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RESUMO GERAL

As abelhas são responsáveis pela polinização de 80% das plantas cultivadas ou silvestres,

sendo polinizadores exclusivos de 65% delas. A agricultura mundial tem evoluído muito nos

últimos anos com o uso de múltiplas tecnologias como drones e inteligência artificial. Porém,

ela é ainda muito dependente de produtos controversos como os agrotóxicos. Estes produtos

protegem as plantas de pragas e doenças, mas podem causar efeitos secundários na

biodiversidade silvestre de polinizadores, como as abelhas, das quais muitas culturas

agrícolas dependem em algum nível. Até mesmo a ação de produtos considerados não

prejudiciais às abelhas, como fungicidas e herbicidas, estão sendo questionados

ultimamente pois a exposição desde abelhas adultos à alimentação provida aos imaturos

parece prejudicar esses insetos. Diante disso, este trabalho objetivou avaliar os efeitos da

exposição crônica, via oral e tópica, dos fungicidas agrícolas Mancozebe e Piraclostrobina

para operárias imaturas de abelhas-sem-ferrão, utilizando como modelo experimental

Scaptotrigona bipunctata. Também foi avaliado a associação do fungicida Carbendazim com

o inseticida Clorpirifós em machos imaturos desta mesma espécie. As abelhas foram

expostas a diferentes doses do fungicida (produto comercial), calculadas a partir da dose de

campo indicada para culturas de citros. Para o ingrediente ativo Mancozebe utilizou-se: a)

1,545 ng; b) 2,175 ng; c) 41,29 ng; d) 45,71 ng; e) 960 ng de ia /μL de dieta) e um controle

sem fungicida. Para Piraclostrobina utilizou-se: a) 1,30 x 10 – 4 μl; b) 3,25 x 10 – 3 μl e c) 6,5 x

10 – 3 de μl i.a./larva. O efeito do fungicida foi avaliado por meio de curvas de sobrevivência

de Kaplan-Meier e Anova de um fator. Nossos resultados indicam uma curva

dose-dependente para o fungicida Mancozebe, e para a Piraclostrobina observou-se que a

dose intermediária foi 3,6 vezes mais letal às abelhas jovens quando comparadas às outras

doses testadas. Ao observarmos as abelhas sobreviventes destaca-se que ambos os produtos

causaram deformações nas asas e abdômen dos indivíduos. Para verificar os efeitos da

exposição ao fungicida e inseticida nos machos, avaliou-se a partir de morfometria

geométrica potenciais alterações na genitália. Detectamos uma diferença significativa na

forma da genitália dos machos expostos. Com isso, nosso trabalho traz evidências dos efeitos

causados por fungicidas agrícolas aos imaturos de abelhas-sem-ferrão. Portanto, é

questionável a sua indicação como produto não-prejudicial às abelhas. Além disso,

recomenda-se deixar claro que o efeito positivo no combate a doenças fúngicas pode
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adversamente comprometer a polinização das culturas dependentes desse serviço

ecossistêmico.

Palavras-chave: polinização, agrotóxicos, avaliação de risco, mancozebe, piraclostrobina,

carbendazim,  políticas públicas.

ABSTRACT

Bees are responsible for the pollination of 80% of cultivated or wild plants, being exclusive

pollinators of 65% of them. World agriculture has evolved a lot in recent years with the use

of multiple technologies such as drones and artificial intelligence. However, it is still very

dependent on controversial products such as pesticides. These products protect plants from

pests and diseases, but can cause indirects effects on wild biodiversity from pollinators such

as bees, on which many agricultural crops depend to some degree. Even the action of

products considered not harmful to bees, such as fungicides and herbicides, are being

questioned lately because the exposure of adult bees to the food provided to the immature

ones seems to harm these insects. Therefore, this study aimed to evaluate the effects of

chronic exposure, oral and topical, of agricultural fungicides Mancozebe and Pyrclostrobin on

immature workers of stingless bees, using as an experimental model Scaptotrigona

bipunctata. The association of the fungicide Carbendazim with the insecticide Chlorpyrifos in

immature males of the same species was also evaluated. The bees were exposed to different

doses of the fungicide (commercial product), calculated from the field dose indicated for

citrus crops. For the active ingredient Mancozeb were used: a) 1.545 ng; b) 2.175 ng; c) 41.29

ng; d) 45.71 ng; e) 960 ng ai/μL of diet) and a control without fungicide. For Pyraclostrobin

were used: a) 1.30 x 10 – 4 μl; b) 3.25 x 10 – 3 μl and c) 6.5 x 10 – 3 μl a.i./larva. The effect of

the fungicide was evaluated using Kaplan-Meier and one-way Anova survival curves. Our

results indicate a dose-dependent curve for the fungicide Mancozebe, and for Pyraclostrobin

it was observed that the intermediate dose was 3.6 times more lethal to young bees when

compared to the other doses tested. When observing the surviving bees, it is highlighted

that both products caused deformations in the individuals wings and abdomen. To verify the

effects of exposure to the fungicide and insecticide in males, potential changes in the

genitalia were evaluated using geometric morphometry. We detected a significant difference
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in the shape of the exposed males genitalia. Thus, our work brings evidence of the effects

caused by agricultural fungicides on immature stingless bees. Therefore, its indication as a

non-harmful product to bees is questionable. In addition, it is recommended to clarify that

the positive effect in combating fungal diseases can adversely affect the pollination of crops

dependent on this ecosystem service.

Keywords: pollination, pesticides, risk assessment, mancozeb, pyraclostrobin, carbendazim,

public policies.
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INTRODUÇÃO GERAL

As abelhas são responsáveis pela polinização de 80% das plantas cultivadas ou silvestres,

sendo polinizadores exclusivos de 65% delas (WOLOWSKI et al., 2018; IBPES, 2019).

Numerosos são os trabalhos que atribuíram valores ao serviço ecossistêmico de polinização

(COSTANZA et al., 1997; GALLAI et al., 2009; HANLEY et al., 2015; GIANINI et al., 2015a), com

estimativas recentes que referem 235 a 577 bilhões de dólares/ano (IPBES, 2019). No Brasil,

os valores anuais se aproximam de 43 bilhões de reais, o que representa a renda total das

culturas dependentes de polinizadores (GIANNINI et al., 2015a).

Na agricultura, as abelhas sem ferrão destacam-se como o grupo de polinizadores mais

importantes, sendo os mais adaptados e eficientes, coexistindo numa dependência entre as

espécies de plantas (FREITAS et al., 2015). O Brasil apresenta a maior diversidade de espécies

de abelhas-sem-ferrão (MICHENER, 2007; PEDRO, 2014), as quais podem ser implementadas

como uma alternativa promissora à Apis mellifera na polinização em diferentes culturas

agrícolas (SILVA; PACHECO FILHO; FREITAS, 2015).

Contudo, a degradação e fragmentação de habitats naturais, associada a contínua

expansão de monoculturas, frente ao modelo agrícola vigente, que leva a escassez da

diversidade de recursos florais e o uso de agrotóxicos, vem prejudicando as populações de

abelhas (GOULSON et al., 2015). Os riscos se aplicam para além da espécie exótica manejada

A. mellifera, mas também às espécies nativas (van der VALK et al., 2012). O contato com os

agrotóxicos ocorre durante as atividades diárias de coleta de pólen e néctar, realizadas pelas

abelhas forrageiras, levando esses recursos até a colônia, os quais podem conter resíduos

destes insumos agrícolas. O pólen e néctar são utilizados para produção do alimento que

será ingerido pelas abelhas adultas e larvas ( ZHU et al., 2014; BEYER et al., 2018).

Atualmente, existe uma farta literatura sobre toxicidade de inseticidas para as abelhas

(CARVALHO et al., 2009; PALMER et al., 2013; SILVA et al., 2015; ROSA et al., 2016; dos

SANTOS et al., 2016; DIVELY et al., 2017; ARAÚJO et al., 2017; ARAÚJO, 2018; TADEI et al.,

2019; WANG et al., 2020). Nestes estudos, A. mellifera é a espécie utilizada como principal

modelo experimental devido a sua ampla distribuição geográfica, reconhecido papel como

polinizadora global, conhecimento amplo sobre seu ciclo biológico e da possibilidade de
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manejo em laboratório. Desta forma, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos

Naturais Renováveis (Ibama) se baseia nos testes com A. mellifera para realizar a avaliação de

risco ambiental de agrotóxicos. Entretanto, há um movimento internacional e nacional por

parte dos cientistas que visa incluir também as espécies nativas em avaliações de risco,

entendendo que a sensibilidade em relação ao efeito dos agrotóxicos varia entre as espécies.

Dentre estas espécies destaca-se a Scaptotrigona bipunctata, popularmente conhecida como

tubuna, com ampla distribuição geográfica pelo Brasil, Bolívia, Paraguai e Peru (CAMARGO et

al., 2013), esta espécie constitui ninhos populosos sendo potencial polinizadora de culturas

agrícolas e é reconhecida pela produção de mel e pólen. Em 2018, o IBAMA publicou o

documento intitulado "Seleção de espécies de abelhas nativas para avaliação de risco de

agrotóxicos", em que a tubuna aparece listada entre as 20 espécies indicadas como

prioritárias para avaliação de risco (PIRES e TOREZANI, 2018).

Além dos inseticidas, outra classe de agrotóxico, amplamente utilizado na agricultura é a

dos fungicidas. Todavia, os estudos sobre avaliação de risco utilizando estes produtos não

apresentaram o mesmo crescimento nas últimas décadas quanto os inseticidas (WOOD;

GOULSON, 2017; CULLEN et al., 2019), embora em algumas culturas agrícolas e no seu

entorno, os fungicidas tenham sido encontrados em maior quantidade que os inseticidas

(PETTIS et al., 2013; PARK et al., 2015; DAVID et al., 2016; TRAYNOR et al., 2021).

Adicionalmente, o risco da exposição das abelhas aos fungicidas é aumentado em condições

de campo, uma vez que parte significativa destes produtos têm permissão de aplicação nos

períodos de floração das culturas agrícolas, o que torna preocupante a escassez de estudos

do efeito dos fungicidas em abelhas.

Além disso, é sabido a relação benéfica entre os microrganismos e os insetos sociais, uma

vez que os ninhos desses insetos fornecem condições ambientais estáveis e alimento para os

microrganismos (KALTENPOTH e ENGL, 2014), os quais, por sua vez, proporcionam diversos

benefícios para seus hospedeiros como nutrientes e proteção contra patógenos (VAN BAEL.,

2011). Recentemente, estudos de Menezes (2015), Paludo (2018) e seus colaboradores

identificaram uma relação simbiótica entre o fungo (Zygosaccharomyces sp.) e abelhas

sociais, nomeadamente a Scaptotrigona depilis, este fungo fornece precursores de

esteróides essenciais para o desenvolvimento da abelha (PALUDO et al., 2018). Diante destas
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descobertas, estudos sobre a toxicidade dos fungicidas se fazem essenciais, visto o impacto

que podem causar nos simbiontes das abelhas sem ferrão.

Frente ao contexto de avaliação de risco no Brasil, destaca-se que em 2017 foi sancionada

e publicada a Instrução Normativa nº 2 do IBAMA, cujo objetivo é estabelecer diretrizes,

requisitos e procedimentos para a avaliação dos riscos de ingrediente(s) ativo(s) de

agrotóxico(s) para insetos polinizadores, utilizando-se as abelhas como organismos

indicadores. Tal instrução exige das empresas solicitantes uma série de estudos acerca dos

efeitos dos produtos sobre a reprodução, o desenvolvimento e a sobrevivência das abelhas.

A efetividade do conjunto de regulamentações e políticas que abarcam polinizadores

e o serviço ecossistêmico de polinização ainda não foram adequadamente monitoradas e

retroalimentadas a fim de ajustar possíveis gargalos destas regulamentações. Dentre os

quais, destacamos a avaliação de toxicidade dos agrotóxicos nas abelhas sem ferrão, para

diferentes classes de produtos, bem como para efeitos letais e subletais. O decreto nº 5.981

de 2006 (BRASIL, 2006) dispõe sobre testes ecotoxicológicos em organismos terrestres, entre

eles abelhas adultas e em larvas (portaria IBAMA nº 84/1996, instrução normativa nº 2/2017

- BRASIL, 2017), os quais devem ser realizados para avaliação de risco de um agrotóxico a ser

registrado. Porém, os parâmetros observados são apenas a mortalidade (DL50) após um

curto período de exposição (até 96 horas) (CHAM et al., 2017). No entanto, os efeitos aos

agrotóxicos podem surgir após 96h, portanto, não seriam notados nas fases regulatórias

desse registro (CHAM et al., 2017).

É diante deste cenário que este trabalho se propôs a contribuir na produção de dados

primários sobre os efeitos da exposição crônica a fungicidas agrícolas para operárias

imaturas de Scaptotrigona bipunctata. E na tentativa de representar a realidade do campo,

utilizamos a dose de campo dos fungicidas, aplicada na cultura de Citrus sp., como base para

calcular as doses de exposição para as abelhas.

No Brasil, os cítricos ocupam lugar de destaque dentre as diversas culturas agrícolas,

devido ao seu grande valor de exportação e à sua importância social ao gerar empregos

possibilitando a sucessão rural e a manutenção da juventude no campo

(EVANGELISTA-RODRIGUES, 2019). E neste contexto, a polinização por abelhas favorece a

qualidade do fruto, agregando valor econômico ao produto (NASCIMENTO et al., 2011;

MALERBO e HALAK, 2013).
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Para avaliar os efeitos dos agrotóxicos em abelhas sem ferrão imaturas observamos a

sobrevivência, peso, medidas morfológicas e morfométricas destes indivíduos. Por fim, este

trabalho se propôs a uma reflexão crítica sobre o tema agrotóxicos e sua interface com as

políticas públicas, tendo em vista o cenário político-econômico e ambiental em que essa tese

se desenvolveu.
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1. MANUSCRITO 1

#Este manuscrito será submetido para a revista Ecotoxicology

Fungicida utilizado para controlar doenças vegetais causa letalidade para a

abelha-sem-ferrão Scaptotrigona bipunctata

Jenifer Dias Ramos, Alex Otesbelgue, Cristiane Andrade de Barros, Betina Blochtein

Resumo

As abelhas são consideradas os principais agentes polinizadores. Somente no Brasil, por

exemplo, existe cerca de 240 espécies de abelhas sem ferrão que contribuem efetivamente

para a manutenção da biodiversidade das angiospermas e para a produção de alimentos

local. No entanto, tem sido evidenciado um declínio dessas populações, especialmente das

abelhas. Um dos fatores que contribuem para esse declínio é o uso de agrotóxicos. No

presente estudo avaliamos os efeitos da exposição crônica ao ingrediente ativo Mancozebe,

o fungicida mais comercializado no Brasil, via dieta alimentar, em operárias jovens

(não-pigmentadas) de Scaptotrigona bipunctata. As abelhas foram expostas a cinco doses

diferentes do fungicida, calculadas a partir da dose de campo indicada para culturas de

citros: a) 1,545 ng; b) 2,175 ng; c) 41,29 ng; d) 45,71 ng; e) 960 ng de ia /μL de dieta) e um

controle sem fungicida. O efeito do fungicida foi avaliado por meio de curvas de

sobrevivência de Kaplan-Meier e Anova de um fator. Nossos resultados indicam que mesmo

doses subletais de Mancozebe foram altamente letais aos imaturos reduzindo drasticamente

a probabilidade de sobrevivência e/ou aumentando o período de desenvolvimento larval.

Dado o amplo uso do fungicida Mancozebe, indicado para mais de dez culturas agrícolas e

seu efeito negativo no desenvolvimento das abelhas em questão, faz-se emergente sua

reavaliação, bem como de sua inserção em testes toxicológicos para avaliação de risco de

fungicidas agrícolas em organismos não-alvo dos produtos.

Palavras-chave: análise de risco, Unizeb Gold, Meliponini, abelhas silvestres, organismos

não-alvo.

Abstract
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Bees are considered the main pollinating agents. In Brazil, for example, there are about 240

species of stingless bees that effectively contribute to the maintenance of angiosperm

biodiversity and to local food production. As this region also has large extensions of

agricultural areas and crops, a synergy between pollinators and agricultural crops was

expected. However, there has been evidence of a decline in these populations, especially of

bees. One of the factors contributing to this decline is the use of pesticides. In the present

study, we evaluated the effects of chronic exposure to the active ingredient Mancozeb, the

most commercialized fungicide in Brazil, via diet, in young (non-pigmented) workers of

Scaptotrigona bipunctata. Bees were exposed to five different doses of the fungicide,

calculated from the field rate indicated for citrus crops, (a) 1.545 ng; b) 2.175 ng; c) 41.29 ng;

d) 45.71 ng; e) 960 ng ai/μL of diet) and a control without fungicide. The effect of the

fungicide was evaluated using Kaplan-Meier and one-way Anova survival curves. Our results

indicate that even sublethal doses of Mancozeb were highly lethal to immatures, drastically

reducing the probability of survival and/or increasing the larval development period. Given

the wide use of the Mancozebe fungicide, indicated for more than ten agricultural crops and

its negative effect on the development of the bees in question, its re-evaluation is emerging,

as well as its inclusion in toxicological tests for risk assessment of agricultural fungicides in

organisms non-target products.

Keywords: risk assessments, Unizeb Gold, Meliponini, wild bees, non-target organisms.
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Introdução

As abelhas são consideradas os principais polinizadores, contribuindo efetivamente

para a manutenção da biodiversidade. A reprodução das angiospermas e a produção de

alimentos se deve em grande parte a esse serviço de polinização realizado por elas (Ricketts

et al., 2008; Aizen et al., 2009; Lautenbach et al., 2012; Klatt et al., 2013). No Brasil, o valor

desse serviço ecossistêmico foi estimado em cerca de 12 bilhões de dólares por ano

(Giannini et al., 2015). As abelhas sem ferrão (Meliponini) possuem uma ampla distribuição

geográfica nas regiões tropicais (Camargo e Pedro, 2013) e mostram-se excelentes

polinizadoras de plantas nativas e cultivadas (Slaa et al., 2006; Torezani, 2015; Freitas et al.,

2015; SEM ABELHA SEM ALIMENTO, 2018). No entanto, nos últimos anos, o serviço

ecossistêmico de polinização está enfrentando uma diminuição desencadeada devido ao

declínio acelerado das populações de abelhas (Brittain et al, 2011; Klatt et al, 2013). Muitos

são os fatores que contribuem para esse fenômeno, como mudanças climáticas, perda de

habitat, patógenos e uso de agrotóxicos (IPBES, 2019).

Embora sejam organismos filogeneticamente próximos às abelhas-sem-ferrão

(Bossert et al., 2019), as abelhas melíferas são exóticas em muitos países, inclusive no Brasil

e, mesmo sendo usadas como organismos modelo em análises ecotoxicológicas, elas podem

não refletir o que ocorre com as espécies nativas (Rosa et al., 2020). Por exemplo, as

abelhas-sem-ferrão apresentam diferentes graus de suscetibilidade aos agrotóxicos quando

comparadas às abelhas melíferas (Apis mellifera (Linnaeus, 1758) Hymenoptera: Apidae:

Apini), podendo variar também entre as suas diferentes espécies (Dorigo et al., 2019; Jacob

et al., 2019;).

Essa suscetibilidade pode ser afetada pelo estágio de desenvolvimento do inseto.

Quando as abelhas-sem-ferrão são expostas a agrotóxicos na fase de larva, elas podem

apresentar taxas mais elevadas de mortalidade, deformações , comportamentos anormais e

até mesmo alteração na determinação de castas (Rosa et al., 2016; dos Santos et al., 2016;

Dornelles et al., 2021). Com isso, faz-se necessário que a avaliação de risco de agrotóxicos

inclua, além de A. mellifera, as abelhas-sem-ferrão como modelo experimental

representativo da biodiversidade brasileira (Dorigo et al., 2019; Rosa et al., 2020). Dessa

forma, destaca-se a espécie Scaptotrigona bipunctata (Lepeletier), popularmente conhecida
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como tubuna, com ampla distribuição geográfica pelo Brasil, Bolívia, Paraguai e Peru

(CAMARGO et al., 2013), esta espécie constitui ninhos populosos sendo potencial

polinizadora de culturas agrícolas e é reconhecida pela produção de mel e pólen.

Em ecossistemas agrícolas as abelhas forrageiras estão expostas a agrotóxicos, a

exemplo dos fungicidas, que podem ser os exógenos mais detectados em produtos apícolas

(Mullin et al., 2010). Esta situação pode estar relacionada à permissão da aplicação de

fungicidas durante a floração das culturas, período em que as abelhas forrageiam em busca

dos recursos florais (Johnson et al., 2013). Os fungicidas, apesar de não terem os insetos

como organismos-alvo, podem causar efeitos letais e subletais a eles. Foi evidenciado que

após a exposição aos fungicidas Ziram, Captan e Rovral que nenhuma larva de abelhas

melíferas completou o desenvolvimento até a fase adulta (Mussen et al, 2004).

O Mancozebe, assim como o Ziram, é um ditiocarbamato que contém metal e, junto

com outros 15 fungicidas, ele foi considerado indutor de alta repelência para A. mellifera,

consequentemente reduzindo a polinização promovida por estes insetos (Kang et al, 2017). O

Mancozebe é um profungicida, pois ele só se torna tóxico quando exposto à água e à luz

ultravioleta, liberando respectivamente os compostos tóxicos sulfeto de bisisotiocianato de

etileno (EBIS) e bisisotiocianato de etileno (EBI). Este fungicida não é fitotóxico, pois não é

permeável na cutícula e, portanto, não entra no tecido vegetal. O Unizeb Gold (UG) é uma

fórmula comercial em que o ingrediente ativo é o Mancozebe. Seu uso é recomendado para

13 culturas, das quais sete são, em algum nível, dependentes da polinização (AGROFIT,

2021). Entre essas, está incluída a cultura dos cítricos. Sabe-se que as flores de laranja doce,

Citrus sinensis (L.), são atrativas para as abelhas e a polinização leva a uma maior frutificação,

maior peso dos frutos e laranjas menos ácidas (Souza et al, 2004). Nesse contexto, o objetivo

deste trabalho foi avaliar os efeitos da exposição crônica ao fungicida Mancozebe, em

operárias Scaptotrigona bipunctata relacionando à sobrevivência dos imaturos ao longo de

seu desenvolvimento larval e à variação na biomassa dos indivíduos sobreviventes.
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Materiais e Métodos

Coleta de material e Criação in vitro

Nossos experimentos foram conduzidos entre os meses de dezembro de 2018 e

janeiro de 2019. Utilizou-se favos de cria de três colônias de abelhas–sem-ferrão da espécie

Scaptotrigona bipunctata, mantidas no Meliponário localizado na Pontifícia Universidade

Católica do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil (30° 1' 40'' S, 51° 13'

43'' O).

Em condições de laboratório, foram utilizadas placas de criação de abelhas, as quais

continham cavidades com dimensões semelhantes às células de criação de operárias de

favos naturais. Para mensurar a quantidade de alimento larval por célula de criação, foram

coletadas 20 células/colônia, escolhidas aleatoriamente, e quantificadas. Para cada cavidade,

utilizando micropipetas automáticas, foram depositados 35 microlitros de alimento larval

coletado em favos recém provisionados pelas operárias em colônias matrizes. Após tal

procedimento, foi transferida uma larva de aproximadamente 24h de vida, para cada

cavidade, provenientes destas colônias. As placas de criação foram acondicionadas em

recipientes herméticos com tampa e mantidas em uma câmara de incubação (BOD) sob

condições controladas de temperatura (27-28ºC) e umidade relativa (75-90%). O controle da

umidade foi conduzido com o uso de solução salina de NaCl, conforme protocolo de criação

estabelecido por Dorneles e colaboradores (2021).

Fungicida agrícola e exposição crônica

As concentrações para exposição dos imaturos foram definidas a partir da dose de

campo máxima do produto comercial Unizeb Gold, recomendada para tratamento da doença

mancha preta na cultura de Citrus spp. (AGROFIT, 2016), com objetivo de representar um

cenário próximo à exposição aos agrotóxicos em campo. Esta dose é de 320 g do p.c./100L

de água. Este produto é composto por 75% do ingrediente ativo Mancozebe e 25% de outros

ingredientes, os inertes.
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O bioensaio foi baseado no protocolo 239 da Organização para a Cooperação e

Desenvolvimento Econômico (OECD) para teste de toxicidade larval em A. mellifera, usando

exposição repetida (OECD, 2016). As larvas foram divididas em seis grupos experimentais da

seguinte forma: cinco tratamentos com diferentes doses de Mancozebe (T1: 1,545 ng, T2:

2,175 ng , T3: 41,29 ng, T4: 45,71 ng e T5: 960 ng de i.a. /μL de dieta) e um controle sem

fungicida. Cada grupo teve três réplicas, sendo 40 larvas por réplica, totalizando desta forma

120 larvas por tratamento. Os imaturos eram monitorados diariamente, e a dose de

mortalidade foi registrada desde a transferência das larvas até a emergência dos adultos.

Anotou-se também o tempo de desenvolvimento (dias) dos imaturos até a emergência das

operárias. A morte dos indivíduos foi identificada pelo tegumento escurecido e pela ausência

de movimento dos espiráculos cuja estrutura é relacionada à troca gasosa em insetos. Todos

os insetos, assim que emergiram, foram pesados ​​em uma balança analítica (Sartorius BP

210D) para determinar a massa corporal. As pupas e adultos foram inspecionados

visualmente quanto a deformidades externas, e os indivíduos deformados, que geralmente

exibiam asas contorcidas ou não esticadas, abdômen achatado, foram registrados. 

Análise de dados

A análise de sobrevivência dos indivíduos submetidos ao bioensaio foi feita por meio

de curvas de Kaplan-Meier utilizando o pacote survival, função ‘surv’ (Therneau, 2015). A

diferença geral entre as curvas de sobrevivência foi testada pelo teste de Log-Rank, usando a

função ‘survidiff’ do pacote de survival. Quando significativo, comparações entre os pares de

tratamentos foram conduzidas usando a função ‘pairwise_survdiff’ do pacote survminer

(Kassambara et al., 2021). Para comparação dos pesos utilizou-se ANOVA de um fator,

seguido de teste de Tukey para verificar a significância. Todas as análises foram realizadas

utilizando o software R (versão 3.6.1; R Foundation for Statistical Computing, Viena, AT,

2019).

Resultados e Discussão
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Durante a exposição dos imaturos de S. bipunctata ao fungicida Mancozebe foi

possível observar que as larvas consumiram o alimento disponível. Todavia, ao observarmos

a taxa de sobrevivência dos imaturos (Figura 1), quando comparada ao controle (0,79 - 95%

IC: 0,70 – 0,85) ), tem-se que todas as doses causaram efeito letal para as abelhas, posto que

a taxa de sobrevivência foi inferior a 50% em todos os tratamentos, como: (i) 32% (95% IC:

0,23 – 0,41) para 1,545 ng de ia/μL de dieta; (ii) 21% (95% IC 0,13 – 0,29) para 2,175 ng de

ia/μL de dieta; (iii) 14% (95% IC: 0,09 – 0,22) para; 41,29 ng de ia/μL de dieta; (iv) 4% (95% IC:

0,01 – 0,08) para 45,71 ng de ia/μL de dieta e não houve sobrevivência para 960 ng de ia/μL

de dieta 0 (não houve sobrevivência). Dado que foram usadas doses com concentrações

bastante realistas daquelas encontradas em situações reais de campo, tais dados evidenciam

a necessidade de reavaliação quanto à toxicidade deste produto para organismos não-alvo.

Em 2019, o ingrediente ativo Mancozebe ocupou o terceiro lugar no ranking de ingredientes

mais vendidos no Brasil, com mais de 49 mil toneladas, atrás apenas dos herbicidas Glifosato

e 2,4-D (IBAMA, 2020).

O Mancozebe é o fungicida mais comercializado no Brasil (IBAMA, 2020), o que torna

a avaliação e reavaliação de sua periculosidade ambiental de extrema importância. Ele é um

fungicida do grupo dos etilenobisditiocarbamatos (EDBC) e subclasse dos ditiocarbamato, e

tem sido amplamente utilizado desde seu lançamento em 1944, para a proteção de frutas,

vegetais e árvores ornamentais (Calviello et al., 2006). De forma geral, os produtos

pertencentes à classe dos EDBC, são fungicidas de contato, que atuam como inibidores

multisítio no patógeno inativando enzimas e levando a uma interrupção geral do

metabolismo e integridade celular (Gisi e Sierotzki, 2008). Eles também são os produtos mais

frequentemente detectados em programas de monitoramento mundial (Blasco et al., 2004).

Por exemplo, em dezembro de 2020, a EFSA (European Food Safety Authority) publicou uma

revisão geral por pares da avaliação de risco do Mancozebe, a qual trouxe conclusões com

base no uso representativo do fungicida para trigo, videira, batata e tomate, além de

identificar as lacunas de informações sobre avaliações toxicológicas do composto.

No que tange os organismos não-alvo foram identificadas preocupações, pois ele

pode causar desregulação endócrina para esses organismos e representar alto risco para

pássaros, mamíferos, artrópodes, organismos aquáticos e macroorganismos do solo (EFSA,

2020). Nesta revisão, os autores destacaram que para abelhas melíferas, há estudos
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evidenciando a toxicidade do Mancozebe em testes orais (agudo e crônicos), de contato

(agudo), bem como efeitos subletais em testes orais crônico (glândulas hipofaríngeas) para

abelhas adultas e toxicidade para larvas de abelhas melíferas (EFSA, 2020).

Figura 1: Probabilidade de sobrevivência de operárias de Scaptotrigona bipunctata expostas

durante o período de desenvolvimento larval, via dieta alimentar, aos tratamentos (i) T1:

1,545 ng (ii) T2: 2,175 ng, (iii) T3: 41,29 ng, (iv) T4: 45,71 ng e (v) T5: 960 ng ao longo do

tempo em dias do desenvolvimento. NOTA: As doses estão em ng do i.a. /μL de dieta.

As abelhas, por serem insetos holometábolos, realizam mudas durante sua

metamorfose para avançar de larva até a fase adulta (Michelette et al., 1993). Portanto, essa

fase larval exige muito fisiologicamente dos insetos e qualquer estresse no ambiente pode

comprometer a integridade desse processo. Particularidades durante esse período de

alimentação, crescimento e metamorfose podem prejudicar mais um grupo de abelhas do

que outro. Por exemplo, as abelhas-sem-ferrão, diferentemente das abelhas melíferas, são

alimentadas de forma massal com uma massa alimentar semilíquida regurgitada pelas

operárias enfermeiras (Menezes et al., 2015). As abelhas melíferas, por sua vez, são

alimentadas progressivamente por operárias até a operculação, isso facilita o

comportamento higiênico nesta espécie que remove as larvas doentes quando neste

processo de alimentação. Em abelhas-sem-ferrão isso não é possível pois além do

aprovisionamento massal (único), a célula de cria é fechada.
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Assumindo que, em tese, fungicidas não deveriam afetar a biologia das abelhas, visto

que o alvo desses produtos são microrganismos patogênicos, é razoável questionar como

eles poderiam afetar a saúde das abelhas quando expostas aos fungicidas. Trabalhos

recentes parecem prover mecanismos candidatos do porquê tal fenômeno ocorreu nas

abelhas em questão. Em 2015, Menezes e colaboradores reportaram o primeiro registro de

uma relação mutualística obrigatória entre a abelha-sem-ferrão Scaptotrigona depilis e um

fungo, identificado inicialmente como Monascus sp. (Ascomycotina). Em 2018, Paludo e

colaboradores retificaram este trabalho, pois o fungo do gênero Monascus sp., está presente

apenas no cerume, o fungo ingerido pelas larvas de S. depilis foi identificado como a

levedura Zygosaccharomyces sp. De acordo com os autores, o consumo deste fungo fornece

ergosterol para as abelhas em desenvolvimento permitindo o sucesso de pupação.

Em nossas observações diárias, bem como a partir das taxas de sobrevivência de cada

tratamento, identificamos uma redução drástica da taxa de sobrevivência dos imaturos

(Tabela 1) expostos ao fungicida Mancozebe. O ponto crítico ao longo do desenvolvimento

acontece nas mudanças de estágio de larva > pupa > imago, especialmente entre as duas

primeiras. Tendo em vista os achados de Menezes et al (2015) e Paludo et al (2018) sobre as

relações larva-fungo para uma espécie de abelha filogeneticamente relacionada à espécie

investigada aqui, sugere-se que o fungicida Mancozebe pode afetar a sobrevivência de

potenciais espécies de fungo que também sejam benéficos para S. bipunctata, mas cuja

função ainda seja desconhecida. Entretanto, caso sejam as mesmas espécies de fungo, um

comportamento similar pode ser esperado como a consequente redução na taxa de

sobrevivência dos imaturos nesse estágio do desenvolvimento.

Os processos de mudas larvais são regulados pela ação de hormônios do sistema

nervoso central e de glândulas prototorácicas (Davis et al., 2007; Zitnan et al., 2007; Loterio,

2011). Uma vez que as pupas não se alimentam, todo o alimento ingerido pelos insetos

durante a fase larval serve como reserva de nutrientes para a metamorfose (Cruz-Landin,

2004; Ferreira, 2010). As proteínas produzidas durante o estágio larval e armazenadas na

hemolinfa são denominadas “proteínas de estocagem”, as quais são sintetizadas pelo corpo

gorduroso larval em resposta à intensa ingestão de alimento (Scheller et al., 1990;

Haunerland, 1996). Além disso, os corpos gordurosos armazenam toxinas, e contribuem no

processo de desintoxicação (Feng et al.,2018; Dornelles et al., 2021).
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Ainda com base em nossos achados (Tabela 1), sobre a redução na taxa de

sobrevivência na metamorfose entre larva e pupa, um fato semelhante foi observado na

exposição ao inseticida Clorpirifós em imaturos de S. bipunctata, todavia as maiores taxas de

mortalidade foram verificadas entre a metamorfose dos estágios de pupa para imago

(Dornelles et al. 2021). Esta mortalidade verificada pelos autores pode estar relacionada ao

fato de durante a metamorfose, os corpos gordurosos ao mobilizarem a energia necessária

para suprir as necessidades metabólicas, liberarem o xenobiótico que estava armazenado

nos corpos gordurosos para a hemolinfa das abelha (Tadei et al., 2019; Dornelles et al.,

2021). Contudo, mais estudos são necessários para se testar essa hipótese.

Tabela 1: Tabela comparativa da taxa de sobrevivência a cada fase do desenvolvimento das

operárias quando expostas a diferentes doses do fungicida Mancozebe.

Tratamentos (ng de i.a. /μL de dieta)

Fase de desenvolvimento Controle T1 T2 T3 T4 T5

Larva 94 60 57 38 17 5

Pupa 83 45 28 24 5 1

Imago/adulto emergente 79 37 23 15 4 0

Referente às abelhas que emergiram nos tratamentos (T1, T2 e T3) com a exposição

do fungicida, no que tange o peso não houve diferença significativa entre os tratamentos e o

controle (p = 0,07). Todavia, pudemos observar deformidades nos indivíduos, especialmente

asas não desenvolvidas e abdômen achatado (Figura 2). Das abelhas emergidas do

tratamento 1 (T1), 14% apresentaram deformidades, em (T2) 37,5% apresentou

deformidades e no (T3) 82,3% das abelhas sobreviventes estavam deformadas. Tais

deformidades comprometem a funcionalidade dos indivíduos que terão sua aerodinâmica e

capacidade de voar prejudicada. Deformidades semelhantes foram observadas em trabalhos

que avaliaram o efeito de inseticidas para imaturos de abelhas-sem-ferrão a exemplo de:

imaturos de S. bipunctata quando submetidos ao inseticida organofosforado Clorpirifós
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(Dorneles et al., 2021) e imaturos de Melipona quadrifasciata expostos ao inseticida

Azadiractina e ao inseticida Spinosad (Barbosa et al., 2015).

Figura 2: Operárias emergidas com deformidades (seta preta: asa não desenvolvida, seta

azul: abdômen achatado) após exposição crônica dos imaturos ao fungicida Mancozebe nas

doses (A) 1,545 ng; (B) 2,175 ng e (C) 41,29 ng de i.a. /μL de dieta).

As classes de agrotóxicos com ação herbicida e fungicida comumente são vistas como

seguras ou menos tóxicas para insetos (não-alvos) como as abelhas, uma vez que estes não

apresentam a rota metabólica de ação desses agrotóxicos (Gisi e Sierotzki, 2008). Entretanto,

com base em nossos resultados, não podemos assumir tal pressuposto.

Gomes e colaboradores (2017) verificaram toxicidade do Mancozebe para forrageiras

de A. mellifera após exposição aguda por contato. A alta toxicidade de Mancozebe,

observada em nosso estudo, ocasionando efeitos letais para os imaturos, bem como os

dados da literatura para adultos de A. mellifera, deve ser investigada quanto ao uso do

produto comercial, e não apenas o ingrediente ativo em questão, pois é sabido que para

aumentar a eficácia dos agrotóxicos compostos/adjuvantes, os inertes como denominados

na bula, são acrescentados à fórmula para formar o produto comercial (Mulin et al., 2015;

Yusoff, 2016; Mesnage, 2018). Em 2014, Zhu e colaboradores demonstraram que os

ingredientes inertes, presentes nas formulações comerciais também são tóxicos para as

abelhas. Entretanto, nas bulas, esses compostos não são especificados, o que dificulta

estudos sobre sua toxicidade e justifica o baixo número de estudos sobre avaliação de risco

dos inertes para insetos não-alvos (Mulin et al., 2015).

Ao avaliarem a toxicidade de Mancozebe para forrageiras de Melipona capixaba,

Gomes e colaboradores (2017) não registraram efeito letal para as abelhas. No entanto o

produto pode representar risco em potencial, uma vez que as forrageiras acabam por levar
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os recursos florais contaminados para a colônia, os quais posteriormente vão servir de

alimento para a prole (Brodschneider e Crailsheim, 2010), podendo causar efeitos subletais

aos imaturos, ou mesmo letais conforme observamos no presente estudo.

Considerando-se a importância da inclusão de abelhas representativas da fauna

nativa brasileira em avaliações de risco a agrotóxicos (Dorigo et al., 2019; Rosa et al., 2020),

bem como de estudos desses insetos em distintos estágios de desenvolvimento, este estudo

apresenta evidências dos efeitos danosos do fungicida Mancozebe. Consequentemente,

estes resultados indicam a necessidade de reavaliação do produto para instrumentalizar

apropriadamente os tomadores de decisões para a conservação dos polinizadores.

Conclusão

Diante dos resultados deste estudo, ressalta-se a importância de aumentar a atenção

quanto às avaliações de risco0, bem como da reavaliação dos protocolos de liberação e

registro dos agrotóxicos. Destaca-se a necessidade da inserção de avaliações de risco de

fungicidas agrícolas para organismos não-alvo, com o objetivo de tornar as recomendações

para uso desses produtos mais seguras para as abelhas nativas. Por fim, conclui-se que o

produto comercial Unized Gold, que contém como ingrediente ativo o fungicida Mancozebe,

apresenta efeitos letais em imaturos de S. bipuctata mesmo em doses atualmente

consideradas seguras para aplicação em campo.
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2. MANUSCRITO 2

#Este manuscrito será submetido para a revista Chemosphere

Dose intermediária de Piraclostrobina é letal para larvas da abelha-sem-ferrão

Scaptotrigona bipunctata

Jenifer Dias Ramos, Andressa Dornelles, Betina Blochtein

Resumo

A agricultura mundial tem evoluído muito nos últimos anos com o uso de múltiplas

tecnologias como drones e inteligência artificial. Porém, ela é ainda muito dependente de

produtos controversos como os agrotóxicos. Estes produtos protegem as plantas de pragas e

doenças, mas podem causar efeitos secundários na biodiversidade silvestre de polinizadores,

como as abelhas, das quais muitas culturas agrícolas dependem em algum nível. Até mesmo

a ação de produtos considerados não prejudiciais às abelhas, como fungicidas e herbicidas,

estão sendo questionados ultimamente pois a exposição desde abelhas adultos à

alimentação provida aos imaturos parece prejudicar esses insetos. Neste contexto, este

trabalho objetivou avaliar o efeito do fungicida Piraclostrobina em operárias jovens de

Scaptotrigona bipunctata expostas, via dieta contaminada, a três doses de Piraclostrobina

(1,30 x 10 – 4, 3,25 x 10 – 3, 6,5 x 10 – 3 de μl i.a./larva, as quais foram calculadas com base na

dose de campodose de campo aplicada em pomares de citros. Nossos dados demonstraram

uma elevada redução da taxa de sobrevivência de imaturos expostos à dose intermediária

(0,185 - 95% IC: 0,125 - 0,275) do fungicida diferindo significativamente do controle (0,87 -

95% IC: 0,807 – 0,938), enquanto as outras doses não diferiram 1,30 x 10 – 4 μl de ia/larva

(0,677- 95% IC: 0,582 - 0,786) e 6,5 x 10 – 3 μl de ia/larva (0,811 - 95% IC:0,741 - 0,887).

Consequentemente, os efeitos causados pela dose intermediária foram, no mínimo, 3,6

vezes mais letais às abelhas jovens quando comparadas às outras doses testadas. Nosso

trabalho traz evidências de uma resposta inesperada no efeito da dose de Piraclostrobina em

relação à resposta das abelhas imaturas. Portanto, é questionável a sua indicação como
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produto não-prejudicial às abelhas. Além disso, recomenda-se deixar claro que o efeito

positivo no combate a doenças fúngicas pode adversamente comprometer a polinização das

culturas dependentes desse serviço ecossistêmico.

Palavras-chave: análise de risco, fungicidas, Comet, polinizadores, Meliponini, contaminação

ambiental, conservação.

Abstract

World agriculture has evolved a lot in recent years with the use of multiple technologies such

as drones and artificial intelligence. However, it is still very dependent of products such as

pesticides. These products protect plants from pests and diseases, but can cause side effects

on wild biodiversity from pollinators such as bees, on which many agricultural crops depend

to some degree. Even the action of products considered not harmful to bees, such as

fungicides and herbicides, have been questioned lately because the exposure of adult bees

to the food provided to the immature ones seems to harm these insects. In this context, this

work aimed to evaluate the effect of the fungicide Pyrclostrobin in young workers of

Scaptotrigona bipunctata exposed, via contaminated diet, to three doses of Pyrclostrobin

(1.30 x 10 – 4, 3.25 x 10 – 3, 6.5 x 10 – 3 de μl a.i./larva), which were calculated based on the field

rate applied in citrus groves. Our data demonstrated a high reduction in the survival rate of

immatures exposed to the intermediate dose (0.185 - 95% CI: 0.125 - 0.275 ) of the fungicide

differing significantly from the control (0.87 - 95% CI: 0.807 - 0.938), while the other doses

did not differ 1.30 x 10 - 4 μl ai/larva (0.677- 95% CI : 0.582 - 0.786) and 6.5 x 10 - 3 μl

ai/larva (0.811 - 95% CI: 0.741 - 0.887) Consequently, the effects caused by the intermediate

dose were at least 3.6 times more lethal to young bees when compared to the other doses

tested. Our work provides evidence of an unexpected response in the effect of the dose of

Piraclostrob in relation to the response of immature bees. Therefore, its indication as a

non-harmful product to bees is questionable. In addition, it is recommended to clarify that

the positive effect in combating fungal diseases can adversely affect the pollination of crops

dependent on this ecosystem service.

Key-words: risk assessement, fungicides, Comet, pollinators, Meliponini, environmental

contamination, conservation.
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Introdução

A polinização é considerada um serviço ecossistêmico regulatório, de provisão e

cultural, sendo uma interação ecológica que fornece muitos benefícios aos seres humanos

(IPBES, 2019) dentre os quais destaca-se a sua contribuição para a produção de alimentos.

De forma geral, os frutos provenientes de flores polinizadas têm mais sementes, melhor

formato, maior valor nutritivo, melhor sabor e durabilidade (Malagodi-Braga & Peixoto

Kleinert 2004; Garratt et al. 2014; Junqueira & Augusto 2017; Nunes-Silva et al., 2020).

Diante destes benefícios, o valor econômico da polinização global foi estimado entre US $235

bilhões e US $577 bilhões (IPBES, 2019). No Brasil, este valor é aproximadamente de US $12

bilhões por ano (Giannini et al. 2015b).

No espectro de polinizadores, as abelhas têm papel destacado, enquanto

polinizadores profissionais de 73% das culturas agrícolas voltadas à alimentação humana

(Klein et al., 2007). Entretanto, o declínio de suas populações tem sido amplamente

registrado (Giglio et al., 2017; Castilhos et al., 2019; Sanchez-Bayo e Wyckjuys, 2019; Goretti

et al., 2020; Smith et al., 2020; Traynor et al., 2021).

Este declínio tem causa multifatorial, entre as quais destacam-se as mudanças no uso

da terra, a agricultura intensiva e de larga escala, o uso de organismos geneticamente

modificados, as pragas e patógenos, e o uso de agrotóxicos (IPBES, 2019). Este último, por

sua vez, quando aplicado sem planejamento nas lavouras e não avaliado seu risco para

organismos não-alvo, pode provocar a morte, atuar como repelente e causar efeitos tóxicos

subletais (desorientação do voo, redução na produção de prole, entre outros) nas abelhas

(Freitas e Pinheiro, 2010; Poquet et al., 2016; Tosi et al., 2017; Tadei et al., 2019; Dornelles et

al., 2021). Além disso, o uso de agrotóxicos tende a suprimir ou reduzir a produção de néctar

e pólen em algumas plantas (Johansen & Mayer 1990), os quais são como alimentos

ingeridos pelas abelhas adultas e larvas (Zhu et al., 2014; Beyer et al., 2018).

O Brasil possui a maior riqueza global de abelhas-sem-ferrão (Michener, 2013) e

também é o maior consumidor mundial de agrotóxicos (Bombardi 2017 ; dos Santos et al.

2018). A literatura sobre toxicidade de inseticidas para as abelhas têm se ampliado, dado que

estes insetos benéficos podem ser contaminados por estes produtos (Rosa et al., 2016; dos

Santos et al., 2016; Dively et al., 2017; Araújo, 2018; Tadei et al., 2019; Wang et al., 2020).

Nestes estudos ecotoxicológicos, Apis mellifera (Linnaeus, 1758) é a espécie adotada como
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modelo experimental, devido a sua ampla distribuição geográfica, importância econômica

como polinizadora global, produtora de mel e subprodutos, conhecimento de sua biologia e

a possibilidade de manejo em laboratório. No Brasil, a avaliação de risco de agrotóxicos

também toma como modelo está espécie. No entanto, o uso de A. mellifera como

organismo-modelo substituto para espécies nativas brasileiras de abelhas-sem-ferrão tem

sido questionado (Rosa-Fontana et al., 2020).

Além dos inseticidas, outra classe de agrotóxico amplamente utilizado na agricultura

são os fungicidas. A exposição a estes produtos está correlacionada com uma variedade de

distúrbios nas colônias de abelhas, incluindo ausência de cria, substituição da rainha,

enfraquecimento da colônia, redução do consumo e digestão de pólen, e aumento dos tipos

de vírus detectados (De Grandi Hoffman et al., 2013, 2015; Simon-Delso et al., 2014; Zhu et

al., 2014; Johnson et al., 2017; Christen et al., 2019). Os depósitos de pólen e os favos de

cera das abelhas melíferas são frequentemente contaminados com fungicidas (Mullin et al.,

2010; Pettis et al., 2012).

No Brasil, atualmente estão registrados 546 fungicidas comerciais, divididos em mais

de 50 grupos químicos (MAPA, 2020). A Piraclostrobina é um fungicida pertencente ao grupo

das estrobilurinas, o segundo maior grupo em vendas no mercado mundial (Morton & Staub,

2008). O mecanismo de ação dos fungicidas estrobilurinas ocorre por meio da inibição da

respiração de fungos e demais eucariotos (Bartlett et al., 2002; Parreira et al., 2009). No

Brasil, o ingrediente ativo Piraclostrobina pode ser encontrado em 24 produtos formulados,

na sua forma livre ou associado a outros ingredientes ativos (MAPA, 2020).

Pettis et al. (2013) detectaram concentrações extremamente elevadas de

Piraclostrobina em amostras de pólen. Estudos indicam que a alimentação contendo

resíduos deste fungicida pode prejudicar a performance individual de larvas de abelhas e

adultos (Zaluski et al., 2017; Tadei et al., 2019, Batista et al., 2020), e consequentemente

afetar a colônia (Pettis et al., 2013; Traynor et al., 2021). Desta forma, este trabalho objetivou

avaliar o efeito do fungicida Piraclostrobina, via dieta contaminada, em operárias imaturas de

Scaptotrigona bipunctata, relacionando à sobrevivência dos imaturos ao longo de seu

desenvolvimento larval e avaliando a morfologia dos indivíduos sobreviventes.

42



Materiais e Métodos

Coleta de material e Criação in vitro

Nossos experimentos foram conduzidos entre os meses de março e maio de 2018.

Utilizou-se favos de cria de três colônias de Scaptotrigona bipunctata mantidas no

Meliponário autorizado pelo IBAMA, localizado na Pontifícia Universidade Católica do Rio

Grande do Sul, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil (30° 1' 40'' S, 51° 13' 43'' O).

Em condições de laboratório, foram utilizadas placas de criação de abelhas com

cavidades de dimensões semelhantes às células de cria de operárias de favos naturais de S.

bipunctata. Posteriormente, foram depositados com o auxílio de micropipetas automáticas

35 microlitros de alimento larval coletado em favos recém aprovisionados pelas operárias em

colônias matrizes (Dornelles et al., 2021). Sobre o alimento foram transferidas larvas de

aproximadamente 24h de vida, também de colônias matrizes. As placas de criação foram

acondicionadas em recipientes herméticos com tampa e mantidas em uma câmara de

incubação (BOD) sob condições controladas de temperatura (27-28ºC) e umidade relativa

(70-90%) de acordo com Dornelles e colaboradores (2021).

Fungicida agrícola e exposição crônica

Com o objetivo de representar um cenário mais próximo da realidade do campo, as

concentrações para exposição das abelhas imaturas foram definidas a partir da dose de

campo máxima do produto comercial Comet, recomendada para tratamento da doença

Phyllosticta citricarpa (Mancha preta) na cultura de Citrus spp. (AGROFIT, 2016). Esta taxa é

de 15 mL do p.c./100 L de água. Este produto é composto por 25% do ingrediente ativo

Piraclostrobina e 80% de outros ingredientes, os inertes. A partir desta dose de campodose

de campo foram realizadas diluições equivalentes a 50%, 25% e 1% da dose do produto

comercial aplicada no campo.

O bioensaio foi baseado no protocolo 239 da Organização para a Cooperação e

Desenvolvimento Econômico (OECD) para teste de toxicidade larval em A. mellifera, usando

exposição repetida (OECD, 2016). As larvas foram divididas em quatro grupos experimentais
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da seguinte forma: três tratamentos com diferentes doses de Piraclostrobina (1,30 x 10 – 4,

3,25 x 10 – 3 , 6,5 x 10 – 3 de μL i.a./larva), equivalentes aos percentuais já mencionados, e um

controle sem fungicida. Cada grupo teve três réplicas, sendo 40 larvas por réplica,

totalizando desta forma 120 larvas por tratamento. Observações diárias, com o registro do

número de mortes, foram realizadas ao longo do desenvolvimento dos imaturos, até a

emergência das operárias. Como não foi possível distinguir larvas de machos, no início da

criação, estes foram excluídos do estudo. Para a confirmação das mortes dos imaturos foi

considerada a ausência de movimento dos espiráculos e/ou tegumento com coloração cinza

escura (Material Suplementar 1). As pupas e adultos foram inspecionados visualmente

quanto a deformidades externas, e os indivíduos deformados, que geralmente exibiam asas

não desenvolvidas ou contorcidas e abdômen achatado, foram registrados para análise

subsequente. Após a emergência, todas as abelhas foram pesadas em uma balança analítica

(Sartorius BP 210D) para determinar a massa corporal. E 30 abelhas por tratamento foram

utilizadas para a para análise morfológica.

Análise de dados

A análise de sobrevivência dos indivíduos submetidos ao bioensaio foi feita por meio

de curvas de Kaplan-Meier utilizando o pacote survival, função ‘surv’ (Therneau, 2015). A

diferença geral entre as curvas de sobrevivência foi testada pelo teste de Log-Rank, usando a

função ‘survidiff’ do pacote de survival. Quando significativo, comparações entre os pares de

tratamentos foram conduzidas usando a função ‘pairwise_survdiff’ do pacote survminer

(Kassambara et al., 2021). Para comparação dos pesos utilizou-se ANOVA de um fator,

seguido de teste de Tukey para verificar a significância.

Para analisar a morfologia das abelhas emergidas foram selecionadas as medidas:

largura e altura da cabeça, distância intertegular e distância interorbital. Antes de conduzir as

análises morfológicas, realizou-se uma análise de colinearidade para verificarmos se elas não

eram autocorrelacionadas entre si. Para isso, foi usada a função ´vif´ do pacote car (Fox e

Weisberg, 2019, a qual demonstrou que as variáveis não eram colineares entre si. Com estas

medidas, utilizamos uma ANOVA com permutações (PERMANOVA) seguida de uma análise

pareada usando as funções ‘adonis’ do pacote vegan (Oksanen et al., 2020) e
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´pairwise.adonis´ do pacote pairwiseAdonis (Arbizu, 2020). Todos os resultados foram

analisados com o programa R (versão 3.6.1; R Foundation for Statistical Computing, Viena,

AT, 2019).'

Resultados e Discussão

Durante a exposição dos imaturos de S. bipunctata à Piraclostrobina foi possível

observar que nenhum tratamento apresentou efeito repelente para as larvas, posto que o

alimento larval foi integralmente consumido em todos os grupos experimentais. Todavia ao

observarmos a taxa de sobrevivência dos imaturos (Figura 1) tratados com o fungicida,

quando comparada ao controle (0,87 - 95% IC: 0,807 – 0,938), temos a dose intermediária

(3,25 x 10 – 3 de μl i.a./larva) diferindo significativamente (p < 0,05) e causando efeito letal

para os imaturos, dado que apenas 18% das abelhas sobreviveram (0,185 - 95% IC: 0,125 –

0,275). As doses de 1,30 x 10 – 4 μl de i.a./larva (0,677- 95% IC: 0,582 – 0,786) e 6,5 x 10 – 3 μl

de i.a./larva (0,811 - 95% IC: 0,741 – 0,887), não diferiram do controle (0,87 - 95% IC: 0,807 –

0,938) (Figura 1).

Esse dado é importante porque organismos filogeneticamente bastante distantes

entre si como são os artrópodes (aqui, as abelhas) e vertebrados como peixes podem

apresentar efeitos parecidos quando expostos a agrotóxicos. Por exemplo, resultados

semelhantes a esses têm sido registrados em outros modelos experimentais como peixes,

quando a dose intermediária dos agrotóxicos se apresenta mais tóxica que doses mais altas

e/ou baixas (Persch et al. 2018).

Em 2019, Tadei e colaboradores não registraram mortalidade de larvas de A. mellifera

quando expostas a uma dose baixa de Piraclostrobina (23.63 ng/larva), entretanto ao

avaliarem o comportamento dos adultos emergidos, destes experimentos, verificaram o

efeito tardio do fungicida na atividade locomotora das abelhas.

Thompson e coautores (2014) sugerem que a toxicidade do fungicida é altamente

dependente da dose ingerida pelas abelhas. Em nossos resultados com Piraclostrobina não

observamos essa relação proporcional, uma vez que a dose intermediária se mostrou mais

tóxica para as abelhas. No entanto, cabe destacar que mesmo em doses baixas, distúrbios no

desenvolvimento larval foram observados em outras classes de fungicidas (Mussen et al.,
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2004). Além disso, em nossos resultados observamos que as abelhas expostas à dose mais

baixa e à dose mais alta de Piraclostrobina tiveram o tempo de desenvolvimento aumentado

(50 dias) em 25% quando comparado ao tempo de desenvolvimento dos imaturos controle

(40 dias) (Figura 1).

Figura 1: Probabilidade de sobrevivência de operárias de Scaptotrigona bipunctata criadas in

vitro, e expostas durante o período larval, via dieta alimentar, as doses/tratamentos de (T1:

1,30 x 10 – 4, T2: 3,25 x 10 – 3 , T3: 6,5 x 10 – 3 de μl i.a./larva).

As abelhas são insetos holometábolos, passando, portanto, por uma metamorfose

completa, com quatro estágios distintos durante o desenvolvimento: embrionário, larval,

pupal e adulto (Michelette et al., 1993). Durante a fase larval, o processo de alimentação

difere entre abelhas melíferas e abelhas-sem-ferrão (ASF). As primeiras são alimentadas

progressivamente por operárias até a operculação da célula de cria, e as ASF por sua vez

recebem uma alimentação massal, na qual as operárias enfermeiras aprovisionam a célula de

cria com uma massa alimentar, após a rainha ovipositar, a célula é operculada

imediatamente. Em 2015, Menezes e colaboradores reportaram o primeiro registro de uma

relação simbiótica entre a abelha sem ferrão S. depilis e um fungo identificado inicialmente
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como do gênero Monascus. Em 2018, Paludo e coautores após avaliação genômica

determinaram o fungo da relação como a levedura do gênero Zygosaccharomyces sp. Este

fungo fornece precursores de esteróides essenciais para o desenvolvimento da abelha,

especialmente para a fase de pupação que requer hormônios ecdisteróides, os quais são

obtidos por meio da dieta pelos insetos (Paludo et al., 2018). Em nossos resultados, bem

como nas observações diárias verificamos um intervalo crítico de tempo de desenvolvimento

(na mudança de larva se alimentando para larva defecante), em que ocorre a maior taxa de

mortalidade das abelhas expostas a dose intermediária do fungicida. E uma baixa na

sobrevivência entre a mudança de larva > pupa, para a dose baixa e alta. Com base nas

relações descritas por Menezes (2015) e Paludo (2018) sugere-se a possibilidade de algumas

doses de Piraclostrobina atuarem desregulando a dinâmica de crescimento das populações

de fungos associados ao alimento larval (Paludo et al., 2018).

Outra explicação possível para este achado é a baixa solubilidade do fungicida em

água (NCBI, 2017), o que favorece o acúmulo do xenobiótico nos corpos gordurosos da larva

(Feng et al., 2017), dado que armazenam toxinas, e contribuem no processo de

desintoxicação (Feng et al.,2018; Dornelles et al., 2021). Esse armazenamento pode resultar

em estresse contínuo para os indivíduos durante o desenvolvimento, diferentemente de

abelhas adultas que realizam a excreção de resíduos tóxicos pela defecação regular (Zhu et

al., 2014). Desta forma, os agrotóxicos absorvidos na fase larval permanecem no organismo

da abelha, sendo mobilizados para os sítios-alvos durante a metamorfose (Tadei et al., 2019).

Além da baixa da taxa de sobrevivência à dose intermediária, observamos nas

operárias emergidas deformidades no corpo como: o abdômen achatado (não desenvolvido)

e as asas não desenvolvidas (Figura 2). Deformações semelhantes foram registradas para

imaturos de Scaptotrigona bipunctata expostos a doses subletais do inseticida Clorpirifós

(Dorneles et al., 2021), imaturos de Melipona quadrifasciata expostos ao inseticida

Azadiractina e ao inseticida Spinosad (Barbosa et al., 2015) e para rainhas de Partamona

helleri expostas ao inseticida Azadiractina (Bernardes et al., 2018).
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Figura 2: Deformações identificadas em operárias recém-emergidas de Scaptotrigona

bipunctata após exposição a dose intermediária as doses/tratamentos de 3,25 x 10 – 3 μl de

i.a.  Piraclostrobina/larva.

A partir das análises morfológicas (Figura 3), das operárias expostas aos tratamentos

(T1 e T3), verificou-se diferença significativa (p<0.05) entre abelhas do controle e o

tratamento 3, equivalente a dose 6,5 x 10 – 3 de μl i.a./larva. Tal significância também

apareceu ao compararmos os pesos das abelhas expostas com as abelhas controle (Figura 4),

observa-se que as abelhas estavam mais pesadas na dose mais alta, e mais leves na dose

intermediária a qual também diferiu do controle (p < 0.05; F = 39,85).
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Figura 3. Análise morfológica de imaturos de operárias de Scaptotrigona bipunctata

expostos às doses/tratamentos T1: 1,30 x 10 – 4, T3: 6,5 x 10 – 3 de μl i.a. Piraclostrobina/larva

Variação da altura da cabeça (mm) em cada tratamento; B) Variação da largura da cabeça

(mm) em cada tratamento; C) Variação da distância interorbital (mm) em cada tratamento;

D) Variação da distância intertegular (mm) em cada tratamento.
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Figura 4: Peso das abelhas recém-emergidas de Scaptotrigona bipunctata após exposição as

doses/tratamentos de T1: 1,30 x 10 – 4 , T2: 3,25 x 10 – 3 , T3: 6,5 x 10 – 3 de μl i.a.

Piraclostrobina/larva

Apesar das abelhas não serem organismo alvos de fungicidas, estudos recentes que

avaliaram o fungicida Piraclostrobina em operárias adultas de A. mellifera observaram efeitos

deletérios no comportamento e em células de glândulas hipofaríngeas (Zaluski et al., 2017),

além de danos no intestino médio (Tadei et al., 2019) que podem dificultar a absorção de

nutrientes (Carneito et al., 2015).

Avaliações recentes dos efeitos de concentrações subletais de Piraclostrobina em

operárias forrageiras de Melipona scutellaris registraram aumento do índice de lesão do

intestino médio e sinais morfológicos de morte celular, além de redução na taxa de

sobrevivência (Domingues et al., 2020). A formulação comercial da Piraclostrobina (Comet®)

também já foi relacionada com a redução da altura de células epiteliais em glândulas

mandibulares (Zaluski, Justulin e Orsi, 2017). Alterações na espessura de células epiteliais

também foram observadas, porém nas células do intestino médio das abelhas e apenas

quando estas foram expostas à formulação comercial (Zaluski, Justulin e Orsi, 2017). Dessa
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forma, ingredientes inertes presentes nessa formulação também podem apresentar

citotoxicidade em organismos não- alvos (Mullin, 2015; Mullin et al., 2015).

Pettis e colaboradores, em 2013, ao realizarem estudo em campo para determinar

como a combinação de agrotóxicos afetam a saúde das abelhas melíferas, identificaram em

amostras de pólen mais de 35 agrotóxicos, dentre os quais observaram altas concentrações

de fungicidas. Ao analisarem o consumo de pólen das abelhas melífera, quando

contaminadas com fungicidas perceberam que eles favorecem a infecção por Nosema,

especialmente os fungicidas clorotalonil e piraclostrobina, o que sugere que alguns

fungicidas têm impactos mais fortes na saúde das abelhas do que se pensava anteriormente

(Pettis et al., 2013). A infecção por Nosema foi duas vezes mais provável em abelhas que

consumiram esses fungicidas do que em abelhas que não o fizeram.

Recentemente, resultados semelhantes foram encontrados por Traynor e

colaboradores (2021), em um estudo nos Estados Unidos (EUA), onde foram analisadas

amostras de 1.055 apiários, de 39 estados, ao longo de sete anos. No total, 2.933 detecções

de agrotóxicos foram encontradas, representando 120 diferentes agrotóxicos. Os fungicidas,

foram detectados 641 vezes (29,5% das amostras), e aumentaram a detecção ao longo dos

anos. Embora os resíduos destes produtos sejam considerados de baixo risco, eles foram

associados ao aumento de mortalidade das colônias (Traynor et al., 2021).

Por fim, embora o fungicida Piraclostrobina atue na inibição da respiração

mitocondrial de fungos (Balba, 2007), nossos resultados suportam que ele pode causar

efeitos letais para S. bipunctata, quando em doses intermediárias, fato que ainda não havia

sido reportado para este fungicida, além de efeitos subletais em doses baixas e elevadas.

Desta forma, sugerimos que novos estudos sejam desenvolvidos para avaliar os efeitos deste

fungicida com o uso de biomarcadores celulares, inclusive com outras espécies de

abelhas-sem-ferrão, ampliando a compreensão sobre riscos do ingrediente ativo aos

polinizadores silvestres e manejados.

Conclusão

A agricultura moderna ainda é fortemente dependente de agrotóxicos, portanto

espera-se que seu uso continue a ser empregado por muito tempo ainda. Como tal, a
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letalidade das moléculas desses produtos químicos poderia ser desenvolvida com uma

especificidade ainda maior para atingir os organismos-alvo e não aqueles que podem

inclusive beneficiar a produtividade final. Assim, com base nos resultados obtidos neste

estudo, destaca-se que a exposição à Piraclostrobina pode comprometer o fitness das

colônias de abelhas-sem-ferrão, tendo em vista os efeitos na sobrevivência da prole, e as

potenciais deformações dos indivíduos capazes de comprometer seu papel ecológico.

Nesse sentido, estudos sobre avaliação de risco devem ser ampliados para as abelhas,

especialmente para as espécies nativas (capazes de melhor representar a biodiversidade

brasileira). Também consideramos prudente a incorporação de testes de avaliação de risco

para imaturos de operárias de abelhas-sem-ferrão nos protocolos de análise e registro de

fungicidas agrícolas no que tange organismos não-alvos. Esse grupo de abelhas ocorre em

toda a região tropical do planeta (América Latina, África Sul da Ásia e Austrália). Portanto, os

achados aqui podem servir de alerta e recomendação para produtores rurais, criadores de

abelhas e tomadores de decisão de todas essas regiões.
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<https://doi.org/10.1371/journal.pone.0077547>. Acesso em: 10 ago. 2021.

Material Suplementar

Vídeo-gif do movimento dos espiráculos das larvas, característica utilizada para verificar a

sobrevivência das larvas.
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ABSTRACT

Bees are pollinating insects that substantially contribute to raise the production of many

crops. However, due to the usage of pesticides to control pests in modern agriculture, the

bees are exposed to a plethora of contaminant substances. The immature bees can be

exposed to such substances when they consume contaminated larval food during their

development. In this study, we opportunistically evaluated the effects on the size and shape

of genitals of Scaptotrigona bipunctata (Apidae: Meliponini) males exposed to a fungicide

associated with an insecticide during larval development. We detected a significant

difference on genitalia shape of the exposed males, although the genital size was similar.

Nevertheless, the implications of these morphological changes on a reproductive success of

S. bipunctata males is uncertain, but point to an undesired effect of pesticides on bees.
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1. Introduction

Stingless bees are eusocial insects that play an important role in angiosperm

reproduction through pollination. This ecosystem service is crucial for maintaining

biodiversity (Klein et al. 2007) and contributes quantitatively and qualitatively to food

production (Klatt et al. 2013). However, with the intensification of modern agriculture, there

has been a significant increase in the use of pesticides around the world (Chakrabarti et al.,

2014), which can cause toxic effects on nontarget organisms, such as pollinators (European

Commission, 2015).

In this context, Brazil is one of the largest consumers of pesticides in the world, with

an increase of 152% over the last 15 years, while the cultivated area has increased by only

8% during the same period (dos Santos et al. 2018). Although fungicides’ mechanism of

action is very specific, studies have reported their impact on pollinators (Sanchez-Bayo and

Goka 2014; Simon-Delso et al. 2017; Carneiro et al. 2020). In addition, there is evidence of an

increased toxicity when fungicides and insecticides are used simultaneously (e.g.

Papaefthimiou & Theophilidis, 2000, Malaspina et al. 2008, Pinto & Miguel 2008).

In order to evaluate this in a non-Apis bee species, we investigated the effects of a

fungicide (Carbendazim) associated with an insecticide (Chlorpyrifos) to immatures of

Scaptotrigona bipunctata (Apidae: Meliponini) reared in vitro. In experiments designed to

artificially rear stingless bee larvae, the emergence of males has not been detected

(Baptistella et al. 2012; Menezes et al. 2013; Santos et al. 2015). This may be due to the fact

that the stingless bee males are most often produced in small clusters in combs during short

periods and commonly in quantities below of 10% (Velthuis et al. 2005), so it is rare to

observe them. However, in our study, throughout the observations of larval development

and emergence of bees, an unexpected number of males in the control treatments and

pesticide exposure treatments was found. Since taking into account that: (i) to date, it is not

possible stimulate an enlarged male production within queen-right colonies and that (ii) the

male production per comb is excessively low, then we used emerged individuals for a first

record (unprecedented evaluation) of males chronically exposed to a combination of

pesticides along their larval development.

60



2. Materials and methods

  We performed a bioassay in triplicate (20 larvae per experiment) totalling 60 larvae to

the control and 60 larvae to the treatment with pesticides from March to May, 2019. Bee

larvae of 1-3-day, of Scaptotrigona bipunctata were reared in vitro transferring them to

rearing plates and accommodating them into hermetic plastic containers (7×11×17 cm)

containing saline solution to control the internal relative humidity. These plates were kept in

an incubator at 25 °C (model Luca-161/04, LUCADEMA®, São Paulo, Brazil), in constant

darkness (0L:24D). Such larvae were chronically exposed to the commercial formulations of

the fungicide Carbendazim (Methylbenzimidazol-2-ylcarbamate) Carbendazim Nortox (50%

active ingredient) in association to the insecticide Chlorpyrifos

(0,0-diethyl-0-3,5,6-trichloro-2-pyridyl phosphorothioate) – Lorsban ® 480BR (48% active

ingredient) via a contaminated diet (Barbosa et al., 2015). To induce sublethal effects in bees,

we handled residual doses of Carbendazim (0,00875 μg a.i./bee; Ramos et al in prep.)

associated with Chlorpyrifos (0.0088 μg a.i./bee; Santos et al, 2016) (Table 1). Thus, after the

bee emergence the males (n = 16 or 10.66%) were stored in Eppendorf tubes filled with a

70% alcohol solution. After that, their genitals were dissected with tweezers and

photographed with a digital camera attached to a stereomicroscope (Leica DMC 2900,

Singapore).

We chose 16 landmarks (LMs) for the geometric morphometrics (Figure 1) for which

the images were manually digitalized twice by the same researcher using tpsdig2 (Rohlf

2005). The subsequent analyses were performed using the programming language R (Ihaka

and Gentleman 1996; R Core Team 2018). The TPS file generated in tpsdig2 with the

coordinates of the LMs of the male genitals was used to carry out a generalized Procrustes

analysis (GPA) using the function ‘gpagen’. This GPA was used within the function

‘bilat.symmetry’ (Table S1) to extract the symmetric component of the genitalia shape with

‘symm.shape’. Then, we plotted a graphic to evaluate the presence of possible outliers,

assuming that the low number of available bees could affect the following analyses.

However, we did not find any outliers (Figure Sl).

Afterwards, we tested the covariation of the shape and size (allometry) of the male

genitals using the function ‘procD.lm’. Furthermore, we investigated whether both male
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groups (control vs. exposed) would have genitals with different sizes (centroid log) and

shapes (Procrustes multivariate ANOVA) using the function ‘procD.lm’. All these analyses

were performed using the package geomorph (Adams et al. 2017).

Finally, we performed a canonical variation analysis of the shape with cross-validation

adjusted with the jackknife (leave-one-out) method to evaluate the data accuracy and to

estimate the error rate between both male groups using the function ‘CVA’ Morpho package

(Schlager 2017). We plotted the mean shape (symmetrized) of the male genitals against the

mean shape of the control and exposed males using the function ‘plotRefToTarget’ (Adams et

al. 2017). All analyses performed here were permuted 1,999 times.

3. Results and Discussion

Our data indicated no allometry in the genitals of S. bipunctata males (logsize), F =

0.48, P = 0.76; groups, F = 0.44, P = 0.95, Table S2). We found that the fungicide affected the

size of the genitals of S. bipunctata males, but neither the insecticide nor the combined

action between them (synergic effect) as well as the control showed any effect on such

structure (Procrustes regression, F(3,28) = 3.69, P = 0.03) , Figure 2, Table S3. There was a large

variation on size of genitalia, except to Carbendazim exposure that had lower variation, but

consistently a smaller size as well. However, we detected no significant difference in the

genital shapes between the control vs. exposed males (Procrustes MANOVA, F(3,28) = 1.06, P >

0.05), Figure S2, Tables S4-S5. Our cross-validation analysis demonstrated a low global

accuracy for the discrimination between males (18.75%), with control males being poorly

(9%) assigned to their correct group. Therefore, in contrast to size, the shape of the male

genitalia may be assumed does not suffer with external agents, even though further research

are needed in this issue.

Based on our morphological analysis of the genitals of the S. bipunctata males

exposed or not exposed to the associated action of the fungicide and insecticide, we can

assume that the size of the reproductive structure was not affected. Moreover, the shape of

the genitals was considerably affected. We found that the distal portion of the penis valve

suffered a retraction, while its base externally displaced itself to the body axis. Additionally,

the distal portion of gonostylus of the male genitalia exposed to the two types of

agrochemicals displaced itself to the central axis of body. Finally, we detected that this
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associated exposure to the fungicide and insecticide enlarged gonocoxite compared to those

of the non-exposed males (Figure 2).

The male production is a costly investment to the stingless bee because they do not

participate in regular colony activities like their sisters, i.e. the workers (Velthuis et al. 2005).

Furthermore, the few males occasionally produced by the mother queens are breeding

individuals that basically live to mate virgin queens (Velthuis et al. 2005). Therefore, given its

crucial role in mating, it is possible to infer that the male genitals are under strong selective

pressure to keep both its pattern size and shape once it acts as mating plugs in stingless

bees, preventing new copulation by newly-mated queens (Kerr et al. 1962).

Currently, we are working to figure out how to experimentally produce a large

number of males of S. bipunctata and other stingless bee species on laboratory conditions in

order to overcome the restraining imposed by their low natural production. If available, such

a procedure will allow us to perform systematized experiments testing not only the male

exposing to associated agrochemicals, but also its implications to the reproductive success of

S. bipunctata males with modified genitalia shapes.
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Treatment Dose
Total immature

tested

Number of

emerged males

Percentage of

emerged

males

Control - 60 8 13.3%

Carbendazim 0.00875 μg a.i./bee 60 7 11.6%

Clorpirifós 0.0088 μg a.i./bee 60 6 10.0%

Association/Synergy

0.00875 μg a.i./bee

+

0.0088 μg a.i./bee
60 11 18.3%

Table 1. Number of in vitro reared larvae of Scaptotrigona bipunctata (Hymenoptera: Apidae:

Meliponini) not exposed (control) and exposed to the pesticides Carbendazim (fungicide) and

Lorsban (insecticide).

Fig 1. Landmarks (n = 16) used to analysis the variation on shape and size of the male

genitalia of the stingless bees Scaptotrigona bipunctata.
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Fig 2. Comparison of the centroid size (log) of the genitalia of males of the stingless bees

Scaptotrigona bipunctata. Notes – Centroid indicates the mean (center) of a shape; Points

show the average size and vertical lines exhibit the confidence intervals at 95%: Carbendaim

= 1.16 (CI 0.03), Chlorpyrifos = 1.59 (CI 0.37), Carbendaim+ Chlorpyrifos (synergic effect) =

1.50 (CI 0.24), Control = 1.65 (CI 0.25); Red gradient exhibits a reduction of genitalia´s size

each 10%, having the average of control as a baseline. Those average values whose

confidence intervals no overlap can be accurately inferred as being statistically different from

each other (Sim and Reid, 1999).
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Tables S1. Procrustes ANOVA. Analysis of directional and fluctuating asymmetry showing the

shape variation for genitalia of males of Scaptotrigona bipunctata (Hymenoptera: Apidae:

Meliponini).

Factors
Degrees of

freedom

Sums of

squares
Mean squares R2

F-statisti

c
P

Individual 31 0.143 0.005 0.78 3.82 < 0.001

Side 1 0.002 0.002 0.00 1.31 0.26

individual:side 31 0.037 0.001 0.20

Total 63 0.182      

individual = variation among individuals; side = directional asymmetry (variation among

sides); individual:side = fluctuating asymmetry (variation due to an individual vs. side

interaction); R2 = indicates the relative contribution of each factor to overall variation; P =

associated probability level.
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Tables S2. Allometry analysis using size (predictor) vs. shape (response) of the genitalia of

males of Scaptotrigona bipunctata (Hymenoptera: Apidae: Meliponini).

Factors
Degrees of

freedom

Sums of

squares
Mean squares R2

F-statisti

c
P

Size 1 0.001 0.001 0.01 0.48 0.76

Groups 3 0.003 0.001 0.04 0.44 0.95

Size:Groups 3 0.005 0.001 0.07 0.66 0.76

Residuals 24 0.061 0.002 0.86

Total 31 0.071

Groups = control males and males exposed to agrochemicals (fungicide: Caberdazim;

insecticide: Chlorpyrifos; Synergy between fungicide and insecticide); R2 = indicates the

relative contribution of each factor to overall variation; P = associated probability level.
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Tables S3. Analysis of the size (centroid) of the genitalia of males of Scaptotrigona bipunctata

(Hymenoptera: Apidae: Meliponini).

Factors
Degrees of

freedom

Sums of

squares
Mean squares R2

F-statisti

c
P

Groups 3 0.477 0.159 0.28 3.69 0.031

Residuals 28 1.208 0.043 0.71

Total 31 1.685

Groups = control males and males exposed to agrochemicals (fungicide: Caberdazim;

insecticide: Chlorpyrifos; Synergy between fungicide and insecticide); R2 = indicates the

relative contribution of each factor to overall variation; P = associated probability level.
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Tables S4. Shape analysis of the genitalia of males of Scaptotrigona bipunctata

(Hymenoptera: Apidae: Meliponini).

Factors
Degrees of

freedom

Sums of

squares
Mean squares R2

F-statisti

c
P

Groups 3 0.003 0.001 0.05 0.54 0.89

Residuals 28 0.067 0.002 0.94

Total 31 0.071

Groups = control males and males exposed to agrochemicals (fungicide: Caberdazim;

insecticide: Chlorpyrifos; Synergy between fungicide and insecticide); R2 = indicates the

relative contribution of each factor to overall variation; P = associated probability level.
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Tables S5. Results of the discriminant analysis comparing the Mahalanobis distance between

the average shapes of the genitalia of males of Scaptotrigona bipunctata (Hymenoptera:

Apidae: Meliponini). Lower: cross-validated classification. Note: Overall classification

accuracy = 18.75%. Color indicates lower (yellow), medium (light green) and higher (dark

green) percentage. Bold means the percentage of correct classification from actual and its

underlying maintenance within it after posterior (ascribed) group.

 
Degrees of

freedom
Wilks´ lambda F-statistic P

Groups 3 0.71 1.06 0.4

Residuals 28      

Assigned group

Carbendazim Chlorpyrifos
Carbendazim +

Chlorpyrifos
Control

Actual group

Carbendazim 57.1% 28.5% 0.00% 14.2%

Chlorpyrifos 0.00% 0.00% 33.3% 66.6%

Carbendazim +

Chlorpyrifos
25.0% 12.5% 12.5% 50.0%

Control 9.09% 54.5% 27.2% 9.09%
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Figure S1. Analysis for potential outliers using all individuals (points) ordered by their

Procrustes distance from the mean shape (blue line). Note: upper and lower quartiles are not

showed since all individuals were located within them; If any outlier was detected, then it

would fall above the upper quartile as red point.
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Figure S2. (A) Principal components analyses on Procrustes shape coordinates based on

aligned genitalia of males of Scaptotrigona bipunctata (Hymenoptera: Apidae: Meliponini).

This procedure shows how shape varies along both axes (PC1, PC2) within a

multidimentional space. As such, it allows the visualizing of slight changes into shape

patterns. Colors: red = Carbendazim, blue = Chlorpyrifos, green = Control, black = synergy

(Carbendazim + Chlorpyrifos). (B) A more detailed representation (vectors) on how shape of

male genitalia changes. Note: points in both panels (upper, lower) indicate genitalia placed

over maximum side in PC1 and PC2, respectively. Similarly, the arrowheads go forward

minimum sides in PC1 and PC2. As showed in Table S4 and Table S5, there is no significant

difference in shape of genitalia of different groups of males exposed to agrochemicals. In B,

shapes were not augmented.
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MANUSCRITO 4

Este manuscrito será submetido para a Revista Desenvolvimento e Meio Ambiente. Cabe

informar que este capítulo surge do meu interesse e objetivo, ao longo do processo de

doutoramento, em integrar a temática sobre agrotóxicos e a conservação dos polinizadores

junto aos conhecimentos de Políticas Públicas e a soberania alimentar.
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Resumo: Frente ao modelo agrícola brasileiro, o qual faz uso intensivo de agrotóxicos com o

objetivo de proteção dos cultivos, e na iminência de uma flexibilização na regulação do uso

agrotóxicos, este artigo teve como objetivo caracterizar a política brasileira do serviço

ecossistêmico de polinização, a partir do processo de reformulação da legislação de

agrotóxicos, analisando o cenário sob o fenômeno da irresponsabilidade organizada. Debates

acerca das propostas de alterações na legislação vigente de agrotóxicos surgem sob a

justificativa de que a modernização na legislação disponibilizaria produtos ambientalmente

mais seguros, são contrastados às preocupações no tocante à saúde humana, as questões

ambientais e o agravamento da crise alimentar e ambiental. A partir da perspectiva da

política brasileira voltada ao serviço ecossistêmico de polinização, considera-se que até 2017,

uma política tímida buscava atender às necessidades de proteção dos polinizadores frente às

demandas de regulamentação do uso de novos agrotóxicos. Entretanto, desde 2018, políticas

de regulamentação do uso de agrotóxicos passaram a ser implementadas, com grande vigor,

usando o argumento da minimização dos riscos e culpabilização dos agricultores pelo mau

uso, enfraquecendo modelos de produção de alimentos calcados na agroecologia e na

soberania alimentar. Nesse bojo, o artigo caracterizou a orquestração do fenômeno da

irresponsabilidade organizada no contexto da regulamentação dos agrotóxicos, no início da

década de 2020 no Brasil.
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Palavras-chave: avaliação de risco, polinizadores, reformulação de legislação, soberania

alimentar

Abstract: Given the Brazilian agricultural model, which makes intensive use of pesticides intending to

protect crops, and the imminence of flexibility in the regulation of pesticide use, this article aimed to

characterize the Brazilian policy of the pollination ecosystem service, from the process of

reformulating pesticide legislation, analyzing the scenario under the phenomenon of organized

irresponsibility. Debates about the proposals for changes in the current legislation on pesticides arise

under the justification that the modernization of legislation would provide environmentally safer

products, are contrasted with concerns regarding human health, environmental issues and the

worsening of the food and environmental crisis. From the perspective of the Brazilian policy aimed at

the ecosystem service of pollination, it is considered that until 2017, a timid policy sought to meet

the protection needs of pollinators in the face of demands for regulation of the use of new pesticides.

However, since 2018, policies to regulate the use of pesticides have been implemented, with great

vigor, using the argument of minimizing risks and blaming farmers for their misuse, weakening food

production models based on agroecology and food sovereignty. In this context, the article

characterized the orchestration of the phenomenon of irresponsibility organized in the context of

pesticide regulation in the early 2020s in Brazil.

Key-words: Risk assessment, pollinators, reformulation of legislation, food sovereignty

1. Introdução

Durante o período de 1960-1980, foram implementados no Brasil pacotes

tecnológicos voltados a modernizar e otimizar a produção agrícola. Este período ficou

conhecido como Revolução Verde e teve como pilares a mecanização da agricultura, o uso de

sementes transgênicas, os créditos agrícolas subsidiados e a isenção de tributos fiscais, bem

como o incentivo ao uso de agrotóxicos para proteção das lavouras contra possíveis pragas

(Carneiro et al, 2015). No que tange a produção agrícola, destaca-se a importância do serviço

ecossistêmico de polinização realizado pelos polinizadores, especialmente as abelhas, as

quais são responsáveis pela polinização de 80% das plantas cultivadas ou silvestres, sendo

polinizadoras exclusivas de 65% dessas culturas agrícolas (IPBES, 2019). Todavia, tem sido

evidenciado o declínio das populações de abelhas, pois embora seja um fenômeno de causa
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multifatorial, destaca-se a contribuição do uso de agrotóxicos para este declínio (Goulson et

al., 2015).

Rachel Carson, em seu livro “Primavera Silenciosa”, publicado em 1962, já discutia e

expunha a prática agrícola após a Segunda Guerra Mundial, pontuando que os agrotóxicos

possuem efeito prejudicial a vidas humanas e não humanas. Embora este seja o

entendimento para boa parte da comunidade científica, ainda assim trata-se de uma

temática polêmica e polarizada. Para Goldblatt (1996), isso é uma expressão do fenômeno da

irresponsabilidade organizada, definida como o conjunto dos “mecanismos culturais e

institucionais pelos quais as elites políticas e econômicas encobrem efetivamente as origens

e consequências dos riscos e perigos catastróficos da recente industrialização” (Ibidem, p.

241). Ou seja, os estados e atores privados ocultam os efeitos dos riscos, passando à

sociedade uma ideia de risco controlado ou até mesmo inexistente.

É sob este contexto que buscasse reformular a Legislação de Agrotóxicos 7.802/1989,

trazendo incertezas e questionamentos aos diversos atores da sociedade, acerca da natureza

nociva dos produtos químicos sobre a saúde humana e ao meio ambiente. Diante deste

cenário, este artigo buscou caracterizar a política brasileira de serviço ecossistêmico de

polinização, a partir do processo de reformulação da legislação de agrotóxicos, analisando o

cenário sob o fenômeno da irresponsabilidade organizada. Para tanto, o artigo está

organizado em quatro seções, além desta introdução. Na segunda seção apresenta-se o

declínio de polinizadores, discutindo-se a política brasileira de serviço ecossistêmico de

polinização, utilizando como modelo as abelhas. Na terceira seção é discutida a proposta

sobre a nova regulamentação de agrotóxicos, destacando-se as posições dos atores sociais.

Na quarta seção discute-se a relevância do serviço de polinização prestado pelas abelhas no

contexto da agroecologia e soberania alimentar. Por fim, apresentam-se as conclusões.

2. O declínio de polinizadores: o Brasil e as políticas de proteção às abelhas

A importância das abelhas para o equilíbrio dos ecossistemas e para a produção de

alimentos humana é globalmente reconhecida. No entanto, nas últimas décadas, o que se

tem observado são declínios acentuados em populações destes organismos (Potts et al.,

2010; Gianini et al., 2017; Pires e Maués, 2020). São muitas as causas das perdas de
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populações de abelhas, a exemplo de perda de habitats por uso intensivo de terras agrícolas,

espécies invasoras, patógenos, mudanças climáticas e agrotóxicos (IPBES, 2019). Dessa

forma, é inviável atribuir as perdas de abelhas a uma única causa, no entanto, uma delas tem

sido investigada e associada a vários casos: o uso de agrotóxicos. O próprio sindicato das

empresas produtoras, a partir do projeto de monitoramento de agrotóxicos “Colmeia Viva”,

reconheceu e atribuiu à grande mortandade de abelhas no Estado de São Paulo ao uso

incorreto de produtos químicos (MAP, 2017). Além disso, são numerosos os relatos e

trabalhos científicos apontando os efeitos letais e subletais dos agrotóxicos para as abelhas

(Pettis et al., 2013; Rosa et al., 2016; dos Santos et al., 2018; Tadei et al., 2019; Dornelles, et

al., 2021)

Como política de proteção aos polinizadores, em 2017, o IBAMA publicou a Instrução

Normativa (IN 02/2017), que regulamenta a utilização de abelhas em avaliação de risco de

agrotóxicos (ARA), baseando-se no modelo estadunidense, estabelecido pela “United States

Environmental Protection Agency (EPA)” – Agência de Proteção Ambiental dos Estados

Unidos. Com isso as novas moléculas a serem lançadas no mercado precisam passar por

testes com abelhas, isso representou um potencial avanço para conservação dos

polinizadores nativos. Paralelamente, foi publicado um manual cujo objetivo foi apresentar

as bases conceituais da avaliação de risco de agrotóxicos e as orientações gerais sobre os

novos procedimentos de avaliação, alterados com a publicação da IN (Cham et al., 2017).

A espécie utilizada como padrão para as avaliações de risco de agrotóxicos é a Apis

mellifera, exótica no Brasil. No entanto, é importante destacar que o Brasil abriga a maior

diversidade de abelhas-sem-ferrão do mundo (Michener, 2013) e, que, dessa forma, é

essencial considerar espécies nativas em ARA. Neste contexto, o IBAMA lançou no mesmo

ano uma nota técnica, questionando a segurança da utilização de uma espécie exótica como

substituta das demais espécies nativas do Brasil (abelhas-sem-ferrão), apontando também as

principais lacunas de conhecimento que ainda inviabilizam a inclusão de abelhas sem ferrão

em ARA (IBAMA, 2017).

As preocupações acerca da perda de polinizadores também conduziram esforços

internacionais para a proposição de políticas públicas que auxiliem os governos a adotarem

medidas de proteção a organismos que tenham participação direta na produção de

alimentos. A partir da Plataforma Intergovernamental para Biodiversidade e Serviços
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Ecossistêmicos (IPBES) foram reunidos pesquisadores do Brasil, Reino Unido, Suécia, México,

Austrália, Argentina e Japão, os quais elaboraram medidas capazes de auxiliar a conservação

dos polinizadores. Dentre essas medidas, encontra-se o fortalecimento dos padrões

regulatórios de agrotóxicos, cuja implementação está sendo acompanhada desde a

publicação da IN 02/2017 pelo IBAMA.

Portanto, pode-se considerar que até 2017, vinha sendo aplicada no país uma política

que buscava de forma bastante tímida atender às necessidades de proteção dos

polinizadores. Desde 2018, uma nova proposta passou a ser tramitada no âmbito federal, a

qual está sendo apresentada na seção a seguir.

3. Nova regulamentação de agrotóxicos no Brasil: divergências entre apoiadores e críticos

O Brasil se destaca globalmente sob duas principais vertentes: por ser uma das

maiores potências agrícolas e um dos maiores consumidores de agrotóxicos (Carneiro, 2015),

este último, justificando-se pelo fato de que o clima tropical dificulta o controle de pragas

agrícolas, já que não há invernos rigorosos que quebrem os ciclos de desenvolvimento, como

ocorre em regiões de clima temperado. Além disso, o sistema de grandes monoculturas

utilizado no Brasil altera o equilíbrio dos ecossistemas, culminando no aumento da

proliferação de pragas e doenças (Vasconcelos, 2018).

De acordo com a legislação vigente (Lei Nº 7.802, DE 11 DE JULHO DE 1989), que

regulamenta o uso de agrotóxicos no Brasil, o termo “agrotóxico” inclui: (a) “os produtos e os

agentes de processos físicos, químicos ou biológicos, destinados ao uso nos setores de

produção, no armazenamento e beneficiamento de produtos agrícolas, nas pastagens, na

proteção de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de

ambientes urbanos, hídricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composição da flora

ou da fauna, a fim de preservá-las da ação danosa de seres vivos considerados nocivos”; e (b)

“substâncias e produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e

inibidores de crescimento”.

Partindo dessas premissas, debates acerca das propostas de nova regulamentação de

agrotóxicos vêm se intensificando, sobretudo desde 2018, quando o Projeto de Lei n°

6.299/2002 foi aprovado em uma comissão da Câmara dos Deputados. A proposta altera os
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artigos 3º e 9º da Lei nº 7.802, que dispõe sobre a pesquisa, a experimentação, a produção, a

embalagem e rotulagem, o transporte, o armazenamento, a comercialização, a propaganda

comercial, a utilização, a importação, a exportação, o destino final dos resíduos e

embalagens, o registro, a classificação, o controle, a inspeção e a fiscalização de agrotóxicos,

seus componentes e afins, e dá outras providências (Câmara, 2002).

Os apoiadores da mudança na legislação, especialmente os fabricantes de

agrotóxicos, as associações ligadas ao agronegócio e o próprio Ministério da Agricultura,

apontam que é preciso modernizar a lei vigente. Eles alegam que o processo para registro de

novas moléculas no Brasil é muito lento, tornando obsoletas as tecnologias avançadas que

seriam, segundo eles, seguras. A Embrapa (2018) se posicionou de forma favorável às

alterações, alegando que a proposta apresenta avanços em relação à legislação atual. A

diretoria executiva afirma que:

“Destaca-se que os avanços devem se dar à luz do melhor
conhecimento disponível, para que a proposta traga maior celeridade
ao processo de registro de agrotóxicos, com garantia à
disponibilidade de ferramentas adequadas para o manejo
fitossanitário da produção agropecuária brasileira e, ao mesmo
tempo, assegure a minimização de riscos à saúde da população, dos
agricultores e do meio ambiente”.

Em oposição estão as organizações ligadas à saúde, como a Fundação Oswaldo Cruz

(Fiocruz), a Associação Brasileira de Saúde Coletiva (Abrasco), o Instituto Nacional de Câncer

e órgãos como a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa), do Ministério da Saúde, e

o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (Ibama), além de

entidades ambientalistas, como o Greenpeace. Os referidos oponentes alegam que esse

conjunto de propostas de alterações, batizado de “Pacote do Veneno”, irá potencializar a

flexibilização de um mercado que já é bastante permissivo. Isso traria consequências sérias

com relação aos riscos à saúde pública e agravaria o quadro de contaminação ambiental. De

acordo com Fernando Carneiro, pesquisador da Fiocruz Ceará e membro da Abrasco, as

alterações da PL irão aumentar os riscos e acelerar o registro sem qualidade, permitindo que

agrotóxicos mais perigosos cheguem ao mercado brasileiro. A Anvisa (2018) também se opôs

à mudança da lei, alegando que o PL não contribui com a melhoria, disponibilidade de

alimentos mais seguros ou novas tecnologias para o agricultor, e nem mesmo com o
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fortalecimento do sistema regulatório de agrotóxicos, não atendendo, dessa forma, a quem

deveria ser o foco da legislação: a população brasileira.

A discussão vem causando embate entre os diversos segmentos mencionados. As

principais divergências concentram-se em quatro pontos principais. O primeiro deles é em

relação à nomenclatura. Atualmente, a legislação brasileira refere-se às substâncias usadas

no combate a pragas agrícolas como “agrotóxico” (Lei nº 7.802/89). A indústria discorda da

nomenclatura, alegando que o termo “pesticida” é globalmente utilizado para designar as

substâncias (Vasconcelos, 2018). A mudança na nomenclatura ainda propõe como alternativa

os termos “defensivo fitossanitário” ou “produtos de controle ambiental”. Os oponentes à

alteração defendem que a nomenclatura tem por objetivo desfazer a associação entre os

agrotóxicos e a toxicidade e os riscos à saúde e ao ambiente associados a eles.

O segundo ponto é referente à competência para o registro de novos agrotóxicos. De

acordo com a legislação vigente, a responsabilidade é de competência de três esferas

governamentais: o Ministério da Agricultura é responsável pela análise da eficiência

agronômica do produto; à Anvisa cabe avaliar a toxicidade do produto e os riscos para a

saúde humana; e o Ibama é incumbido da análise dos riscos relacionados ao meio ambiente.

O veto de um dos três é suficiente para barrar a aprovação e liberação de um novo

agrotóxico. No quesito de competência, o texto da proposta no PL nº 6.299/02 menciona que

Anvisa e Ibama podem avaliar e, quando couber, homologar a decisão. No entanto, não deixa

claro termos específicos como “vetar”. Assim, os contrários alegam que a decisão final sobre

liberar ou não determinada substância ficaria a cargo apenas do Ministério da Agricultura,

cabendo à Anvisa e ao Ibama um papel menor no processo, podendo apenas propor uma

recomendação (e não um veto), no caso de discordância. Os defensores da PL nº 6.299/02

discordam e garantem que nada mudaria com relação ao processo de aprovação. Segundo

eles, a centralização do processo pelo Ministério da Agricultura, sem redução do poder de

decisão dos demais parceiros, objetiva conferir agilidade ao processo de registro, a fim de

fornecer à sociedade e ao meio ambiente, produtos relativamente seguros.

O terceiro ponto consiste no critério de avaliação usado na análise de novos

produtos. De acordo com o artigo 3º da legislação vigente (Lei nº 7.802/1989), “fica proibido

o registro de agrotóxicos, seus componentes e afins que revelem características

teratogênicas, carcinogênicas ou mutagênicas, de acordo com os resultados atualizados de
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experiências da comunidade científica. ” Esta etapa é chamada avaliação de periculosidade.

Assim, a legislação brasileira e suas normas regulamentadoras consideram que a

identificação do perigo em causar tais danos à saúde é suficiente para que determinada

substância não seja registrada no Brasil. A proposta em análise no Congresso (PL 6.299/2002)

propõe que, no lugar da avaliação de periculosidade”, se adote a avaliação de risco, que,

além da toxicidade do produto, considera a forma de utilização, as condições climáticas

durante a aplicação, o tempo de exposição ao agrotóxico, entre outros fatores.

Pesquisador da Embrapa Agropecuária Oeste, Rômulo Scorza Júnior, aponta parecer

favorável da Instituição à alteração proposta no PL 6.299/2002, em relação ao terceiro ponto.

Ele explica que a parte inerente ao IBAMA no processo de avaliação ambiental compreende

duas vertentes: Avaliação do Potencial Periculosidade Ambiental (PPA) e a Avaliação de Risco

Ambiental (ARA). De acordo com o pesquisador, a PPA se baseia apenas na toxicidade

inerente ao agrotóxico e em alguns testes realizados em laboratório, sendo uma

característica intrínseca da molécula do agrotóxico, não se levando em consideração as

condições ambientais ou se organismos não alvo serão expostos com base na forma de uso.

A ARA seria então mais completa, já que, além de abranger os pressupostos da PPA, também

considera a ocorrência ou não da exposição, bem como os níveis de exposição. Além disso, a

ARA de agrotóxicos leva em consideração o modo e a época de aplicação do agrotóxico, a

cultura agrícola e condições ambientais. Para ele, a ARA do agrotóxico traz mais realismo no

processo regulatório, pois é baseado em ciência. Dessa forma, a incorporação da avaliação

de risco como ferramenta de tomada de decisão, proposta no PL, tornaria a PPA uma fase

preliminar da ARA, que passa a ser obrigatória no processo de registro (EMBRAPA,2019).

O Instituto Nacional de Câncer (INCA, 2018), ligado à saúde pública, repudiou

veemente tal alteração. Em nota pública de posicionamento, manifestaram que a revogação

da Lei nº 7.802/1989 e a implementação do PL 6.299/2002 possibilitará o registro de

agrotóxicos com características teratogênicas, mutagênicas e carcinogênicas, colocando em

risco a saúde da população exposta a esses produtos e o meio ambiente.

A professora geógrafa da Universidade de São Paulo (USP) e autora do atlas Geografia

do uso de agrotóxicos no Brasil e conexões com a União Europeia, Larissa Bombardi,

manifestou apoio às instituições contrárias ao PL 6.299/2002. Ela pontua ser inaceitável que

se comercialize no país substâncias com essas características de periculosidade. Se a lei
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vigorar, os mais afetados serão os trabalhadores rurais, as populações que vivem em áreas

próximas ao uso intensivo de agrotóxicos e a população em geral. Para Bombardi, se o intuito

do PL é modernizar a lei, como os favoráveis afirmam, seria importante estabelecer um

período para a validade do registro dos agrotóxicos, com reavaliações de tempos em tempos.

A cada 10 e 15 anos, União Europeia e Estados Unidos, respectivamente, têm os agrotóxicos

reavaliados. No Brasil não há nenhuma política de reavaliação neste sentido (Vasconcelos,

2018).

Há divergências também quanto ao prazo para aprovação dos agrotóxicos. Conforme

mencionado anteriormente, de acordo com a legislação em vigência, a aprovação de um

novo agrotóxico no Brasil depende da análise do IBAMA, ANVISA e MAPA. O PL prevê a

concessão de registro temporário e autorização temporária, por decurso de prazo. Mais

especificamente, estabelece que os produtos analisados terão um registro temporário

automático após 24 meses do início da análise pelos órgãos registrantes, ainda que sem um

parecer final, desde que já tenham sido aprovados em pelo menos três países integrantes da

Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OCDE).

Representantes do Sindicato Nacional da Indústria de Produtos para Defesa Vegetal

(Sindiveg), favoráveis às alterações, alegam que no Brasil, um novo produto leva,

aproximadamente, oito anos para ser aprovado e registrado. Em outros países como EUA e

Austrália leva apenas dois anos. Em oposição, as autoridades do IBAMA defendem que não é

possível considerar as mesmas conclusões sobre avaliação de risco ao meio ambiente entre

países com condições ambientais e de campo tão distintas.

Adicionada a essas diferenças (ambientais e de campo) temos a influência do cenário

político-econômico para cada país. No Brasil, nas últimas duas décadas foram liberados 4.051

novos pesticidas e substâncias para a agricultura (MAPA,2020), no entanto mais da metade

(2.097 agrotóxicos e componentes industriais) foram aprovados nos últimos 5 anos. Desde a

saída da presidenta Dilma Rouseff, em agosto de 2016, seguida da posse do presidente

Michel Temer, observamos um aumento na liberação de agrotóxicos, sugere-se que o

estreitamento de laços com a Frente Parlamentar da Agropecuária (bancada ruralista), a qual

na legislatura atual conta com 257 signatários no Congresso, e 32 cadeiras no Senado, tenha

contribuído para essa liberação. No atual governo, instituído em 2018 e comandado pelo

presidente Jair Bolsonaro, já foram aprovados 1.130 agrotóxicos. Cabe elucidar que a maioria
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dos produtos liberados são os denominados genéricos, pois já possuem uma composição

similar a substâncias aprovadas pelo Ministério da Agricultura, pela Anvisa e pelo IBAMA.

Diante deste panorama, vivemos momentos críticos para inserção e tensionamento

de uma agenda voltada à conservação dos polinizadores, especialmente as abelhas. Embora

em 2017, havíamos avançado com a publicação da portaria do IBAMA nº 84/1996, instrução

normativa nº 2/2017 - BRASIL, a qual prevê testes ecotoxicológicos em organismos

terrestres, entre eles abelhas adultas e em larvas, para avaliação de risco de um agrotóxico a

ser registrado (CHAM et al., 2017). A realidade atual contextualizada acima não nos confere

segurança ou perspectiva de proteção aos polinizadores, uma vez que vivemos a ampliação

do uso de agrotóxicos no campo e não a sua mitigação.

4. Produção de alimentos: a interface entre agroecologia, soberania alimentar e a

polinização

Durante o processo de modernização da agricultura até o modelo agrícola

hegemônico atual, o agronegócio, acompanhamos a mudança de dinâmica no meio rural, e o

agravamento dos problemas ambientais. A inserção dos domínios mercadológicos nos

sistemas de cultivos ocasionou a ampliação do uso de agrotóxicos no Brasil, inclusive muitas

vezes sem fiscalização. Tal uso trouxe consequências ambientais, risco de contaminação para

água, animais aquáticos e terrestres, bem como para a população rural e para os

consumidores de alimentos submetidos à aplicação destes produtos (Bombardi, 2018;2021).

Em resposta a esse modelo agrícola convencional e produtivista que estava e está em

expansão, surge como alternativa a Agroecologia compreendida como ciência, prática, e

movimento social (Wezel, 2009). Segundo Caporal et al. (2007), a Agroecologia se apresenta

como uma ciência integradora, que reconhece e se nutre dos saberes, conhecimentos e

experiências dos agricultores, dos povos indígenas e dos demais atores sociais envolvidos em

processos de desenvolvimento rural. A Agroecologia traz uma proposta de manejo da terra

ampliado, que leva em consideração a sustentabilidade ecológica, a não utilização de

agrotóxicos, a soberania alimentar, a viabilidade econômica, a conservação de recursos, a

equidade social e a produtividade (Caporal et al., 2007).
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Diante disso, destaca-se a importância da transição agroecológica, a qual pode ser

compreendida como a passagem de uma agricultura baseada no uso de agrotóxicos e

energia externa para uma agricultura focada em agroecossistemas sustentáveis (Altieri,

2012). O conceito de transição agroecológica, é entendido como:

“Um processo gradual e multilinear de mudança, que ocorre
através do tempo, nas formas de manejo dos agroecossistema, que,
na agricultura, tem como meta a passagem de um modelo
agroquímico de produção (que pode ser mais ou menos intensivo no
uso de inputs industriais) a estilos de agriculturas que incorporem
princípios e tecnologias de base ecológica. Essa ideia de mudança se
refere a um processo de evolução contínua e crescente no tempo,
porém sem ter um momento final determinado. Entretanto, por se
tratar de um processo social, isto é, por depender da intervenção
humana, a transição agroecológica implica não somente na busca de
uma maior racionalização econômico-produtiva, com base nas
especificidades biofísicas de cada agroecossistema, mas também
numa mudança nas atitudes e valores dos atores sociais em relação
ao manejo e conservação dos recursos naturais”. (Caporal e
Costabeber, 2004).

Neste contexto de transição agroecológica e equilíbrio ambiental, o serviço

ecossistêmico de polinização, realizado especialmente por abelhas, se destaca devido a sua

contribuição para a produção de alimentos, nos aspectos quanti e qualitativos, podendo ser

vislumbrado como uma estratégia sustentável de produção (Wolowski et al., 2019), tendo

em vista a máxima “como alimentar 10 bilhões de pessoas até 2050? ”. A Organização das

Nações Unidas para a Alimentação e a Agricultura (FAO, “Food and Agriculture Organization”)

reconhece a produção de frutos e sementes em maior quantidade e com melhor qualidade

quando polinizadas adequadamente (Roubik, 2018).

Ainda referente a pauta de alimentação cabe observar dados divulgados

recentemente pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) referente a Pesquisa

de Orçamentos Familiares (POF 2016-2017), onde após consulta de 68,9 milhões domicílios

de todas as regiões do país, apontou que 36,7% (o equivalente a 25,3 milhões) estavam com

algum grau de Insegurança Alimentar .1

1 (IA): IA leve (24,0%, ou 16,4 milhões), IA moderada (8,1%, ou 5,6 milhões) ou IA grave (4,6%, ou 3,1

milhões). A pesquisa ainda aponta que, na população residente, estimada em 207,1 milhões de habitantes, 84,9

milhões habitavam aqueles domicílios com alguma IA - 56 milhões em domicílios com IA leve, 18,6 milhões em
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Diante de um cenário de insegurança alimentar, e tensionamentos sociais de diversos

setores surge o conceito de “Soberania Alimentar”, termo cunhado pela Via Campesina, no

Forum Mundial sobre Soberania Alimentar de Nyélény, adotado em 2001, é definido como:

“O direito dos povos a alimentos nutritivos e culturalmente
adequados, acessíveis, produzidos de forma sustentável e ecológica, e
seu direito a decidir seu próprio sistema alimentar e produtivo. Isto
coloca aqueles que produzem, distribuem e consomem alimentos no
coração dos sistemas e políticas alimentares, por cima das exigências
dos mercados e das empresas. Defende os interesses e inclui as
futuras gerações. Nos oferece uma estratégica para resistir e
desmantelar o comércio livre e corporativo e o regime alimentar
atual, e para canalizar os sistemas alimentares, agrícolas, pastoris e
de pesca para que passem a ser gestionados pelos produtores e
produtoras locais. A soberania alimentar da prioridade as economias
locais e aos mercados locais e nacionais, e outorga o poder aos
camponeses e a agricultura familiar, a pesca artesanal e o pastoreio
tradicional, e coloca a produção alimentar, a distribuição e o consumo
sobre a base da sustentabilidade do meio ambiente, social e
econômica. A soberania alimentar promove o comércio transparente,
que garante renda digna para todos os povos, e o direito aos
consumidores para controlar sua própria alimentação e nutrição.
Garante que os direitos de acesso e gestão da nossa terra, de nossos
territórios, nossas águas, nossas sementes, nosso gado e a
biodiversidade, estejam nas mãos daqueles que produzem os
alimentos. A soberania alimentar supõem novas relações sociais livres
de opressão e desigualdades entre os homens e mulheres, povos,
grupos raciais, classes sociais e gerações (DECLARAÇÃO DE NYÉLÉNI,
2007)”.

Alinhado a isso, Hespanhol (2006), destacou que para que ocorra o processo de

transição agroecológica é necessário envolvimento participativo e uma maior sensibilização

ambiental de todos os atores da cadeia tendo em vista que a transição agroecológica não é

uma reforma pontual nas técnicas de produção agrícola, mas uma mudança estrutural para

um modelo capaz de respeitar os princípios socioambientais. Diante disso, destaca-se os

desafios pelos quais essa transição é atravessada: (a) apoio técnico aos agricultores

domicílios com IA moderada e 10,3 milhões em domicílios com IA grave (IBGE,2020). Além disso, de forma

paradoxal ao olharmos para a área rural, onde se desenvolve a agricultura, observamos que os índices de

Insegurança Alimentar foram proporcionalmente mais expressivos do que nos domicílios urbanos,

respectivamente: IA grave de 7,1%, e 4,1%.
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interessados na transição, tendo em vista a forte atuação da agricultura industrial

(convencional) - para o uso de seus pacotes tecnológicos; (b) amparo governamental, por

meio de créditos e uma legislação atuante nas esferas municipais, estaduais e federal, a fim

de fortalecer a expansão dos alimentos agroecológicos a partir de oportunidades de

mercado e dedução de impostos (c) trocas justas entre produtores e mercado, com o

objetivo de ultrapassar as dificuldades da comercialização e aumentar acesso dos produtos

agroecológicos ao consumidor; (d) leis capazes de agregar um maior número de produtores

e não apenas relacionadas em definir limites para a produção alternativa ou exigências para

tornar-se um agricultor orgânico; e por último (e) a carência de mecanismos jurídicos e

econômicos que possam alavancar a produção agroecológica. Em resumo, os desafios para a

transição do modelo convencional para o agroecológico devem principalmente romper

gradualmente com o “pacote” de agrotóxicos e industrial da revolução verde, e ao mesmo

passo fortalecer a agricultura de base familiar, bem como as ações de protagonismo popular,

gerando uma sociedade sustentável em seus diversos aspectos.

Contudo, a alimentação deve ser um direito humano e, independentemente do

sistema político do país, as políticas públicas são essenciais para o alcance da soberania

alimentar (Barichello et al., 2021). Entendemos dessa forma a forte relação do modelo

agroecológico e sua potencialidade de promover a conservação dos polinizadores, em função

do uso de estratégias biológicas que substituem o uso de agrotóxicos e que são compatíveis

com a vida dos polinizadores. Modelos de produção de alimentos que promovem a

biodiversidade, se constituem como o primeiro elo de sistemas alimentares sustentáveis,

justos e equitativos.

Conclusão

A partir da perspectiva das políticas brasileiras voltadas ao serviço ecossistêmico de

polinização, considera-se que até 2017, uma política tímida buscava atender às necessidades

de proteção dos polinizadores frente às demandas de regulamentação do uso de novos

agrotóxicos. Entretanto, desde 2018, políticas de regulamentação do uso de agrotóxicos

passaram a ser implementadas, com grande vigor, usando o argumento da minimização dos

riscos e culpabilização dos agricultores pelo mau uso. Nesse bojo, o artigo descreveu a
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orquestração do fenômeno da irresponsabilidade organizada no contexto da regulamentação

dos agrotóxicos, no início da década de 2020 no Brasil.

Além disso, o presente artigo apontou as principais consequências de uma

reformulação na legislação de agrotóxicos, sob distintos pontos de vista, avaliando o quanto

a política brasileira para os serviços de polinização está sendo enfraquecida, fortalecendo um

modelo de produção de alimentos concentrador de capital, excludente e com graves

impactos sobre os solos, água, biodiversidade, tendendo a um modelo de dependência

alimentar, se contrapondo à soberania alimentar. Essa situação impede a ascensão do

modelo agroecológico, o qual apresenta potencial para uma produção de alimentos isenta de

agrotóxicos, capaz de estar associado ao serviço ecossistêmico de polinização, e em diálogo

com diversos atores sociais desde a produção e comercialização dos produtos até os

consumidores.
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Este trabalho reforça a importância de considerar os efeitos de diferentes classes de

agrotóxicos como riscos potenciais para as espécies de abelhas nativas. Tendo em vista a

importância ecológica, econômica e as evidências do declínio destas populações (Gonçalves

e Castilhos 2015a, b; Pires et al. 2016; Castilhos et al. 2019). Dentre as abelhas nativas do

Brasil, as espécies pertencentes a tribo Meliponini (abelhas-sem-ferrão) representam um

grupo diverso de abelhas eusociais, cuja distribuição é neotropical (Michener, 2007) sendo

consideradas melhores representantes da biodiversidade brasileira para estudos

ecotoxicológicos do que Apis mellifera (Tomé et al., 2015; Dorigo et al., 2019; Rosa et al.,

2020). 

Embora os fungicidas sejam considerados seguros para as abelhas, eles estão entre os

agrotóxicos mais detectados em matrizes apícolas e recursos florais (Castilhos et al., 2019;

Raimets et al., 2020, Traynor 2021). Diante disso, os resultados desta pesquisa contribuem

para iniciar e destacar a importância do desenvolvimento de estudos sobre o efeito destes

agrotóxicos para imaturos de abelhas-sem-ferrão. Nossos achados confirmam que os efeitos

destes produtos não podem ser desprezados e devem ser reavaliados tendo em vista os

efeitos letais e subletais para abelhas do Mancozebe, o fungicida mais consumido e

comercializado no Brasil (IBAMA, 2019), e da Piraclostrobina, fungicida encontrado no pólen,

néctar, mel, cera no alimento larval e no corpo de abelhas (Pettis et al. 2013; Beyer et al.,

2018;  Tosi et al., 2018; Ostiguy et al., 2019).

Além da avaliação dos fungicidas isolados, cabe destacar a importância de se realizar

testes toxicológicos com estes produtos associados a outras classes de agrotóxicos, ou

mesmo com mais de um fungicida junto, uma vez que em condições de campo

(agroecossistemas), as abelhas estão expostas a uma diversidade de agrotóxicos e patógenos

(Goulson et al., 2015). Neste contexto, esse estudo possibilitou observar como estressores

podem atuar em conjunto ao analisarmos as genitálias de machos imaturos de Scaptotrigona

bipunctata. Estudos toxicológicos com machos de abelhas-sem-ferrão são escassos,

especialmente pela dificuldade de criá-los em laboratório, dado que na coleta das larvas de

favos de cria de colônias matrizes apenas 10% corresponde , potencialmente, a machos

(Velthius et al., 2005). Por isso, destaca-se o ineditismo e a importância de estudos como
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este, a fim de estimular que mais trabalhos sejam desenvolvidos sobre os efeitos de

agrotóxicos em machos, posto a importância deles no ciclo reprodutivo da colônia. Ainda

quanto a estudos ecotoxicológicos para avaliar efeitos de fungicidas às abelhas, nós

sugerimos que sejam conduzidas novas pesquisas considerando (a) a relação mutualística

larva-fungo (do alimento larval), com o efeito dos fungicidas na comunidade de fungos e suas

consequências para a ontogênese de abelhas-sem-ferrão; (b) o efeito no microbioma

intestinal das abelhas expostas a fungicidas, considerando o organismo alvo desses produtos;

(c) possíveis efeitos destes produtos em larvas e adultos, com a utilização de biomarcadores

celulares; (d) o comportamento de abelhas recém-emergidas após exposição a fungicidas de

forma isolada e combinada a outros agrotóxicos; e ainda (e) a necessidade avaliar os efeitos

em abelhas da exposição de fungicidas combinados a herbicidas, tomando-se como

antecedente achados de resíduos destes agrotóxicos de forma associada em ocorrências de

mortandade de abelhas melíferas.

Por último, cabe refletir sobre a realidade da avaliação de risco de agrotóxicos no

Brasil, frente ao cenário político-econômico que estamos vivendo. Até 2017, ano em que

essa tese iniciou, verificávamos uma política tímida que buscava atender às necessidades de

proteção dos polinizadores frente às demandas de regulamentação do uso de novos

agrotóxicos, pautando inclusive que fossem inseridos testes toxicológicos utilizando larvas e

adultos de abelhas, e considerando agrotóxicos que não têm como organismos-alvos os

insetos, a exemplo dos fungicidas. Além da utilização das abelhas-sem-ferrão como modelo

representativo da biodiversidade brasileira para avaliações de risco.

Entretanto, desde 2018 e acentuadamente no ano de 2020, observamos uma

mudança drástica deste cenário, junto a isso um pico de liberação de uso de agrotóxicos,

quando em dois anos (2018-2020), foi aprovado o uso de 1.130 produtos (MAPA, 2020).

Desta forma, estamos diante da orquestração do fenômeno da irresponsabilidade organizada

no contexto da regulamentação dos agrotóxicos, no que tange os riscos ambientais, e em

especial aos organismos não alvo como os polinizadores silvestres, enfocados no presente

estudo.
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