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Avaliacdo morfométrica das glandulas hipofaringeas de abelhas nutrizes (Apis
mellifera L.) expostas a herbicida a base de glifosato, em condicdes de campo
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RESUMO
A mortalidade de abelhas em todo o mundo esta também relacionada ao uso de agrotoxicos. Os
herbicidas a base de glifosato (HBG), representam mais da metade dos agrotdxicos comercializados
no Brasil e normalmente ndo estdo associados a morte de abelhas. As glandulas hipofaringeas,
envolvidas na producdo de geleia real, dependem da alimentacdo das abelhas e condicdes
fisiologicas da col6nia para se tornarem ativas. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito de um herbicida a base de glifosato presente na alimentacdo energética sobre a ativacdo das
glandulas hipofaringeas, a partir da medida da area dos acinos. O bioensaio foi composto por dois
tratamentos, sem (controle) e com HBG (Roundup®) e 30 repeticdes (abelhas) por tratamento.
Operérias recém emergidas foram marcadas, introduzidas nas colmeias e coletadas ap6s seis dias.
As abelhas foram dissecadas para remocdo das glandulas e preparo de laminas, que foram
analisadas em microscépio confocal. Foram avaliados dez &cinos de cada abelha, totalizando 300
por tratamento. Os resultados foram submetidos a analise de variancia, onde foi possivel observar
que a concentracdo do herbicida adicionado ao alimento energético das abelhas, ndo interferiu na
ativacdo das glandulas hipofaringeas, a partir da medida da area dos acinos.
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INTRODUCAO

Em A. mellifera, as glandulas hipofaringeas fazem parte das glandulas anexas do sistema
digestivo, responsaveis pela sintese de enzimas que metabolizam os nutrientes liberados pela
digestdo dopdlen e pela producdo da geleia real (COSTA e CRUZ-LANDIM, 1999). Huang et al.,
(1989) verificaram que o desenvolvimento destas estruturas em abelhas operarias pode ser muito
variavel, sendo afetado por fatores internos e externos a colbnia. As diferentes atividades
desempenhadas porindividuos da mesma idade e a presenca de larvas jovens sdo essenciais para a
ativacdo dasglandulas hipofaringeas (PERNAL e CURRIE, 2000).

A acdo de inseticidas neonicotinoides e acaricidas, utilizados respectivamente em lavouras e no
interior das colmeias, reduz o tamanho dos acinos glandulares devido a morte celular nestas
estruturas (HATJINA et al., 2013). Abelhas nutrizes expostas ao fipronil e piraclostrobina (isoladas
ou em associacao), em um periodo de seis dias, apresentaram alteraces nas glandulas mandibulares
e hipofaringeas (ZALUSKI et al., 2017). Alem disso, Faita et al. (2018) encontraram alteracdes
ultraestruturais nas glandulas hipofaringeas de abelhas nutrizes submetidas a alimentacdo proteica
contendo Roundup®, com regressio precoce destas estruturas.

As formulagGes comerciais de herbicidas a base de glifosato apresentam ingredientes “inertes”,
que podem ser mais toxicos que seu principio ativo isolado (WILLIAMS et al., 2000; MESNAGE
et al.,2012). Alguns destes podem ter efeitos toxicos sobre abelhas, diminuindo a saide de suas
populagdes (ZHU et al., 2014; MULLIN et al., 2016) e prejudicando seu desempenho de
aprendizagem (CIARLO et al., 2012). Como os herbicidas ndo sdo destinados para uso contra
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insetos, ndo possuem indicacdes de restricdo a exposicao de abelhas (JOHNSON, 2015), deixando-
as em contato com elevadas concentragfes quando aplicados em culturas atraentes aos
polinizadores no periodo de floracdo (PETTIS et al., 2013).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de uma concentracdo subletal de
Roundup® presente no alimento energético das abelhas sobre a ativacio das glandulas hipofaringeas
de nutrizes, a partir da medida da area dos acinos glandulares. Foi utilizada a formulacdo comercial
do Roundup® em detrimento do glifosato em grau analitico, com a intenséo de simular situacdes
reais do uso de produtos comerciais.

MATERIAL E METODOS

O bioensaio foi realizado no periodo de setembro a novembro de 2016 no Apiéario
Experimental (27°32'12.28"S, 48°30'5.82"0), da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
Foi composto por dois tratamentos, sem (controle) e com HBG (Roundup®) e 30 repeticdes
(abelhas), distribuidas em trés nucleos com populacdo média de 4.000 individuos, contendo rainha e
area de cria em diferentes estadios. A alimentacdo correspondente a cada tratamento consistiu em
200 mL de xaropede agUcar, para as colmeias do grupo controle. Este mesmo alimento misturado
com 1,5 ul de Roundup® (2,16 pg i.a. g), foi fornecido as abelhas no tratamento "Roundup®". O
alimento foi fornecido semanalmente em alimentadores internos de superficie. Durante o bioensaio,
as colmeias permaneceram com livre entrada de pdlen.

As abelhas foram retiradas de quadros de cria provenientes de uma colmeia doadora e mantidas
em

B.O.D. (£ 28 °C; £ 60 % U.R.) para emergéncia dos imagos. Posteriormente, foram marcadas
no torax com tinta atoxica (Posca Paint Pens, Mitsubishi Pencil, Japan) e cada colmeia recebeu em
média 35 individuos, onde foi fornecido o alimento referente a cada tratamento. No sexto dia apés a
introducdo na colmeia, as abelhas foram coletadas, mortas, fixadas por 48 horas em solucao
Dietrich e posteriormente, acondicionadas em alcool a 70%. As abelhas foram dissecadas e as
glandulas foram preparadas em laminas de vidro com Meio de Hoyer, cobertas com laminula e
mantidas em estufa (60 °C) por sete dias. Para observacdes e registro das imagens, as laminas foram
analisadas no Microscépio Confocal de Varredura a Laser (Leica TCS SP-5, Wetzlar, Germany) do
Laboratorio Central de Microscopia Eletrénica (LCME) da Universidade Federal de Santa Catarina.
A éarea dos acinos (um?) foi mensurada em fotomicrografias tomadas aleatoriamente de dez 4cinos
das glandulas de cada abelha, totalizando 300 &cinos por tratamento. Os dados foram submetidos a
Anédlise de Variancia, utilizando o programa PAST ao nivel de significancia de 5% de probabilidade
pelo teste F.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da andlise da variancia obtidos para a medida da area dos &cinos das glandulas
hipofaringeas ndo indicaram diferenca significativa entre os tratamentos (F = 2,61; p = 0,11). Foi
observado que, independentemente do tipo de alimentacdo, as abelhas apresentaram &cinos
glandulares com tamanho correspondente aos de glandulas ativas. A area média dos acinos foi de
36.794,5 (* 8.341,2) um? e 40.150,2 (+ 7.529,7) um? para os tratamentos controle e Roundup®,
respectivamente. Nossos resultados foram similares aos descritos por Crailsheim e Stolberg (1989)
e Deseyn e Billen (2005). A partir desta analise, é possivel inferir que a avaliagdo morfométrica dos
acinos ndo se constitui em indicador de efeito diferencial do herbicida Roundup® presente apenas
no alimento energetico, ndo sendo indicado para determinar efeitos na ativacdo das glandulas
hipofaringeas. Outra possibilidade é que abelhas nutrizes ndo consumiram alimento energético
contendo herbicida em quantidade suficiente para reduzir o tamanho dos &cinos glandulares.

De acordo com Huang et al. (1989), existe uma rela¢do positiva entre o tamanho dos &cinos e a
atividade glandular. Entretanto, os referidos autores afirmam que ndo é o tamanho da glandula que
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determina se ela esta ativa ou ndo, sendo que uma glandula grande pode ter a sintese proteica
inibida caso ndo ocorra excrecdo, devido a um mecanismo de feedback negativo. Faita et al. (2018)
observaram que a presenca do Roundup® na alimentacéo de abelhas nutrizes promoveu alteracdes
acentuadas no reticulo endoplasmatico rugoso e mitocéndrias das glandulas hipofaringeas, além de
aparéncia esponjosa, acinos grandes e tdrgidos, sugerindo o acimulo de secre¢do. Deste modo, é
possivel que mesmo sem apresentar diferencas significativas no tamanho dos seus &cinos, as
atividades celulares destas estruturas estejam comprometidas em fungdo dos tratamentos
administrados.

A idade e a funcdo que as abelhas desenvolvem dentro da colmeia é um dos fatores que
induzem a ativacdo das glandulas (WINSTON, 2003), sendo o contato das abelhas nutrizes com
area de cria essencial para a sintese de proteinas (LASS e CRAILSHEIM, 1996). Todas as colmeias
do bioensaio apresentavam rainha com boa taxa de postura e larvas jovens, em diferentes estagios
de desenvolvimento. Uma vez que a relacdo entre o tamanho da glandula e a atividade nédo € direta,
0 uso da morfologia e/ou do tamanho da glandula como medidas para estimar sua atividade
(MAURIZIO, 1954) pode ndo ser adequado.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que a presenca de concentragdes subletais do
Roundup® na alimentagio energética das abelhas, ndo interferiu na area dos &cinos das glandulas
hipofaringeas, ndo sendo um pardmetro seguro para indicar efeitos do herbicida sobre abelhas.
Contudo, estes resultados devem ser interpretados com cautela, haja vista os prejuizos dos
herbicidas a base de glifosato em abelhas reportados em muitos estudos, especialmente Faita et al.
(2018), que abordam especificamente alteracbes em organelas celulares das glandulas
hipofaringeas.
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