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RESUMO

O uso de agrotoxicos se destaca entre um dos fatores que intensificam o declinio mundial de
populacbes de abelhas. Dentre as espécies de abelhas descritas no mundo, mais de 70%
possuem habitos solitarios. Contudo, a regulamentacdo de agrotoxicos e maior parte dos
estudos séo realizados em laboratdrio e tem como foco a abelha social Apis mellifera. Sabendo-
se que a sensibilidade e rotas de exposicdo aos agrotdxicos de abelhas solitarias diferem da
espécie modelo A. mellifera, essas diferencas precisam ser levadas em consideracdo para
conservacao de espécies nativas. Contudo, os efeitos dos agrotdxicos em espécies solitarias
brasileiras ndo sdo conhecidos pela falta de metodologias existentes para manejo das espécies
e realizagéo dos testes. Dessa forma, esse trabalho objetivou avaliar os efeitos da exposi¢édo aos
agrotoxicos em uma espécie de abelha solitaria neotropical, Centris analis, e na abelha solitéria
europeia Osmia bicornis. Para isso, foi desenvolvido um método de manutencdo de adultos de
C. analis em condicdes laboratoriais e em condi¢cbes de semi-campo. Em condicGes
laboratoriais, a caracterizacao da sensibilidade aos agrotdxicos de machos e fémeas de C. analis
foi realizada pela exposicgao oral ao inseticida de referéncia dimetoato. Apds a padronizacéo da
metodologia, adultos de C. analis foram expostas oralmente por 48 horas ao inseticida
acetamiprido (7 ng/uL) e ao fungicida azoxistrobina (10 ng/pL), isolados e combinados, para
avaliacdo de efeitos letais e subletais por parametros histoldgicos e comportamentais. Em O.
bicornis, a sensibilidade de machos e fémeas foi comparada pela exposi¢cdo oral aguda ao
flupiradifurona. Em seguida, avaliou-se o efeito da combinacdo da exposicdo oral crdnica ao
flupiradifurona e infeccdo ao patdgeno Vairimorpha (Nosema) ceranae em O. bicornis. Nos
ensaios com C. analis observou-se que machos e fémeas se adaptaram as metodologias
laboratoriais e de semi-campo, sobrevivendo por mais de 30 dias nessas condigfes. A
comparacao da dose letal média do dimetoato obtida para C. analis com a reportada na literatura
para Apis mellifera, mostrou que C. analis pode ser mais sensivel a exposi¢do aos agrotoxicos.
Ademais, nos testes de exposi¢do oral ao dimetoato e nos ensaios com acetamiprido foram
observadas diferencas de sensibilidade entre machos e fémeas, sendo que machos de C. analis
foram mais sensiveis que fémeas. Mesmo em uma concentracdo considerada subletal, o
inseticida acetamiprido reduziu a sobrevivéncia, promoveu danos histolégicos no intestino e
corpo gorduroso e reduziu a mobilidade das abelhas. Em O. bicornis, fémeas foram mais
sensiveis ao flupiradifurona que machos. O ensaio de combinacgéo de agrotdxico com patdgenos
revelou que essa combinacdo pode apresentar um grande risco as populacdes de abelhas

solitarias devido ao seu efeito letal. Portanto, os experimentos em condi¢fes controladas



mostraram a viabilidade do uso de C. analis em estudos ecotoxicoldgicos. Os resultados da
exposicdo aos agrotoxicos evidenciaram que essas substancias podem prejudicar a saude,
comportamento e reproducdo de abelhas solitarias. Assim, futuros estudos devem ser
desenvolvidos em regides neotropicais para entender esses efeitos nas populacdes naturais e em

combinagdo com outros estressores, como patégenos e mudancas climaticas.

Palavras-chave: Inseticida. Fungicida. Centris analis. Osmia bicornis. Semi-campo.



ABSTRACT

The use of pesticides is a significant factor in the global decline of bee populations. Among the
bee species described worldwide, more than 70% have solitary habits. However, pesticide
regulations and most studies focus on the social bee Apis mellifera and are conducted in
laboratories. Knowing that the sensitivity and exposure routes to pesticides of solitary bees
differ from the model species A. mellifera, these differences must be considered for the
conservation of native species. However, the effects of pesticides on solitary Brazilian species
are not well known due to a lack of suitable methodologies for managing these species and
conducting tests. Therefore, this work aimed to evaluate the effects of pesticide exposure on
the Neotropical solitary bee Centris analis, and the European solitary bee Osmia bicornis. For
this, a method was developed to maintain C. analis bees in laboratory and semi-field conditions.
Under laboratory conditions, the sensitivity of male and female C. analis to pesticides was
characterized through oral exposure to the reference insecticide dimethoate. After standardizing
the methodology, adult C. analis were orally exposed for 48 hours to the insecticide acetamiprid
(7 ng/pL) and the fungicide azoxystrobin (10 ng/pL), both individually and combined, to
evaluate lethal and sublethal effects using histological and behavioral parameters. In O.
bicornis, the sensitivity of males and females was compared through acute oral exposure to
flupyradifurone. Additionally, the effect of the pesticide-pathogen combination was assessed
through chronic oral exposure to flupyradifurone and infection with Vairimorpha (Nosema)
ceranae on the European species. The tests with C. analis showed that males and females
adapted to laboratory and semi-field methodologies, surviving for more than 30 days under
these conditions. Comparing the median lethal dose (LD50) of dimethoate for C. analis with
the LD50 reported in the literature for A. mellifera indicated that C. analis might be more
sensitive to pesticide exposure. Moreover, we noticed differences in dimethoate and
acetamiprid sensitivity between males and females, with C. analis males being more sensitive
than females. Even at a concentration considered sublethal, the insecticide acetamiprid reduced
survival, caused histological damage to the midgut and fat body, and reduced bee mobility. In
O. bicornis, females were more sensitive to flupyradifurone than males. The pesticide-pathogen
combination assay revealed that this combination could pose a significant risk to solitary bee
populations due to its lethal effect. Therefore, experiments under controlled conditions
demonstrated the feasibility of using C. analis in ecotoxicological studies. The results of
pesticide exposure showed that these substances could harm the health, behavior, and

reproduction of solitary bees. Future studies should be conducted in neotropical regions to



understand these effects on natural populations and in combination with other stressors, such
as pathogens and climate change.

Keywords: Insecticide. Fungicide. Centris analis. Osmia bicornis. Semi-field.
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INTRODUCAO GERAL

Populacdes de espécies de abelhas neotropicais estdo sendo ameacadas por causas
bioticas e abioticas, como mudancas climaticas, uso da terra, manejo da paisagem, e uso de
agrotoxicos (DICKS et al., 2021; FREITAS et al., 2009). O declinio de abelhas vem sendo
reportado mundialmente ha mais de duas décadas e suas multiplas causas foram inicialmente
investigadas e descritas para a espécie social Apis mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera:
Apidae) (GOULSON et al., 2015; GROSS, 2008; POTTS et al., 2010; VANENGELSDORP et
al., 2009). A. mellifera é uma espécie generalista e manejada, de alto valor econémico agregado
pela producdo de mel e outros produtos apicolas e pela polinizacdo (GAUBERT;
GIOVENAZZO; DEROME, 2023; WATANABE, 1994). Devido ao amplo conhecimento de
sua biologia, facilidade no manejo em campo e laboratorio, e distribuicdo mundial, A. mellifera
é utilizada como espécie modelo para estudos com abelhas e para compreensédo dos efeitos de
agrotoxicos sobre esses insetos (OECD, 1998, 2017; SCHEINER et al., 2013), sendo estes uma
das causas conhecidas que contribuem para o declinio de abelhas (DICKS et al., 2021).

Contudo, as espécies sociais representam a minoria das espécies de abelhas (menos de
30%) e os estudos apontaram que A. mellifera pode ndo representar de forma efetiva a
sensibilidade e exposicao de outras abelhas aos agrotdxicos, principalmente em comparacao
com as abelhas solitéarias e espécies nativas ndo-manejadas (ASSIS et al., 2022a; JUTTE et al.,
2023; SGOLASTRA et al., 2019). Em vista disso, paises europeus e da América do Norte
iniciaram a padronizacdo de métodos para ensaios ecotoxicologicos com abelhas solitarias da
familia Megachilidae e dos géneros Osmia e Megachile. Dentre essas espécies, ressalta-se a
abelha de clima temperado Osmia bicornis Linnaeus, 1758, uma espécie manejada para fins de
polinizacdo agricola, univoltina, presente na Europa, Africa do Norte e parte da Asia,
nidificante de cavidades pré-existentes e de facil manejo para ensaios laboratoriais (AZPIAZU
et al., 2023; SGOLASTRA et al., 2019). Devido a essas caracteristicas, O. bicornis foi
recomendada como uma espécie de abelha solitaria para realizacdo de testes ecotoxicologicos
na avaliacdo de risco ecoldgico de agrotdxicos em paises da Unido Europeia (EFSA, 2013).

No Brasil, onde A. mellifera é uma espécie exotica, nenhuma espécie solitaria possui
uma metodologia de manutencdo em laboratdrio padronizada para ser inserida na avaliacdo de
risco aos agrotoxicos, e as recomendagdes/metodologias de inclusdo de espécies ndo-Apis em
ensaios ecotoxicoldgicos sdo limitadas as abelhas sociais sem-ferrdo (LOURENCETTI et al.,
2023; ROSA-FONTANA et al., 2020; VIANA-SILVA et al., 2018). Regides Neotropicais
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abrigam uma grande diversidade de abelhas chegando a 5 mil espécies descritas, embora
estima-se que mais de 1/3 dessa diversidade ainda ndo seja conhecida (FREITAS et al., 2009).
Em ecossistemas brasileiros, espécies da tribo Centridini se destacam em relacdo a riqueza de
espeécies e numeros de familias de plantas que interagem nas regides de Cerrado, Mata Atlantica
e Caatinga do Brasil (PACHECO FILHO et al., 2015; SIGRIST; SAZIMA, 2004). Essa tribo €
formada majoritariamente por abelhas coletoras de Oleo (ALVES-DOS-SANTOS;
MACHADO; GAGLIANONE, 2007), como por exemplo a abelha solitaria Centris
(Heterocentris) analis (Fabricius, 1804) (Hymenoptera: Apidae).

Centris analis € uma espécie multivoltina que ocorre do México ao Brasil e possui
habito generalista com preferéncia ao pélen de Malpighiaceae, sendo nidificante em cavidades
de madeira pré-existentes (DOREA et al., 2010; JESUS; GAROFALO, 2000; RABELO et al.,
2012; ROUBIK; VILLANUEVA-GUTIERREZ, 2009; SILVA et al., 2017). A espécie possui
uma alta taxa de ocupagdo em ninhos armadilhas ou ninho artificiais (BOFF; FRIEDEL, 2021),
que sdo estruturas de madeira ou vermiculita com cavidades (MARTINS; FERREIRA,;
CARNEIRO, 2012), facilitando o manejo dessa espécie para estudos ou para implementacao
em areas agricolas potencializando a polinizacdo de culturas, como evidenciado por
OLIVEIRA e SCHLINDWEIN (2009) na producéo de acerola (M. emerginata). Devido a essas
caracteristicas, C. analis foi selecionada nesse trabalho como espécie solitaria do Neotropico
para comparar com estudos de exposi¢do aos agrotdxicos realizados em A. mellifera e O.
bicornis.

Apesar da recomendacdo de inclusdo de abelhas solitarias na regulamentacdo de
agrotoxicos, A. mellifera ainda é amplamente usada como espécie modelo para representar toda
a diversidade de abelhas no processo regulatério para liberacdo de agrotdxicos e pouca
informacdo esta disponivel em relacdo a diferenca de sensibilidade entre abelhas sociais e
solitarias (ARENA; SGOLASTRA, 2014; UHL et al., 2019).

Além dessa deficiéncia em considerar apenas uma espécie de abelha, a atual
regulamentacdo ambiental para registro e liberacdo de agrotdxicos no Brasil e
internacionalmente se baseia principalmente em testes de letalidade de um Unico principio
ativo, ndo considerando a complexidade do ambiente onde as abelhas vivem, misturas de
agrotoxicos, interacdes com patogenos, parasitas, deficit nutricional e efeitos subletais
(FISHER, 2021; FISHER et al., 2023b; MORE et al., 2021). A exposic¢do de abelhas a misturas
de agrotoxicos pode ocorrer cotidianamente pela alimentacdo de polen e néctar que contém
multiplos residuos de agrotoxicos (SILVA et al., 2019; ZIOGA et al., 2020). A interacéo entre

esses residuos de inseticidas com fungicidas podem potencializar os efeitos dos agrotdxicos
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isolados por meio de sinergismo, inibir a toxicidade de uma substancia resultando numa
interacdo antagonica, ou agir de forma aditiva no organismo, como reportado na maioria dos
estudos testando misturas de agrotdxicos em abelhas (BELDEN, 2022; FISHER et al., 2023a).

Apesar da letalidade ser um importante fator na conservacdo de espécies, efeitos
subletais de médio e longo prazo podem comprometer 0s servi¢os ecossistémicos prestados
pelos polinizadores causando um desbalanco ecoldgico (DESNEUX; DECOURTYE;
DELPUECH, 2007; DI NOI et al., 2021). Avaliacdes de biomarcadores histoldgicos e de
alteracbes comportamentais sao duas abordagens que permitem identificar efeitos subletais
ap0s uma exposicao aos agrotoxicos em escala sub-individual e individual, respectivamente. O
intestino médio, corpo gorduroso e cérebro sdo 0s 6rgaos que se destacam na compreensdo de
efeitos de xenobidticos nos organismos devido as suas funcdes metabdlicas e fisioldgicas, e
sensibilidade aos agentes estressores (ABDALLA; DOMINGUES, 2015; GRELLA et al.,
2019; MALASPINA; SILVA-ZACARIN, 2006).

O intestino médio possui as funcdes de digestdo de alimentos e absorcdo de nutrientes,
tendo contato direto com agrotdxicos ingeridos de forma oral (MALASPINA; SILVA-
ZACARIN, 2006). O corpo gorduroso, um orgdao multifuncional metabolico e de
preenchimento, desempenha atividades relacionadas a desintoxicacao, estoque e mobilizacdo
de fontes energéticas, e sintese proteica, como por exemplo a vitelogenina que é crucial para
longevidade e reproducéo das abelhas (ARRESE; SOULAGES, 2010; CRUZ-LANDIM; PAES
DE OLIVEIRA, 2003; SKOWRONEK; WOJCIK; STRACHECKA, 2021). E o cérebro como
representante do sistema nervoso do organismo é formado por estruturas de funcdo sensorial,
orientacdo e aprendizagem que podem ser avaliadas para investigar efeitos neurotdxicos de
xenobioticos (BECKER et al., 2016; HEISENBERG, 1998). A avaliacdo histol6gica pode
revelar danos celulares e teciduais, indicando alteragcbes morfofisioldgicas que ndo séo
necessariamente refletidas nos ensaios de letalidade (EVEN; DEVAUD; BARRON, 2012).
Logo, efeitos subletais dos agrotdxicos estdo sendo negligenciados na avaliacdo de risco
ambiental vigente. Como observado no Unico trabalho com abelha solitaria nativa do Brasil
com exposi¢do aos agrotoxicos, no qual foi reportado danos no corpo gorduroso da abelha
solitaria Neotropical Tetrapedia diversipes Klug, 1810 (Hymenoptera: Apidae) apds a
exposicdo por contato ao inseticida imidacloprido e fungicida piraclostrobina que néo
ocasionou efeito na letalidade (ASSIS et al., 2022b).

Neonicotindides e fungicidas também ja foram associados com alteracdes
comportamentais em A. mellifera (TADEI et al., 2019; TEETERS et al., 2012), abelhas nativas
sem ferrdo (TOME et al., 2012), e em abelhas solitarias (ARTZ; PITTS-SINGER, 2015; BOFF
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etal., 2022). Avaliagdes comportamentais realizadas apos exposicao de abelhas aos agrotoxicos
em condigOes laboratoriais descrevem sintomas de intoxicacdo, como tremores (SUCHAIL;
GUEZ; BELZUNCES, 2001), danos em func¢des motoras (BOVI; ZALUSKI; ORSI, 2018),
reducdo da distancia percorrida (TADEI et al., 2019), preferéncia por alimento contendo
neonicotindide (KESSLER et al., 2015), reducdo da acuidade visual (CHAKRABARTI;
SARKAR; BASU, 2019) e reducéo da capacidade de fototaxia (TOSI; NIEH, 2017).

Em condi¢des de semi-campo e campo, alguns estudos mostraram que os efeitos
subletais de agrotoxicos podem comprometer a reproducdo da abelha solitaria O. bicornis
(RUNDLOF et al., 2015) e populagdo de abelhas nativas (WOODCOCK et al., 2016), enquanto
outros apresentaram auséncia de efeito em nivel populacional quando avaliada o efeito de
agrotoxicos em col6nias de abelhas sociais (IWASA et al.,, 2004; TASEI;, RIPAULT;
RIVAULT, 2001). Dependendo do agrotdxico, exposicao e organizacao social das espécies de
abelha, os resultados de testes ecotoxicologicos em condi¢des laboratoriais e em condicBes
realisticas podem ser discrepantes (BLACQUIERE et al., 2012; FISHER et al., 2023a).
Contudo, os estudos em semi-campo e campo com abelhas solitarias de clima temperado
mostraram resultados preocupantes em atividades relacionadas com nidificacdo e reproducdo,
como o reconhecimento de ninhos (ARTZ; PITTS-SINGER, 2015), redugdo de coleta de pdlen
(RONDEAU; RAINE, 2024), reducao de nimeros de descendentes e aumento da proporcéao de
machos na razéo sexual de O. bicornis (SANDROCK et al., 2014), aspectos estes que ndo sao
avaliados em testes laboratoriais, mas possuem efeito direto na populacéo das abelhas.

Portanto, diante da representatividade das abelhas solitarias na diversidade de abelhas,
da sua importancia na polinizacdo de plantas cultivaveis e ndo cultivaveis, e pela escassez de
estudos que investiguem os efeitos de agrotoxicos sobre elas, esse trabalho teve como objetivo
padronizar uma metodologia em laboratério e em semi-campo para a abelha solitaria
Neotropical Centris analis, e avaliar os efeitos letais e subletais da mistura de um
neonicotindide e um fungicida em machos e fémeas dessa espécie. Além disso, foi avaliado o
efeito da combinacdo de dois estressores relacionados ao declinio de abelhas (agrotéxicos e
patdgeno) na abelha solitdria manejada O. bicornis, considerada modelo para estudos

ecotoxicoldgicos com abelhas solitéarias de clima temperado.
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CONSIDERACOES FINAIS

Ap0s o desenvolvimento desse trabalho, o qual foi apresentado em capitulos, pode-se
confirmar a viabilidade do uso de Centris analis como uma espécie solitaria Neotropical em
ensaios ecotoxicologicos em condi¢des laboratoriais e de semi-campo e sua maior sensibilidade
a exposicao aos agrotoxicos que a espécie modelo Apis mellifera. Além disso, observou-se que
machos e fémeas podem ter diferentes sensibilidades aos agrotoxicos, evidenciando a
necessidade de considerar ambos 0s sexos em experimentos com abelhas solitarias. Para 0s
inseticidas dimetoato e acetamiprido, machos de C. analis foram mais sensiveis a exposi¢éo
oral dos agrotdxicos que fémeas. Para O. bicornis, as fémeas foram mais sensiveis que machos
quando expostos ao flupiradifurona. A exposicdo de C. analis aos agrotoxicos em
concentracgdes residuais, especialmente ao inseticida acetamiprido, resultou em efeitos letais e
subletais no comportamento e danos teciduais em diferentes 6rgdos, o que pode comprometer
a salde e densidade populacional da espécie. Contudo, esses efeitos podem ser reversiveis uma
vez que a exposicdo cesse e a abelha encontre alimento ndo contaminado disponivel para
reparacao dos dados. A mistura de agrotéxicos (acetamiprido + azoxistrobina) ndo apresentou
sinergismo ou antagonismo nas concentracdes testadas, mas reduziu a longevidade de fémeas,
0 que pode prejudicar a reproducédo de abelhas solitéarias. O fungicida azoxistrobina apresentou
alteracdes teciduais sutis nas abelhas, que isolado de outros fatores estressores, néo
comprometeriam de forma significativa as atividades de nidificacdo e polinizacdo. Além da
mistura de agrotdxicos, a interacdo da exposicdo aos agrotoxicos e infeccdo com patdgenos
pode promover um grande declinio em populagdes de abelhas solitarias, como observado no
experimento com O. bicornis. Portanto, os experimentos em condi¢fes controladas mostraram
que agrotdxicos de forma isolada e em mistura podem prejudicar a saide, comportamento e
reproducdo de abelhas solitarias e futuros estudos devem ser desenvolvidos em regides
neotropicais para entender esses efeitos nas populacGes naturais. Esse estudo abre portas para
novas linhas de pesquisa com abelhas solitarias neotropicais, incluindo a possibilidade de
ensaios de semi-campo para investigar padrdes ecoldgicos e influéncia de fatores bidticos e

abibticos na sobrevivéncia dessas abelhas.
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