prejudicada das rainhas
(LAYCOCK et al., 2012a, b).

Scholer; Krischik (2014) conduziram um estudo de onze semanas com colonias de
Bombus impatiens com rainhas, confinadas em estufa, onde foram alimentadas com 0, 10, 20,
50 e 100 ppb de imidaclopride e clotianidina em calda de actcar a 50%, respectivamente. Em
seis semanas de observacdes, a mortalidade das rainhas foi maior com 50 e 100 ppb e em
onze semanas atingiu a faixa de 20-100 ppb.

O experimento concluiu que a partir de 20 ppb ha um aumento estatisticamente
significativo na morte das rainhas (37% para o imidaclopride e 56% para o clotianidina), ha
uma diminui¢do na movimentacdo das operdrias ¢ uma reducdo significativa na relagdo
consumo de alimento e ganho de peso da colonia, se comparadas ao controle. Com
concentragdes de 10 ppb de imidaclopride e 50 ppb de clotianidina, a producdo de zangdes foi
significativamente reduzida (SCHOLER; KRISCHIK, 2014).

Bryden ef al. (2013) projetaram um modelo simulador do desenvolvimento de
mamangavas para avaliar os impactos dos efeitos subletais sobre os individuos a nivel de
colonia. O estudo mostrou que as colonias de mamangavas declinam quando expostas a niveis
subletais regulares de neonicotinoides. Isto € explicado pela redu¢do do comprometimento das
funcdes do individuo sobre a colonia. As abelhas das colonias de espécies sociais tém
consciéncia coletiva, por isso, uma dependéncia positiva da densidade da colonia, que esta
sujeita ao Efeito Allee (ALLEE, 1927). Esse estudo discorre sobre o fendmeno da agregacao
entre os animais, inclusive as abelhas, e suas consequéncias. Existe um nivel de tensdo critico
para o sucesso de uma colonia de abelhas, sendo que um pequeno aumento no nivel de tensao
pode fazer uma grande diferenca entre o fracasso e sucesso da colonia.

Parece provavel que as abelhas intoxicadas sejam totalmente capazes de coletar
alimento quando oferecido de modo intranidal, mas quando as abelhas tém que voar longas
distancias para coletar néctar e pdlen de flores aleatoriamente distribuidas, os efeitos da
intoxicacdo se tornam mais evidentes. Estudos t€ém se concentrado principalmente nos efeitos
comportamentais das abelhas adultas logo ap6s a exposi¢do aos neonicotinodides e fipronil,
mas estudos realizados durante os estagios larvais com abelhas Apis mellifera (YANG et al.,

2012) e abelhas sem ferrdo (TOME et al., 2012) expostas aos neonicotindides e fipronil
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confirmaram que elas t€ém o desenvolvimento do sistema nervoso central prejudicado e
portanto, um desempenho reduzido dessas operarias adultas até varias semanas apds a
exposicao da colonia.

Portanto, as implica¢des de avaliacdo de risco sdo claras: estudos de laboratorio e
até mesmo estudos de campo onde as coldnias sdo colocadas adjacentes as culturas tratadas,
ndo sdo apropriados para a detec¢do de tais impactos. Da mesma forma, os experimentos
precisam ser executados por um periodo de tempo mais extenso para que se possa avaliar os
efeitos em longo prazo da exposicao sobre a satde das abelhas (ALIX; VERGNET, 2007).

Os dados toxicoldgicos existentes sugerem que os impactos sobre a taxa
diversificada das abelhas sdo muito semelhantes a nivel de individuo, com alguma evidéncia
de que as mamangavas e as abelhas solitarias podem ser mais sensiveis aos agrotoxicos do
que as abelhas Apis mellifera (SCHOLER; KRISCHIK, 2014). Doses operacionais de campo
de neonicotinodides e fipronil podem ter uma série de efeitos prejudiciais significativos para o
desenvolvimento larval, a fertilidade da rainha adulta, o comportamento da operaria adulta, a
alimentacdo e o desempenho da colonia de espécies sociais. No entanto, os efeitos dos
neonicotindides e fipronil sobre a grande maioria das espécies de abelhas ndo foram
examinados e ¢ necessario cautela ao extrapolar de espécies sociais para espécies solitarias.
Nenhum estudo ainda avaliou os impactos dos neonicotindides sobre as espécies solitarias em
condi¢des de campo.

Pode-se dizer que uma colonia de abelhas Apis mellifera mais populosa e também
de algumas abelhas sem ferrdo poderiam compensar o mau desempenho na reducdo de
forrageamento dessas espécies, bem como de quaisquer erros de navegacdo por parte das
abelhas campeiras, entretanto, isso ¢ pouco provavel que seja o caso tanto para colonias de
mamangavas, que tém apenas algumas centenas de operarias, quanto para abelhas solitarias,
onde uma Unica fémea ¢ a responsavel pela provisdo do ninho. Assim, os impactos a nivel de
populacao podem ser inversamente relacionados aos niveis de sociabilidade (PISA et al.,

2015).

3.6.1 Sindrome do colapso da colénia — CCD (Colony Collapse Disorder)

CCD ¢é um fendmeno que acontece quando as abelhas operarias de uma coldnia
desaparecem deixando para trds a rainha, os favos cheios de alimento e as abelhas nutrizes
para cuidar das crias (VANENGELSDORP et al., 2007).

Fendmenos semelhantes t€ém acontecido ao longo da histéria. Doenga de maio,

colapso de outono, sindrome do acaro vampiro, doenca da redug¢do de outono (OLDROYD,
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2007) foram alguns nomes dados a fenomenos anteriores. Rebatizado por Cox-Foster et al.
(2007a) como Colony Collapse Disorder, quando foi formado na Universidade da Pensilvania
o Grupo de Trabalho para Estudos do CCD, ainda hoje ndo tem todos os seus mecanismos de
acao entendidos e descritos (BECHER et al., 2013; LU et al., 2014; SMITH et al., 2013).

Os sintomas de CCD numa colonia podem ser evidenciados pelas seguintes
condigoes:

* auséncia de abelhas campeiras

* auséncia de abelhas mortas na frente do alvado

* presenca de cria operculada nos favos de cria

* presenga da rainha

* presenca de mel e pdlen nos favos de alimentacao

* auséncia de saqueadores

* insuficiente nimero de operarias para cumprir todas as tarefas internas
* campeiras parecem jovens demais para as tarefas externas

* abelhas sem disposi¢do de consumir suplemento alimentar.

Relatado pela primeira vez mnos Estados Unidos no outono 2006
(HACKENBERG, 2007) e pesquisado inicialmente por vanEngelsdorp ef al. (2007) foram
registradas perdas entre 30 e 90% das colonias de abelhas durante a passagem do inverno,
quando normalmente as perdas médias giravam em torno de 16% (COX-FOSTER et al.,
2007b; JOHNSON, 2010; VANENGELSDORP et al., 2007).

Na Europa, o fendmeno foi observado por apicultores na Bélgica, Franga,
Holanda, Grécia, Itdlia, Portugal, Espanha, Alemanha, Sui¢a e Irlanda do Norte, com perdas
entre 40 e 50% (BIESMEIJER et al., 2006; DUPONT, 2007; EFSA, 2008; STEINBERGER,
2007). Naquele momento a culpa do alto indice de mortalidade recaiu sobre uma maior
incidéncia de varroa, dois verdes excepcionalmente imidos na Europa e alguns agrotoxicos.

Em julho de 2007 o governo norte americano langou o CCD Action Plan (USDA,
2007), que tragava estratégias para abordar o CCD em quatro frentes:

* pesquisa e coleta de dados através de questionarios
* analise de amostras
* pesquisa baseada em hipodteses e
* mitiga¢do com a¢do preventiva.
Quando o primeiro relatério anual foi publicado (USDA, 2009) sugeria que o

CCD era causado pela interagdo de varios fatores combinados. No mesmo ano vanEngelsdorp
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et al. (2009) publicaram estudo que concluia:

De 61 variaveis quantificadas (incluindo fisiologia de abelhas adultas, carga
patogénica e niveis de agrotdxicos) ndo foi encontrado um fator Unico com
consisténcia para sugerir um agente causal. As abelhas em colonias com CCD
tiveram maiores cargas patogénicas e foram infectadas com mais patdogenos do que a
populagdo de controle, sugerindo ou uma maior exposicdo ou as defesas
imunolégicas reduzidas nas abelhas com CCD (VANENGELSDORP et al., 2009;
tradu¢do do autor).

Goulson et al. (2015) fizeram uma revisdo de 170 arquivos publicados sobre CCD
e concluiram que as interagdes entre parasitas, agrotoxicos e dieta sdo fatores que disparam o

problema do CCD. Afirmam que:

Abelhas de todas as espécies sdo susceptiveis a encontrar multiplos estressores
durante suas vidas e cada um ¢é susceptivel de reduzir a capacidade das abelhas para
lidar umas com as outras. Uma abelhas ou colénia de abelhas que parecam ter
sucumbido a um patégeno poderia ndo ter morrido se ndo tivesse sido também
exposta a uma dose subletal de um agrotoxico e/ou estivesse sujeita a estresse
alimentar (que por sua vez poderia ser devido a seca ou enchente provocadas pelas
mudangas climaticas, ou pela concorréncia por alimento entre muitas colmeias de
abelhas colocadas proximas entre si). Infelizmente, estudos repetidos sobre os
efeitos das interagdes entre multiplos estressores em colOnias de abelhas sdo
extremamente dificeis. O nimero de combinagdes de estressores rapidamente se
torna grande e a exposi¢do a estressores € dificil ou impossivel de controlar em
abelhas voando livremente. No entanto, uma grande discusso pode ser feita, que ¢ a
interacdo entre parasitas, agrotoxicos e dieta que esta no centro dos problemas atuais
de satde das abelhas (GOULSON et al., 2015; tradugdo do autor).

Atualmente o USDA (United States Department of Agriculture) financia
pesquisas a organizagdo ndo governamental BIP (Bee Informed Partnership), projeto do
Departamento de Entomologia da Universidade de Maryland, College Park, USA, liderado
pelo professor Dennis vanEngelsdorp, que faz o monitoramento anual do CCD nos Estados
Unidos coletando dados para pesquisa de 6.500 apicultores norte-americanos. Essas pesquisas
se desenvolvem no sentido de estabelecer os mecanismos do CCD em quatro frentes:

e analise de dados coletados de apicultores

* analise ambiental

* andlise de amostras de abelhas frente a patdgenos, parasitas e agrotoxicos

* analise de amostras de larvas, pupas e abelhas adultas quanto a patofisiologia
(KULHANEK et al.,2017; VANENGELSDOREP et al., 2017).

O CCD ¢ responsavel por grandes perdas na agricultura porque a grande maioria
das culturas agricolas precisam da polinizacdo das abelhas manejadas (KLEIN et al., 2007)
Relatorio da FAO (2005) reportava que o valor da producdao de alimentos que dependiam
exclusivamente das abelhas para polinizagdo estava estimado em 200 bilhdes de dolares

americanos. A escassez de abelhas para poliniza¢do elevou o custo do aluguel de colmeias
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para polinizagdo de US$ 45.00 por colmeia no inicio de 2000 para US$ 171.00 no final de
2017, um aumento de 280% em 17 anos (USDA, 2017).

Os mecanismos do CCD ainda s3o desconhecidos. Muitos fatores sdo apontados,
mas a comunidade cientifica ndo acredita que um tUnico fator seja responsavel por esse
fendmeno e sim um conjunto de fatores agindo aditivamente e sinergicamente (BECHER et
al.,2013; GEOFFREY, et al., 2010; SMITH et al., 2013; USDA, 2012; VAN DER SLUIJS e¢
al., 2013; VANENGELSDORP, 2008). Acreditam que maioria desses fatores tem relagdo
com as atividades humanas que espalham parasitas e patdgenos, manejo inadequado,
pesticidas, fatores genéticos, estresses nutricionais € ambientais, falha das rainhas, fome e
imunodeficiéncias. O parasita Varroa destructor e seus virus associados (RATNIEKS;
CARRECK, 2010) e o parasita do sistema gastrico Nosema spp. estiveram ambos ligados ao
declinio das colonias em altos indices (HIGES et al., 2008). H4 uma preocupagdo crescente
sobre o papel dos agrotoxicos nas perdas de colonias de abelhas (HENRY et al., 2012a) e nos
déficits nutricionais decorrentes da diversidade floral limitada das monoculturas que tém sido
associadas a taxas elevadas de declinio das colonias (HUANG, 2012). E provavel que todos
esses fatores contribuam para a elevada taxa de perdas de colonias atualmente experimentada
na maior parte da Europa e da América do Norte (NEUMANN; CARRECK, 2010;
STEINHAUER et al., 2014).

Em 2012, o WCC — World Conservation Congress, langcou uma resolu¢ao (Res-
127-EN), em que denuncia os neonicotinodides, o fipronil e outros inseticidas sistémicos como
provaveis causadores do “disturbio do declinio das colonias” de abelhas (CCD), do declinio
dos polinizadores silvestres e da entomofauna, e dos riscos ecoldgicos associados ao uso
desses inseticidas (WCC, 2012).

Em 2013, a Unido Europeia baniu temporariamente os neonicotindides
clotianidina, imidaclopride e tiametoxam (EU, 2013) e em 2018 os baniu definitivamente
(EU, 2018; STOKSTAD, 2018).

Alguns paises afortunadamente ndo convivem com o problema do CCD, como
nos casos do Canad4 com raros casos de ocorréncias e da Australia, que ndo registrou até
2017 nenhuma ocorréncia (ENTINE, 2013, 2018). Surpreendentemente esse pais também nao
registra a presenca do parasita Varroa destructor e consequentemente ndo ha casos de
varroatose no pais (MORTON, 2014; PHILLIPS, 2015).

Roberts et al. (2017) concluiram que a auséncia de varroa na Australia conduz a
auséncia do DWV (deformed wing virus), pois essa interacdo entre parasita e virus ¢ um dos

fatores que conduz ao CCD. O isolamento do pais, a monocultura agricola diferenciada com
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rigido controle do uso de agrotdxicos, a auséncia de varroa, a proibi¢do da importagdo de
abelhas e produtos apicolas e o clima semiarido da maior parte do pais, podem ter contribuido
para esse fenomeno (MORTON, 2014). Recentemente, Perry et al. (2015), membros da
equipe do pesquisador australiano Andrew Barron, publicaram um artigo langando uma luz

sobre os mecanismos de a¢do do CCD. Concluem que:

Os indices de morte de colonias de abelhas meliferas estdo insustentavelmente altos.
Enquanto muitos fatores de estresse tém sido identificados que contribuem para esse
problema, nés ndo sabemos por que as coldnias transitam tdo rapidamente de um
estado aparentemente saudivel para o colapso. E sabido que as abelhas,
individualmente, reagem aos fatores de estresse nutricionais e patogénicos
forrageando precocemente: nosso estudo explica como o colapso evolui como uma
resposta social da colonia a partir dos fatores de estresse das abelhas,
individualmente. Usamos rastreamento via radio para monitorar o desempenho de
abelhas e descobrimos que as abelhas operarias que comegam forrageamento
prematuramente t€ém um desempenho muito ruim. Isso agrava os fatores de estresse
da colonia e acelera o colapso. Sugerimos como as colonias em risco podem ser
identificadas precocemente e as interven¢des mais eficazes para prevenir o colapso
(PERRY et al., 2015; tradug@o do autor).

No Brasil, o CCD foi registrado pela primeira vez por Message (2010), na regido
de Altindpolis, SP, entre agosto e setembro de 2008 (Fig. 7a) em duas ocorréncias com
sintomas idénticos ao fendmeno norte-americano. A regido ¢ de intensa produgdo agricola,
predominando a cultura da cana-de-agucar, com o uso corrente de neonicotindides e fipronil.
As colonias analisadas apresentaram inimeros patogenos (SANTOS et al., 2011; TEIXEIRA
et al., 2011), parasitas Varroa destructor ¢ Nosema ceranae (MESSAGE et al., 2012). Casos
como esses tém sido relatados no sul e sudeste do Brasil (GONCALVES; CASTILHOS,
2015a, b; PIRES et al., 2016) (Figura 7b) e a grande maioria deles estdo associados ao uso
dos inseticidas neonicotinoides e fipronil (BLACQUIERE et al., 2016; KRUPKE et al., 2012;
VANDERSLULS et al., 2013).

Por outro lado as empresas fabricantes de agrotdxicos se defendem e criam
projetos miliondrios como o projeto global Bee Care criado pela Bayer (BAYER BEE CARE,
2018; MCGRATH, 2014) e o projeto Colmeia Viva, uma iniciativa da Associa¢do
A.B.E.L.H.A., criada pelo Sindiveg (Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa
Vegetal) (A.B.E.L.H.A., 2018). Essas entidades tentam convencer a opinido publica que os
fatores causadores de mortes e desaparecimento das abelhas ndo sdo os agrotoxicos e sim o
acaro Varroa destructor, ou o manejo errado das abelhas, ou a negligéncia ou ignorancia dos

agricultores que ndo seguem as recomendacdes dos fabricantes.
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Figura 7 — Registros de CCD (colmeias com mel, porém totalmente sem abelhas), Apis em
Altinopolis, SP (a) e Melipona em Sao Clemente, PR (b)

Fonte: Message, 2008 Fonte: Castilhos, 2016.

Dentro de um contexto nacional, observou-se que o problema do desaparecimento
e morte das abelhas assume caracteristicas diferenciadas em cada regido, bioma ou nicho
ecoldgico, ou seja, as causas dos problemas nos estados do Sudeste (MESSAGE, et al. 2012,
2015; ROSA et al., 2015; SOARES et al., 2015) nao sdao exatamente as mesmas dos estados
do Sul (BLOCHTEIN, 2015), que por sua vez diferem dos estados do Nordeste
(CASTILHOS, 2014; MAIA et al, 2015; SILVA et al., 2015). Nessa regido, devido
principalmente as caracteristicas tipicas do clima semiarido nordestino ¢ marcante o efeito da
seca que por si s causa anualmente o abandono de colmeias e morte de 50% das coldnias de
abelhas e ndo raramente até¢ 90%, como foi o caso da seca de 2012 (CASTILHOS et al., 2016)
sendo importante a analise de todas as varidveis envolvidas e que podem ser responsaveis
pelas ocorréncias registradas (GONCALVES, 2012b).

Para avaliar o impacto causado na apicultura e meliponicultura pelo uso
indiscriminado dos inseticidas sist€émicos neonicotindides e fipronil e o declinio das colonias
de abelhas nativas ou manejadas, Gongalves (2014) langou o aplicativo online BEE ALERT,
para o registro de ocorréncias de morte massiva e desaparecimento de colonias (CCD) de
abelhas a nivel mundial. Esse banco de dados foi usado para compor a analise desta tese de

doutorado levando em conta somente os registros validados a nivel nacional.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA E ANALISE DOS DADOS

A coleta dos dados foi feita por meio do aplicativo BEE ALERT, parte integrante
do website <http://www.semabelhasemalimento.com.br/beealert>, criado pelos coordenadores
da Organizacdo nao-governamental de Protecdo as Abelhas, BEE OR NOT TO BE,
registrando online, em um banco de dados préprio, cada ocorréncia de morte massiva e
desaparecimento de abelhas (CCD), para monitorar as perdas em escala global
(GONCALVES, 2014).

Os participantes preenchem o questiondrio hospedado no website ou em uma
conexdo (/ink) hospedada em diferentes websites, por exemplo: institutos de pesquisas,
laboratérios de referéncia, associagdes de apicultores, revistas de apicultura, midias sociais e
outros correlatos (VAN DER ZEE et al., 2013).

Quando o participante abre uma ocorréncia no aplicativo BEE ALERT, esse
registro ¢ automaticamente inserido no banco de dados em que informacdes de localizagao,
espécies de abelhas, possiveis causas, tipos de florada, perdas de colonias, prejuizos
estimados, dentre outros sdo armazenadas e entram no aplicativo conforme o entendimento do
participante. Todos os participantes tiveram o anonimato resguardado (BRASIL, 2016;
GONCALVES, 2014).

Foram cadastrados no aplicativo BEE ALERT 1.176 participantes sendo que 616
se cadastraram sem preencher os formuldrios com as informagdes solicitadas, 313 foram
excluidos por apresentarem dados incompletos e os registros internacionais. 247 foram aceitos
para contatos posteriores e confirmacdes de dados, para coleta de amostras de abelhas mortas
e andlises toxicoldgicas.

Para os interessados em registrar ocorréncias, mas que ndo sdo usudrios de
computador, foi idealizado um questiondrio impresso (ANEXO II) solicitando as mesmas
informagdes do sistema online, dando-se assim a op¢do de manifestacdo aqueles que ndo
utilizam os meios digitais. Todas as ocorréncias registradas pelos apicultores,
meliponicultores e demais colaboradores que utilizaram o aplicativo BEE ALERT foram
conferidos, confirmados e validados. Para se evitar informacgdes falsas, todos os registros de
dados foram reconfirmados mediante contatos com os participantes. Todos os casos com
perdas de coldnias e prejuizos financeiros foram rastreados e controlados por um moderador

do aplicativo BEE ALERT.
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Para as ocorréncias com perdas de colonias mais expressivas foram feitas visitas
aos apiarios com entrevista aos participantes, confirmag¢ao in loco da dentincia, com possiveis
registros de dados complementares, com fotos, filmagens e coletas de amostras.

Em seguida procedeu-se uma aplicagdo do controle de qualidade nas ocorréncias e
os preenchimentos incompletos, ndo confirmados, ou que ndo puderam ser rastreados, sdo
excluidos, evitando-se assim a perda de qualidade dos dados.

Durante a fase de coleta de dados foi editada uma macro planilha contendo todas
as variaveis extraidas durante a pesquisa, sendo que esses dados permitiram a analise de
frequéncias de ocorréncias nas distintas regides do pais, principais causas das mortes ou
desaparecimento das abelhas, principais problemas e prejuizos econdmicos devido as perdas
de colonias e de produgdo, bem como uma andlise de carater socioambiental dos
denunciantes.

A escolha do tamanho da amostra (n) seguiu a metodologia sugerida por Van der
Zee et al. (2013), considerando um erro padrao de 5% e um nivel de confianca de 95%, para
uma populagdo apicola nacional estimada em 350.000 apicultores (CBA, 2013; SEBRAE,
2006), o que resultou numa amostra minima de 246 ocorréncias no periodo analisado.

Para a andlise das varidveis quantitativas foram aplicados o teste de Anderson-
Darling para normalidade, o teste de Levene para homocedasticidade, teste de proporgdes e
Modelos Lineares Generalizados ¢ Método de Wald (MCCULLAGH; NELDER, 1989;
VANENGELSDORP et al., 2011, 2013) e analise multivariada Permanova (Permutational
Multivariate Analysis of Variance) (ANDERSON, 2001, 2005; ANDERSON; WALSH,
2013) para variaveis qualitativas, com 5% de nivel de significancia, utilizando-se o software

R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2016).

4.2 ANALISE TOXICOLOGICA

As analises foram feitas no LAEV — Laboratorio de Ecofisiologia Vegetal, do
Departamento de Ciéncias Vegetais da UFERSA usando o método QuEChERS (Quick Easy
Cheap Effective Rugged Safe) (ANASTASSIADES et al., 2003), modificado segundo David
et al. (2015). As andlises foram realizadas utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
(UHPLC NEXERA X2 — Shimadzu) combinada com espectrometria de massa tipo triplo
quadrupolo (LCMS-8040 — Shimadzu).

4.2.1 Analitos e reagentes

A Tabela 5 mostra detalhes quimicos dos sete neonicotindides e do fipronil,
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inseticidas mais usados na produgdo agricola brasileira. Os padrdes dos agrotoxicos, os
padrdes de calibragdo interna (IS) (clotianidina d; e tiametoxam ds), sulfato de magnésio,
acetato de sodio, acido formico, formiato de amoénio, Supelclean PSA/SPE (primary,
secondary amide), Discovery” DSC-18/SPE (C-18 silica gel base material), acetonitrila grau
HPLC e agua ultrapura grau HPLC foram adquiridos da Sigma-Aldrich do Brasil Ltda. Todos
os compostos tém pureza > 99%.

As solugdes de estoque individuais (1mg/mL) dos padrdes dos inseticidas e dos
padrdes internos foram preparadas em acetonitrila (ACN). Os pontos de calibragdo foram
preparados em ACN/H,O (30:70) a partir da solucdo de estoque. As solugdes foram
armazenadas em freezer a -25 °C em camara escura, protegida da luz. A corrida uma vez

iniciada foi executada sem interrupgao.

Tabela 5 — Propriedades dos analitos usados na pesquisa

Massa  Coef. part.

Agrotdxico CAS # molar  octan./H,O Cl,a 55¢ For’ml'lla
(g/mol)  (log Pow) Quimica Quimica
Acetamipride 135410-20-7 222,67 0,80 Neonicotindide C;oH;;CINy
Clotianidina 210880-92-5 249,70 0,91 Neonicotindide CgHgCINsO,S
Dinotefuran 165252-70-0 202,21 -0,55 Neonicotindide C7H4N4O3
Imidaclopride  138261-41-3 255,66 0,57 Neonicotindide CoH;oCIN;5O,
Nitenpiram 150824-47-8 270,72 - 0,66 Neonicotindéide C;1H;sCIN4O;
Tiaclopride 111988-49-9 252,72 1,26 Neonicotindéide C;oHoCIN4S
Tiametoxam 153719-23-4 291,71 -0,13 Neonicotinéide CgH;¢CIN5O3;S
Fipronil 120068-37-3 437,15 3,75 Fenilpirazol Ci2H4CLF¢N4OS
Clotianidina d; 1262776-24-8 252,70 0,91 Padrdo interno  C¢D3;HsCINsO,S
Tiametoxam d; 1294048-82-0 294,73 -0,13 Padrdo interno  CgD;H-CINsO3S

Fonte: PPDB, 2016.

4.2.2 Coleta das amostras

Trinta e oito amostras de abelhas com suspeita de contamina¢do por agrotoxicos
foram coletadas durante visitas aos apidrios (Anexo III) com kits espatulas/coletores de
amostras (50 mL) estéreis, modelo MS-80097810002 (J.Prolab). As coletas foram feitas pelo
autor e pelo moderador do aplicativo Bee Alert, com o uso de luvas cirrgicas para evitar a
contaminagdo cruzada. Amostras em decomposicdo ou secas foram descartadas. As amostras
em boas condi¢des de analise foram acondicionadas em freezer a -25 °C. Nao foi estabelecido
um tempo maximo para a coleta da amostra. Colonias que apresentavam abelhas agonizando

embaixo da colmeia ou no alvado foram preferidas.
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Os sintomas das mortes foram: morte massiva no interior das colmeias, no chao
abaixo do alvado e colonias que apresentavam reducdo drastica na populacdo. Para cada

amostra foram coletadas entre 100 a 200 abelhas.

4.2.3 Preparacio do d-SPE

O método QuEChERS modificado ¢ composto de uma extracdo em agua e
acetonitrila seguido de uma limpeza em d-SPE (dispersive solid phase extraction) usando
Supelclean PSA/SPE, Discovery” DSC-18/SPE.

O extrato foi homogeneizado e centrifugado, o sobrenadante filtrado em filtro de
seringa, evaporado em nitrogénio (N) e reconstituido para analise em UHPLC-MS/MS

(Anexo IV). Todos os analitos foram preparados em triplicata.

4.2.4 Preparacao das amostras

A extragdo foi efetuada em triplicata, por meio da trituragdo de 5 abelhas
congeladas (-25 °C). As abelhas foram colocadas em micro tubo de homogeneizacdo com anel
de vedagdo e trés esferas de ago 316L; efetuada a maceragao a seco durante 3 minutos e 3.000
ciclos por minuto em micro homogeneizador Beadbug, modelo D1030-E.

Uma porcao de cada macerado com (~100 mg) foi colocado em novo micro tubo.
Foram adicionados 20uL dos padrdes internos (ZS) (Tiam d; - 2.500 pg, Clo ds - 2.500 pg),
agua ultrapura (400 pL), homogeneizado por 30 segundos, adicionado ACN padrao HPLC
(500 pL), homogeneizado novamente por 30 segundos e agitado em vortex por 10 minutos.

Em seguida foram adicionados 250 mg de sulfato de magnésio (MgSQj4)/acetato
de soédio (C,H3;NaO,) na proporg¢do 4:1, homogeneizado imediatamente por 30 segundos (para
facilitar a hidratacao do sulfato de magnésio), agitado por 10 minutos e em seguida a amostra
foi levada a centrifuga refrigerada (Spinlab, modelo SL-SGR) para separar o precipitado
(13.000 g/10 min./20 °C).

Apbs a centrifugacdo foi retirado o sobrenadante com pipeta digital (~ 450 pL)
para micro tubo de centrifuga tipo Eppendorf flip-cap (2 mL) ja contendo 150 mg de
MgSO4/PSA/C-18 (1:1:1) para a retirada de residuos, lipidios, 4gua e pigmentos existentes no
extrato. Novamente a amostra foi homogeneizada por 30 segundos (3000 ciclos) e agitada por
10 minutos (300 rpm), filtrada em filtro de seringa de membrana PTFE hidrofilico (0,22 pum,
13 mm) e armazenada em micro tubo tipo Eppendorf (1,5 mL). O volume recuperado (~ 250
uL) foi levado ao freezer a -25 °C para separar possiveis lipidios ainda contidos na amostra. O

volume permaneceu por uma noite nessa temperatura.
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Apds o registro da ndo observa¢do da formagdo de lipidios, o conteudo foi
evaporado em nitrogénio (N) e reconstituido em 120 pL de ACN/H,O (30:70) e transferido
para inserto 250 pL, modelo 1125021 - Analitica, acondicionado em vial 2 mL, septo
PTFE/silicone, modelo 1T10209111 - Analitica, para injetar. Nos casos em que a formacao de
lipidios foi observada, a fase liquida foi retirado com seringa de 1 mL e transferida para outro
micro tubo para secagem. Foi escolhida a reconstitui¢do da extragdo em ACN:H,O (30:70)
porque os neonicotindides e o fipronil ndo apresentaram problemas de solubilizacdo dos

analitos mais hidrofobicos.

4.2.5 Parametros de UHPLC

As amostras foram separadas em coluna cromatografica UHPLC C-18 (1,6 pm,
2,0 mm x 75 mm) modelo Shim-pack XR-ODS III - Shimadzu. A temperatura da coluna foi
mantida a 35 °C. O volume de injecdo foi de 5 puL e a fase modvel foi composta a partir das
solucdes A (5% ACN, 95% H,0, 5 mM NH4HCO, — formiato de amonio ¢ 0,1% de HCOOH
— acido foérmico) e B (95% ACN, 5% H,0, 5 mM NH4HCO, — formiato de aménio e 0,1% de
HCOOH - acido formico), em gradiente.

A corrida cromatografica se iniciou com B a 10% subindo para 30% em 10
minutos, para 100% aos 12 minutos. Manteve-se em 100% até 19 minutos, retornou a 10%
aos 19 minutos e 10 segundos e se manteve em 10% por mais 3 minutos e 20 segundos. O

tempo total da corrida foi de 22 minutos e 30 segundos.

4.2.6 Parametros de espectrometria de massas

A quantificagdo foi executada em MRM (multiple reaction monitoring) usando o
modo de ionizagdo ESI (electron spray injection) automdtico, positivo para o0s
neonicotindides e negativo para o fipronil e duas fragmentacdes caracteristicas do ion
molecular protonado [M + H]" ou deprotonado [M - H]" foram monitoradas.

O potencial de desagrupamento, DP (declustering potential) (0-40 V) e a energia
de colisdo, CE (collision energy) (10 - 40 eV) foram otimizadas para cada analito.

As concentragdes dos analitos foram determinadas a partir de uma curva de
calibracdo usando-se analise de regressao linear da relacdo da 4rea do pico versus a razdo de
concentracdo (analito nativo para padrdo interno). Um numero de oito pontos da curva de
calibragdo a (1, 5, 10, 15, 25, 50, 100 e 200 ng/mL em ACN/H,0 (30:70)) foram usados para
cobrir a faixa de concentragdes observadas em diferentes matrizes para todos os componentes

com coeficiente de determinagio R* > 0,99. Os pardmetros de retengdo e aquisi¢io no
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equipamento foram otimizados para os padrdes dos agrotoxicos de interesse e para os padrdes

internos necessarios para a quantificacao dos analitos (Tabela 6).

Tabela 6 — Tempos de retengdo e parametros de aquisicdo otimizados do UHPLC-MS/MS
para os agrotoxicos analisados e os padrdes internos

Agrotdxico tR (min) QI (m/z) Q3 (1) (m/z)

Acetamipride 7,625  203.10 129.20
Clotianidina 5,978  271.10 225.05
Dinotefuran 2,636  295.00 214.15
Imidaclopride 6,591  292.00 211.05
Nitenpiram 3,045  253.00 172.10
Tiaclopride 9,764  250.00 169.10
Tiametoxam 4,680 256.10 209.10
Fipronil 13,985  223.10 126.10
Clotianidina ds 5,933 253.00 126.10

Tiametoxam d; 4,651 435.00 329.90

tR = tempo de reten¢do; Q1 = relagdo massa/carga do ion precursor;
03(1) = relagdo massa/carga do ion de quantificagdo.

4.2.7 Validacao do método
Os agrotdxicos identificados na analise foram sete neonicotindides (acetamipride,
clotianidina, dinotefuran, imidaclopride, nitenpiram, tiaclopride, tiametoxam) e um
fenilpirazol (fipronil). Foram usados os padrdes internos (IS) clotianidina ds e tiametoxam d;.
Os padroes foram diluidos em ACN/H,0 (30:70) a 1, 5, 10, 15, 25, 50, 100 e 200
ng/mL (ppb) para encontrar a equacdo de regressdo linear de calibracdo dos agrotdxicos

recuperados em abelhas controle (sem contaminacao) Apis mellifera.

4.2.8 Controle de qualidade

As amostras de solventes ACN/H,O (30:70) foram também injetadas entre os
lotes de amostras para se certificar que ndo houve efeito de transi¢do no sistema do UHPLC
que pudessem afetar os resultados seguintes nas corridas das analises.

As identidades dos neonicotinodides e do fipronil foram avaliadas comparando as
razdes das transicoes MRM nas amostras e nos padrdoes puros. O mix dos padrdes de
calibracdo foi injetado antes e depois de todos os lotes de amostras para monitorar mudangas
na sensitividade antes da andlise do lote seguinte. As amostras de controle de qualidade
(solugdes padroes) foram injetadas a cada 10 amostras para monitorar as mudangas de

sensitividade durante a analise de cada lote.
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4.2.9 Quantificacao dos analitos

Os analitos foram quantificados apos corre¢do da perda durante a extragdo,
calculada a partir da média dos valores de recuperagdo dos padrdes internos (clotianidina ds e
tiametoxam d3) e da massa de macerado de abelhas usada para extracdo de cada amostra. Os
resultados foram expressos na forma de nanogramas de analito por grama de abelha (ng/g).

O termo <LD (l/imite de detec¢do) foi atribuido para as determinagdes com valor
abaixo de trés vezes o valor de ruido. Essa faixa de valores ¢ considerada como abaixo do
limite de detec¢do do método, ou seja, considera-se que o analito ndo foi detectado. O termo
(<LQ) (limite de quantificagdo), foi usado para identificar as amostras com valores até trés
vezes o valor de MDL (Method Detection Limit). Nesse caso, o resultado foi expresso com o
simbolo “ <” (menor que) e o valor do limite de quantificagcdo para aquela amostra e analito

especifico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE DOS DADOS
De um total de 1.176 visitantes do aplicativo BEE ALERT, 616 (52,4%) nao
fizeram nenhum registro, 313 (26,6%) foram excluidos e 247 (21,0%) foram validados como

participantes amostrais (Grafico 1).

Grafico 1 — Percentual de visitantes cadastrados, de participantes validos e participantes
excluidos da amostra

Registros
excluidos
26,6 %

Registros

Fonte: dados da pesquisa.

Dentre os participantes que efetuaram algum tipo de registro foram excluidos da
amostra os registros em que uma ou mais das 18 varidveis das ocorréncias estivessem
incompletas, os registros internacionais, uma vez que nido fazem parte dos objetivos desta
tese, os registros errados, os registros com perdas maiores que 100,0%, os registros sem
perdas, os registros sem confirmagdo posterior e os registros em duplicidade, de acordo com
De Leeuw (2008), totalizando 313 participantes que ndo confirmaram uma ou mais condi¢gdes
de validagao, representando 55,9% dos registros, o que ndo apresentou diferenca (p = 0,5872)
do percentual obtido por Millar; Dillman (2011) de 57,7% para este tipo de pesquisa
(questiondario voluntario via internet).

Seis tipos de atividades apicolas foram informadas durante o processo de
aquisi¢do de dados. Notou-se uma predominancia da apicultura sobre as demais atividades,
seguida da atividade apicola como lazer, entretanto pesquisadores e associacdes apicolas

tiveram pequena participagdo nos registros de ocorréncias (Grafico 2).



Grafico 2 — Percentuais dos registros de ocorréncias validos por atividade apicola
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Fonte: dados da pesquisa.
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Das 27 unidades federativas, 18 (67%) reportaram pelo menos uma ocorréncia de

perdas de coldnias de abelhas, africanizadas ou nativas, desde o langcamento do aplicativo

BEE ALERT na internet. Nota-se nitidamente a lideranga do estado de Sdo Paulo quanto ao

nimero de respostas, com 47,0% dos registros validos para a pesquisa. Outros estados como

Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Parana, Mato Grosso do Sul também tiveram destaque na

pesquisa. Oito estados e o Distrito Federal ndo apresentaram participagdo na pesquisa

(Gréfico 3).

Grafico 3 — Percentuais dos registros validos para a pesquisa efetuados por estado

Fonte: dados da pesquisa.
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Malaspina et al. (2008), ja citavam esses estados com ocorréncias de mortes de
abelhas por contaminagdo com neonicotinodides, inclusive com confirmagdo analitica por
cromatografia liquida e espectrometria de massa (LC/MS). Mais recentemente, Malaspina
(2014), publicou relatorio sobre mais mortes de abelhas por agrotoxicos no pais, enfatizando
os mesmos estados como recordistas nas ocorréncias de mortes de abelhas (UNESP;
UFSCAR, 2018).

A variadvel que inferiu sobre a posse das propriedades em que os participantes da
pesquisa praticam suas atividades apicolas (Grafico 4), mostrou que os nao proprietarios
arrendam terras de fazendeiros e sitiantes da regido mediante acordos ou em troca de cotas de
mel a serem pagas no final da safra, ou entio ocupam APP’s (Areas de Preservacio
Permanente) ou APA’s (Areas de Protegdo Ambiental), remanescentes de matas nativas nas
encostas e vales, principalmente nas partes ndo agriculturaveis das regides de monocultura
agricola intensiva (53,9%). O restante (46,1%) sdo proprietarios das terras onde praticam a

atividade apicola.

Grafico 4 — Posse das propriedades em que os participantes da pesquisa exercem a atividade

apicola
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Meliponicultor ~ Apicola

Fonte: dados da pesquisa.

Quanto ao método de produgdo da atividade apicola, se fixa ou migratodria,
verificou-se uma predominancia do método fixo em todas as atividades (85,8%). O restante
(14,2%) complementa a totalidade dos apicultores pesquisados com o método apicultura

migratoria (Tabela 7).
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Tabela 7 — Método de produgdo da atividade apicola dos participantes da pesquisa

Método

Atividade Fixa %  Migratéria %  Total
Apicultura 158 84,0 30 16,0 188
Apicultura/Meliponicultura 12 92,3 1 8,7 13
Associagao Apicola 3 100,0 0 0,0 3
Lazer (hobby) 26 89,7 3 10,3 29
Meliponicultura 10 100,0 0 0,0 10
Pesquisa 3 750 1 25,0 4
Total 212 85,8 35 142 247

Fonte: dados da pesquisa.

Quanto ao pasto apicola, as respostas foram muito variadas e plurais. Seis grupos

foram formados conforme a produgdo agricola e as caracteristicas ambientais das regides

reportadas. As respostas dos participantes foram multiplas (Tabela 8):

1-

frutas tropicais: abacate (Persea americana), abacaxi (Ananas comosus), banana
(Musa spp.), bergamota (Citrus bergamia), caju (Anacardium occidentale), castanha
(Castanea spp.), cupuacu (Theobroma grandiflorum), goiaba (Psidium guajava),
graviola (Annona muricata), jabuticaba (Plinia cauliflora), mamao (Carica papaya),
manga (Mangifera indica), maracuja (Passiflora edulis)

gramineas: braquidria (Brachiaria spp.), pastagem, pasto (Cynodon spp.), sorgo
(Sorghum bicolor)

mata nativa: alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia), angico (Anadenanthera
spp.), aroeira (Astronium faxinifolium, Lithraea molleoides, Myracrodruon
urundeuva, Schinus terebinthifolius), arranha-gato (Acacia plumosa), assa-peixe
(Vernonia polysphaera), bosque, capixingui (Croton floribundus), carqueja
(Baccharis trimera), cipo-uva (Cissus rhombifolia), ervas daninhas, flores do campo,
flores silvestres, inga (Inga spp.), jurema (Mimosa spp.), juazeiro (Ziziphus joazeiro),
marmeleiro (Cydonia oblonga), monjoleiro (Senegalia polyphylla), plantas rasteiras e
vassoura, vassourinha, vassourdo branco (Sida spp.)

monoculturas: algodio (Gossypium spp.), arroz (Oryza spp.), aveia (Avena spp.), caté
(Coffea spp.), cana-de-agucar (Saccharum spp.), eucalipto (Eucalyptus spp.), fumo
(Nicotiana spp.), laranja (Citrus sinensis), limao (Citrus limonum), maga (Malus spp.),
meldo (Cucumis melo), milho e milho transgénico (Zea mays), nabo (Brassica rapa),
nabo forrageiro (Raphanus sativus), soja (Glycine spp.), uva (Vitis spp.), uva-japonesa

(Hovenia dulcis)
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5- nao identificado

6- zona urbana: arvores urbanas e de rua, flores de jardim, jardins, pomares, pragas

Tabela 8 — Pasto apicola agrupado de acordo com as caracteristicas ambientais da regido

Grupos nr %

Frutas tropicais 18 5,4
Gramineas 10 3,0
Mata Nativa 159 47,7
Monoculturas 126 37,8
Naio identificado 10 3,0
Zona urbana 10 3,0
Total 333 100,0

nr =numero de registros validos
Fonte: dados da pesquisa.

Ao avaliar a incidéncia de mortes de colonias em fungdo do més de ocorréncia,
verificou-se que os meses com maiores perdas de colonias (janeiro, margo, junho, agosto,
novembro e dezembro) sdo aqueles que coincidem com o periodo de preparo da terra, plantio
e colheita da producdo agricola intensiva (Grafico 5). Nao foi registrado um tnico més sem

perdas.

Grafico 5 — Acumulado de perdas mensais de coldnias, considerando o periodo de 2013 a
2016
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Fonte: dados da pesquisa.

Devido as caracteristicas tropicais do Brasil, foi observado que as perdas se
mantém ao longo de todos os meses do ano podendo-se considerar entdo que ndo existe razao
para admitirmos diferencas nas perdas entre inverno e verao.

Quanto as espécies perdidas, verificou-se que 81,5% foram perdas de colonias de

abelhas do género Apis (mais especificamente as abelhas poli-hibridas africanizadas Apis
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mellifera), 13,7% foram perdas de colonias do género Melipona (Tetragonisca angustula),
1,8% de mamangavas (Bombus spp. e Xylocopa spp.) e 3,0 % de abelhas solitarias (Centris
spp., Eulaema spp., Tetrapedia spp., Eufriesea spp., etc.). Cerqueira e Figueiredo (2017)
analisando somente apicultores da mesorregido de Araraquara, centro-oeste do estado de Sdo
Paulo, encontraram que 88,5% dos apicultores analisados ja tiveram pelo menos uma perda
por pulverizagdo de agrotdxicos nas lavouras vizinhas aos apiarios.

Na andlise das ocorréncias quanto as causas das perdas reportadas, em 220
(89,1%) das respostas foram citados os agrotoxicos como causa das mortes, incluidas as 6
perdas devido ao fumacé (servigo municipal de combate ao mosquito Aedes aegypt), em 8
(3,2%) foram citadas as falhas no manejo, 5 (2%) foram citados o uso de acaricidas e 14
(5,7%) ndo souberam responder.

Na comparacdo entre o total de registros de perdas e as perdas somente por
agrotoxicos (p = 0,0105), se agruparmos os registros com perdas de 1 a 50 coldnias (183)
teremos que 157 (85,8%) foram devido aos agrotoxicos e 26 (14,2%) foram devido a outras
causas. Ja para um grupo de registros com perdas maiores que 50 coldnias (64) teremos que
63 (98,4%) foram devidas aos agrotoxicos e somente uma (1,6%) foram devido a outras
causas. Portanto, qualquer que seja o nivel de perdas, se de 1 a 50 ou mais de 50 coldnias, o
efeito do uso dos agrotoxicos oscilou entre 85,8 e 98,4%, o que ¢ extremamente prejudicial

para as abelhas e apicultores (Tabela 9).

Tabela 9 — Relacdo entre as ocorréncias e as causas das perdas

Total de coldnias Ocorréncias e suas causas
perdidas Agrotéxicos (%) Outras causas (%) Total
1as0 157 85,8 26 14,2 183
> 50 63 98,4 1 1,6 64
Total 220 89,1 27 10,9 247

Fonte: dados da pesquisa.

No quesito pulverizagdo, 60,3% dos participantes afirmaram ter sido vitimas de
pulverizacdo aérea, 29,2% de pulverizagdo mecanica, 2,0% de pulverizagdo manual e 8,5%
ndo souberam especificar. Os agrotoxicos citados como mais usados e que segundo os
participantes colaboradores foram os causadores das mortes e desaparecimentos das colonias
de abelhas foram condensados em 5 grupos quimicos incluidos na Tabela 10, sendo mais

frequentes os inseticidas sistémicos como os neonicotinoides e o fipronil.
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Tabela 10 — Agrotoxicos reportados na pesquisa € seus grupos quimicos

Grupos quimicos Nomes comerciais reportados %
Inseticidas sistémicos neonicotinoides, fipronil, imidaclopride, tiametoxam, 37,7
Actara, Regente, Clap, Gaucho,
Inseticidas ndo sist€émicos organoclorados, organofosforados, carbamatos, 12,3

Colosso, Karaté, Malathion, Amitraz, Avermectina,
Altacor, Abamectina

Herbicida glifosato, Roundup, Tordon, 2.4-D, Aurora, Gamit 13,4
Fungicida fungicida, Opera, Azimut 0,7
Acaricida/Carrapaticida acaricida, [vomec, ivermectina, carrapaticida 0,7
Nio identificados 35,2
Total 100,0

Fonte: dados da pesquisa.

Esse agrupamento das respostas deve-se ao excessivo nimero de variedades de
produtos no mercado e também pelo modo como os usudrios se referem a eles, citando-os
pelo principio ativo, marca, grupo quimico, apelido, dentre outros. As respostas dos
participantes que ndo souberam precisar as causas das mortes das abelhas tiveram um peso
percentual tdo grande quanto os que afirmaram ter sido vitimas dos inseticidas sistémicos.

Dentre as varidveis obtidas a partir das amostras coletadas tiveram
necessariamente posicao de destaque as varidveis continuas, fc (nimero de colonias saudaveis
antes da ocorréncia) e fd (niimero de colonias mortas ou desaparecidas apos a ocorréncia).

Essas varidveis ndo apresentaram condi¢do de normalidade (p < 0,0001) (Tabela 11).

Tabela 11 — Total, mediana, média e teste de normalidade para as variaveis tc e td

Varidvel Total Mediana (Interquartil) Média (95 % IC) p
tc 27.858 30 (14,5-87,5) 112,8 (81,7—-143,8) <0,0001
td 14.531 20 (6,0-54,5 58,8 (40,9- 76,8) <0,0001

Fonte: dados da pesquisa.
tc = numero total de colonias saudaveis antes da ocorréncia; td = numero de colonias que morreram na ocorréncia;
p = significancia pelo teste de Anderson-Darling.

Existem duas maneiras para se calcular as perdas de colonias. A primeira ¢ a
perda total de colonias (PT), que representa as perdas totais sofridas por todos os participantes.
A segunda ¢ a perda média de colonias (PM), que representa a média das perdas sofridas por
cada um dos participantes (VANENGELSDORP et al., 2011, 2013). Apesar de extremamente
uteis, esses dados sdo também muito tendenciosos. Isso pode ocorrer em regides onde a

apicultura comercial prevalece sobre a apicultura familiar; perda total (P7) é mais
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influenciada por grandes nlimeros enquanto que perda média (PM) ¢ mais representativa para
todas as operacgdes apicolas (DABERKOW et al., 2009).
Desse modo seguem as equagoes:
PT (%) = (td/tc) .100%,
PM (%) =X M(PTi)/n,

em que: td = nimero de colonias que morreram na ocorréncia, fc = niamero total de colonias
saudaveis antes da ocorréncia, PT; = perdas por ocorréncia valida e n = nimero de ocorréncias
validas.

Anualmente, o nimero de respostas usadas para calcular perdas totais (P7) perdas
médias (PM) com seus intervalos de confianc¢a foi maior que 60, o que permite supor que a
amostra ¢ normal (distribuicdo Z), exceto em 2013. Nesse caso, uma distribuicdo normal ndo
pode ser atribuida a PT e PM, entdo uma distribui¢do ¢ deve ser escolhida com base no
nimero de graus de liberdade dos dados (nr-1) (PAOLI et al., 2002). vanEngelsdorp et al.
(2011) diz que “esta estimativa pode ser um pouco tendenciosa se a distribuicdo do nimero de
coldnias por entrevistado for assimétrica, ja que cada respondente recebe o mesmo peso na
perda média resultante (PM), independentemente do numero de colonias possuidas”.

Para minimizar os efeitos causados pelo peso que cada atividade apicola exerce
sobre as perdas totais (PT7), por participante de ocorréncias registradas no Bee Alert, utilizou-
se o modelo estatistico GLM (Generalized Linear Model) quasi-binomial com fungdo de
ligacdo logit para calcular seus intervalos de confianca. Para as perdas médias (PM) utilizou-
se 0 método de Wald (VANENGELSDORP et al., 2013).

As perdas anuais, por participante de ocorréncias, do periodo e seus intervalos de
confian¢a ndo mostraram diferencas significativas confirmadas pelas intersecdes dos limites

minimos ¢ maximos do intervalo de confianga (Tabela 12).

Tabela 12 — Perdas anuais e no periodo e seus intervalos de confianca

Ano PT(%) 95% Ic(glm) PM%) 95% IC(Wald)
2013 50,4 39,5-614 54,9 39,3-70,6
2014 55,6 48,6 — 62,4 59,7 52,6 - 66,8
2015 54,4 45,6 - 63,0 66,6 57,7-175,5
2016 45,8 40,1 - 51,6 63,1 56,7 -69,5
2013 - 2016 52,2 48,3 — 56,0 62,0 57,9 - 66,1

PT = perda total; PM = perda média; 95% IC = intervalo de confianga.
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Na contabilizagdo das colonias de abelhas mortas e desaparecidas registradas
como ocorréncias no aplicativo BEE ALERT, entre 01 de janeiro de 2013 e 31 de dezembro de
2016, para um nimero de 27.858 colonias sadias antes das ocorréncias (#c), contabilizamos
perdas de 14.531 coldnias (td) sendo 12.831 de Apis (88%), 1.642 de Melipona (11%), 38 de
Bombus spp. e Xylocopa spp. e 20 de solitarias (Centris spp., Eulaema spp., Tetrapedia spp.,
Eufriesea spp., etc.). Isso representa uma amostragem pequena, muito aquém da realidade,
face a alta resisténcia dos apicultores e meliponicultores em denunciarem suas perdas.

Estimando-se uma populacdo média de 60.000 abelhas Apis por colénia, 1.000
abelhas Melipona, 200 abelhas Bombus/Xylocopa e 200 abelhas solitarias (Centris spp.,
Eulaema spp., Tetrapedia spp., Eufriesea spp., etc.) por ninho, calculamos que em um
periodo de quarenta e oito meses de registros morreram mais de 770 milhdes de abelhas, o
que representa uma perda de biodiversidade e um enorme prejuizo financeiro, at¢é mesmo
irrecuperavel, para os apicultores e meliponicultores nacionais.

Esta pesquisa deixa claro que a amostragem utilizada ndo abrange as colonias de
abelhas da natureza e portanto ndo representa uma estimativa sobre a perda de abelhas
silvestres no Brasil. E importante também ser dito que uma significativa parte dos apicultores
e meliponicultores que perderam suas colonias ndo registraram ocorréncias publicas em
orgdos oficiais por receio de perderem a autorizagdo para o uso das terras onde colocam suas
abelhas.

Estratificando-se as varidveis por seus respectivos estados, verificou-se que essas
subamostras também ndo apresentaram normalidade e homocedasticidade. Alguns estados,
apresentaram niimero de registros muito pequeno (n7esado < 8), inviabilizando as andlises.

Para melhor entender o tratamento das variaveis decidiu-se agrupa-las por regioes,
conforme o mapa de divisdo politica do Brasil. Os grupos foram divididos da seguinte

maneira: Centro-Oeste, Norte/Nordeste, Sudeste e Sul (Figura 8 e Tabela 13).
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Figura 8 — Distribui¢do georreferenciada das perdas de colonias no Brasil

Linha amarela = divisa internacional; linha preta = divisa regional; linha branca = divisa estadual
Fonte: Base cartografica GOOGLE EARTH, 2017; modificado pelo autor com dados da pesquisa.

Constatamos que do total de ocorréncias registradas (247) a maior frequéncia deu-
se no Sudeste (144 ou 58,3%) seguida das ocorréncias no Sul (59 ou 23,9%), Norte/Nordeste
(25 ou 10,1%)e Centro-Oeste (19 ou 7,7%) , sendo que as perdas totais de colonias (P7)
oscilaram entre 47,1% no Sudeste e 62,4% no Sul do pais e apesar das perdas totais e médias
das regides serem diferentes, os intervalos de confianga mostram uma sobreposicao de
valores, o que pressupde a ndo existéncia de uma diferenga quanto aos percentuais entre

regides (Tabela 13).
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Tabela 13 — Ocorréncias, perda total (PT) e perda média (PM) por regido e seus intervalos de

confianga
Regiéo nr (%) PT(%) 95% IC(glm) PM%) 95% IC(Wald)
Centro-Oeste 19 (7,77 61,7 45,5 -176,3 49,7 34,9 - 64,5
Norte/Nordeste 25 (10,1) 55,0 43,0 - 66,6 54,9 42,5-67,3
Sudeste 144 (58,3) 47,1 42,3 -51,9 62,3 56,7679
Sul 59 (239) 624 54,1 -70,2 68,3 61,0 -75,7
Total 247 (100,0) 52,2 48,3 — 56,0 62,0 57,9 — 66,1

nr = numero de respostas validas ou ocorréncias.

Durante o processo de contaminagdo das abelhas é importante coletar dados de
perdas parciais, ou reducdo, de coldnias para se ter uma ideia da tendéncia das perdas totais e
perdas médias durante o periodo de contaminagdo desses insetos (VAN DER ZEE et al.,
2013). Os autores sugerem uma contagem escalonada com perdas multiplas de 25%, em
quatro niveis, além da contagem inicial em outubro, considerada o marco zero antes do
inverno no hemisfério norte. Por efeitos praticos e mais eficazes dentro da nossa pesquisa,
escalonamos as perdas em quatro niveis da seguinte maneira: redu¢do em 30%, reducdo em

60%, perda total da populagdo da colonia (¢d) e marco zero (fc) (Tabela 14).

Tabela 14 — Numero de colonias (N) e seus percentuais com redugdes de 30 e 60% e perda
total por regido

Riow) R60%) Raoow) = td fc

Regido N (%) N (%) N (%) N
Centro-Oeste 35 (2,0) 227 (132) L.110 (61.7) 1.799
Norte/Nordeste 70 (4.8) 94 ( 6.5) 801 (55.0) 1456

Sudeste 138 (0,8) 907 ( 5,1) 8387 (47,1) 17.817
Sul 239 (3,5) 265 ( 3,9) 4.233 (62,4) 6.786
Total 482 (1,7) 1.493 ( 54) 14.531 (52,2) 27.858

R 300, = mimero de colonias com redugdo da populagdo em 30%; R s, = nimero de colonias com reducado
da populagdo em 60%; R100%) = td = nimero de colonias com perda total da populagéo; fc = numero total de
colonias saudaveis antes da ocorréncia.
A reducdo do volume dos enxames e sua associagdo a sindrome do
desaparecimento das colonias (CCD) quanto ao mecanismo de agregacdo (ALLEE, 1927) ¢
consequéncia de varidveis estressoras como fatores ambientais (mudangas climaticas, recursos

florais e compostos xenobidticos como os agrotdxicos), espécies invasoras (predadores,

parasitas e patogenos) e processos antropicos (selegdes genéticas e vitalidade, migracao
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sazonal, regulacdo das reservas de mel), dentre outros (DENNIS; KEMP, 2016; HENRY et
al., 2016).

Apesar dos poucos pontos da curva (Grafico 6) que representa o percentual de
reducdo da populacdo, observa-se uma tendéncia de evolugdo dessas reducdes seguindo um
modelo de crescimento logistico (FLORENTINO et al., 2010; HENRY et al., 2016), para os
niveis de reducdes R30%), Rso%), R(100%) (total de colonias perdidas = td) e a carga maxima de
perda de coldnias possiveis para cada registro (#c). Essa tendéncia comporta-se de maneira

semelhante nas regides geograficas pesquisadas.

Grafico 6 — Redugdes na populacdo de coldnias por regido

100
80

60
~#=Centro-Oeste

—*=Norte/Nordeste

Percentual (%)

40 Sudeste

—*=Sul

20

=

R(30%) R(60%) R(100%) tc
Redugdo

Fonte: dados da pesquisa

Os eventos de redugdes na populagdo das colonias podem anteceder ocorréncias
de CCD ou morte massiva, indicadores de que as colonias dificilmente escapam de uma
contaminac¢do letal em situagdes reais de campo e que contaminacgdes subletais se tornam
letais pelo acimulo de agrotoxicos no organismo, por ingestdo ou por contato, em fun¢do do
tempo de exposicao (TENNEKES, 2012).

Estudos sobre os agrotoxicos e seus efeitos em biomas e biotas conduzem a
resultados semelhantes aos nossos mesmo que as pesquisas trilhem por caminhos diferentes.
Bombardi (2016, 2017) pesquisando os efeitos dos agrotdxicos nos seres humanos em fungao
da localizagdo geografica, elaborou varios mapas sobre o uso dos agrotdxicos no pais (Figura
9a) e concluiu que os estados que mais utilizam e sofrem as consequéncias negativas desses

compostos coincidem exatamente com os resultados da nossa pesquisa (Figura 9b).
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Figura 9 — Percentual da utilizagdo de agrotoxicos em relagdo ao numero total de
agroindustrias por municipio (a), comparado aos registros do Bee Alert (b)
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Fonte: a) BOMBARDI, (2017). Departamento de Geografia - FFLCH - USP Sao aulo Software cartografico: Philcarto (philcarto.free.fr),
base cartografica: IBGE (2006); b) Base cartografica GOOGLE EARTH, 2017, modificado pelo autor com dados da pesquisa.

Carneiro et al. (2015), comentando o cenario acima em revisdo anterior diziam:

Nota-se neste mapa que as maiores concentragdes de utilizagdo de agrotoxicos
coincidem com as regides de maior intensidade de monoculturas de soja, milho,
cana, citricos, algoddo e arroz. Mato Grosso é o maior consumidor de agrotoxicos,
representando 18,9% do consumo nacional, seguido de Sao Paulo (14,5%), Parana
(14,3%), Rio Grande do Sul (10,8%), Minas Gerais (9,0%) e Goias (8,8%)
(CARNEIRO et al., 2015)

O IBAMA (2014), em sua consolida¢ao de dados fornecidos pelas empresas que
registram entradas e saidas de produtos técnicos, agrotoxicos e afins, conforme artigo 41, do
decreto 4.074 de 4 de janeiro de 2002 (BRASIL, 2002), reportou que em 2014 os 6 estados
recordistas em vendas de agrotoxicos foram Mato Grosso (18,0%), Sao Paulo (14,4%), Parana
(11,4%), Rio Grande do Sul (11,5%), Goias (8,8%) e Minas Gerais (6,6%).

O INPEV - Instituto Nacional de Processamento de Embalagens Vazias, 6rgao
ndo governamental e sem fins lucrativos que recolhe embalagens de agrotoxicos em todo o
Brasil para reciclagem e reaproveitamento, registra em seu Relatorio de Sustentabilidade 2015
que os 7 primeiros estados a recolher mais embalagens de agrotdxicos sdo o Mato Grosso
(22,8%), Parana (13,4%), Sao Paulo (13,0%), Rio Grande do Sul (10,7%), Goias (10,2%),
Mato Grosso do Sul (7,7%) e Minas Gerais (7,6%) (INPEV, 2015).

Na analise das perdas de colonias segundo o aplicativo BEE ALERT por estado,

Sdo Paulo perdeu o maior nimero de colonias em niimeros absolutos (7.348), representando
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uma perda total (PT) de 46,3%; o estado do Rio Grande do Sul perdeu 1.515, representando
58,7%; o estado do Parand teve a maior perda de meliponas (7Tetragonisca angustula),
popularmente conhecida por abelha jatai (1.508 coldnias). O fato dessa enorme perda de
colonias de meliponas no Parana foi lamentado pelos participantes da pesquisa local, que
relataram as dificuldades de fiscalizacdo, o uso de agrotédxicos falsificados e contrabandeados
através da triplice fronteira, Argentina, Brasil e Paraguai, (ENFISA, 2015). As perdas de Apis
mellifera (1.043 colonias) também foram expressivas nesse estado.

Minas Gerais também teve perda significativa; foram registradas 1.037 coldnias
perdidas e sua perda total (PT) calculada foi de 53,4%.

Os estados de Goias, Mato Grosso ¢ Mato Grosso do Sul, individualmente,
apresentaram um numero de registros insuficientes (77esaso < 10), por isso ndo foram
apresentados seus resultados de perda total percentual (P7), mas Carneiro et al. (2015)
apontam esses estados como grandes consumidores de agrotoxicos no pais, sendo o estado do
Mato Grosso lider no consumo nacional.

Para se entender melhor o conceito de perda total (P7) e perda média (PM)
(DABERKOW et al., 2009) a amostra foi dividida por grupos de participantes quanto ao
nimero de coldnias, de 1 a 50, de 51 a 200 e acima de 200 colonias (Tabela 15). Esta divisao

caracteriza o tamanho da operagdo apicola, se pequena, média ou grande respectivamente.

Tabela 15 — Perda total e perda média pelo tamanho da operacdo

Operacao nr tc td PT, 95% ICgim)  PMy  95% ICwaldy
1-50 161 3.236 2.128 65,8 60,5 -70,8 65,0 59,9-170,1

51-200 56 6.112 3.922 64,2 55,8 -72,0 63,0 54,9 -71,2
> 200 30  18.510 8.481 45,8 35,7-56,2 44,2 33,5-54,9
Total 247  27.858  14.531 52,2 48,3 - 56,0 62,0 57,9 - 66,1

nr =numero de registros validos; t¢c = numero total de colonias saudaveis antes da ocorréncia;
td = nimero de colonias que morreram na ocorréncia; PT(,, = perda total; PM«, = perda média; IC = intervalo de confianca
Fonte: dados da pesquisa.

Na andlise das perdas quanto ao tamanho da operacdo apicola constatou-se que
pequenos e médios apicultores e meliponicultores sofrem semelhantes percentuais de perdas
médias, ja os grandes apicultores e meliponicultores sofrem menores perdas, confirmado pela
comparacdo dos intervalos de confianga (BRODSCHNEIDER et al, 2016;
VANENGELSDOREP et al., 2011).

Uma andlise de variancia multivariada PERMANOVA (Permutational

Multivariate Analysis of Variance) testou as interagdes entre as varidveis independentes e
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covaridveis, qualitativas e quantitativas definindo o tamanho de seus efeitos sobre a variavel

dependente, com nivel de significancia de 5% (Tabela 16).

Tabela 16 — Resultado da analise PERMANOVA

Varidvel gl. SQ QM F r Pr (>F)
Regido 3 27.838 9.279 2,13 0,00553 0,1066
Més 11 75.623 6.875 1,58 0,01503 0,1202
Latitude 1 48.154 48.154 11,04 0,00957 0,0030
Longitude 1 19.054 19.054 4,37 0,00379 0,0398
Atividade 5 1.473.728 294746 67,56 0,29293 0,0001
Abelhas 5 108.528 21.706 497 0,02157 0,0417
Tipo 1 155.677 155.677 35,68 0,03094 0,0001
tc 1 2.134923 2.134.923 489,32 0,42435 0,0001
Causas 7 32.708 4.673 1,07 0,00650 0,2849
Agrotoxicos 6 29.525 4921 1,13 0,00587 0,2811
Aplicacao 3 1.587 529 0,12 0,00032 0,9249
Culturas 5 30.378 6.076 1,39 0,00604 0,2375
Pasto Apicola 10 77.440 7.744 1,77 0,01539 0,1362
Residuos 187 815.882 4.363 0,16217

Total 246 5.031.045 1,00000

g.1. = graus de liberdade; SQ = soma dos quadrados; QM = quadrado médio; F = estatistica pseudo-F;
1’ = tamanho do efeito; Pr (>F) = valor de p
Fonte: dados da pesquisa.

Com base na andlise PERMANOVA os efeitos das varidveis de maior influéncia
no resultado da pesquisa foram zc (42,4%; p = 0,0001), atividade (29,3%; p = 0,0001), tipo
(3,1%; p = 0,0001), abelhas (2,2%; p = 0,0417), latitude (1,0%; p = 0,003) e longitude (0,4%;
p = 0,0398) no processo de morte de colonias de abelhas. As varidveis causas (das mortes) e
agrotoxicos (classes) ndo se mostraram representativas nessa analise pois a comparagdo da
abundancia das perdas nesses fatores ndo estavam equitativamente distribuidas para os niveis
registrados (Tabela 9).

Quanto ao prejuizo financeiro reportado pelos participantes, cada um estimou seu
prejuizo livremente. Alguns reportaram somente o valor das colonias perdidas baseados no
preco de mercado, caso fossem comprar novas coldnias. Outros reportaram coldnias mais
producdo de mel; outros reportaram colonias mais producdo de mel mais perdas com
polinizagdo das culturas agricolas e por fim outros reportaram os itens acima mais lucros
cessantes. Nenhum participante entrevistado mencionou como prejuizo a colmeia e seus
acessorios. Isso pode ser entendido como um indicativo de que pretendem reutilizar esses
equipamentos. Nesse cOomputo o prejuizo médio estimado por participante foi de

RS 26.286,00 e o prejuizo médio por colonia perdida foi de R$ 447,00. Portanto, as 12.831
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colonias de Apis mellifera perdidas e registradas no aplicativo Bee Alert, ao custo médio de
R$ 447,00 correspondem a um prejuizo total de R$ 5.735.457,00.

O uso indiscriminado dos agrotoxicos na agricultura intensiva € na monocultura
agricola foi identificado como a principal causa de mortes de abelhas e prejuizos para a
apicultura e meliponicultura em todos os niveis de producdo, seja ela por lazer, pequena
produgdo familiar, producdo comercial ou pesquisa, comprovando que essas perdas
representam um importante impacto para todos os grupos analisados (CARNEIRO et al.,
2015; FREITAS; PINHEIRO, 2012; ROCHA, 2012).

Com base nos relatos dos apicultores e no conhecimento ambiental ¢ plausivel
que os agrotoxicos sejam a principal causa das perdas de colonias, paralelamente a
confirmacao de que o Brasil ¢ o maior consumidor de agrotoxicos do mundo (INCA, 2015).

Nao ha duvida que a estatistica apresentada pelas ocorréncias registradas no
aplicativo BEE ALERT significa uma subestimativa da realidade brasileira quanto aos efeitos
prejudiciais dos agrotoxicos, entretanto, representa um alerta sobre um crime contra as

abelhas ¢ 0 meio ambiente (GONCALVES, 2017).

5.2 ANALISE TOXICOLOGICA
Este estudo mostrou que as 38 amostras coletadas (Figura 10 e Anexo III)

estavam expostas a multiplas contaminag¢des com diferentes niveis e frequéncias de deteccao.

Figura 10 — Localizagdo dos pontos de coleta de amostras de abelhas mortas por agrotoxicos

.'], L} X ; (
Fonte: Base cartografica GOOGLE EARTH, 2017, modificado pelo autor.
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O desempenho do método analitico mostrou boa linearidade para as curvas de
calibracdo (> 99%) e limites de deteccdo e quantificagdo adequados (DAVID et al., 2015)
(Tabela 17).

Tabela 17 — Desempenho do método analitico para cada pesticida analisado

- Linearidade LD  LQ
Agrotoxico (R?) (ng/g) (ng/g)

Acetamipride > 0,99 0,99 3,00
Clotianidina >0,99 1,76 5,35

Dinotefuran >0,99 0,60 1,82
Imidaclopride >0,99 2,45 7,41
Nitenpiram >0,99 0,43 1,30
Tiaclopride > 0,99 0,30 0,91
Tiametoxam >0,99 0,59 1,80
Fipronil >0,99 0,42 1,26

Fonte: dados da pesquisa.

O coecficiente de determinacdo da linearidade (R?) se refere as curvas de
calibracdo e LD e LQ se referem aos limites de deteccdo e de quantificagdo ndo corrigidos
quanto a massa ou ao padrdo interno.

Independente de contaminacdo por ingestdo ou contato ¢ da dose letal de cada
agrotoxico para as abelhas, nosso estudo procurou identificar e quantificar os compostos
presentes nas amostras de abelhas mortas coletadas em situagdo real de campo, com énfase
nos inseticidas neonicotinéides e fipronil.

Das 38 amostras coletadas (Figura 10), 31 (81,6%) apresentaram pelo menos um
tipo de residuo de agrotdxico. Cinco amostras apresentaram 4 tipos de residuos analisados. O
fipronil foi encontrado em 68,4% das amostras e em 50% estava acima do LDsy para
contaminagdo oral (SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2014). Os neonicotindides foram
encontrados em 27 amostras (71,1%) com frequéncias de contaminacdo de um a trés
agrotoxicos por amostra. Muitos estudos mostram a presenca de multiplos agrotoxicos nas
abelhas com indices de contaminagdes dentro de uma faixa de grande amplitude (BOTIAS et
al., 2015, 2016, 2017; HLADIK et al., 2016; LAMBERT et al., 2013; PETTIS et al., 2013;
SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2014).

Os residuos encontrados acima dos niveis de deteccdo (> LD) foram registrados e
destacados (Anexo V). Foram encontrados multiplos inseticidas nas anélises com frequéncias
de deteccdo altas para fipronil e dinotefuran (Tabela 18). Os niveis de deteccdo se

assemelharam aos resultados de Botias et al. (2015, 2016, 2017), muito embora eles tenham
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pesquisado abelhas do género Bombus, enquanto nossas analises foram direcionadas para o
género Apis. Vale ressaltar que o método (DAVID et al., 2015) e o peso massa de abelha

analisada por amostra (100mg/amostra) se mantiveram os mesmos.

Tabela 18 — Medidas descritivas dos agrotoxicos detectados nas 38 amostras

Amplitude Média + dp Mdn DLs
Agrotdxico n (%) (ng/g) (ng/g) (ng/g) Contato Oral
Acetamipride 2 53 1,3 — 2,1 1,8 £ 0,4 2,0 79.000 140.000
Clotianidina 0 - - - - 390 35
Dinotefuran 16 42,1 0,6 —205,0 92 +324 2,2 490 220
Imidaclopride 11 28,9 24 — 16,2 13,9 + 84 13,9 610 130
Nitenpiram 2 53 38 — 74 56 = 1,8 5,6 - 138
Tiaclopride 1 2,6 — 1,6 1,6 360.000 170.000
Tiametoxam 16 42,1 0,6 — 13,6 2,8 £ 2,7 1,8 250 50
Fipronil 26 684 0,5—-23.539,7 1.519,4+4.7479 10,2 70 10

n = némero de ocorréncias; Mdn = mediana; DLs, = dose letal
Fonte: Sanchez-Bayo; Goka, 2014; dados da pesquisa.

Surpreendeu a alta frequéncia de residuos do inseticida dinotefuran. A ndo
incidéncia de clotianidina também foi uma surpresa, pois se esperava alguma contaminacdo
residual desse inseticida, inclusive porque a clotianidina ¢ um metaboélito do tiametoxam de
facil metabolizacao nas abelhas (BRUNET et al., 2005; NAUEN et al., 2003; SUCHAIL et
al., 2004b). Pode ter ocorrido degradagao da clotianidina visto que as amostras permaneceram
em freezer a -25 °C durante um ano (BONMATIN et al., 2015; BURROWS et al., 2002).

Rocha et al. (2015) analisando 15 amostras retiradas de corregos monitorados
quanto a qualidade da agua no estado do Mato Grosso encontraram residuos de tiametoxam
em todas as amostras, com uma concentragao média de 1,4 pg/L (ppb).

Relatorio do Projeto Colmeia Viva registrou 88 amostras de abelhas coletadas
para analises, onde 67% apresentaram multiplas contaminac¢des por agrotoxicos; 77,1% por
fipronil e 22,9% por neonicotindides, o que tornam esses resultados muito semelhantes aos
encontrados neste estudo (UNESP; UFSCAR, 2018).

Analises recentes feitas por Lopez-Doval et al. (2017) na represa de Guarapiranga,
Sdo Paulo, reservatdrio que retém agua de reuso da regido urbana e agricola ao seu redor,
encontraram fipronil em 91% das amostras com uma concentracdo média de 1,4 ng/L e
imidaclopride em 31% das amostras com uma concentracdo média de 2,1 ng/L.

Silva et al. (2015) analisando méis produzidos por abelhas que polinizavam

plantagdes de meldo encontraram em média 5,9 ug/kg de acetamipride, 26,8 ug/kg de
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imidaclopride ¢ 6 ug/kg de tiametoxam. Esses niveis de concentragdes desses agrotoxicos
provocam efeitos adversos nas abelhas (GODFRAY et al., 2014; SCHMUCK et al., 2001;
SUCHAIL et al., 2001). Os autores concluiram que a polinizagdo de culturas agricolas
representa um risco para as abelhas podendo reduzir sua expectativa de vida.

Este estudo mostrou que as abelhas, em situagdo real de campo, estdo expostas a
multiplas contaminagdes por agrotoxicos em diferente niveis de quantificacdo e frequéncias

de deteccao de acordo com as espécies e as condigdes ambientais.
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6 CONCLUSOES

Este estudo fornece evidéncias cientificas sobre os impactos causados pelo uso
indiscriminado dos agrotoxicos, com énfase nos neonicotindides e no fipronil e seus riscos
para as abelhas no Brasil.

Esses agrotoxicos sistémicos sdo os principais mecanismos de morte em massa e
desaparecimento de colonias de abelhas meliferas africanizadas, abelhas sem ferrdo,
mamangavas e abelhas solitarias, contabilizando uma perda total de 52,2% das colonias dos
participantes e uma perda média de 62,0% de colonias no periodo da pesquisa (2013 a 2016),
acompanhando as conclusdes divulgadas por recentes publicagdes internacionais. O
agrotoxico mais citado foi o inseticida fipronil, seguido pelos neonicotindides imidaclopride,
tiametoxam e clotianidina.

Os maiores indices percentuais de ocorréncias de morte e desaparecimento de
abelhas relatados aconteceram na regido Sul (68,3%) com destaque para o estado do Rio
Grande do Sul e na regido Sudeste (62,3%), para o estado de Sao Paulo. As outras regides
apresentaram menores indices de ocorréncias. Dentre as 27 unidades federativas, 18
apresentaram ao menos uma ocorréncia.

Ocorreram perdas de colonias em todos os meses durante os quatro anos da
pesquisa sendo janeiro, margo, junho, agosto, novembro e dezembro os meses com maiores
percentuais de registros (9,7% a 13,8%). Durante os meses de fevereiro, abril, maio, julho,
setembro e outubro os percentuais foram menores (entre 4,0 € 7,7%).

O prejuizo financeiro médio por participante da pesquisa foi de R$ 26.286,00 ¢ o
prejuizo médio por coldnia perdida foi de R$ 447,00.

Os prejuizos ambientais restritos ao uso dos agrotoxicos para a apicultura podem
ser avaliados pelas contaminag¢des dos biomas, biotas e humanos atingidos considerando-se as
perdas de pastos apicolas saudaveis, a impossibilidade da comercializagdo de produtos
organicos, o surgimento de doencas e a perda da biodiversidade sendo este o maior prejuizo
causado pelo uso indiscriminado dos pesticidas, o que certamente ¢ incalculdvel e irreversivel.

Quanto aos prejuizos sociais foram relatados a reducdo do poder aquisitivo, a
perda de crédito e a perda de empregos de apicultores e meliponicultores na atividade apicola.
E merecedor de destaque a coincidéncia das regides no Brasil onde ocorreram mais registros
de mortes registradas no aplicativo BEE ALERT e as regides onde mais ocorrem as

concentragdes de agrotoxicos aplicados na agricultura nacional.
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Todos os registros foram localizados com sistema de posicionamento global (GPS
— Global Positioning System) e identificados em um mapa representativo das ocorréncias
(Figura 8). S@o Paulo apresentou maior numero de ocorréncias com 116 registros (47,0%),
seguido pelo Rio Grande do Sul (15,0%), Minas Gerais (10,5%) e Parana (5,3%).

As culturas agricolas onde ocorreram maiores indices de morte e desaparecimento
de abelhas foram a cana de agucar, a laranja e as frutas tropicais respectivamente.

Observou-se que o pasto apicola é multivariado, com énfase na mata nativa
(47,7%), o que indica uma predomindncia da apicultura fixa (85,8%). Ja a apicultura
migratoria (14,2%) enfatiza as monoculturas do eucalipto, laranja, maca, nabo forrageiro
(37,8%) e das frutas tropicais (5,4%). Os apicultores que identificaram as gramineas, as areas
urbanas ou ndo souberam identificar o pasto apicola de suas abelhas totalizaram 9,0%.

Estimou-se em torno de 770 milhdes de abelhas mortas ou desaparecidas nos 247
registros analisados. Essa estimativa de abelhas mortas em quatro anos de registros ¢ somente
uma pequena amostragem do total de abelhas que devem ter morrido por agdo dos pesticidas
em um cenario real de campo no pais, ndo estando aqui estimadas as colonias de abelhas que
foram mortas na natureza, em especial pela acdo das pulverizacdes aéreas e efeitos da deriva.

As abelhas dos géneros Apis e Melipona sofreram maiores baixas. Somente no
estado do Parana os meliponineos tiveram 1.508 ninhos exterminados pelos agrotdxicos, com
casos confirmados de morte massiva e sindrome do desaparecimento da colonia (CCD).

O resultado da andlise de espectrometria de massa das amostras de abelhas
mortas, coletadas em situagdes reais de campo, confirmaram a presenca de agrotoxicos
neonicotindides e fipronil em niveis letais para esses insetos de acordo com a literatura
atualizada (>DLsp). Também foram encontrados agrotoxicos em niveis subletais (<DLsy), cuja
acumulacdo no organismo ao longo do tempo pode levar as abelhas a letalidade ou submeté-
las aos sintomas da sindrome do desaparecimento da colénia (CCD). Metabolitos dos
neonicotinoides, fipronil, outros agrotoxicos e seus metabolitos foram identificados, mas nao

foi possivel quantifica-los devido a falta dos padrdes analiticos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da caréncia de dados sobre as atividades apicolas no pais, as fronteiras
abertas para o contrabando e o descaminho de agrotdxicos proibidos e falsificados, o temor
dos apicultores em denunciar fatos sobre desaparecimento e morte das abelhas temendo a
perda de autorizagdo para o uso das terras cedidas para a colocacdo das abelhas, represalias
das industrias de agrotdxicos e da agroindustria regional, a negligéncia e omissdo de
associacdes, federacdes apicolas sobre a divulgacdo e registros dessas perdas, fica
comprovado que o Brasil, j& sendo o maior consumidor mundial de agrotdxicos ¢ também um
forte candidato a ser o recordista mundial de mortes de colonias de abelhas de todos os
géneros e espécies.

Mais atengdo deve ser dada a esse fato pelos apicultores, meliponicultores,
associagdes apicolas, federagdes, institui¢des publicas, empresas privadas e cidaddos, com
acOes efetivas para que prejuizos ambientais, financeiros e sociais ndo venham a ser
lamentados no futuro préximo, para que ndo se repita no Brasil a realidade existente hoje na
China, na provincia de Sichuan, onde homens e mulheres substituem as abelhas na fun¢ao de
polinizadores pincelando manualmente as flores de diversas culturas, como homens-abelha,
até mesmo escalando arvores frutiferas. Devido ao uso indiscriminado de agrotdxicos num
passado recente, nessa regido ndo existem mais abelhas para polinizar as flores. Isso
representa um alerta para mais uma catastrofe ambiental com elevado risco de ocorrer em
nosso pais como consequéncia do uso exagerado de agrotdxicos, em especial os inseticidas

sistémicos neonicotindides e fipronil, comprovados e denunciados neste estudo.
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Secretaria de Mudangas Climaticas e Qualidade Ambiental
Departamento de Qualidade Ambiental na Indistria
SEPN 505 Bloco B, Edf. Marie Prendi Cruz, CEP:70.730-542 - Brasilia/DF
FONE: (61) 2028-2070. Fax: (61) 2028-2908

Oficio n.° S 4/2015/DQAM/SMCQ/MMA
Brasilia, < “ide junho de 2015

Ao Senhor

LIONEL SEGUI GONCALVES

Presidente do Centro Tecnolégico de Apicultura e Meliponicultura do Rio Grande do Norte —
CETAPIS

Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Av. Francisco Mota, 572, Bairro Costa ¢ Silva

59625-900 — Mossor6/RN

Assunto: Resposta a Peticio pela Proteciio as Abelhas, Dossi¢ da Campanha “SEM
ABELHA, SEM ALIMENTO?”, da Organizagio BEE OR NOT TO BE, que relata os
resultados aferidos pelo aplicativo BEE ALERT.

Senhor Presidente,

I Acusamos o recebimento da Peticiio pela Protegdo as Abelhas e dos resultados
parciais colhidos pelo aplicativo Bee Alert, a primeira plataforma online para o registro de
ocorréncias de morte massiva de abelhas em apiéarios.

2. O Ministério do Meio Ambiente (MMA) congratula a iniciativa e parabeniza
pelo significativo mimero de assinaturas obtido. Consideramos o tema de grande relevéncia,
pois reconhecemos os beneficios que a protegdo das abelhas gera a toda sociedade brasileira.

3. Ademais, julgamos pertinente mencionar algumas iniciativas visando a protegdo
das abelhas no pais, que se coadunam com os objetivos da Campanha “Sem Abelha, Sem
Alimento™, tais como o Projeto “Conservagédo e Manejo de Polinizadores para uma Agricultura
Sustentavel, através da Abordagem Ecossistémica”, sobre o qual 0 MMA manteve contato
estreito com a Organizagio das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO) e
auxiliou no planejamento e na sua execugdo junto a FAO, Programa das Nag¢des Unidas para o
Meio Ambiente (PNUMA) e Fundo Global paré o Meio Ambiente (GEF).
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4. Este projeto, que teve inicio em 2010 e encerrou-se neste ano, envolveu a
participagio de sete paises (Africa do Sul, Brasil, Gana, india, Nepal, Paquistdo € Quénia),
objetivou melhorar a seguranga alimentar ¢ nutricional ¢ os modos de vida por meio da
conservacdo e uso sustentivel dos polinizadores. No Brasil, foi apoiada a realizagdo de muitas
atividades, em especial os estudos em areas de cultivo de algoddo, caju, canola, castanha-do-
brasil, magi, meldo e tomate, assim como eventos para a divulgagio e capacitagdo sobre o tema.
Vale também destacar o apoio a publicagdo de 13 materiais educativos para um piblico amplo
e diversificado.”

5. Em 30 e 31 de margo de 2015, ocorreu em Brasilia-DF o evento que marcou o
encerramento do Projeto no Brasil. Este evento recebeu 115 pessoas, dentre apicultores,
meliponicultores, estudantes, professores, pesquisadores, 6rgdos governamentais, entidades
privadas e da sociedade civil. Ao final, houve um didlogo entre os presentes para subsidiar os
“Contornos para uma Politica Piblica sobre Polinizadores™. O encaminhamento desse dialogo
foi constituir uma forca-tarefa para delinear um documento orientador, contando com a
participagdo de representantes dos 6rgdos governamentais, da academia, de entidades da
sociedade civil organizada e do setor produtivo presentes no evento. A forga-tarefa divide-se
em trés grupos para trabalhar nos eixos: 1) agrotoxicos e controle de seu uso; 2) valorizagdo da
meliponicultura; e 3) reversdo da perda de biodiversidade de polinizadores. Foi constatada
também a nccessidade de: atualizar as Portarias Intcrministeriais relativas ao Comité de
Assessoramento da Iniciativa Brasileira de Polinizadores;* mobilizar parceiros potenciais para
captar recursos financeiros; e propor um programa sobre polinizadores.

6. Cabe também mencionar os esforgos do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
¢ dos Recursos Naturais Sustentaveis (IBAMA) no sentido de prevenir os efeitos adversos a
abelhas associados a agrotéxicos do grupo dos neonicotinoides, que desautorizou, em julho de
20123, em carédter cautelar, a modalidade de aplicagdo por pulverizagdo aérea, em todo o
territério nacional, de agrotéxicos contendo os ingredientes ativos imidacloprido, tiametoxam,
clotianidina ou fipronil, isoladamente ou em misturas com outros ingredientes ativos. Também
estabeleceu prazo para que as empresas titulares de registro de agrotdxicos anexassem s
embalagens dos produtos a serem comercializados ao usuério, folheto complementar ou
etiqueta com a seguinte frase de adverténcia:
"Este produto é toxico para abelhas. A aplicagdo aérea NAO E
PERMITIDA. Nao aplique este produto em época de floragao, nem
imediatamente antes do florescimento ou quando for observada
visitacdo de abelhas na cultura. O descumprimento dessas
determinacdes constitui crime ambiental, sujeito a penalidades."

7 Estabeleceu-se também em 2012, por iniciativa do IBAMA, a abertura do
processo de reavaliagdo ambiental do ingrediente ativo imidacloprido (Nome quimico: 1-(6-

! Disponivel em http; v.br/publicacoes/biodiversidade/cate 7-polinizadores; acesso em 7 de
maio de 2015.

2 Portarias Interministeriais n® 218, de 20 de agosto de 2004; n® 178, de 29 de maio de 2009; n° 431, de 9 de
dezembro de 2009.

3 Didrio Oficial da Unido, de 19 de julho de 2012, secdo 3, pag. 112 — Comunicado [BAMA.
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chloro-3-pyridylmethyl)-N-nitroimidazolidin-2-ylideneamine), tendo em vista que, dentre os
ingredientes ativos acima citados, este tem sido o mais amplamente utilizado no Brasil.

8. A partir de janeiro de 2013, até o encerramento do correspondente processo de
reavaliagiio ambiental, passaram a estar proibidas as aplicagSes de agrotéxicos a base de
imidacloprido, tiametoxam, clotianidina e fipronil durante a floracdo das culturas
independentemente da tecnologia empregada. Essa medida sofreu flexibilizagGes, cujos
detalhes podem ser consultados no Diario Oficial da Unido®. No caso das aplicagdes
autorizadas, os produtores rurais devem notificar os apicultores localizados em um raio de 6
km das propriedades onde os produtos serfio aplicados, com antecedéncia minima de 48 horas.

9. Dando continuidade aos trabalhos de reavaliaciio ambiental de agrotoxicos, em
abril de 2014, o IBAMA estabeleceu a abertura do processo de reavaliagdo dos ingredientes
ativos tiametoxam (Nome quimico: 3-(2-chloro-1,3-thiazol-5-ylmenthyl)-5-methyl-1,3,5-
oxadiazinan-4-ylidene(nitro)amine) e clotianidina (Nome quimico: (E)-1-(2-chloro-1,3-
thiazol-5-ylmethyl)-3-methyl-2-nitroguanidine)®. A possibilidade de abertura do processo de
reavaliacdo do fipronil esta sendo analisada.

10. Ainda, citamos a Politica Nacional de Agroecologia e Produgdo Organica
(PNAPO), que foi instituida pelo Decreto Federal n® 7.794, de 20 de agosto de 2012, tendo
como uma de suas diretrizes a promogdo da soberania e seguranca alimentar ¢ nutricional € do
direito humano & alimentag@o adequada e saudavel, por meio da oferta de produtos orginicos
e de base agroecoldgica isentos de contaminantes que ponham em risco a saide. Um dos
instrumentos dessa politica ¢ o Plano Nacional de Agroecologia ¢ Produgdo Organica
(PLANAPOQ). No ambito do PLANAPO, na perspectiva de fomentar a transi¢io agroecol6gica
por um nimero cada vez maior de produtores, a substitui¢do de agrotéxicos convencionais por
insumos de baixa toxicidade e de origem bioldgica, foi elaborada a proposta de Programa
Nacional de Redugio de Agrotoxicos (PRONARA), desenvolvida pelo Grupo de Trabalho
sobre Agrotéxicos, da Comissdo Nacional de Agroecologia e Producio Orgénica (CNAPO).®
Essa proposta foi apreciada ¢ aprovada pela CNAPO em agosto de 2014, e para ser lancada
aguarda a avaliacio por todos os Ministérios envolvidos na temética.’

11. Por tltimo, destacamos a publicagé@o da Lista Nacional Oficial de Espécies da
Fauna Ameagcadas de Extingio, por meio da Portaria MMA n° 444, de 17 de dezembro de 2014,*
na qual constam quatro espécies de abelhas, todas classificadas na categoria “Em Perigo (EN)™:
(1) Melipona (Michmelia) capixaba (urugu-preto); (2) Melipona (Michmelia) rufiventris

4 Diario Oficial da Unifo, de 4 de janeiro de 2013, se¢io 1, pag. 10 — Instrugio Normativa Conjunta MAPA n°® 1
Didrio Oficial da Uniao, de 5 de dezembro de 2013, se¢céio 1, pagina 7 — Instru¢iio Normativa Conjunta
MAPA n° 30. ’

3 Diario Oficial da Unido, de 10 de abril de 2014, secio 3, pag. 129 — Comunicado IBAMA n° 1.

¢ Disponivel em http://www.secretariageral. gov.br/atuacao/brasil-agroecologico/comissao-nacional-de-
agroecologia-e-producac-organica; acesso em 7 de maio de 2015.
7 Disponivel em hitp: : ia. r/index.php/notici ici ra-o-boletim/681-comissao-

nacional-de-agroccologia-aprova-programa-nacional-de-reducao-de-agrotoxicos; acesso em 7 de maio de
2015.

* Diéario Oficial da Unido, de 18 de dezembro de 2014, segfio 1, pags. 121-126.
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(tujuba); (3) Melipona (Michmelia) scutellaris (urugu) e (4) Partamona littoralis (nome
popular desconhecido).

12. Por serem reconhecidas por essa Portaria, as espécies ficam protegidas de modo
integral, sendo que a captura, o transporte, 0 armazenamento, a guarda e o manejo de seus
exemplares poderdio ser permitidos para fins de pesquisa ou para a conservagdo da espécie,
mediante autorizagdo do Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade (ICMBIO).
J4 o beneficiamento e a comercializagdo ficam proibidos. Entretanto, essas restricdes ndo se
aplicam a exemplares reproduzidos em cativeiros devidamente licenciados por 6rgdo ambiental
competente, em conformidade com Planos de Acdo Nacionais para Conservagéo de Espécies
Ameacadas de Extingiio (PAN), quando existentes. Os PAN s3o elaborados pelo ICMBIO, com
a finalidade de definir a¢Ses in situ (no habitat natural) e ex siru (fora do habitat natural) para a
conservagdo e recuperagdo dessas especies

13. Diante do exposto, fica evidente a existéncia de agdes relevantes voltadas ao
combate 2 perda de abelhas no pais e € nosso maior interesse dar continuidade a essas iniciativas
e amplis-las de modo que a reversdo da perda das populagdes de polinizadores seja executada
com prioridade.

14. No mais, nos colocamos & disposi¢fio para eventuais esclarecimentos e para
colaborar com 0s objetivos da Campanha “Sem Abelha, Sem Alimento™.

Atenciosamente,

Diretora do Departamento déQualidade Ambiental na Industria
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ANEXO II — Questionario de registro de perdas de coldnias (opcional ao aplicativo online)

APLICATIVO BEE ALERT

SOBRE O APLICATIVO

O aplicativo Bee Alert Geolocator é a primeira plataforma de identificagdo por geolocalizacdo de
ocorréncias de Morte ou Perdas Expressivas de Abelhas em apidrios. Os dados coletados sdo
fornecidos pelos préprios produtores ou pela comunidade cientifica, numa atividade colaborativa
(crowdsourcing). Os dados inseridos serdo validados pela equipe de organizadores da campanha
“Bee or not to Be?”, e serdo posteriormente reunidos e compartilhados em publicagdes cientificas.
Esta iniciativa estd inserida no contexto da campanha “Bee or not to be?” em protecdo as abelhas,
liderada pelo CETAPIS, através do cientista e pesquisador Prof. Dr. Lionel Segui Gongalves.

Para conhecer a versdo eletrdnica acesse: www.semabelhasemalimento.com.br/beealert

@ BEEALERT

COMUNICAR E PROTEGER

QUESTIONARIO BEE ALERT

Ol3,

Vocé esta recebendo uma cépia do questiondrio para coleta dos dados para o registro de
ocorréncias de mortes ou perdas expressivas de abelhas em seu apiario. Compartilhar as
informacgodes é de fundamental importancia para que o problema possa ser observado e
documentado. Ao final do preenchimento destes dados, envie o arquivo para
beealert@semabelhasemalimento.com.br
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DADOS CADASTRAIS

Por favor, preencha corretamente todos os campos
* Nome Completo:

* Email:

* Pals:

* Estado:

* Cidade:

* CEP:

* Telefone Fixo: ( )

* Celular: ()

*Como exerce sua atividade com as abelhas?
Selecionar...

() Produtor Profissional

() Produtor Amador ou Hobby

() Pesquisador

() Associacdo

*Com que tipo de abelhas vocé trabalha?
Selecionar...

() Apis

() Meliponineos

() Mamangavas (Bombus)

() Abelhas solitarias

*Indique os produtos ou atividades de exploragao
Selecionar...

() Mel

() Geleia Real

( )Pdlen

() Propolis

() Producdo de rainhas

() Producdo de enxames

() Aluguel de colmeias para polinizacdo
() Realizacdo de Pesquisas

Autorizo o uso e a divulgacdo das ocorréncias do CCD: ( ) Sim ( ) Nao

DADOS DA OCORRENCIA:

INICIO

Registrar as ocorréncias de morte ou perdas de abelhas em seu apidrio € uma das melhores formas
de protegé-las. Os dados fornecidos serdo utilizados exclusivamente para fins estatisticos e
cientificos. Obrigado por participar.

lo. PASSO

As respostas a seguir devem se referir ao apiario ou meliponario no momento da ocorréncia do
desaparecimento ou perda de abelhas.

*Indique a Data da ocorréncia (DD/MM/AAAA): / /
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20. PASSO

Indique o local exato de seu apidrio no momento da ocorréncia do desaparecimento ou perda de
abelhas

Indique os dados de seu apidrio:

* Pais:

* Cidade:

* Estado:

* CEP:

* Endereco:

* Fazenda:

* Se possivel, indique a localizagdo no GPS:
Latitude:

Longitude:

Quanto a localizagdo do apiario, indique se é um

() Apiario Fixo

() Apiario Itinerante ou Migratério

Autoriza o compartilhamento desta informacgdo diretamente no Aplicativo:
()Sim

( ) Nao

30. PASSO

a) Indique o Total de Colmeias no Apidrio ou Melipondrio:

b) Indique abaixo a quantidade de colmeias afetadas, pelo grau de intensidade de perda de abelhas.
Total de colmeias afetadas:

Do total de colmeias afetadas, indique:

- Perda até 30%
Quantidade de colmeias com baixa perda de abelhas:

- Perda de +30% a 60%
Quantidade de colmeias com perda parcial das abelhas.:

- Perda de +60% a 100%
Quantidade de colmeias com perda alta ou total.:

40. PASSO

*|dentifique as causas mais provaveis do desaparecimento ou perda de abelhas em seu apiario:
Selecionar...

( ) Acaros ou parasitas (Ex.: Varroa)

( ) Doengas (virus, bactérias, fungos)

( ) Manejo, clima, desnutricdo

( ) Pesticidas e inseticidas (defensivos agricolas)

( ) Outros ou desconhecido

Se mencionou defensivos agricolas acima, indique:



*Notou a aplicacdo de defensivos em culturas préximas ao apidrio?
( ) Nao
()Sim

Em quais culturas:

Indique o defensivo utilizado (Nome comum ou commercial):

*Indique o tipo de abelha afetada
Selecionar

() Apis

( ) Meliponineos

( ) Mamangava (Bombus)

( ) Abelhas solitarias

Indique as principais floradas visitadas pelas abelhas de seu apidrio ou meliponario na época da
ocorréncia:

*Vocé é o proprietario ou responsavel pelo apiario onde houve o desaparecimento de abelhas?
( ) Nao
()Sim

Se “NAO”, indique o NOME e DADOS DE CONTATO do proprietdario do apiario para fins de validac3o
das informacgdes por nossa equipe:
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Informe o valor estimado de seu prejuizo com a perda de enxames (No. de colonias perdidas x valor
comercial): RS

Anote outras informacgdes que julgar relevante:

Indigue se houve divulgac¢do publica da ocorréncia e especifique o meio (jornal/TV/internet, etc):

Separe e envie, junto com este questionario, também seus arquivos de foto ou video que
demonstram a ocorréncia do fendmeno do CCD.

Caso tenha duvidas ou sugestdes, envie um e-mail para beealert@semabelhasemalimento.com.br
Entre no site e vote também na Peticdo Pela Protecdo as abelhas:
www.semabelhasemalimento.com.br

Muito obrigado por sua participagdo.

Sua iniciativa serd de grande valia para que o problema envolvendo o declinio dos polinizadores
possa ser dimensionado e registrado para uso cientifico.

Equipe Bee Alert.
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ANEXO III — Localizagdo das coletas de abelhas mortas para andlise de residuos de

agrotoxicos
N° Data Latitude / Longitude Endereco Estado Atividade Tipo
Brasilandia, zona rural —
1 | jun-16 | -21.2555154/-52.0362749 CEP: 79.679-899 MS apicultor fixo
Rua Municipal 1, n® 9.784-10.468,
2 | mar-16 | -22.1401242 /-47.3688446 Leme, CEP: 13.610-000 SP apicultor fixo
Estrada Vicinal Rafael Rosolem,
3 | mar-17 | -22.0798631/-47.3327024 Pirassununga - CEP: 13.630-000 SP apicultor fixo
Rua Municipal [1], 9784-10468,
4 | jun-17 | -22.1083182/-47.3095436 Leme, CEP: 13.610-000 SP hobby movel
BR-282,n° 25108. Aguas Mornas
5 | ago-16 | -27.7207390 /-48.9239409 CEP: 88.150-000 SC apicultor fixo
Dois Irmaos do Buriti,
6 | jun-16 | -20.6852728 /-55.2919567 CEP: 79.215-000 MS apicultor fixo
Sitio Timb6 - Nisia Floresta
7 | dez-16 | -6.0853776/-35.1524527 CEP: 59.164-000 RN apicultor fixo
BR-282,n° 25108. Aguas Mornas
ago-16 | -27.7207390 / -48.9239409 CEP: 88.150-000 SC apicultor fixo
mar-17 | -21.9964647 / -47.4261942 Pirassununga - CEP: 13.630-000 SP apicultor fixo
Dois Irmaos do Buriti,
10 | jun-16 | -20.6852728/-55.2919567 CEP: 79.215-000 MS apicultor fixo
Sitio Manguezais - Nisia Floresta
11 | nov-16 | -6.1048928 /-35.2030666 CEP: 59.164-000 RN apicultor fixo
Rua Municipal 1, n® 9.784-10.468,
12 | mar-16 | -22.1401242 / -47.3688446 Leme, CEP: 13.610-000 SP apicultor fixo
Apiario Mundo Novo. Zona Rural.
13 | out-16 | -20.5803069 / -46.9472861 Cassia - CEP: 37.989-899 MG apicultor fixo
Apiario Mundo Novo. Zona Rural.
14 | out-16 | -20.5803069 / -46.9472861 Cassia - CEP: 37.989-899 MG apicultor fixo
Fazenda Acacia. Rod. BR-163, km.
15 | nov-16 | -20.2055339 /-54.4670874 433. Jaraguari - CEP: 79.440-000 MS hobby fixo
Rua Teoto6nio Vilela,1460 - Jd. Lauro
16 | set-17 | -22.0211489 /-47.4270708 Pozzi - Pirassununga - CEP:13.633-323 SP apicultor fixo
Rua Municipal [1], 9784-10468, Leme,
17 | jun-17 | -22.1083182/-47.3095436 CEP: 13.610-000 SP hobby movel
18 | nov-16 | -20,1368611 /-54,5688611 Jaraguari MS apicultor movel
19 | set-16 | -20,1368611 /-54,5688611 Jaraguari MS apicultor movel
20 | nov-16 | -20,1368611 /-54,5688611 Jaraguari MS apicultor movel
21 | nov-16 | -20,1368611 /-54,5688611 Jaraguari MS apicultor movel
22 | nov-16 | -20,1368611 /-54,5688611 Jaraguari MS apicultor movel
23 | nov-16 | -20,1368611 /-54,5688611 Jaraguari MS apicultor movel
24 | nov-16 | -20,1368611 /-54,5688611 Jaraguari MS apicultor movel
25 | nov-16 | -20,1368611 /-54,5688611 Sitio Recanto, Jaraguari MS apicultor mobvel
26 | fev-17 | -20.9339953 / -54.9740826 Sidrolandia MS apicultor fixo
27 | fev-17 | -22,9346454 /-55,5970053 Aral Moreira MS apicultor fixo
28 | fev-17 | -22,9346454 /-55,5970053 Aral Moreira MS apicultor fixo
29 | abr-17 | -14,6234692 /-57,4938358 Tangara da Serra MT apicultor fixo
30 | abr-17 | -14,6234692 /-57,4938358 Tangara da Serra MT apicultor fixo
31 | mar-17 | -22.2235610/-54.8125486 Dourados, CEP: 79.800-000 MS apicultor fixo
32 | mar-17 | -22.2235610/-54.8125486 Dourados, CEP: 79.800-000 MS apicultor fixo
33 | mar-17 | -22.2235610/-54.8125486 Dourados, CEP: 79.800-000 MS apicultor fixo
BR-290, 4 km depois do municipio de
34 | dez-17 | -30.3598149 /-53,3598671 Vila Nova do Sul - CEP: 96.589-899 RS apicultor fixo
35 | jun-17 | -28,5065439 /-53,8380614 Ijui, CEP: 98.700-899 RS apicultor fixo
Rodovia Municipal, Guaragai,
36 | set-16 | -21.2259576/-51.3982918 CEP: 16.980-000 SP apicultor fixo
Rod. Euclides de Figueiredo, 1 -
37 | set-16 | -21.2204392/-51.4959873 Junqueirdpolis, CEP: 17.890-000 SP apicultor fixo
RN13, km 22. Ass. Pe. Cicero -
38 | dez-16 | -5.0267700/-37.3259670 Mossoro RN apicultor fixo




ANEXO IV — Protocolo de extra¢do de neonicotindides e fipronil em abelhas africanizadas

Triturar 10 abelhas em homogeneizador (3 beads/ 3000 ciclos/ 3 min.)

Pesar 100 mg de abelha aproximadamente em 1 micro-tubo com vedacdo

Anotar o peso

Adicionar 200uL padrao interno (IS) (1.000 pg Tiam ds, 1.000 pg Clo d3)

Adicionar 400 pL de H,O filtrada em osmose reversa

Homogeneizar por 30 s/ 3000 ciclos

Adicionar 300 uL. de ACN padrao HPLC

Homogeneizar por 30 segundos

. Agitar em vortex por 10 min./ 300 rpm

10. Adicionar 250 mg de MgS04/C,H;0,Na (4:1) (sulfato de magnésio/acetato de so6dio)
11. Homogeneizar imediatamente por 30 segundos para evitar que o magnésio empedre
12. Agitar em vortex por 5 min./ 300 rpm

13. Centrifugar (13.000 g/ 5min./ 20 °C)

14. Remover sobrenadante com seringa contendo 150 mg de MgSO4/ PSA/ C-18 (1:1:1)
15. Homogeneizar por 30 segundos

16. Filtrar com filtro de seringa 0,22 um x 13 mm PTFL para Eppendorf 1 (fundo redondo).
17. Anotar volume recuperado

18. Centrifugar (13.000 g/ 10 min./ 20 °C)

o R
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19. Em algumas extracdes podem ser observadas uma fase lipidica acima do sobrenadante

que deve ser descartada antes da transferéncia para o inserto de injecdo no HPLC
20. Caso ndo seja observada fase lipidica evaporar em N, em Eppendorf 1
21. Caso seja observada fase lipidica retirar sobrenadante com pipeta Gilson 20-200 pL
22. Depositar sobrenadante em vial em vial para secagem
23. Anotar volume recuperado
24. Evaporar em N;
25. Reconstituir em 120 uL. de ACN:H,O (3:7)
26. Transferir sobrenadante para insertos para analise
27. Armazenar vial em freezer a -20 °C, no escuro, até o momento da analise em HPLC

Notas:

¢ USAR SOMENTE MATERIAL DE CONSUMO DESCARTAVEIS

* Foi escolhida a reconstitui¢do da extragdo em ACN:H,O (3:7) porque os neonicotindides

e o fipronil ndo apresentaram problemas de solubilizacdo de analitos mais hidrofobicos.

* g =RCF (Relative Centrifuge Force)
g = 1,12 X T(mm) X(rpm/1000)’.



ANEXO V — Indices de contaminagio em triplicata detectados nas amostras de abelhas

analisadas

Indice de contaminagio (ng/g)

Tratamento Repeticdo Ace Clo Din Imi Nit Tia Tiam Fip
1 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD <27 22,7
1 b <LD <LD 2,5 <LD <LD <LD <LD 19,7
1 c <LD <LD <22 <LD <LD <LD <LD 43
2 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD <2, 7,6
2 b <LD <LD 23,6 <42 <LD <LD  <LD <0,7
2 c <LD <LD <l,8 <LD <LD <LD <LD <12
3 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <2,6
3 b <LD <LD 22 <36 <LD <LD <LD 0,9
3 c <LD <LD <19 <LD <LD <LD <LD <13
4 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD  <LD <LD
4 b <LD <LD <LD <LD <LD <LD  <LD <LD
4 c <LD <LD <LD <LD <LD <LD  <LD <LD
5 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
5 b <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
5 c <LD <LD <LD <LD <LD <LD  <LD <LD
6 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD  <LD <LD
6 b <LD <LD 29 <LD <LD <LD <09 <LD
6 c <LD <LD <LD <LD <LD <LD <17 <LD
7 a <LD <LD <I,l <LD <LD <LD <LD 6,7
7 b <LD <LD 22 <LD 74 <LD <LD <LD
7 c <LD <LD 1,9 <LD <LD <LD <LD <12
8 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD  <LD <LD
8 b <LD <LD <LD <LD <LD <LD  <LD <LD
8 c <LD <LD <LD <LD <LD <LD  <LD <LD
9 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
9 b <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
9 c <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
10 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD  <LD <LD
10 b <LD <LD <LD <LD 38 <LD <LD <LD
10 c <LD <LD <LD <LD <LD <LD  <LD <LD
11 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD  <LD <LD
11 b <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
11 c <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
12 a <LD <LD <0,6 <24 <LD <LD 0,6 <LD
12 b <LD <LD 3,0 <LD <LD <LD <LD <LD
12 c <LD <LD 2,5 <LD <LD <LD 8,2 <LD
13 a <LD <LD 08 <LD <LD <LD <07 105,4
13 b <LD <LD 1,6 <LD <LD <LD <08 144,1
13 c <LD <LD <13 <LD <LD <LD 24 3230
14 a <LD <LD <0,7 <LD <LD <LD 0,8  1.660,8
14 b <LD <LD 12 <30 <LD <LD 1,5 10.003,0
14 c <LD <LD 2,6 <34 <LD <LD 1,0 18.625,5
15 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 34,0
15 b <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 22,8
15 c <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 18,6
16 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD  <LD 63,9
16 b <LD <LD <LD <LD <LD <LD  <LD 4.8
16 c <2,1 <LD <LD <LD <LD <LD  <LD 9,2
17 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD 3,6 3,7
17 b <1,3 <LD <LD <LD <LD <LD <08 49,9
17 c <20 <LD <LD <LD <LD <LD  <I2 <08
18 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD  <LD 11,0
18 b <LD <LD <LD <LD <LD <LD  <LD 1,2
18 c <LD <LD <LD <LD <LD <LD  <LD <08
19 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <2,4
19 b <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 1,5
19 c <LD <LD <LD <53 <LD <LD  <LD 4,1
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ANEXO V — (continuagao)

Indice de contaminagio (ng/g)

Tratamento Repeticdo Ace Clo Din Imi Nit Tia Tiam  Fip
20 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
20 b <LD <LD <LD <LD <LD <LD  <LD <LD
20 c <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
21 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <1,8
21 b <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
21 c <LD <LD <LD <LD <LD <LD 3,1 <0,8
22 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD  <LD <0,6
22 b <LD <LD 2050 <LD <LD <LD  <LD <0,6
22 c <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 1,2
23 a <LD <LD 60 <LD <LD <LD <LD <LD
23 b <LD <LD 1,1 <LD <LD <LD <LD <LD
23 c <LD <LD 1,5 <LD <LD <LD  <LD <LD
24 a <LD <LD 28 <LD <LD <LD <LD <LD
24 b <LD <LD 45 <LD <LD <LD <LD <LD
24 c <LD <LD 3,7 <LD <LD <LD <LD <LD
25 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD  <LD <LD
25 b <LD <LD <LD <LD <LD <LD  <LD <LD
25 c <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
26 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 8,7
26 b <LD <LD <LD <40 <LD 16 13,6 18,5
26 c <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 15,5
27 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD 1,8 11.1454
27 b <LD <LD <LD <27 <LD <LD 1,8 9.129,5
27 c <LD <LD <LD <41 <LD <LD  <1,0 23.539,7
28 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 71,0
28 b <LD <LD <LD <LD <LD <LD <08 201,5
28 c <LD <LD <LD <LD <LD <LD 2,0 306,3
29 a <LD <LD <LD <56 <LD <LD 6,1 4,9
29 b <LD <LD <LD 4,5 <LD <LD 3,2 5,6
29 c <LD <LD <LD 54 <LD <LD 2,9 2,0
30 a <LD <LD <LD <70 <LD <LD 7,6 2,2
30 b <LD <LD <LD <40 <LD <LD 5,1 131,1
30 c <LD <LD <LD <42 <LD <LD 4,5 7,0
31 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 1,6
31 b <LD <LD <LD <LD <LD <LD  <LD 5,9
31 c <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 0,7
32 a <LD <LD 3,7 <LD <LD <LD <LD 7,4
32 b <LD <LD <08 <LD <LD <LD  <LD 18,5
32 c <LD <LD <10 <LD <LD <LD <LD 47,2
33 a <LD <LD <46 <LD <LD <LD <LD 12,2
33 b <LD <LD 34 <LD <LD <LD <LD <0,5
33 c <LD <LD 23 <LD <LD <LD <LD 33,1
34 a <LD <LD <LD <LD <LD <LD  <LD 94,2
34 b <LD <LD <LD <LD <LD <LD  <LD 2378
34 c <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 415,8
35 a <LD <LD <LD <28 <LD <LD 1,5 47151
35 b <LD <LD <LD <34 <LD <LD 1,2 11.266,2
35 c <LD <LD <LD <43 <LD <LD 2,9 224709
36 a <LD <LD 13,1 <LD <LD <LD <47 301,9
36 b <LD <LD 1,5 <LD <LD <LD <LD 15,1
36 c <LD <LD 22 <LD <LD <LD 1,1 29,1
37 a <LD <LD 1,1 <LD <LD <LD <LD 13,0
37 b <LD <LD <09 <LD <LD <LD <LD 6,6
37 c <LD <LD 12,0 <LD <LD <LD  <LD 9,4
38 a <LD <LD 472 <LD <LD <LD  <L9 6,1
38 b <LD <LD 1,5 120 <LD <LD <LD 11,3
38 c <LD <LD <09 162 <LD <LD 13 2,7

Ace = acetamipride; Clo = clotianidina; Din = dinotefuran; Imi = imidaclopride; Nit = nitenpiram; Tia = tiaclopride;

Tiam = tiametoxam; Fip = fipronil.
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