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RESUMO

As abelhas sdo importantes para a seguranca alimentar e a manutenc¢éo da biodiversidade. O colapso das
colbnias foi causado pela exposicéo a pesticidas. O objetivo foi determinar e quantificar a presenca de
pesticidas no mel e na cera de colbnias de abelhas em colapso (BC), com (CA) e sem histérico de colapso
(SA). Foram analisadas cinco amostras de mel e cinco de cera das colénias CA e SA, e duas de mel e cera
BC; as amostras foram analisadas por LC-QTOF e GC-MS/MS. Um total de 24 pesticidas foram detectados
em mel e cera. O acetamipride foi encontrado em 100% das amostras. Nas coldonias do BC, eles
apresentaram, em meédia, altos niveis de acetamipride em cera e mel (0,402 e 0,633 mg kg,
respectivamente). Para as colbnias de CA, as médias de acetamipride foram de 0,686 e 0,266 mg kg para
cera e mel, respectivamente, para as colénias SA, as médias de acetamipride para cera e mel foram de
0,244 e 0,404 mg kg, respectivamente. Em conclusdo, as colénias de CA apresentaram a maior
diversidade de pesticidas, seguida por SA e BC. Esses resultados podem sugerir a participagdo de
pesticidas como causa do colapso das coldnias.

Palavras-chave: Apis mellifera, Transtorno de Colapso de Col6nias, México e QUEChERS.

ABSTRACT

Honeybees are important for food security and biodiversity preservation. There has been a collapse of the
colonies caused by exposure to pesticides. The aim was to determine and quantify the presence of
pesticides in honey and wax from bee colonies, under collapse (BC) and with (CA) and without antecedent
of collapse (SA). Five honey samples and five colony wax samples were analyzed from colonies CA y SA,
as well as two of honey and two wax from colonies CB; samples were analyzed by LC-QTOF and GC-
MS/MS. 24 pesticides were detected in honey and wax analyzed. Acetamiprid was found in all samples. In
colonies, CB the wax and honey had high averages levels of acetamiprid (0.402 and 0.633 mg kg*
respectively). For wax and honey from colonies CA, the averages of acetamiprid were 0.686 and 0.266 mg
kg-! respectively. In wax and honey from colonies SA the averages of acetamiprid were 0.234 and 0.404
mg kg respectively. In conclusion, the colonies CA had the greatest diversity of pesticides, followed by the
group SA and finally BC. Our results suggest the participation of pesticides as a cause of colony collapse.
Keywords: Apis mellifera, Colony Collapse Disorder, México and QUEChERS.
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INTRODUCAO

As abelhas sdo importantes polinizadores duma grande diversidade de culturas e plantas
nativas; a polinizacédo realizada por esses insetos é necessaria para 35% das culturas
destinadas ao consumo humano (Ollerton, 2017). No entanto, em todo o mundo, eles
sofreram uma diminuicdo em suas populacdes, um fendmeno chamado transtorno de
colapso das colénias (DCC) (Brutscher et al., 2016). As caracteristicas das coldénias em
colapso sao: a morte parcial ou total da colénia com a presenca de abelhas mortas na
colméia ou proximo a ela, o desaparecimento parcial ou total da colénia, com o abandono
das reservas de alimentos e os jovens e enfraguecimento da colonia por meio de
desenvolvimento lento durante a primavera, em condi¢cfes ideais (Simon-Delso et al.,
2014).

Embora varios fatores tenham sido relatados, como as provaveis causas do colapso das
colénias, um dos mais importantes € a exposicao a pesticidas (Calatayud-Vernich et al.,
2018; Sanchez-Bayo et al., 2016; Traynor et al., 2016). As abelhas sdo expostas a
pesticidas quando procuram recursos néctar-poliniferos, especialmente se as colonias
estiverem localizadas perto de areas agricolas (O’'Neal et al., 2018). Foi demonstrado que
a exposicdo a doses sub-letais de pesticidas afeta o comportamento das abelhas
(Balbuena et al., 2015), forrageamento (Cresswell y Thompson, 2012), sua longevidade
(Wu et al., 2011), termorregulacdo (Tosi et al., 2016); bem como seu aprendizado e
memoria olfativos (Lu et al., 2014).

Os residuos de pesticidas podem se acumular no pao de abelha, mel e cera (Johnson et
al., 2010; Lozano et al.,, 2019); apresentando neste ultimo a capacidade de
armazenamento residual de pesticidas (Benuszak et al., 2017). Portanto, a partir de um
favo de mel contaminado, os residuos podem ser transferidos para o mel armazenado,
apresentando um risco para os consumidores. Além disso, o consumo de "mel no favo
de mel", como aditivo alimentar no tratamento de frutas, suplemento alimentar ou
aromatizante, representa um risco a saude (Wilmart et al., 2016).

No semi-deserto do norte do México, a presenca de pesticidas em baixas concentracées
foi encontrada em amostras de mel e cera (Alcantar-Rosales et al., 2016), e uma reducao
de até 2010 foi relatada para o periodo de 2010 a 2017. 35% das colbnias de abelhas
(SIAP, 2018).

Portanto, o objetivo desta pesquisa foi determinar e quantificar a presencga de pesticidas
em amostras de mel e cera de colbnias de abelhas, com e sem historico de colapso.

MATERIAL E METODOS

Amostragem das matrizes das colmeias. A amostragem foi realizada no semi-deserto
do norte de México (25° 05 'e 26° 54' LN e 101° 40 'e 104° 45' LO), entre 0os meses de
junho a setembro de 2017, com base no padrao de apicultores registrados em o Comité
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do Sistema de Produtos Apicolas da Regido Lagunera A.C, sob o critério de possuir pelo
menos 10 colonias. Foram selecionados 43 apicultores, dos quais, por meio de
amostragem aleatoria de 20% das colbnias de cada apiario e em condi¢cdes naturais.
Foram obtidas 132 amostras de favo de mel com cera e mel de aproximadamente 12
cm?. Destas, 12 amostras foram selecionadas aleatoriamente para andlise de pesticidas,
das quais cinco foram classificadas como provenientes de col6nias com histérico de
colapso (CA); cinco como assintomaticos ou de colénias sem historico de colapso (SA) e
duas amostras de apiarios que no momento da amostragem sofreram colapso (BC). A
classificacao foi feita de acordo com os dados obtidos do apicultor e com base nos
critérios definidos por Simon-Delso et al. (2014).

Com um cortador descartavel, um pedaco de favo de mel com mel e cera de
aproximadamente 12 cm? foi cortado, colocado em um saco plastico com a respectiva
identificacdo e depois foram transportados para o laboratoério de Biologia da Universidade
Agraria Autdbnoma Antonio Narro, Unidade Laguna em Torreén, Coahuila, para
armazena-los a -20 °C, até sua analise no laboratério do Centro de Pesquisa e
Assisténcia em Tecnologia e Design do Estado de Jalisco, A.C (CIATEJ), Apodaca,
Nuevo Ledn. Foram determinados 165 pesticidas para cada uma das amostras (mel e
cera).

Produtos e solugdes quimicas. Os padrbes analiticos de pesticidas foram obtidos na
ChemService, Inc. (West Chester, PA, EUA): Sigma-Aldrich-Fluka (St. Louis, MO, EUA),
Sigma-Aldrich-Supelco (Bellefonte, PA, EUA), Accustandard (New Haven, CT, EUA) e
ULTRA Scientific (N. Kingstown, RI, EUA). O &cido férmico (grau MS) e o formato de
amonio (base de traco metalico) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Acetonitrila e &gua
de qualidade HPLC foram adquiridos a Tedia High Purity Solvents (Fairfield, OH). Os sais
de extracdo "Rapido, Facil, Barato, Efetivo, Robusto e Seguro" (QUEChERS) (método
AOAC) e os kits de dispersdo SPE (Bond Elut) foram adquiridos da Agilent Technologies
(Santa Clara, CA, EUA).

Preparacéo e extragcdo de amostras. Foram retirados 7 g de mel e 3 g de cera de cada
amostra, que foram previamente descongelados a temperatura ambiente. A extracdo dos
residuos de pesticidas foi realizada de acordo com uma modificacdo do método analitico
“QUEChERS” (Valdovinos-Flores et al., 2017), previamente validado no Laboratorio de
Servigos Analiticos da Sede Nordeste do CIATEJ. Este método consiste em duas etapas:
(1) a separacdo dos pesticidas da matriz com acetonitrila e (2) o extrato de limpeza.
Foram utilizadas curvas de calibracdo matricial, os analitos e o padrdo interno foram
adicionados apds a pesagem das amostras, antes da adicdo de solventes. 300 pL de
extrato foram transferidos para frascos de 2 mL. Uma amostra foi injetada em um sistema
de Cromatografia Liquida, acoplado a um espectrometro de massa de tempo de voo (LC-
QTOF); e outro em um cromatografo a gas acoplado a um espectrdometro de massa com
triplo quadrupolo (GC-MS/MS).
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Extracdo em mel. De acordo com o método analitico “QUEChERS” modificado por
Valdovinos-Flores et al. (2017), num tubo de centrifuga de 50 mL de plastico, foram
pesados 7 g de mel, aos quais foram adicionados 10 mL de &gua desionizada. As
amostras foram agitadas manualmente por um minuto, 15 mL de acetonitrila a 1%
acidificado com acido acético (v/v) foram adicionados e agitados novamente por 1 min.
Posteriormente, foram utilizados 6 g de MgSOa4 e 1,5 g de acetato de sodio. Todas as
amostras foram agitadas por 1 min e centrifugado a 4000 rpm por 5 min.

Para limpar o extrato, 8 mL do sobrenadante foram utilizados e transferidos para um tubo
de 15 mL, com 400 mL de amina priméria-secundaria (PSA), 1200 mg de MgSOa4 e 400
mg de EC-C18; eles foram agitados por 1 min e centrifugado a 4000 rpm por 5 min.

Extracdo de cera. Para a extracdo dessa matriz, 0 método de de Niell et al. (2014). 3 ¢
de cera foram pesados em um tubo de centrifuga de 50 mL, 15 mL de acetonitrila
acidificado a 1% com &cido acético (v/v) foram adicionados. Os tubos foram colocados
em banho-maria a 80 °C até a cera derreter. Depois que a cera foi derretida, eles foram
agitados por 20 segundos e foram novamente colocados no banheiro para que derreta.
O processo de fundicdo e agitacdo foi repetido mais trés vezes. As amostras foram
colocadas a temperatura ambiente e depois mantidas em um freezer a -20 °C por duas
horas.

Para limpar o extrato, 8 mL do sobrenadante foram removidos e transferidos para um
tubo de 15 mL, com 400 mL de amina primaria-secundaria (PSA), 1200 mg de MgSOa4 e
400 mg de EC-C18. Eles foram agitados por 1 min e centrifugado a 4000 rpm por 5 min.

Cromatografia de liquidos acoplado a un espectrdmetro de massas en tempo de
voo (LC-QTOF). Para o analise de LC, um sistema HPLC foi usado da serie 1200 de
Agilent (Agilent Technologies), com uma bomba binaria acoplada um espectrometro de
massas G6530A Q-TOF (Agilent Technologies). A separacdo cromatografica é obtida
usando uma coluna Eclipse Plus C18 (100 mmx2.1 mm x 1.8 ym, Agilent Technologies).
As fases moéveis consistiam en agua com 0.01% de acido formico + 10 mM de formato
de aménio (Solvente A) e metanol com 0.01% de acido formico + 10 mM formato de
amonio (Solvente B).

A injecéo foi feita usando uma solucdo de auto-amostrador em que 3 pL de extrato foi
misturado com 15 pL de solvente A. O gradiente de elui¢ao foi o siguinte: 20-50% B a 0-
3.5 min, 50-90% B a 3.25-8.81 min, 90-100% B a 8.81-10 min, 100% B a 10-12.8 min e
re-equilibragdo nas condig¢des iniciais de 12.9 min a 18 min. Uma fonte de ionizag&o por
electropulverizacdo Agilent Jet-Stream, foi usada para andlise espectométrica de massa,
gue operou no modo idnico positivo com 0s seguintes parametros operacionais: modo de
adquisicdo TOF MS, rango de adquisi¢cdo de 50-950 m/z, N2 a 180 ‘C e 13 L/min como
gas de secagem, pressao do nebulizador a 40 psi, tensdo do bocal a 0 V, gas da bainha
a 300 'C e 10 L/min, tenséo capilar a 4000 V, voltage skimmer a 65 V, voltage triturador
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a 150V, octapole RF a 750 V. Agilent Mass Hunter, Workstation sfoi usada para aquisigéo
e andlise de dados.

Cromatografia de gas acoplado um espectrometro de massas triplo quadrupolo
(GC-MS/MS). Para a cromatografia de gas, foi usado um cromatografo de gas 7890A,
acoplado um espectrometro de massas triplo quadriupede 7000B, com ionizagao por
impacto de electrons (El), equipado com um autoamostrador 7693A (Agilent
Technologies). A separacao cromatogréfica foi realizada usando duas colunas capilares
DB-5 MS ultra interesse (15 m x 0.250 mm x 0.25 pym de espessura do filme; Agilent
Technologies). Uma junta de extremidade purgada foi usada para conectar as duas
colunas e uma lavagem foi realizada ap0s cada execucédo. 2 uL do extrato foi injetados
no modo sem divisao (5 min a 21.1 psi), com um fluxo constante de 1.0 mL/min (columna
1) e 1.2 mL/min (coluna 2).

O hélio de alta pureza foi usado como géas de arrastre. A configuracao do injector foi de
65 "C (contener 0.2 min) a 310 °'C a 600 °C/min. A temperatura do forno foi programada
para 60 °C (1 min) a 170 °C a 40 °C/min a 310 °C (4 min). El espectrdmetro de massas
foi operado no modo de ionizacdo (energia de ionizacdo 70 eV); enquanto a linha de
trasferéncia e a fonte de ions foram ajustadas a °C.

Para a selecdo e quantificado das analises foi utilizado o modo de monitoramento de ions
(SIM), selecionado com no minimo trés ions para cada andlise. A velocidade de
verificacOe para cada segmento foi estabelecida aproximadamente en duas verificagdes,
para obtener um minimo de 10 pontos de dados por pico.

RESULTADOS

Tabela 1. Pesticidas encontrados em amostras de cera e mel em colénias de abelhas em colapso
(BC), com historico de colapso (CA) e sem histérico de colapso (SA), por LC-QTOF e GC-MS/MS

Grupo Tipo de Inseticidas Fungicidas Acaricidas Herbicidas Total
amostra
Cera 4 1 0 0 5
BC .
Miel 2 1 0 0 3
Cera 13 4 1 1 19
CA .
Miel 5 2 0 0 7
Cera 11 4 1 1 17
SA .
Miel 5 0 0 0 5
BC 6 2 0 0 8
CA 18 6 1 1 26
SA 16 4 1 1 22

Pesticidas detectados em cera e mel das colénias BC, CA e SA. Na cera, foi encontrada
uma maior diversidade de pesticidas (inseticidas, fungicidas, acaricidas e herbicidas), em
comparacao com as amostras de mel (inseticidas e fungicidas). Por outro lado, o maior
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namero de pesticidas por grupos foi encontrado em colénias com histérico de colapso
(20), seguido por colbénias sem histérico (19) e, finalmente, naqueles em colapso (7). Esse
mesmo comportamento foi observado ao separar o0s agrotoxicos por categoria,
encontrando em todos os casos uma maior diversidade na CA, seguida pela SA e,
finalmente, pela BC (Tabela 1).

Com relagéo a quantidade de agrotoxicos, o inseticida acetamipride foi o Unico detectado
em todas as amostras de cera analisadas e esteve presente em maior quantidade nas
coldnias CA (0,686 mg kg™), seguido por BC (0,402 mg kg ) e, finalmente, por SA (0,234
mg kg?) (tabela 2). Esse mesmo inseticida estava presente em todas as amostras de
mel, mas em maior quantidade nas colénias de BC (0,633 mg kg), seguido pelo SA
(0,404 mg kg™) e, finalmente, o CA (0,266 mg kg™?). (tabela 3)

Por outro lado, o0 malati&o inseticida foi encontrado em 11 amostras de cera das colonias
CB, CA e SA; no entanto, os valores foram baixos. Deve-se acrescentar que a permetrina
cis foi encontrada apenas em seis amostras de cera CA (0,087 mg kg*) e SA (0,002 mg
kg?) (Tabela 2).

Tabela 2. Média de pesticidas (mg kg™') na cera de colénias de abelhas sob (BC), com (CA) e sem
(SA) histérico do colapso, detectado por LC-QTOF e GC-MS/MS

Pesticid

S BC CA SA Positiva BC CA SA
s ) ) )
mostra 1 2 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
A 0.569 0.235 1716 0.062 064 0.735 0.28 0.198 0.072 0.311 0.35 0.237 12 0.402 0.686 0.234
CL CL CL CL CL CL CL CL CL CL CL CL
B 0.009 0.032 T 0.008 4
CL CL CL CL
C 0.006 1
CL-
CG
D 0.025 0.024 0.023 0.025 0.025 0.024 0.021 0.023 0.023 9 0.025 0.023
CL- CL- CL- CL- CL- CL- CL- CL- CL-
CG CG CG CG CG CG CG CG CG
E T 1
CL
F 0.018 0.009 0.008 0.006 0.008 5 0.012 0.007
CL CL CL CL CL
G 0.004 0.004 0.007 0.006 0.01 0.022 0.025 7 0.006 0.019
CL- CL- CL- CL- CL- CL- CL-
CG CG CG CG CG CG CG
H T T 2
CL CL
| 0.011 0.013 0.059 T 0.02 0.004 0.01 0.008 0.003 9 0.026 0.006
CL- CL- CL- CL- CL- CL- CL- CL- CL-
CG CG CG CG CG CG CG CG CG
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J 0.116 0.052 2
CL CL
K T T 2
CL CL
L T 0.005 0.034 0.019 0.008 0.041 0.006 0.008 0.008 0.009 T 11 0.005 0.022 0.008
CL- CL- CL- CL- CL- CL- CL- CL- CL- CL- CL-
CG CG CG CG CG CG CG CG CG CG CG
M 0.015 0.018 0.007 0.013 0.014 0.028 0.015 0.01 8 0.013 0.018
CL CL CL CL CL CL CL CL
N 0.007 0.007 2
cL CL
N T T 2
CL CL
(e} 0.006 T 0.004 T T T T T T 9
CL- CL- CL- CL- CL- CL- CL- CL- CL-
CG CG CG CG CG CG CG CG CG
P 0.323 0.012 0.002 0.01 0.001 0.003 6 0.087 0.002
CL- CL- CL- CL- CL- CL-
CG CG CG CG CG CG
Q 0.206 0.007 0.001 T 0.003 0.001 0.001 7 0.054 0.001
CL- CL- CL- CL- CL- CL- CL-
CG CG CG CG CG CG CG
R T T 2
CL CL
S 0.005 1
CL
T T T 2
CL CL
U 0.009 1
CL-
CG

A: Acetamiprid, B: Carbendazim, C: Carfentrazona etil, D: Clorpirifés, E: Clorantraniliprole, F: Coumaphos, G: Deltametrina, H:
Dimetoato, I: Fluoxastrobina, K: Imidaclopride, L: Malatidio, M: Malaoxon, N: Metoxifenozida, N: Propargita, O: Pentaclorofenol, P:
Permetrina, cis-, Q: Permetrina, trans-, R: Piraclostrobina, S: Tebutiuron, T: Tiofanato, U: Trifloxistrobina.

T: Tragos, CL: Cromatografia liquida CG: Cromatografia gasosa

DISCUSSAO

Diversidade de pesticidas em cera e mel. As amostras de cera apresentaram maior
diversidade de pesticidas (inseticidas, fungicidas, acaricidas e herbicidas), em
comparacao com as do mel. Do mesmo modo, Johnson et al. (2010), relatam a presenca
ocasional de residuos de pesticidas no mel, uma vez que a maioria dos pesticidas &
hidrofébica e pode ser transferida mais facilmente por meio de interagbes das abelhas
em direcdo a cera (Calatayud-Vernich et al., 2018). Portanto, os pesticidas podem ser
encontrados com mais frequéncia na cera do que no mel; ou, embora os niveis de
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pesticidas no mel sejam baixos, eles tendem a contaminar a cera devido a sua natureza
lipofilica (Valdovinos-Flores et al., 2017); bem como uma baixa substituicdo de cera na
colméia e reciclar para reintroduzir. Portanto, pesticidas altamente hidrofobicos e estaveis
sdo os principais fatores para o armazenamento de pesticidas em cera (Calatayud-
Vernich et al., 2018).

Tabela 3. Média de pesticidas (mg kg™?) no mel de colénias de abelhas sob (BC), com (CA) e sem
(SA) histérico de colapso, detectado por LC-QTOF

Pesticidas em mel

Amostra A B C D E F G H
BC 1 0.579  0.004 0.006
2 0.687  tracos
1 0.255 tracos  0.006
2 0.141  0.008 tracos  tracos
CA 3 0.105 0.002
4 0.600 0.004
S 0.231 0.008 0.003
1 0.787 tracos  0.007  0.005
2 0.101 0.014  tracos
SA 3 0.290 tracos
4 0.487 0.009
5 0.353
Positivas 12 3 1 1 4 4 5 1
MédiaBC  gaq
MédiaCA (566 0.003
Media SA 4 404 0.010

A: Acetamipride, B: Carbendazim, C: Imidaclopride, D: Fluoxastrobina, E: Dimetoato, F: Malaoxon, G: Metamidofés, H: Ometoato.

Do total de pesticidas, os inseticidas foram os principais encontrados nas amostras de
cera, com 59,1%, que correspondem principalmente a organofosforados (clorpirifds,
malatido, coumafos, dimetoato e malaoxon), piretroides (deltametrina, permetrina cis e
trans), neonicotindides (acetamipride e imidaclopride) e organoclorados
(pentaclorofenol). Da mesma forma, organofosforados (dimetoato de malaoxon,
metamidofés e ometoato) e neonicotindides (acetamipride e imidaclopride) foram
encontrados no mel; representando 75,0% das amostras. A presenca de inseticidas no
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mel e na cera de abelha representa o maior risco de polinizacdo de insetos (Botias y
Sanchez-Bayo, 2018; Ostiguy et al., 2019); portanto, a deteccdo e quantificacdo destes
nas amostras analisadas refletem sua alta exposicdo as abelhas, causando danos
irreversiveis em algumas colonias.

Os fungicidas em cera (27,3%) e mel (25,0%) foram a segunda classe de pesticidas
encontrados com maior presenca. Botias y Sanchez-Bayo (2018) apontam que alguns
fungicidas podem aumentar a toxicidade dos inseticidas, reduzindo a capacidade de
desintoxicacdo das abelhas. Também se constatou que residuos de fungicidas em
colonias estdo relacionados a prevaléncia de doencas em abelhas (Simon-Delso et al.,
2014). Além disso, sugere-se que o efeito dos fungicidas nos polinizadores nédo seja
devido a toxicidade direta, mas devido a alteracdo do microbioma presente no polen e no
néctar das plantas tratadas e/ou contaminadas pelas quais as abelhas se alimentam e
por si proprias flora bacteriana (VanEngelsdorp et al., 2009); que tem consequéncias
importantes sobre a nutricdo e o estado de saude das abelhas.

Finalmente, herbicidas (9,1%) e acaricidas (4,5%) sao 0s pesticidas com menor presenca
nas amostras de cera analisadas. Os herbicidas ndo representam toxicidade aguda para
insetos polinizadores (Botias y Sanchez-Bayo, 2018); no entanto, seu uso afeta
indiretamente as abelhas, porque elas eliminam um grande namero de plantas silvestres
e reduzem a diversidade floral, que é a principal fonte de alimento (Bohnenblust et al.,
2016); a baixa presenca de herbicidas nas amostras analisadas pode ser atribuida a isso.

No caso dos acaricidas, que sao usados para controlar o Varroa destructor, eles podem
atuar de forma aditiva ou sinérgica com residuos de inseticidas em col6nias de abelhas
(Johnson et al., 2013); no entanto, n0 nosso caso, 0S acaricidas encontrados nas
amostras foram de 4,5% do total de pesticidas, motivo pelo qual estes possivelmente
causam efeitos adversos menores nas colonias de abelhas.

Diversidade de pesticidas em cera e mel das colonias BC, CA e SA. Colonias com
histérico de colapso apresentaram maior diversidade de pesticidas (20), em comparacao
com colbnias sem historico (19) e coldénias com colapso (7). Isso também se reflete
desagregando pesticidas em inseticidas, fungicidas, acaricidas e herbicidas; exceto nos
dois ultimos casos, onde nao houve presenca no BC, e a diversidade foi semelhante nas
colénias CA e SA.

Alcantar-Rosales et al. (2016), relatam dados semelhantes em mel e cera a respeito da
diversidade reduzida de pesticidas para as colbnias que entraram em colapso,
encontrando dois pesticidas (neonicotindides e organofosfatos) nas amostras de mel e
quatro (organofosforados, benzimidazol, piretréides e derivados de piridina) na cera; no
entanto, eles estdo em baixas concentracdes. Em relacdo a isso, a cera contaminada
com pesticidas, estando em contato com o ovo em desenvolvimento até a abelha emergir,
pode causar efeitos sub-letais nas abelhas operarias, afetando principalmente o
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desenvolvimento larval e a longevidade das abelhas (Wu et al., 2011); ser capaz de
causar efeitos indiretos na col6nia, como alteragbes prematuras no papel das abelhas e
na atividade de forrageamento. Para o presente caso, as colbnias que desabaram
apresentaram a menor diversidade de pesticidas, mas em grandes quantidades;
possivelmente mostrando que a presenca de inseticidas e fungicidas afetou as abelhas,
causando seu colapso.

Também é importante destacar que a presenca de pesticidas se deve ao manejo das
colmeias (estacionarias e migratorias), bem como a localizagdo do apiario, entre outros
fatores (Ostiguy et al., 2019). Para 0 nosso caso, nos trés grupos (CA, SA e BC), a maioria
das colmeias é mobilizada, e foi relatado que a mobilizacdo de colmeias destinadas a
polinizagdo causa maior exposi¢ao a pesticidas (Traynor et al., 2016) No nosso caso, 0S
apicultores os mobilizam, por dois motivos: a busca por flores e quando sédo alugados
para polinizacéo das culturas. Esse manejo pode causar estresse nas abelhas, tornando-
as mais suscetiveis ao envenenamento por pesticidas (Sanchez-Bayo et al., 2016).

A localizacdo dos apiarios também é um fator importante, devido ao efeito que a
vegetacdo circundante ter4 sobre as colméias. Demonstrou-se que a agricultura
intensificada causa perda de habitats naturais; portanto, o cultivo intensivo e, em geral, a
falta de biodiversidade das plantas limitam a quantidade de alimentos, o que causa uma
diminuicdo na abundancia e rigueza dos polinizadores; bem como um impacto na saude
das abelhas (Kovacs-Hostyanszki et al., 2017).

No nosso caso, a vegetacado circundante no momento da amostragem e as culturas que
sdo plantadas principalmente sdo as seguintes: para o grupo BC, a vegetacao
predominante foi pinabete (Tamarix spp.); e as culturas proximas aos apiarios foram
milho (Zea mays), alfafa (Medicago sativa) e algodao (Gossypium spp.). Para o grupo
CA, a vegetacdo predominante foi pinabete (Tamarix spp.) e mesquito (Prosopis
laevigata), com culturas de milho (Z. mays), sorgo (Sorghum vulgare), algodao
(Gossypium spp.), alfafa (M. sativa), melancia (Citrullus lannatus), meldao (Cucumis melo),
pimentdo (Capsicum annuum) e abdbora (Cucurbita pepo). Finalmente, para o grupo SA,
a principal vegetacdo predominante foi o mesquito (P. laevigata) e o pinabete (Tamarix
spp.). Nas culturas de alfafa (M. sativa), milho (Z. mays), sorgo (S. vulgare) e algodao
(Gossypium spp.). Isso evidencia que as colméias da regido estdo amplamente expostas
a pesticidas, o que significa que as areas agricolas contribuem para a alta presenca de
pesticidas nos produtos das colméias (Traynor et al., 2016).

A maior diversidade de residuos de pesticidas foi encontrada no mel e na cera nas
colonias da CA, podendo estar relacionada a quantidade de culturas préximas as colonias
onde as amostras foram coletadas; no entanto, a quantidade de pesticidas foi menor em
comparacdo com colbnias em colapso com a presenca de grandes quantidades de
pesticidas no mel e na cera. Isso possivelmente se deve ao fato dessas colbnias
apresentarem maior exposicdo as culturas tratadas ou a uma aplicacdo recente de
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pesticidas durante a estadia das col6nias em relagdo a CA e SA; por apresentarem niveis
mais baixos de pesticidas, mesmo estando na mesma regiao.

A exposicao cronica de abelhas a pesticidas em doses subletais pode afetar funcdes
neuroldgicas, como memdéria e comportamento; sintomas que podem ocorrer antes do
colapso da colméia (Lu et al., 2014). Além disso, a exposi¢cdo a pragas, doengas, ma
nutricdo ou a interacdo entre pesticidas e patdgenos contribuem para a mortalidade de
colénias de abelhas (Broadrup et al., 2019), que possivelmente ocorreu nas coldnias do
BC.

Quantidade de pesticidas em amostras de mel e cera. O inseticida encontrado em
todas as amostras de mel e cera foi 0 acetamipride, que também foi 0 que apresentou a
maior quantidade média, tanto no mel (0,385 mg kg') quanto na cera (0,316 mg kg™);
exceder os limites maximos de residuos (LMR) da Unido Europeia (UE) (0,05 mg kg).
Dados relatados por Gawet et al. (2019) no mel diferem das nossas, cujas concentracées
sdo baixas e variam de 0,001 a 0,13 mg kg*. Da Silva et al. (2015), relatam uma média
de 0,0025 mg kg.

Estudos realizados por El Hassani et al., (2008) indicam que o consumo desse pesticida
em doses subletais de 0,1 pg/abelha afeta seu comportamento e aprendizado olfativo,
devido ao seu efeito imunossupressor (Di Prisco et al.,, 2013), causando maior
suscetibilidade a infeccdo pelo microsporideo Nosema (Broadrup et al., 2019). Além
disso, o enfraquecimento imunolégico favorece a disseminacdo do acaro Varroa nas
colbénias de abelhas, que é uma fonte de transmissdo de virus (Di Prisco et al., 2016);
como o Virus de Asas Deformadas (DWV), o Virus de Paralisia Aguda de Israel (IAPV),
o Virus de Paralisia Aguda (ABPV) e o Virus da Caxemira (KBV) (Belsky y Joshi, 2019;
Brutscher et al., 2016). A combinacdo dessas doencas com inseticidas neonicotindides
contribui para o colapso das colmeias (Sanchez-Bayo et al., 2016). Além disso, o
acetamipride pode apresentar efeitos sinérgicos quando combinado com outros
pesticidas (Wang et al., 2019), o que possivelmente explica o colapso das colénias nessa
regido. Além disso, eles provavelmente tiveram mais tempo de exposicao a pesticidas.

O segundo pesticida em frequéncia foi o malatido, encontrado em 11 amostras de cera
com niveis de 0,005 a 0,041 e média de 0,015 mg kg*; nimero que ndo exceda os LMR
da UE de 0,05 mg kg?. Para o norte do México Valdovinos-Flores et al. (2017), relatam
a presenca de malatido em 100% das amostras de cera, com niveis variando de 0,006 a
1.532 mg kg, com média de 0,018 mg kg*. O malatido, utilizado na agricultura como
inseticida e acaricida e no controle de pragas urbanas, apresenta baixa persisténcia e
alta toxicidade em insetos (Toxnet, 2019).

Os resultados deste estudo demonstram uma alta incidéncia de malatido organofosfato
no norte do México e, embora tenha baixa persisténcia, € de alta incidéncia nas amostras
analisadas. Isso provavelmente € explicado pela aplicacdo de organofosfato proximo as
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colmeias antes da coleta das amostras, uma vez que, como mencionado anteriormente,
a maioria das colmeias se move em busca de floracdo e esta localizada principalmente
perto de culturas agricolas.

Por fim, a permetrina cis- foi encontrada com menor frequéncia (seis amostras de cera),
mas em maior quantidade (0,087 mg kg); no entanto, a UE ndo especifica seu LMR.
Dados semelhantes séo relatados por Johnson et al. (2010), com valores de 0,133 mg
kgt. No entanto, esse inseticida é altamente téxico para as abelhas, com LD50 tépico de
0,024 pg/abelha (Piccolomini et al., 2018). A exposicao prolongada de piretréides pode
afetar a imunidade celular e humoral; bem como a diminui¢cdo da imunidade das abelhas
(Qi et al., 2019). A permetrina € usada principalmente como inseticida e acaricida no
tratamento de sementes de uso florestal e no controle de vetores (Toxnet, 2019); e seu
amplo uso pode ser o motivo de sua maior quantidade e presenca nas amostras
analisadas, uma vez que algumas provém da proximidade de areas agricolas.

E importante observar que La Comarca Lagunera tem sido uma referéncia em termos de
plantio de algodéo, cultivo de forragem para gado e também a producéo horticola esta
em ascensado (SIAP, 2019); tornando a uma regido onde uma grande diversidade de
pesticidas foi usada, muitos dos quais com efeito residual (Vargas-Gonzalez et al., 2016).
Portanto, praticas agricolas inadequadas e uso e manejo ineficientes de pesticidas
(Esquivel-Valenzuela et al., 2019) criaram um sério problema de saude publica, devido
ao envenenamento por agroguimicos e pelo meio ambiente; destacando os danos
causados a apicultura por seu efeito no colapso das colmeias.

CONCLUSOES

A maior quantidade de pesticidas foi encontrada na cera das coldnias com histérico de
colapso; assim, eles também apresentam a maior diversidade (inseticidas, fungicidas,
acaricidas e herbicidas). A presenca de pesticidas no mel e na cera das colbnias sob,
com e sem historico de colapso pode ser consequiéncia dos tratamentos fitossanitarios
utilizados na agricultura, para que sua presenca seja influenciada pela origem da
amostra, uma vez que o raio de acao das abelhas € de até dez quildometros. No entanto,
nossos dados ndo nos permitem afirmar que a presenca de pesticidas é a principal ou
Unica causa do colapso das colbnias; e, portanto, € necessario continuar com esse tipo
de pesquisa para determinar os fatores que afetam a saude das abelhas, como a
presenca de pesticidas, parasitas e doencas na regiao.
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