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INTRODUGAO

As abelhas sdo vitimas do uso de inseticidas para com-
bater insetos - praga nos agroecossistemas. Apis mellifera,
a espécie mais conhecida devido ao seu valor econémico,
apresenta voos de grande alcance e, devido a sua estreita
relagdo com a flora e o fato de possuir o corpo coberto por
pélos que coletam varias particulas presentes no ambiente,
essa espécie de abelha pode ser utilizada para a detecgao de
residuos de pesticidas em plantas (Mansour, 1987).

Embora haja trabalhos relatando a capacidade de tolerancia
das abelhas adultas a determinados inseticidas (YU et al.,
., 1984; Smirle e Winston, 1988; Johnson et al., ., 2006),
hé falta de dados sobre efeitos sub - letais, os quais po-
dem estar relacionados ao disturbio do colapso das colonias,
conhecido como CCD (COX - FOSTER & Vanengelsdorp,
2009). Dentro dos dados existentes, poucos sao relacionados
as larvas e pupas, indiretamente contaminadas durante a al-
imentagao larval, no caso de Apis mellifera. E ha discussées
sobre a relagdo da contaminagao das larvas por pesticidas
com a diminui¢ao da produtividade nos apiarios comerciais
localizados nos agroecossistemas (Chauzat et al., ., 2006).
Essas perdas levam a diminuigdo na produtividade agricola
e apicola, representando riscos financeiros, devido a redugao
da polinizagao das espécies de plantas comerciais e também
pode prejudicar a manutengao de espécies nativas de plantas
(Gardéfalo, 2009).

A taxa de crescimento das colonias, que ficam no entorno
dos campos de cultivo, pode ser comprometida por inseti-
cidas que interferem no crescimento larval, tais como os
analogos ao Hormoénio Juvenil, responséavel pela regulagao
da metamorfose dos insetos (Hartfelder, 2000). Dentre esses
inseticidas, destaca - se o piriproxifeno que é amplamente
utilizado na agricultura.

Os bioensaios in wvitro de toxicidade para larvas, em
adicdo aqueles realizados em abelhas adultas, ja estd

sendo incorporado na comunidade européia como proto-
colo de avaliacao de risco aos compostos quimicos que serao
langados no meio ambiente (Aupinel et al., ., 2005). No
entanto, quando se analisa efeitos cronicos com baixas con-
centracoes de inseticidas, consideradas ambientalmente se-
guras, somente a andlise da mortalidade pode nao fornecer
dados conclusivos, pois tais concentragoes podem nao oca-
sionar em mortalidade significativa, mas resultar em al-
teracGes na metamorfose e na estrutura e funcionamento
dos érgaos. Dessa forma, uma anélise morfolégica auxilia
na investigagao das possiveis alteracoes decorrentes dessa
exposigao cronica.

As anélises morfolégicas sdo importantes para a elucidagao
da acgdo desses compostos quimicos durante a fase larval
desses insetos, fornecendo subsidios para a avaliagdo da
eventual queda de produtividade da colonia, visando mel-
horar o manejo dessas areas, de forma a atender as necessi-
dades dos apicultores e melhorar a producao, além de pro-
mover a polinizacao nos agroecossistemas.

OBJETIVOS

O objetivo do presente projeto é avaliar a agdo de um in-
seticida andlogo ao hormoénio juvenil (piriproxifeno) na Con-
centracao Méxima Permitida no Campo (MFRC, correspon-
dendo a 25mg/L), segundo Mommaerts (2006), e em difer-
entes proporgoes dessa concentracao (MFRC/2, MFRCx2 e
MFRCx5) em glandulas salivares larvais, discos imaginas e
corpo gorduroso de Apis mellifera, em condigbes laborato-
riais, por meio de analises morfoldgicas, sendo que nao ha
relatos na literatura sobre a agao do piriproxifeno em larvas
de Apis mellifera.
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MATERIAL E METODOS

1 - Bioensaios de toxicidade

Os bioensaios com larvas foram realizados de acordo com
a técnica descrita por Vandenberg e Shimanuki (1987) e
com adaptagdes de Silva (1995). Larvas de 1° instar de
operdrias de A. mellifera foram coletadas de favos de cria
no apiario do Departamento de Biologia, UNESP-Rio Claro,
e acondicionadas individualmente em cupulas de polieti-
etileno (fixadas no fundo de placas de Petri com parafina)
e contendo alimento previamente preparado. Essas cipulas
foram dispostas em formato quadrangular, sendo 5 cipulas
em cada lateral (25 cipulas por placa). As larvas foram
alimentadas diariamente, com auxilio de micropipetas, re-
cebendo quantidade progressiva de alimento larval. A di-
eta artificial foi preparada com 10g de geléia real, 7,4ml
de dgua destilada, 1,4g de D - glicose, 1,4g de D - fru-
tose e 0,2g de extrato de levedo, para o grupo controle.
Nos grupos experimentais submetidos ao tratamento com
piriproxifeno, foi adicionado o inseticida na dieta larval
de forma a conter as seguintes concentragoes do composto
quimico: 12,5mg/L (MFRC/2), 25mg/L (MFRC), 50mg/L
(MFRCx2) e 125mg/L (MFRCx5), sendo que MFRC é a
sigla em inglés para a concentracdo méxima permitida no
campo.

As larvas foram mantidas em estufa B.O.D., a 34°C + 1°C,
com umidade relativa acima de 80%. Para as andlises his-
tolégicas, realizou - se a coleta das larvas no 52 e 62 dia
do experimento para as concentracdes mais baixas. No 7°
dia as larvas tratadas com 125 mg/L de piriproxifeno foram
coletadas.

2 - Anélise morfolégica por microscopia éptica (MO)
Foram coletadas, aleatoriamente, trés larvas vivas de cada
grupo experimental e dos grupos controles. As larvas foram
anestesiadas em baixa temperatura (em geladeira) por cinco
minutos e seccionadas transversalmente a temperatura am-
biente nas extremidades anterior e posterior, em uma placa
de Petri contendo fixador (paraformaldeido 4% em tampao
fosfato de sédio 0,1M pH 7,4 ou glutaraldeido 2,5% em
tampéo cacodilato de sédio 0,2M pH 7,4). As larvas sub-
metidas & dissec¢do para remogao das glandulas de seda
foram pré - fixadas a temperatura ambiente durante a dis-
secgao, realizada em uma placa de Petri, contendo fixador.

Apoés essa pré - fixacdo, os materiais foram imersos na re-
spectiva solucao fixadora e fixados overnight a 4°C. Posteri-
ormente, as larvas foram lavadas no mesmo tampao do fix-
ador, desidratadas em uma série crescente de dlcoois (70%
a 95%) e, posteriormente, os exemplares foram transferidos
para a resina de embebigao (overnight). Apés a embebigao,
os exemplares foram incluidos em historesina.

Para a microtomia utilizou - se navalha de tungsténio,
no micrétomo da Leica microsystems®). As secgdes his-
tolégicas, com espessura variando de 1,5 a 3,5 pum, foram
estendidas sobre lamina de vidro e secas em temperatura
ambiente. Posteriormente, as secgoes histolégicas foram
coradas com Hematoxilina - Eosina (H - E) para anélise
morfolégica. Apds a montagem das ladminas com Per-
mount®), as secgdes histolégicas foram analisadas e doc-
umentadas em fotomicroscépio 6ptico.

RESULTADOS

A taxa de mortalidade dos grupos experimentais foi simi-
lar ao controle, indicando que esse inseticida nao ocasionou
a morte das larvas nas concentragoes utilizadas, mas elas
cresceram mais do que as larvas do grupo controle. No
entanto, ndo se pode afirmar que a Concentragdo Méxima
Permitida no Campo (MFRC = 25mg/L), ou metade desta
(12,5mg/L) seja completamente segura durante a exposi¢ao
cronica, pelo fato da possivel bioacumulagdo poder afetar a
metamorfose, o que néo foi testado no presente trabalho. Ao
se utilizar larvas tratadas com o dobro da MFRC (50mg/L)
e as tratadas com cinco vezes a MFRC (125mg/L), simulou -
se o efeito indiscriminado desse inseticida. Sendo o piriprox-
ifeno um andlogo do Horménio Juvenil, ele poderia retardar
a entrada na metamorfose, cujos caracteres morfolégicos in-
dicativos do inicio desta fase, tais como morfogénese com-
pleta dos apéndices externos a partir dos discos imaginais,
degeneracao da porgao secretora da glandula de seda e pre-
senca de granulos de proteina no corpo gorduroso, poderiam
nao ser observados caso o inicio da metamorfose atrasasse.
Em nenhum dos grupos experimentais, no presente tra-
balho, houve alteragdo na morfogénese dos discos imagi-
nais, mesmo na exposi¢ao cronica na dosagem mais alta.
Somente na concentragdo MRFCx5 houve um sutil atraso
na fase final da morfogénese dos apéndices externos. KEsse
atraso também foi observado no processo de morte celu-
lar programada na glandula foi evidente nas larvas de 7
dias tratadas com concentracdo de MRFCx5 de piriprox-
ifeno. Larva de 7 dias deve estar na fase de inicio de pré
- pupa com os apéndices prontos para serem evertidos e
com as glandulas salivares em degeneragao apds a sintese
e liberacao da seda. No entanto, as glandulas ainda estao
sintetizando seda e ndo apresenta indicios de degeneragao
das células secretoras e os apéndices ainda nado chegaram
na fase final de morfogénese que precede a sua eversdo na
fase de pupa. Nas glandulas de seda, a MFRC e metade
dessa concentragao nao apresentaram caracteristicas muito
destoantes das apresentadas no controle. Com o dobro da
MRFC, observou - se alteragées morfoldgicas no epitélio se-
cretor em relagao ao tamanho das células que foi intenso
em resposta ao aumento da concentracido de piriproxifeno,
indicando alta taxa de endopoliploidia e intensificagdo da
producao de secrecao, o que explica a seda sé ter sido obser-
vada nos grupos experimentais tratados com piriproxifeno,
nas dosagens nao permitidas.

As células do corpo gorduroso também apresentaram
tamanho maior nas larvas tratadas com o dobro da MRFC.
Embora no corpo gorduroso parietal nao tenha ocorrido al-
teragoes morfoldgicas nos trofécitos em resposta & exposigao
cronica ao piriproxifeno, o corpo gorduroso perivisceral ap-
resentou nucleos com morfologia alterada nos tratamentos
com o inseticida, exceto no grupo experimental tratado com
metade da MRFC. Os ntcleos alterados podem ser um in-
dicativo de inicio do processo de morte celular programada,
0 que possivelmente pode ter ocorrido em resposta a inten-
sificagdo dos processos metabdlicos envolvidos na fungéao de
desintoxicagdo exercida por essas células. Além disso, na
concentragdo mais alta, foram encontrados trofécitos bin-
ucleados em grande quantidade, o que também sugere a
intensificagdo dos processos de desintoxicagdo na larva.

Anais do IX Congresso de Ecologia do Brasil, 13 a 17 de Setembro de 2009, Sao Lourenco - MG 2



CONCLUSAO

Conclusao

As alteragbes presentes, embora possam ser sutis, podem
resultar em anomalias na formagado dos 6rgaos do adulto.
Dessa forma, s@o necessarias mais pesquisas para obter da-
dos adicionais como a emergéncia dos adultos e sua viabil-
idade. Bioensaios que avaliem a taxa de metamorfose e de
emergeéncia sdo necessarios para comprovar que a exposicao
cronica de larvas de Apis mellifera as baixas concentracoes
de piriproxifeno sejam comprovadamente seguras para essa
espécie de abelha.
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