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RESUMO GERAL

Os ensaios toxicoldgicos utilizados como padréao para avaliacdo de risco ambiental de
agrotoxicos em abelhas adotados pelo Brasil e por outros paises do mundo sao
estabelecidos pelos protocolos desenvolvidos pela Organizacao para a Cooperagao e
Desenvolvimento Econémico, onde € recomendado o uso de ingredientes ativos na
espécieApis mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera, Apidae). Em um contexto em que
sdo apontadas lacunas quanto a representatividade desses protocolos em relacdo ao
modelo bioldgico utilizado e a misturas entre diferentes classes de agrotoxicos, estudos
ecotoxicoldgicos envolvendo abelhas nativas sem ferrdo sdo passos importantes para
o desenvolvimento de um processo regulatério mais protetivono Brasil. O presente
trabalho, avaliou a toxicidade de um produto comercial da classe dosneonicotinoides de
maneira isolada e combinada a um herbicida e um fungicida em trés espécies de
abelhas sem ferrdo consideradas modelos biol6gicos para a avaliacao de riscoambiental
em polinizadores no Brasil Tetragonisca angustula Latreille, 1811 (Hymenoptera,
Apidae), Scaptotrigona postica Latreille, 1807 (Hymenoptera, Apidae) e Melipona
scutellaris Laitrelle, 1811 (Hymenoptera, Apidae). Utilizando testes de toxicidade oral
adaptados e comparando asensibilidade dessas abelhas com o atual modelo biol6gico
constatamos que 0s protocolos existentes ndo sao protetivos devido a maior
sensibilidade encontrada nos representantes desse grupo de abelhas e a interacbes
toxicolégicas quando o inseticida foi ofertado em combinacées binarias. E necessario,
portanto, incorporar esses polinizadores no processode avaliacdo de risco ambiental
brasileiro e criar regulamentacdes em relagcdo ao uso de misturas antes ou apos a

aplicacéo.

Palavras — chave: Concentragdo Letal Mediana, Dose Letal Mediana, polinizadores,

sensibilidade, modelo biolégico.



ABSTRACT

Ecotoxicological tests realized to assess the environmental risks of pesticides to bees
used by countries around the world are based on the protocols developed by the
Organization forEconomic and Cooperation, where is recommended the use of isolated
active ingredients insurrogate species Apis mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera,
Apidae). Once the representativeness of these protocols concerning the surrogate and
pesticide mixtures is pointed out as gaps regarding the pesticide risk assessment, the
development of ecotoxicological studies about stingless beesis a crucial step toward
achieving a more protective regulatory process in Brazil. The presentwork evaluated the
toxicity of a neonicotinoid commercial product, isolated and combined with an herbicide
and a fungicide in three species of stingless bees considered possible surrogates for the
assessment of environmental risk in pollinators in Brazil Tetragonisca angustula
Latreille, 1811 (Hymenoptera, Apidae), Scaptotrigona postica Latreille, 1807
(Hymenoptera, Apidae) and Melipona scutellaris Laitrelle, 1811 (Hymenoptera,
Apidae).Through adapted oral toxicity tests and comparison of the sensitivity of these
bees with the current biological model, we highlight that existing protocols do not protect
stingless bee biodiversity due to the greater sensitivity found in representatives and due
to toxicological interactions when the insecticidewas offered in binary combinations.
Therefore, it is a major necessity to incorporate these pollinators into the Brazilian
environmental risk assessment process and create regulationsregarding the use of

mixtures before or after pesticide application.

Keywords: Mediam Lethal Concentration, Mediam Lethal Dose, pollinators, sensitivity,

biological model.
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1. INTRODUCAO GERAL

Vivemos em um mundo marcado pela antropizacao de ambientes naturais, o que
nos leva ao cenario atual de mudangas climéticas, esgotamento de recursos naturais,
surgimento de novas doencas e perda da biodiversidade animal e vegetal (VALIENTE-
BANUET et al., 2015; IPBES, 2019; GIBBARD et al., 2022). Ao se tratar da ultima, o atual
declinio de insetos cria um alerta para a sociedade em relagdo a politicas de protecao e
conservacao, devido ao papel chave na manutengéo dos ecossistemas e no provimento de
servigos ecossistémicos que contribuem direta ou indiretamente para o bem-estar da
humanidade (SANCHEZ-BAYO; WYCKHUYS, 2019; WAGNER et al., 2021).

O processo de intensificacao e industrializacdo da agricultura dado a partir de
meados do século 20, caracterizado pela pratica da monocultura em grandes extensdes de
terra e uso intensivo de maquindrios e insumos agricolas — como fertilizantes e agrotoxicos
— esta diretamente relacionado a perda global da quantidade de espécies e biomassa de
insetos (RAVEN; WAGNER, 2020; NATH; SINGH; MUKHERJEE, 2022; OUTHWAITE;
MACCANN; NEWBOLD, 2022). Tal processo se destaca atualmente em regides tropicais
e subtropicais, como acontece com o Brasil, pais que possui a maior biodiversidade de
insetos do mundo e que nos ultimos anos apresenta indices crescentes de desmatamento
e expansao de areas destinadas a pastagem e plantio de monoculturas (KUSCHNIG et al.,
2021; ABREU et al., 2022; NATH; SINGH; MUKHERJEE, 2022; SCHWARZMUELLER;
KASTNER, 2022).

O servigo ecossistémico de polinizagdo, realizado principalmente por abelhas
(Hymenoptera) que ao irem de flor em flor em busca de recursos para sua sobrevivéncia
possibilitam a reproducédo cruzada e consequente producado de frutos de grande parte das
angiospermas, o que inclui cerca de 85% das espécies vegetais cultivadas pelo homem, é
extremamente impactado por esse modo de producéo. Em especial pelo uso indiscriminado
de agrotéxicos, apontado como principal causas de mortalidade de abelhas no pais (PIRES
et al, 2016; CASTILHOS et al, 2019; BRUHL; ZALLER, 2019; NATH; SINGH,;
MUKHERJEE, 2022).

O estudo realizado por Pignati et al. (2017) levantou dados sobre o plantio de
21 culturas relacionando-as com o uso de agrotoxicos, sendo no ano de 2015 plantados
71,2 milhdes de hectares e 889 milhdes de litros de agrotoxicos. Tais dados inferem que,

ao visitarem a maioria de nossas culturas agricolas para obtencéo de recursos, abelhas



nativas e exoticas estdo expostas a uma serie de agrotoxicos que podem causar efeitos
letais e subletais, seja por meio do contato com particulas que ficam no ar e na superficie
de flores e folhas ou pela ingestdo de pélen e néctar contaminado (SERRAO et al., 2022;
TOSI et al., 2022).

O registro de novos agrotoxicos requer o processo de avaliacdo em relacéo aos
impactos na saude humana e no meio ambiente, sendo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovéaveis (IBAMA) e o Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento (MAPA)
responsaveis pela aprovacdo dos mesmos no mercado (CALVACANTE, 2022;
DAUFENBACK et al., 2022).

Do ponto de vista ambiental a avaliacdo dos ingredientes ativos de agrotdxicos
ocorre em duas vertentes: a Avaliacdo do Potencial de Periculosidade Ambiental (PPA) e a
Avaliacdo de Risco Ambiental (ARA). A Avaliacéo do Potencial de Periculosidade Ambiental
se baseia na toxicidade inerente do agrotoxico e em testes laboratoriais. Enquanto a
Avaliacdo de Risco Ambiental considera a exposi¢do do organismo néo-alvo, levando em
conta a época de aplicacdo, modo, dose, cultura agricola, clima e outros fatores que podem
intensificar ou ndo o risco na realizacéo de testes de laboratério, semi-campo, e campo, de
maneira faseada e interdependente (CHAM et al., 2017).

O primeiro protocolo de Avaliacdo de Risco Ambiental no pais (2017) foi pioneiro
na América Latina e foi estabelecido pelo érgao ambiental tendo como foco os polinizadores
devido a relevancia e o contato direto com agrotoxicos nas lavouras brasileira. Apesar da
sua implementacao no pais ser um avanco, o presente protocolo — assim como em outros
lugares do mundo — usa como organismo modelo a abelha Apis mellifera Linnaeus, 1758
(Hymenoptera, Apidae) representando as demais espécies de polinizadores, e utilizam
ingredientes ativos isolados, sem avaliar condicbes de campo onde ha a presenca de
adjuvantes e misturas entre diferentes classes de agrotéxicos, pontos que podem agravar
o efeito dos agrotdxicos nesses organismos nao alvo (CHAM et al., 2017; SALES et al.,
2022).

Abelhas da tribo Meliponini, conhecidas como abelhas indigenas sem ferréo, sao
um diverso grupo de abelhas verdadeiramente eussociais que ocupam todos os biomas
brasileiros e que se destacam na polinizacdo agricola (GIANNINI et al., 2020; LIMA;

MARCHIORO, 2021). Sete géneros de abelhas sem ferrdo, Melipona, Trigona,



Tetragonisca, Partamona, Scaptotrigona, Paratrigona e Friesiomellita estdo entre os 16
mais importantes para polinizacdo dos cultivos que dependem ou sdo beneficiados pela
visita de abelhas (GIANNINI et al., 2020).

Por estarem em abundancia nessas paisagens sao expostas simultaneamente
a diferentes classes de agrotoxicos (TOLEDO-HERNANDEZ et al., 2022). Estudos
demonstram que essas abelhas possuem maior e diferentes sensibilidades aos agrotéxicos
guando h& a comparacao de dados em relacdo a espécie modelo A. mellifera (ARENA;
SGOLASTRA, 2014; QUIROGA-MURCIA et al. 2017; JACOB et al. 2019; PADILHA et al.,
2020; MIOTELO et al., 2021, SALES et al., 2022). A espécie Mellipona scutellaris Latreille,
1811 (Hymenoptera, Apidae) apresentou Dose Letal Mediana (DLso) vinte vezes mais alta
para o inseticida abamectina em comparacdo com A. mellifera (BRIGANTE et al.,2021),
espécies como Partamona helleri Friese, 1900 (Hymenoptera, Apidae), Tetragonisca
fiebrige Schwarz, 1938 (Hymenoptera, Apidae), e Scaptotrigona postica Latreille, 1807
(Hymenoptera, Apidae), também demonstram maior sensibilidade a inseticidas (JACOB et
al., 2019; ALMEIDA et al., 2021; PIOVESAN et al., 2021).

Em relagdo a misturas e ao uso produtos formulados, sao recentes os trabalhos
gue avaliam os efeitos dos mesmos em abelhas sem ferrdo (DA COSTA DOMINGUES,
2017; TOME et al., 2017; BRIGANTE et al., 2021). Misturas entre agrotdxicos de diferentes
classes e mecanismos de agdo podem resultar em uma toxicidade maior ou menor do que
efeitos aditivos ou ndo aditivos esperados para seus componentes (RIZATTI et al., 2016;
HERNANDEZ; GIL; LACASANA, 2017; AZPIAZU et al., 2021), como acontece com abelhas
em bioensaios realizados com misturas binarias e ternarias contendo inseticidas
neonicotinoides (SGOLASTRA et al., 2018; ROBINSON et al., 2017, TOME et al., 2017; DA
COSTA DOMINGUES et al., 2017; ALMASRI et al., 2020; ALMASRI et al., 2021).

Apesar do estabelecimento do processo de avaliacdo de risco ambiental em
polinizadores e de acdes de diferentes setores para o desenvolvimento de estudos no pais,
0 processo regulatério ainda deixa de representar condicdes de campo onde essas
espécies nativas estdo expostas a uma variedade de produtos comerciais, que de modo
isolado ou em misturas, podem estar oferecendo um risco que néo é avaliado quando os
testes de toxicidade utilizam ingredientes ativos de maneira isolada em apenas uma
espécie modelo (PANIZZI, SUCIU ; TREVISAN, 2016; TADEI et al., 2019; SGOLASTRA et
al,. 2020; TOSI et al., 2022).



Ha, portanto, a necessidade em realizar trabalhos que colaborem para o
preenchimento das lacunas de conhecimento e inclusdo dessas abelhas no processo
regulatério brasileiro (BIRELEY et al., 2018; CHAM et al., 2019; DORIGO et al., 2018).
Dentro do contexto aqui levantado, o trabalho apresentado avaliou essas lacunas partindo
da determinagédo da Concentracdo Letal Mediana (CLso) e da Dose Letal Mediana (DLso)
oral, isolada e em combinacfes binarias de trés formulacdes comerciais em diferentes
espécies de abelhas nativas sem ferrdo, comparando a sensibilidade dessas em relagdo a
A. mellifera por meio da construcdo de uma curva de sensibilidade. Para tal, foram testados
o0 inseticida neonicotindide tiametoxam (Actara® 250 WG), o herbicida enzimatico glifosato
(Roundup Original® Mais), e o fungicida triazol tebuconazol (Tebufort®), em trés espécies
consideradas possiveis modelos para avaliagdo de risco ambiental que possuem diferentes
tamanhos — fator que influencia diretamente na sensibilidade aos agrotdxicos — ampla
distribuicdo geogréfica, colonias populosas e frequente exposicdo aos agrotoxicos por
realizarem a polinizacdo de diferentes culturas agricolas (DORIGO et al., 2018; VIANA -
SILVA et al., 2018; CHAM et al., 2019). Séo elas: Tetragonisca angustula Latreille, 1811
(Hymenoptera, Apidae), conhecida como jatai, S. postica, conhecida como mandaguari, e

M. scutellaris, conhecida como urucu nordestina.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
O objetivo geral deste trabalho é analisar se os protocolos de avaliacao de risco

de agrotoxicos definidos pela Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento
Econémico (OCDE) e adotados pelo Brasil séo protetivos para espécies de abelhas sem
ferrdo brasileiras.
2.2. Objetivos especificos
1). Obter a DLso oral do inseticida tiametoxam (Actara® 250 WG) em espécies de abelhas
sem ferrdo escolhidas como potenciais modelos no processo de Avaliacdo de Risco
Ambiental brasileiro;
2). Identificar relagdes entre tamanho corporal e sensibilidade entre as espécies;
3). Estabelecer a variacdo da sensibilidade entre espécies de abelhas sem ferrdo em

relacdo a espécie padrao utilizada A.mellifera com base em dados disponiveis na literatura;



4). Obter a DLso oral das combinagfes binarias do agrotoxico tiametoxam (Actara® 250
WG) com o fungicida tebuconazol (Tebufort®) e o herbicida glifosato (Roundup Original®
Mais) em espécies de abelhas sem ferrdo escolhidas como potenciais modelos no processo
de Avaliacédo de Risco Ambiental;

5). Estabelecer a variagdo da DLso entre as exposi¢cdes isolada e combinada e avaliar

possiveis interacdes toxicoldgicas, como sinergismo e antagonismo.

3. HIPOTESES E ESTRUTURACAO DOS CAPITULOS

O primeiro capitulo da presente dissertacdo buscou definir a toxicidade isolada
do inseticida neonicotindide tiametoxam. Além disso, fez-se a comparacdo das
sensibilidades entre as trés espécies de abelhas sem ferrdo e a espécie A. mellifera, atual
modelo utilizado no processo de avaliagao de risco ambiental para polinizadores no Brasil.
Partiu-se da hipdtese de que o uso do atual modelo biolégico em testes ecotoxicoldgicos
presentes no processo de avaliacdo de risco a agrotoxicos nao € protetivo para as abelhas
sem ferrdo, e que a diferenca encontrada em relacéo a diversidade de tamanhos corporais
influencia diretamente na toxicidade oral.

Ja o segundo capitulo avalia interacdes entre a combinacdo de um fungicida e
de um herbicida em relacdo a toxicidade do tiametoxam a partir de misturas binarias. Partiu-
se da hipotese de que agrotdxicos considerados seguros em termos de toxicidade para
abelhas podem interagir com inseticidas altamente téxicos, agravando os efeitos no
organismo das abelhas.

Ambos os capitulos estdo em formato de artigo e trazem implicacBes cientificas
para o desenvolvimento de testes de toxicidade que visam uma maior protetividade a esses

polinizadores no processo regulatorio.
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CAPITULO 1
Abelhas sem ferrdo e a Avaliacdo de Risco Ambiental: dados toxicoldgicos de trés

espécies de abelhas sem ferrdo.

Ana Paula Salomé Lourencetti® Patricia Azevedo®, Roberta Cornélio Ferreira Nocelli¢

RESUMO
O Brasil € o maior detentor espécies de abelhas sem ferrdo do mundo e é necesséria a
introducéo de espécies representativas desse grupo de abelhas nas avaliagdes de risco de
agrotoxicos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi encontrar a Concentracéo Letal Mediana
(CLso) do inseticida tiametoxam de trés espécies de abelhas sem ferrdo, levando em
consideracdo ou ndo o peso das espécies ao estimar a Dose Letal Mediana (DLso). Os
testes ecotoxicoldgicos foram realizados seguindo as diretrizes da Organizacdo para
Cooperacado e Desenvolvimento Econémico e analisados de acordo com o modelo linear
logit, curvas de distribuicdo de sensibilidade entre as espécies e célculo das razbes de
sensibilidade. Os resultados mostraram que as abelhas sem ferrdo testadas sédo mais
sensiveis ao tiametoxam do que Apis mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera, Apidae),
utilizada como organismo modelo nos testes. Para a CLso obtivemos esta sequéncia, da
espécie mais suscetivel a espécie mais tolerante, Melipona scutellaris Latreille, 1811
(Hymenoptera, Apidae) > Tetragonisca angustula Latreille, 1811 (Hymenoptera, Apidae) >
Scaptotrigona postica Latreille, 1807 (Hymenoptera, Apidae) > A. mellifera, seguida dos
valores de DLso considerando o peso das abelhas, M. scutellaris > S. postica > T. angustula
> A. mellifera, ou ndo T. angustula > M. scutellaris > S. postica > A. mellifera. As diferentes
sensibilidades entre as espécies de abelhas sem ferrdo destacam a importancia de inserir
mais de uma espeécie modelo com uma variedade de tamanhos no desenvolvimento de
pesquisas e protocolos. Além disso, nossos resultados mostram a necessidade de
investigar padrdes sobre a influéncia da massa corporal na sensibilidade aos agrotoxicos

por diferentes espécies.

Palavras-chave: Metabolismo, neonicotinoides, abelhas nativas
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ABSTRACT
Brazil is the largest holder of stingless bees in the world and the introduction of bees that
are more representative species in pesticide risk assessments is necessary. Therefore, the
objective of this work was to determine the Median Lethal Concentration (LCso) of three
species of stingless bees, taking or not their weight into account to estimate Median Lethal
Dose (LDso), using the insecticide thiamethoxam. The ecotoxicological tests were conducted
following the Organization for Economic Co-operation and Development guidelines and
analyzed according to the linear logit model, species-sensitive distribution curves and
sensitivity ratios. The results showed that the stingless bees tested are more sensitive to
thiametoxam than the Apis mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera, Apidae) used as a
model organism in the tests. LCso, we have this sequence of the most susceptible and most
tolerant species Melipona scutellaris Latreille, 1811 (Hymenoptera, Apidae) > Tetragonisca
angustula Latreille, 1811 (Hymenoptera, Apidae) > Scaptotrigona postica Latreille, 1807
(Hymenoptera, Apidae) > A. mellifera, followed by LDso values considering the weight of the
bees M. scutellaris > S. postica > T. angustula > A. mellifera or not T. angustula > M.
scutellaris > S. postica > A. mellifera. The different sensitivities among stingless bee species
highlight the importance of inserting more than one surrogate species with a variety of sizes
in research and protocol development. In addition, our results show the need to investigate
patterns regarding the influence of body mass on pesticide sensitivity among stingless bee

species.

Keywords: Metabolism, neonicotinoids, native bees
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1. INTRODUCAO

A monocultura como pratica agricola demanda grandes éareas, causando
degradacdo de habitats naturais, perda de recursos florais e alta demanda por agrotoxicos
(SANCHEZ-BAYO; WYCKHUYS, 2019; OLIVEIRA, 2021; KROGER, 2022). Essa prética
impacta diretamente a biodiversidade de espécies de abelhas e de outros polinizadores,
ameacando o acesso da sociedade a alimentos e fontes de renda, além de comprometer a
existéncia de espécies animais e vegetais (IPBES, 2019; GEMMI-HERREN et al., 2021). A
manutencdo da biodiversidade de abelhas atende diretamente aos objetivos de
desenvolvimento sustentavel definidos para o ano de 2030 pela ONU (Organizacdo das
Nacdes Unidas), que estabelece como prioridade a protecdo dos recursos naturais e do
clima para as geragdes futuras (WOOD et al, 2018; DANGLES; CASAS, 2019;
KEMMERLING et al., 2020; PATEL et al., 2021).

A producao e acesso ao conhecimento cientifico possui papel fundamental na
conservacdo desses polinizadores, uma vez que o entendimento de como fatores
relacionados a diferentes modos de producdo agricola interagem com a biodiversidade
abelhas séo essenciais para ocorram o0 engajamento e o debate entre diferentes setores da
sociedade, além da criacdo de politicas publicas e legislagbes mais protetivas
(DECOURTYE et al., 2019; STRUELENS; SILVIE, 2020; DEMORTAIN, 2021; HIPOLITO et
al., 2021), como é o caso do conhecimento produzido em relacao aos efeitos dos inseticidas
neonicotinoides em abelhas Apis mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera, Apidae) que foi
essencial para a mobilizacdo que levou ao banimento parcial desses agrotéxicos e
melhorias em relacdo ao processo regulatério em paises da Unido Europeia e Estados
Unidos (GOULSON, 2020).

Atualmente, os bioensaios toxicoldgicos que integram a Avaliagdo de Risco
Ambiental de agrotéxicos para polinizadores ao redor do mundo seguem as diretrizes
estabelecidas pela Organizacéo para Cooperagdo e Desenvolvimento Econémico (OCDE)
(OCDE 213, 1998a, OCDE 214,1998b, OCDE 245, 2017; OCDE 239, 2016). Sendo
proposto o uso da abelha exdtica A. mellifera como modelo biolégico devido a sua
importancia como polinizadora de culturas agricolas, ampla distribuicdo geografica,
colbénias populosas, biologia bem conhecida e boa adaptacdo as condi¢cdes experimentais
(BIRELEY etal., 2018; DECOURTYE et al., 2019; DIETZCH; JUTTE, 2020; LOPEZ-URIBE,
2021; SCHMOLKE et al., 2021). A espécie também é utilizada na maioria dos estudos que
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apresentam o impacto desses estressores ambientais em polinizadores (GRADISH, 2019;
THOMPSON; PAMMINGER, 2019).

No entanto, a sensibilidade das abelhas aos agrotdxicos varia de acordo com
fatores como tamanho corporal, ciclos de vida, metabolismo, comportamento, fisiologia e
rotas de exposicao aos agrotoxicos (WILLIAMS, 2010; UHL et al., 2016; BOYLE et al., 2018;
TAI et al., 2022). Sendo a extrapolacdo de dados de toxicidade obtidos para a espécie
modelo em relacdo a outras abelhas de comportamento social e solitario questionada por
pesquisadores ao redor de mundo (ARENA ; SGOLASTRA 2014; PAMMINGER, 2020;
SIVITER; RICHMAN; MUTH, 2021; DE ASSIS et al., 2022).

Atualmente é consenso que dados relacionados a toxicidade de agrotoxicos de
grupos distintos de abelhas precisam ser obtidos e avaliados quanto a insercdo nos
protocolos de Avaliacdo de Risco Ambiental (SALES et al., 2022, TOSI et al., 2022). Em
2017, o Workshop denominado “Pesticide Exposure Paradigm for non-Apis bees
Workshop” discutiu diferentes lacunas presentes na literatura cientifica, identificando
obstaculos para incluir espécies de abelhas ndo Apis nas avaliacdes de risco ambiental
(GRADISH et al.,, 2019). As abelhas sem ferrdo — grupo de abelhas com origem e
distribuicdo neotropical e que sédo altamente afetadas pela exposicdo a agrotdxicos — se
destacaram devido a grande variedade espécies descritas e a falta de dados sobre as
mesmas (BOYLE, 2019; CHAM et al., 2019; LOPEZ - URIBE, 2021).

O Brasil tem o maior nimero de espécies de abelhas sem ferrdo do mundo,
sendo abundantes em culturas agricolas e expostas a agrotoxicos (LIMA et al., 2016;
TOLEDO-HERNANDEZ et al., 2022). Por isso, é fundamental o desenvolvimento de
estudos ecotoxicolégicos para avaliar os riscos desses polinizadores, uma vez que
apresentam maior suscetibilidade aos agrotoxicos do que A. mellifera (ARENA;
SGOLASTRA, 2014; SALES et al., 2022).

Nos ultimos anos, pesquisas no pais tém sido coordenadas pelo Instituto
Brasileiro de Recursos Renovaveis (IBAMA) em conjunto com laboratorios de
Universidades e empresas privadas, sendo padronizados e testados protocolos para
realizacdo de bioensaios de toxicidade oral e topica de agrotoxicos em abelhas sem ferréo,
bem como a definicdo de espécies listadas como possiveis modelos biolégicos (VIANA-
SILVA et al., 2018; DORIGO et al., 2018; CHAM et al., 2019; ROSA - FONTANA et al.,

2020). Esse tipo de pesquisa é essencial para proteger esses polinizadores em paisagens
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agricolas, colaborando para melhoras no processo regulatério, uma vez que podem
responder se 0 atual processo € protetivo ou ndo para biodiversidade de abelhas sem ferrao
encontradas no pais (BIRELEY et al., 2019; CHAM et al., 2019; THOMPSON;
PAMMINGER, 2019; SALES et al., 2022).

Assim, o presente estudo determinou a Concentracdo Letal Mediana (CLso) e
estimou a Dose Letal Mediana (DLso) do inseticida neonicotindide tiametoxam em sua
formulacdo comercial em trés espécies de abelhas sem ferrdo: Tetragonisca angustula
Latreille, 1811 (Hymenoptera, Apidae), Scaptotrigona postica Latreille, 1807 (Hymenoptera,
Apidae e Melipona scutellaris Latreille, 1811 (Hymenoptera, Apidae). Com esses dados de
toxicidade realizamos curvas de distribuicdo de sensibilidade entre espécies (SSD) e
calculamos a razéo de sensibilidade entre A. mellifera e as abelhas sem ferrdo utilizadas
nos bioensaios, com o objetivo de corroborar com informacdes sobre a sensibilidade de

abelhas sem ferrdo a agrotéxicos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Delineamento experimental

2.1.1. Material biolégico

Abelhas forrageiras das espécies T. angustula, S. postica e M. scutellaris foram
coletadas de trés colbnias nao irmas ambientadas no meliponario experimental do grupo
de pesquisa Abelhas e os Servicos Ambientais (ASAs), Centro de Ciéncias Agrarias —
Universidade Federal de S&o Carlos (Via Anhanguera, Km 174 — Area rural, Araras — SP).
As colmeias usadas para a realizacdo dos testes estavam em condi¢cdes de sanidade
previamente conhecidas, estando em condicfes fisioldgicas normais, livre de doencas e
com rainha em franca postura, de acordo com o estabelecido pelo protocolo definido pela
OCDE (1998a) para a determinacdo da toxicidade oral de agrotoxicos.

As abelhas foram coletadas diretamente da entrada das colmeias com o auxilio
das gaiolas experimentais furadas lateralmente para circulacéo de ar. Apos a coleta de 540
abelhas forrageiras de cada espécie, as mesmas foram levadas para o laboratério e
colocadas em uma incubadora de Demanda Bioquimica por Oxigénio, com temperatura em
28 + 1°C e umidade relativa 70 £ 5% com oferta de xarope feito de agUcar e 4gua destilada

(m/v 1:1) até o inicio dos testes, que ocorreram apos um periodo de adaptacéo de 24 horas.
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As abelhas foram divididas aleatoriamente em dois grupos experimentais, sendo
para cada espécie testada 90 abelhas destinadas aos grupos controle e 450 abelhas
expostas a concentragdes do inseticida.

2.1.2. Bioensaios de toxicidade

Para a obtencdo das concentracfes do inseticida neonicotindide tiametoxam a
partir do produto comercial Actara® WG 250 (25.0% i.a.) foi preparada uma solugcdo mae
com contendo 1.000 ng i.a./uL e dela realizadas diluicdes seriadas em xarope de agucar
cristal e agua destilada (1:1 w:v) até as concentracdes de: 0,3, 0,2, 0,13, 0,08, e 0.06 ng
a.i./uL.

Tais concentracdes foram definidas com base em dados disponiveis na literatura
para a espécie A. mellifera e abelhas sem ferrdo do mesmo género que as aqui avaliadas
(OLIVEIRA et al., 2014; QUIROGA - MURCIA et al., 2017; MOREIRA et al., 2018; JACOB
et al., 2019; KUMAR; SINGH; NAGARAJAIAH, 2020; U.S. EPA ECOTOX knowledgebase,
2022; PPDB: Pesticide Properties DataBase, 2022).

2.2. Determinacédo da Clso e da DLso oral

Os bioensaios realizados no presente trabalho seguiram os protocolos definidos
por Nocelli et al. (2018) (submetido. Projeto CNPq 400540/2018), desenvolvido de acordo
com os estabelecidos pela OCDE (1998a,1998b) em abelhas da espécie A. mellifera.

Apbs o periodo de adaptacdo em BOD em temperatura em 28 + 1°C e umidade
relativa 70 + 5%, as abelhas das espécies T. angustula e S. postica, foram expostas
oralmente aos agrotdxicos partir de alimentador constituido por um microtubo de
polipropileno de 1,5 mL com furos ao lado. Foi oferecido xarope ndo contaminado aos
grupos controle e xarope contaminado aos grupos submetidos aos cinco tratamentos
contendo as concentracdes do inseticida até a finalizagdo do bioensaio. O peso dos
alimentadores foi aferido para a determinagéo da DLso, sendo por 24 e 48 horas apos a
exposicao aferidas a quantidade de abelhas mortas e comportamentos anormais.

Para ajuste das concentracdes, foram realizados ao menos trés testes
preliminares para uma das espécies. Os experimentos constituiram em trés replicatas por
tratamento, cada uma composta por uma gaiola experimental com 10 abelhas, sendo

validados quando apresentaram menos que 10% mortalidade nos grupos controle.

3. ANALISE ESTATISTICA

15



Dados do tipo dose — resposta apresentam distribuicdo binomial e sdo melhores
analisados utilizando modelos lineares generalizados (GLM) (FINNEY, 1971; KERR;
MEADOR, 1996; DE CARVALHO et al., 2017). Portanto, para avaliar os dados referentes
a exposicdo oral do tiametoxam em 24 horas foram utilizados modelos lineares
generalizados, com o auxilio do ambiente estatistico R (R core team 2020). Foram testadas
as funcdes de ligacao logit, probit e os complementos log — log e cauchy, sendo a funcao
de ligacao logit escolhida por melhor ter se ajustado aos dados.

Para o célculo da DLso em relagéo ao consumo (ng i.a./abelha) o consumo médio
diario de alimento por abelha foi multiplicado pelo valor da CLso encontrado na analise
estatistica. Ja para a determinagédo da DLso em relagéo ao peso (ng i.a./g abelha), o valor
da DLso achada em relacdo ao consumo foi dividido pela massa corporal em gramas de
cada espécie, utilizando valores obtidos do trabalho realizado por Dorigo et al. (2018). Os
valores referentes a toxicidade do tiametoxam para a abelhas A. mellifera foram retirados
do trabalho realizado por Oliveira et al. (2014).

Com esses valores de toxicidade realizamos curvas de distribuicdo de
sensibilidade entre as espécies (SSD) utilizando a calculadora do Excel desenvolvida pela
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (U.S. EPA) denominada “Species
Sensitivity Distribution Generator, além de calcular a razdo de sensibilidade (R) “sensitivity
ratio” entre os valores obtidos para a abelha A.mellifera e para as espécies de abelhas sem
ferrdo (ARENA ; SGOLASTRA, 2014)

4. RESULTADOS

Os valores de CLso e DLso oral para o inseticida tiametoxam em 24 horas de
exposicao foram de:0,329 ng i.a./uL, 1,677 ng i.a./abelha e 409,24 ng i.a./g de abelha para
T. angustula; 0,624 ng i.a./uL, 5,553 ng i.a./abelha e 329,647 ng i.a./g de abelha para
S.postica; 0,215 ng i.a /uL, 3,254 ng i.a /abelha e 42,452 ng i.a./g de abelha para M.
scutellaris. Os valores achados por Oliveira et al. (2014) para a espécie A. mellifera em
relacdo a ClLso oral em 24 horas de exposi¢cao foi de of 4,28 ng i.a./pL; utilizando esses
dados para a determinacdo da DLso em relacdo ao consumo e peso corporeo foram

achados os valores de 214 ng i.a/abelha e 2,705 ng i.a./g de abelha (Tabela 1).

CLso DLso DLso
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Espécies (ng a.i./uL) (ng a.i./abelha) (ng a.i./g de abelha)
Tetragonisca 0,329 1,677 409,024

angustula (0,232 - 0,336) (1,183 -1,713) (288,536 — 417,951)
Scaptotrigona 0,624 5,553 329,647

postica (0,192 - 1,214) (1,708- 10,804) (100,470 — 635,529)
Melipona 0,215 3,254 42,452
scutellaris (0,181 - 0,250) (2,733 - 3,776) (35,960 — 49,684)
Apis 4,28 214 2.705
Mellifera * (3,95-4,61) (197,5 - 230,5) (2.496,839 — 2.914,032)

Tabela 1. Toxicidade oral do inseticida tiametoxam para as espécies estudadas em 24
horas com Intervalos de Confianca em 95%. *Os dados de toxicidade, consumo e peso

corporeo da abelha A.mellifera foram obtidos de Oliveira et al. (2014) e Dorigo et al. (2018).

O peso corporal e consumo diério das abelhas sem ferrdo testadas e da espécie
A. mellifera se déao presentes em ordem crescente: 4,1 x 102 g de massa corporal e 5,1
uL/abelha por dia para T. angustula; 1,7 x 1072 g de massa corporal e 8,9 uL/abelha por dia
para S. postica; 7,6 x 102 g de massa corporal e 15,1 pL/abelha por dia para M. scutellaris;
7,9 x 1072 g de massa corporal e 50 pL/abelha para A. mellifera.

As curvas de distribuicdo de sensibilidade entre as espécies foram diferentes
dependendo da unidade usada para representar a toxicidade do inseticida. A sensibilidade
das abelhas em 24 horas, da mais sensivel para a menos sensivel, esta representada a
seguir: CLso (ng i.a./pL): M. scutellaris > T. angustula > S. postica > A. mellifera (Figura 1);
DLso (ngi.a./abelha): T. angustula > M. scutellaris > S. postica > A. mellifera (Figura 2); LDso

(ng i.a./g abelha): M. scutellaris > S. postica > T. angustula > A. mellifera (Figura 3).
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Figura 1. Curva de distribuicdo da sensibilidade entre as espécies. o representa valores de

CLso (ng i.a./uL) em 24 horas de exposi¢cao com Intervalo de Confianca de 95%.
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A razdo de sensibilidade (R), calculada a partir dos valores de DLso em ng
i.a./abelha e ng i.a./g abelha foram, respectivamente de: 127,6 e 6,613 para T. angustula;
38,55 e 8, 2 para S. postica; e para M. scutellaris 65,7 e 63,71.

Quando o fator de seguranca baseado em 10 recomendado pela Autoridade
Europeia para Seguranca Alimentar (EFSA) é aplicado aos valores de DLso em ng
i.a./abelha, temos que todas as abelhas ndo sdo representadas pela espécie modelo. Ja
guando aplicado aos valores de DLso em ng i.a./g de abelha, o cenario muda, sendo as
abelhas das espécies T. angustula e S. postica protegidas pela espécie modelo, enquanto

a espécie M. scutellaris néo.

5. DISCUSSAO

Estabelecemos a toxicidade oral do tiametoxam para espécies de abelhas sem
ferrdo, T. angustula, S. postica e M. scutellaris, usando consumo e massa corporal para
determinar os valores de DLso. As espécies testadas apresentaram valores variados de CLso
e DLso, sendo altamente toxico para todas em 24 horas de exposicdo (< 2 pg/abelha)
(USEPA, 2017). Os valores de CLso e DLso oral e topico de inseticidas neonicotinoides sé&o
geralmente menores em relacao a outros tipos de inseticida, e consequentemente, sdo mais
toxicos para as abelhas (GOULSON, 2020; TOSI et al., 2022). Essa classe de agrotoxicos
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atua no sistema nervoso central dos insetos, ligando-se aos receptores nicotinicos da
acetilcolina, e por conta desse mecanismo seus efeitos letais e subletais em abelhas sao
bem conhecidos (JACOB et al., 2019; SGOLASTRA et al., 2020, PISA et al., 2021).

Nossos dados corroboram com estudos que encontraram grande
susceptibilidade desse grupo de abelhas a neonicotinoides e outros tipos de inseticidas
guando sado comparados com os disponiveis para A. mellifera (ARENA; SGOLASTRA,
2014; DEL SARTO et al., 2014; QUIROGA — MURCIA et al., 2017; JACOB et al., 2019;
BRIGANTE et al., 2021; MIOTELO et al., 2021). A curva de distribuicdo da sensibilidade
entre as espécies obtidas mostra que as abelhas sem ferrdo sdo mais sensiveis que A.
mellifera, independente da maneira em que as doses letais sdo calculadas.

Quando o fator de seguranca baseado em 10 é usado para avaliar a
representatividade da espécie modelo em relacdo a espécies nativas é aplicado, temos que
a espécie M. scutellaris ndo é representada pela espécie A. mellifera em nenhuma das
abordagens aqui utilizadas. As espécies T. angustula e S. postica ndo sao representadas
pelo fator de seguranca quando o apenas o0 consumo € levado em consideracdo e
representado quando o peso corporal é. Para uma analise mais conservadora, Thompson
et al. (2016) recomenda a aplicacdo de um fator de seguranca baseado em 5 é para dados
de DLso que levam em consideragé@o o peso corporal. Ao aplicar esse fator de seguranca
em nossos dados temos que o0s presentes protocolos ndo protegem as abelhas testadas
no presente experimento.

Além disso, nossos resultados demonstram diferentes cenarios para a toxicidade
das espécies de abelhas sem ferrdo quando o consumo diario e o peso corporal foram
considerados para determinar os valores de DLso. O valor de DLso definido em relacdo ao
consumo (ng i.a./abelha) para a espécie T. angustula demonstrou uma toxicidade superior
as demais espécies, sendo mais suscetivel ao tiametoxam do que M. scutellaris e S.
postica. Essa situacdo o se justifica porque a ingestdo de alimentos € diretamente
proporcional ao tamanho corporal da abelha (THOMPSON, 2001; DORIGO et al., 2018;
WARD et al., 2022). No entanto, quando o peso corporal (ng i.a./g abelha) foi levado em
consideracao na determinacdo da DLso, tivemos um cenario mais consistente com as taxas
de mortalidade apresentadas nos bioensaios, sendo menor a toxicidade ao tiametoxam

para T. angustula, seguido por S. postica e M. scutellaris, que foi a espécie mais afetada.
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Utilizando a perspectiva da massa corporal, abelhas menores como T. angustula
sdo menos afetadas pela exposicdo aos agrotoxicos, enquanto abelhas maiores como M.
scutellaris sdo mais afetadas, refutando dados que demonstram maior susceptibilidade de
abelhas menores em relacdo a abelhas de maior tamanho (THOMPSON, 2001; POQUET;
VIDAU; ALAUX; 2016; UHL et al., 2016). Diferencas no metabolismo das abelhas, e na
filogenia em relacdo aos mecanismos de desintoxicacdo podem ser fatores chave para
explicacéo desses padrdoes (WARD et al., 2022; HASS et al., 2022).

Dentre as mais importantes caracteristicas de um organismo esta o tamanho
corporal; que € um determinante para a fisiologia e outros atributos de uma espécie (RAO
et al., 2021). Quando a massa corporal é considerada para determinar o metabolismo de
vertebrados e invertebrados, a razdo metabdlica é considerada inversamente proporcional
ao tamanho (GRULA et al., 2021; WARD et al., 2022). Tal situacéo é explicada pela curva
denominada “mouse — to — elephant curve” (RAO, 2021), significando que abelhas maiores
possuem uma menor razdo metabdlica por grama, enquanto abelhas menores possuem
maior razdo metabdlica por grama. Como exemplo, temos que o tamanho junto a algumas
propriedades morfoldgicas dédo beneficios energéticos em relagdo ao voo a abelhas
pequenas como T. angustula devido a maior razdo metabdlica por massa corporal (DUELL
et al., 2022). A relacdo entre massa corporal e razdo metabdlica pode implicar em um
processo de desintoxicacdo mais rapido, como observado por Ward et al. (2022).
Sugerimos aqui, portanto, que a maior ou menor sensibilidade ao tiametoxam pode estar
relacionado a fatores metabdlicos dessas abelhas.

Outra hipétese que explica a menor susceptibilidade de abelhas de tamanho
pequeno como T. angustula, sdo as diferencas filogenéticas entre os grupos de abelhas em
relacdo as enzimas de desintoxicacdo. Os insetos da ordem Hymnoptera, especialmente
abelhas, possuem um numero reduzido de genes que codificam enzimas de desintoxicacéo
a xenobidticos como agrotéxicos (CLAUDIANOS et al., 206; HASS et al., 2022). O numero
reduzido desses genes impacta a funcdo de trés superfamilias de enzimas de
desintoxicacdo, sendo elas: glutationa-S-transferase (GST), citocromo P450
monooxigenase (P450) e carboxil colinesterases (CCE) (CLAUDIANOS et al.,, 2016;
MAJON et al., 2016). Em Hass et al. (2022), foi achada a conservagao do papel funcional
de genes relacionados a enzima CYP9Q (Subfamilia de enzimas do tipo citrocomo P450

monooxigenase) para a maior parte dos grupos de abelhas analisados, sendo essas
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capazes degradar inseticidas neonicotinoides, mas esses ndo sao universais em todas as
espécies de abelhas, como demonstrado para algumas espécies do género Megachile.

Afirmamos que a questdo da massa corporal € uma boa maneira de avaliar a
sensibilidade de organismos ndo alvo como espécies de abelhas em relacdo aos
agrotoxicos, uma vez que da a dose administrada do agrotéxico por grama de abelha. Essa
abordagem é usada para vertebrados em testes de toxicidade, e dao cenarios mais realistas
em relacdo a exposicao (THOMPSON, 2016; THOMPSON; PAMMINGER, 2019; DE
MONTAIGU; GOULSON, 2020; PAMMINGER, 2020). Sendo, por tanto, necessario o
desenvolvimento de estudos e protocolos que considerem essa caracteristica em relacao
as abelhas, identificando assim qual € a abordagem ideal para quantificar a toxicidade oral
de agrotdxicos nesses polinizadores (LEWIS; TZILIVAKIS, 2019; PAMMINGER, 2020; TAl
et al., 2022).

Destacamos que diferencas entre a massa corporal em espécies de abelhas sem
ferrdo s@o essenciais para identificar o risco de agrotéxicos ao grupo dos meliponineos,
uma vez que possuem uma grande variacdo em relacao a essa caracteristica, existindo
abelhas com pesos corporais entre 1,0x10 2 e 1,5 x 10 -1 gramas (THOMPSON, 2016;
CHAM et al., 2019; THOMPSON; PAMMINGER;2019; SCHMOLKE et al., 2021; DUELL et
al., 2022). Para representar essas abelhas no processo de Avaliacdo de Risco Ambiental
de agrotoxicos € necessario o uso de espécies de tamanho variado no desenvolvimento
dos testes ecotoxicolégicos. Sendo assim possivel a realizacdo de outras etapas do
processo em que sao desenvolvidos estudos de semi - campo e campo que avaliam o
impacto em populacdes desses polinizadores, uma vez que a vulnerabilidade aos

agrotoxicos vai além de testes individuais em condi¢cfes de laboratério.

6. CONCLUSAO
A massa corporal em gramas € um fator essencial para avaliar a sensibilidade
de abelhas em relacdo a agrotdxicos, uma vez que essa abordagem foi mais condizente
com os dados de mortalidade encontrados nos bioensaios realizados no presente trabalho.
Nés também concluimos que dados moleculares a respeito da presenca de
enzimas de desintoxicagdo em abelhas dos géneros Melipona, Scaptotrigona e

Tetragonisca séo escassos para realizagcdo de inferéncias sobre o assunto e melhor
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entender os impactos dos agrotéxicos nesse grupo de abelhas, especialmente no caso da
abelha M. scutellaris e outras espécies do género que estdo atualmente ameacadas.

O presente trabalho suporta a hipotese de que o presente processo de Avaliacao
de Risco Ambiental em relacéo a agrotoxicos para polinizadores no Brasil ndo é protetivo
para a biodiversidade de abelhas sem ferrdo encontradas no pais. Essas abelhas estao
passando por uma diminuicdo em suas populacdes manejadas e silvestres devido ao efeito
de agrotoxicos e outros estressores, sendo muitas delas encontradas em risco de extingao.
O uso da espécie A.mellifera como modelo biolégico € equivocado e ndo representa 0s
efeitos de toxicidade de agrotoxicos em abelhas sem ferrdo, ameacando assim 0s servicos
de polinizacdo em areas naturais e agricolas, bem como a conservacdo de espécies
vegetais e animais.

O registro de novos ingredientes ativos no pais atinge niumeros recordes a cada
ano, o que somado a falta de orientacdo técnica adequada, supervisédo, fiscalizacédo e
praticas amigaveis aos polinizadores, criam um cenario devastador, e fazem deste um tema
de pesquisa urgente, uma vez que o desenvolvimento de trabalhos como o apresentado
colaboram para o desenvolvimento de esquemas de avaliacdo de risco mais
representativas a biodiversidade de abelhas sem ferrdo encontradas nos biomas

brasileiros.
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CAPITULO 2
Interagdes entre agrotoxicos alteram a toxicidade do neonicotindide tiametoxam em

abelhas sem ferrao

Ana Paula Salomé Lourencetti?, Patricia AzevedoP®, Roberta Cornélio Ferreira Nocelli

RESUMO
As abelhas sem ferrdo sao frequentemente expostas a combinacdes de pesticidas quando
forrageiam culturas agricolas em épocas de floragdo. Uma vez que agrotoxicos
considerados nédo téxicos como fungicidas e herbicidas podem desviar do efeito aditivo
esperado para os componentes de uma mistura, causando maior ou menor efeito de
toxicidade para os inseticidas neonicotinoides, € de suma importancia a producédo de
informacgdes a respeito. No presente trabalho, encontramos toxicidade oral do tiametoxam
para duas espécies de abelhas sem ferrdo em combinac¢des binarias de um fungicida e um
herbicida em dose Unica em 24 e 48 horas, avaliando possiveis interacfes entre eles em
24 horas de exposicao. Os resultados sugerem que o herbicida glifosato ndo interage com
o0 inseticida tiametoxam, uma vez que as combinacdes apresentaram uma razao média
estimada igual a um. Enquanto o tebuconazol interagiu, suas combinacdes tém uma razao
média estimada acima de um, excedendo os efeitos aditivos esperados da mistura,
aumentando a toxicidade. Com os resultados aqui obtidos reforcamos a maior sensibilidade
das abelhas sem ferrdo em relacdo a espécie modelo Apis mellifera Linnaeus, 1758
(Hymenoptera, Apidae), bem como a necessidade de considerar a massa corporal das
espécies testadas para determinacdo da Dose Letal Mediana (DLso). Colaboramos com
informacdes sobre os efeitos das combinacfes de agrotoxicos em abelhas sem ferréo,
assunto pouco explorado na literatura cientifica. Ressaltamos que as misturas de
agrotoxicos ndo passam por regulamentacgéo, evidenciando assim a necessidade de agdes
de curto e longo prazo para mitigar os impactos sobre esses polinizadores e outros

organismos nao-alvo.

Palavras — Chave: Triazois, neonicotinoides, efeitos sinergisticos, desintoxicacao.
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ABSTRACT
Stingless bees are frequently exposed to combinations of pesticides when foraging flowering
crops. Since pesticides considered non-toxic such as fungicides and herbicides can deviate
from the expected additive effect for the components of a mixture, causing greater or lesser
toxicity effects for insecticides neonicotinoids, it is of paramount importance to produce
information about it. In the present work, we found oral toxicity at 24 and 48 hours of
Thiamethoxam for two species of stingless bees in binary combinations of a fungicide and
an herbicide in a single dose, evaluating possible interactions between them at 24 hours of
exposure. The results suggest that the herbicide Glyphosate does not interact with the
insecticide Thiamethoxam because their combinations showed an estimated mean ratio
equal to one. While Tebuconazole does, their combinations have estimated mean ratio
above one, exceeding the expected additive effects of the mixture and thus increased
toxicity. We also reinforce the greater sensitivity of stingless bees concerning the model
species Apis mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera, Apidae) and the need to consider the
body mass of the tested species to Lethal Mediam Dose (LDso) determination. We
collaborate with information about pesticides combinations effects on stingless bees, subject
little explored in the scientific literature, emphasizing that pesticide mixtures do not go
through regulation, thus highlighting the need for short and long-term actions to mitigate

impacts on these native pollinators and other non-target organisms.

Keywords: Triazoles, neonicotinoids, synergistic effects, detoxification.
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1. INTRODUCAO

As abelhas sdo extremamente importantes para as contribuicdes da natureza
para as pessoas (do inglés Nature Contribution to People — NPC), uma vez que se destacam
como polinizadoras de grande parte de plantas com flores do mundo (IPBES 2019., KLEIN
et al., 2020). O termo NPC, que engloba todo o provimento da natureza viva, sejam eles
positivos ou negativos, e que impactam na qualidade de vida dos seres humanos, foi
cunhado por Diaz et al. (2015) e se tornou um dos principais tépicos da Plataforma de
Politica Cientifica Intergovernamental sobre Biodiversidade e Servicos Ecossistémicos
(IPBES). Além do alto valor agregado a polinizacdo e da manutencdo da variabilidade
genética vegetal, as abelhas, principalmente as nativas, estdo intimamente relacionadas
aos aspectos culturais e sociais da populacao (POTTS et al., 2016; GONZALES et al., 2018;
QUEZADA-EUAN, 2018).

O uso indiscriminado de agrotéxicos, relacionado ao processo de intensificacédo
da agricultura convencional ao longo dos ultimos anos (ELLIS, 2020; GOULSON, 2020),
causa grande impacto nesses polinizadores devido aos seus efeitos letais e subletais (PISA
et al.,, 2015; VAN DER SLUIJS, 2015, SPONSLER et al., 2019). Tais efeitos podem ser
agravados quando diferentes classes de agrotoxicos sao misturadas através da preparacao
de misturas em tanque, utilizacao de produtos formulados com mais de um ingrediente ativo
e aplicagdes sucessivas durante as floradas (ZALLER; BRUHL, 2019; TOPPING;
ALDRICH; BERNY, 2020), que sao comuns por serem consideradas opc¢des rapidas e
econdbmica por muitos agricultores para conter o avanco de pragas e doencas em
monoculturas (VIECELLI et al., 2019; FERNANDES et al., 2020; GAZZIERO et al., 2021).

Tais praticas podem agravar os efeitos deletérios desses produtos nas abelhas,
pois ao serem expostas a essas combinagdes diferentes vias moleculares e celulares séo
atingidas, o que pode ocasionar interagdes entre os componentes das misturas. Elas s&o
definidas quando o efeito aditivo esperado para a combinagdo é desviado, causando
aumento (sinergismo) ou diminuicdo (antagonismo) da toxicidade (HERNANDEZ; GIL;
LACASANA, 2017; HAN et al., 2019; TOSI et al., 2022). Interacdes toxicoldgicas podem
ocasionar efeitos tanto a nivel individual quanto de colbnia, tais como alteragbes no

comportamento, morfologia, fisiologia, forrageamento e sobrevivéncia (GILL; RAMOS;
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RAINE, 2012; BOHME et al., 2016; SGOLASTRA et al.,, 2018; PRADO et al., 2019;
ALMASRI et al., 2020).

Dentre as inUmeras combinacfes possiveis nas misturas, as que ocorrem com
inseticidas neonicotinoides merecem destaque, uma vez que sdo altamente toxicos para
abelhas e quando em combinacfes binarias e ternarias com fungicidas e herbicidas em
bioensaios laboratoriais apresenta aumento em sua toxicidade (SGOLASTRA et al., 2018;
DA COSTA DOMINGUES et al., 2020; WANG, ZHU; LI, 2020; ALMASRI et al., 2020; DOS
SANTOS ARAUJO; BERNARDES; MARTINS, 2021).

Apesar dos inumeros impactos causados em abelhas decorrentes do uso
misturas, 0s bioensaios ecotoxicoldgicos usados no processo de Avaliacdo de Risco
Ambiental ndo representam essas condi¢des (TOSI; NIEH, 2019; SGOLASTRA et al.,2020;
WEISNER et al., 2021). Em 2013/2014 a agéncia regulatéria europeia — EFSA (European
Food Safaty Authority) — iniciou a discussao e o estabelecimento de métodos para um
processo que seja realizado de forma holistica, ou seja, abrangendo o uso de multiplos
estressores, estando entre eles a questao das misturas. Além disso, outro questionamento
recorrentemente levantado é o fato de espécies nativas — mais sensiveis aos agrotoxicos —
nao serem consideradas nas avaliacfes de risco, lacuna que também é contemplada na
avaliacao holistica (RORTAIS et al., 2017; MORE et al., 2021).

No Brasil a discussdo sobre as lacunas no processo de avaliacdo de risco a
agrotoéxicos foi iniciada pelo IBAMA por meio da criacdo de um grupo técnico de trabalho,
para discutir o desenvolvimento de procedimentos para o processo de avaliacao de risco
para polinizadores que sejam adequados a realidade do pais (PIRES; TOREZANI, 2018).
Tendo como resultado a nota técnica 02001.000062/2017-93 CCONP/IBAMA, que aponta
diferentes lacunas de conhecimento em relacdo ao processo de Avaliagdo de Risco
Ambiental em abelhas. Além disso, a chamada publica 32/2017 realizada pelo
CNPg/MCTIC/IBAMA/Associacdo ABELHA levou ao financiamento de projetos de pesquisa
gue trabalham para preencher essas lacunas, como € o caso do levantamento de espécies
nativas prioritarias para avaliacao de risco e a producao de dados biologicos e toxicolégicos
a respeito desses polinizadores (PIRES; TOREZANI, 2018; DORIGO et al., 2018; CHAM et
al., 2019; ROSA — FONTANA, 2021).

Vale ressaltar que o Brasil € um pais tropical e por suas caracteristicas possui a

maior biodiversidade de abelhas sem ferrdo do mundo, sendo encontradas mais de 244
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espécies em seu territorio (SILVEIRA et al., 2002; PEDRO, 2014). Polinizadores de grande
importancia em regides neotropicais, muitas vezes inseridos em paisagens formadas por
mosaicos com areas de monocultivo e fragmentos florestais (DAINESE et al 2019;
GUTIERREZ — ARELLANO; MULLIGAN, 2020; LOPES et al., 2021), que aumenta o risco
de exposicéo a misturas contendo neonicotinoides (SANCHEZ — BAYO et al., 2016; UHL ;
BHRUL, 2019; GAZZIERO et al., 2021; LEWIS et al., 2021) e consequentemente a sua
sobrevivéncia, uma vez que essas abelhas apresentam maior sensibilidade em relacéo aos
inseticidas do que a espécie modelo Apis mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera, Apidae)
(SALES et al., 2022).

Pouco se sabe sobre as abelhas sem ferréo e o efeito de misturas de classes de
diferentes produtos formulados de agrotoxicos (TOME et al., 2017; DOS SANTOS
ARAUJO; BERNARDES; MARTINS, 2021; BRIGANTE et al., 2021; TOSI et al., 2022). A
determinacao de endpoints de toxicidade sdo uma maneira de identificar interacdes nesse
grupo de abelhas (CARNESECCHI et al., 2019; MORE et al., 2021; TOSI et al., 2022), e
uma vez que dados demonstram maior sensibilidade desses polinizadores em relacdo a
inseticidas neonicotinoides, é de grande importancia a realizacédo de estudos com espécies
prioritarias e os efeitos de misturas contendo os mesmos (TOSI et al., 2022; SALES et al.,
2022).

Dentro do contexto apresentado, o presente trabalho verificou em duas espécies
de abelha sem ferrdo, Tetragonisca angustula Latreille, 1811 (Hymenoptera, Apidae) e
Scaptotrigona postica Latreille, 1807 (Hymenoptera, Apidae) — consideradas possiveis
modelos na Avaliacdo de Risco Ambiental brasileira — possiveis interagcfes em
combinacdes binarias do herbicida glifosato (Roundup Original® Mais) e do fungicida
tebuconazol (Tebufort®) em relacéo a toxicidade do inseticida neonicotinoide tiametoxam
(Actara® 250 WG) a partir da realizacdo de bioensaios de Concentracdo Letal Mediana
(CLso) oral e determinacdo da Dose Letal Mediana (DLso) em 24 e 48 horas apés a

exposicao.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Delineamento experimental
Abelhas forrageiras das espécies T. angustula e S. postica foram coletadas de

trés colbnias ndo irmds ambientadas no meliponario experimental do grupo de pesquisa
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Abelhas e os Servicos Ambientais (ASAs), Centro de Ciéncias Agrarias — Universidade
Federal de S&o Carlos (Via Anhanguera, Km 174 — Area rural, Araras — SP). As colmeias
usadas para a realizacdo dos testes estavam em condi¢des de sanidade previamente
conhecidas, estando em condicdes fisiolégicas normais, livre de doencas e com rainha em
franca postura, de acordo com o estabelecido pelo protocolo definido pela OCDE (1998a)

para a determinacao da toxicidade oral de agrotoxicos.

2.1.1. Material bioldgico

As abelhas foram coletadas diretamente da entrada das colmeias com o auxilio
das gaiolas experimentais furadas lateralmente para circulacéo de ar. Apés a coleta de 600
abelhas forrageiras de cada espécie, as mesmas foram levadas para o laboratorio e
colocadas em uma incubadora de Demanda Bioquimica por Oxigénio (DBO), com
temperatura em 28 + 1°C e umidade relativa 70 £ 5% com oferta de xarope feito de acucar
e agua destilada (m/v 1:1) até o inicio dos testes, que ocorreram apds um periodo de
adaptacao de 24 horas.

As abelhas foram divididas aleatoriamente em seis grupos experimentais, sendo
para cada espécie testada 120 abelhas destinadas aos grupos controle (CONT), 150
abelhas aos grupos que continham a combinac¢éo binaria com o herbicida (GLI + TIA), 150
abelhas aos grupos continham a combinacgédo binéria com o fungicida (TEB + TIA) e 180
abelhas aos grupos que continham as concentracdes do herbicida e do fungicida isolados.

2.1.2. Bioensaios de toxicidade

Para determinar se o herbicida (Roundup Original® Mais 48% e.a.) e o fungicida
(Tebufort® 20% a.i.) podiam ser considerados relativamente seguros para as abelhas sem
ferrdo testadas (DLso > 11 pg/abelha) (EFSA, 2017) testes limites foram desenvolvidos.
Para tal, foram usadas trés concentracdes para cada um dos agrotoxicos: 100 pg i.a./uL,
10 pg i.a./puL e 1 pg i.a./uL, obtidas a partir de uma solugcdo mae de 1000 pg i.a./pL.

Em relacdo as combinacbes, testamos cinco concentracbes do tiametoxam
(Actara ® WG 250 25.0% i.a.), obtidas do trabalho realizado por Lourencetti, Azevedo &
Nocelli, (em processo de submissao). Foram elas: 0,3, 0,2, 0,13, 0,08 e 0,06 ng i.a./uL,
sendo preparadas a partir de uma solugcdo mae de 1000 ng i.a./pL.

Durante a realizacdo das diluicbes para cada concentracdo do inseticida, uma
Unica dose contendo 100 pg i.a./uL. do herbicida ou do fungicida foi adicionada. Essas

combinagcdes foram feitas colocando 1000 pL da respectiva solucdo mée de cada
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agrotoxico a diluicdo prévia de cada concentracéo do inseticida, completando para 10.000
ML com xarope.
2.2. Teste limite

Os bioensaios realizados no presente trabalho seguiram os protocolos definidos
por Nocelli et al. (2018) (submetido. Projeto CNPq 400540/2018), desenvolvido de acordo
com os estabelecidos pela OCDE (1998a,1998b) em abelhas da espécie A. mellifera.

ApGs o periodo de adaptacdo em DBO em temperatura em 28 + 1°C e umidade
relativa 70 + 5%, as abelhas das espécies T. angustula e S. postica, foram expostas
oralmente aos agrotdxicos partir de alimentador constituido por um microtubo de
polipropileno de 1,5 mL com furos ao lado. Foi oferecido xarope ndo contaminado aos
grupos controle e xarope contaminado aos grupos submetidos ao tratamento com as trés
concentracdes estabelecidas. O peso dos alimentadores foi aferido para a determinacéo da
DLso, sendo por 24 e 48 horas apos a exposicao aferida a quantidade de abelhas mortas,
bem como comportamentos anormais.

Os experimentos constituiram em trés replicatas por tratamento, cada uma
composta por uma gaiola experimental com 10 abelhas, sendo validados quando
apresentaram menos que 10% mortalidade nos grupos controles.

2.3. Determinagado CLso e da DLso do tiametoxam em combinacdes binarias

Os bioensaios realizados no presente trabalho seguiram os protocolos definidos
por Nocelli et al. (2018) (submetido. Projeto CNPq 400540/2018), desenvolvido de acordo
com os estabelecidos pela OCDE (1998a,1998b) em abelhas da espécie A. mellifera.

ApoOs o periodo de adaptacdo em DBO em temperatura em 28 + 1°C e umidade
relativa 70 + 5%, as abelhas das espécies T. angustula e S. postica, foram expostas
oralmente aos agrotdxicos partir de alimentador constituido por um microtubo de
polipropileno de 1,5 mL com furos ao lado. Foi oferecido xarope ndo contaminado aos
grupos controle e xarope contaminado aos grupos submetidos aos cinco tratamentos com
as combinacgdes. O peso dos alimentadores foi aferido para a determinagao da DLso, sendo
por 24 e 48 horas apos a exposicdo aferidas a quantidade de abelhas mortas e
comportamentos anormais.

Os experimentos constituiram em trés replicatas por tratamento, cada uma
composta por uma gaiola experimental com 10 abelhas, sendo validados quando

apresentaram menos que 10% mortalidade nos grupos controles.
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3. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados do tipo dose-resposta obtidos nos bioensaios em 24 e 48 horas
apos a exposicao foram analisados a partir da utilizagdo de modelos lineares generalizados
(GLM). Utilizando o ambiente estatistico R (R core team 2020), as funcdes de ligacao logit,
probit e os complementos log-log e cauchy foram testadas, sendo a funcéo de ligacao logit
escolhida por melhor se ajustar aos dados de mortalidade.

Os dados obtidos referentes aos testes limites para o herbicida e para o fungicida
nao foram submetidos a analise estatistica por ndo terem apresentado mortalidade durante
a realizacdo dos bioensaios.

Para o calculo da DLso em relacdo ao consumo (ng i.a./abelha), o consumo
médio diario de alimento por abelha foi multiplicado pelo valor da CLso encontrado na
analise estatistica. Ja para a determinacdo da DLso em relagdo ao peso (ng i.a./g abelha),
o valor da DLsp achada em relagc&o ao consumo foi dividido pela massa corporal em gramas
de cada espécie, utilizando valores obtidos do trabalho realizado por Dorigo et al. (2018).

Possiveis interacdes toxicolégicas foram identificadas utilizando os valores de
toxicidade obtidos nas misturas binarias que nao tiveram os intervalos de confianca (95%)
sobrepostos aos dos dados achados por Lourencetti, Azevedo & Nocelli (em processo de
submissdo) para o inseticida de maneira isolada. Para tal, foi calculada a razdo média
estimada, em inglés Estimated Mean Ratio (EMR), que consiste na razao entre o endpoint
de toxicidade isolado e o endpoint de toxicidade achado na mistura, sendo representado
pela férmula: EMR = EMi/EMij, onde EMi refere-se a toxicidade do agrotoxico isolado e
EMij a toxicidade da mistura. Quando a razdo entre a toxicidade isolada e a toxicidade
combinada ultrapassa o valor de um, temos dois possiveis tipos de interagdo: antagénica
(EMR<1) ou sinérgica (EMR>1) (CARNESECCHI et al., 2019; MORE et al., 2021; TOSI et
al., 2022).

4. RESULTADOS
4.1. Teste limite

Tanto para o herbicida, quanto para o fungicida, os dados de mortalidade obtidos
nao foram diferentes do dos grupos controles para que ocorresse a determinagéo da CLso

e da DLso em relacdo ao consumo e peso das abelhas. Sendo o herbicida glifosato e o
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fungicida tebuconazol, portanto, considerados nao toxicos (>100 ug i.a./abelha) para as
abelhas T. angustula e S. postica.
4.2. Bioensaios de toxicidade do tiametoxam em combinac¢des binarias

A abelha da espécie T. angustula tem resultados de ClLso e DLso para a
combinacédo com o herbicida (GLI+TIA) de 0,603 ng i.a./pL, 1,56 ngi.a./ abelha e 382,58 ng
i.a./g abelha em 24 horas, e 0,569 ngi.a./uL, 1,47 ngi.a./ abelha e 360 ng i.a./g de abelha
em 48 horas (Tabela 1). Os dados de consumo do alimento contaminado obtidos para
espécie durante o bioensaios foram de 2,6 pL por abelha, sendo o peso da mesma 4,1 x
102 g (DORIGO et al., 2018).

Para a combinacgéo com o fungicida (TEB+TIA) a espécie possui valores de CLso
e DLsode 0,203 ngi.a./uL, 0,507 ng i.a./abelha e 123,780 ng i.a./g de abelha para 24 horas,
e 0,1652 ng i.a./uL, 0,413 ng i.a./ abelha e 100,7 ng i.a./g de abelha em 48 horas (Tabela
1). Os dados de consumo do alimento contaminado obtidos para a espécie durante os
bioensaios foram de 2,5 pL por abelha, sendo o peso da mesma de 4,1 x 10 2 g (DORIGO
et al., 2018).

ClLso DLso DLso
T.angustula Tempo (ngi.a./ uL) (ngi.a./abelha) (ngi.a./g de abelha)
0,603 1,56 382,58
Glifosato 24 (0,72-10,771) (0,447 - 1,64) (109,02 — 413,7)
+ 0,569 1,479 360,829,7
Tiametoxam 48 (0.206 - 0.694) (0,5356 —1,448) (130,634 — 353,219)
0,203 0,507 123,658
Tebuconazol 24 (0,1846 — 0,223) (0,461 - 0,557) (112,43 — 135,85)
+ 0,1652 0,413 100,7
Tiametoxam 48 (0,135-0,170) (0,337 — 0,425) (82,3170 — 103,658)

Tabela 1. Toxicidade oral de misturas binarias contendo o tiametoxam e doses Unicas do

herbicida e do fungicida para a espécie T.angustula em 24 e 48 horas de exposi¢ao.
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A abelha da espécie S. postica tem resultados de CLso € DLso para a combinacao
com o herbicida (GLI+TIA) de 1,489 ng i.a./uL, 14,980 ng i.a./abelha e 197,105 ng i.a./g
abelha em 24 horas, e 0,296 ngi.a./uL, 2,960 ng i.a./ abelha e 41,11 ng i.a./g de abelha em
48 horas (Tabela 2). Os dados de consumo do alimento contaminado obtidos para espécie
durante o bioensaios foram de 10 pL por abelha, sendo o peso da mesma 7,6 x 10 2 g
(DORIGO et al., 2018).

Para a combinacdo com o fungicida (TEB+TIA) a espécie possui valores de CLso
e DLsode 0,089 ng i.a./pL,0,712 ng i.a./abelha e 9,368 ng i.a./g de abelha para 24 horas, e
0.060 ngi.a./uL, 0,48 ng i.a./ abelha e 6,315 ng i.a./g de abelha em 48 horas (Tabela 2). Os
dados de consumo do alimento contaminado obtidos para a espécie durante 0s bioensaios

foram de 8 pL por abelha, sendo o peso da mesma de 7,6 x 102g (DORIGO et al., 2018).

Tempo ClLso DLso DLso
S.postica (ngi.a./ L) (ng i.a./abelha) (ng i.a./g de abelha)
1,498 14,980 197,105
Glifosato 24 (0,560 — 13,026) (5,600 — 130,026) (73,684 —1.710,868)
+ 0,296 2,960 41,11
Tiametoxam 48 (0,226 — 0,293) (2,260 — 2,930) (29,736 — 38,552)
0,089 0,712 9,368
Tebuconazol 24 (0,078 — 0,101) (0,348 — 0,808) (8,210 -10,631)
+ 0,060 0,48 6,315
Tiametoxam 48 (0.048 — 0.069) (0,384 —0,552) (5,052 — 7,2631)

Tabela 2. Toxicidade oral de misturas binarias contendo o tiametoxam e doses Unicas do
herbicida e do fungicida para a espécie S.postica em 24 e 48 horas de exposicao.

A toxicidade isolada do tiametoxam usada para identificar interaces foi obtida
do trabalho realizado por Lourencetti et al (em submisséo). Nesse trabalho foi achado para
a espécie T.angustula os valores de toxicidade de 0,329 (0,232 — 0,336) ng i.a./uL, 1,677
(1,183 — 1,713) i.a./abelha e 409,24 (288,536 — 417,951) ng i.a./g de abelha, e para S.
postica os valores de 0,624 ngi.a./uL (0,192 — 1,2140), 5,553 (1,708- 10,804) ng i.a./abelha
e 329,647 (100,470 — 635,529) ng i.a./g de abelha, em 24 horas de exposi¢ao.
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Usando os dados dose letal mediana em relagéo ao consumo e a massa corporal
em 24 horas produzidos no presente trabalho em que ndo ocorreram sobreposicdo em
relacdo aos intervalos de confianca em 95%, calculamos os valores da razdo média
estimada (EMR) (CARNESECCHI et al.,, 2019; TOSI et al., 2022) para a combinacéo.
Identificando assim interacdes de antagonismo e sinergismo em relacdo a toxicidade do
tiametoxam.

Para a espécie T. angustula foi possivel calcular a razdo média estimada das
duas combinacdes, sendo para a combinacdo com o herbicida em relacdo ao consumo e
ao peso obtido, respectivamente, 1,11 e 1,07 (EMR = 1), caracterizando o efeito aditivo
esperado da mistura. Em relacédo ao fungicida obtemos uma razdo média estimada de 3,3
(EMR > 1) nas duas abordagens testadas, caracterizando uma interacao sinérgica, ou seja,
ocorreu 0 aumento significativo da toxicidade do inseticida tiametoxam quando ele foi
ofertado para espécie em conjunto com o tebuconazol.

Para a espécie S. postica nao foi possivel calcular a razdo média estimada das
combinacgdes com o glifosato devido a sobreposicéo dos intervalos de confiangca em relacao
a toxicidade do inseticida isolado obtido no trabalho realizado por Lourencetti, Azevedo &
Nocelli (em processo de submissédo). Para o fungicida foram obtidas uma razdo média
estimada de 7,7 (EMR > 1) em relacdo ao consumo, e uma razao média estimada de 35,11
(EMR > 1) em relagdo ao consumo pela massa corporal, caracterizando nas duas
abordagens uma relacao sinérgica, ou seja, ocorreu um aumento significativo na toxicidade
do inseticida tiametoxam quando ele foi ofertado para a espécie em conjunto com o

tebuconazol.

5. DISCUSSAO

Estabelecemos a variacao da toxicidade oral do tiametoxam (Actara® WG 250)
guando em combinac¢ao binaria com doses de Unica concentragdo (100 pg/pL) do fungicida
tebuconazol (Tebufort®) e do herbicida glifosato (Roundup Original ® Mais) nas espécies
de abelhas sem ferrdo T. angustula, e S. postica, obtendo pela determinacéo da razao
meédia estimada (EMR) as possiveis interacoes com o inseticida (CARNESECCHI et al.,
2019; MORE et al., 2021; TOSI et al., 2022).

Realizando as transformacdes para os dados de 24 e 48 horas para a obtencao

da DLso em relagédo ao consumo (ng i.a./ abelha) e em relagdo ao consumo pela massa
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corporal (ng i.a./g de abelha), pudemos observar 0 mesmo padrao de sensibilidade entre
as duas espécies de abelhas encontrado em Lourencetti, Azevedo & Nocelli (em
submissdo) e que em 48 horas ocorre um aumento na toxicidade, resultado esperado
devido ao maior consumo de alimento pelas abelhas que sobreviveram apds as 24 horas
de exposicdo. Para os dois tipos de combinacao, a abelha T. angustula demonstrou maior
sensibilidade que a espécie S. postica quando apenas o consumo foi levado em
consideracdo. Quando a relacdo consumo/massa corporal foi realizada o cenério inverteu-
se, demonstrando maior sensibilidade da abelha S. postica em relagdo a T. angustula,
sendo a que mais representou os dados de mortalidade obtidos nos bioensaios. As
comparacoes realizadas reforcam a importancia da inclusdo de mais de uma espécie com
tamanhos diferentes no processo de Avaliacdo de Risco Ambiental, uma vez que o
metabolismo das abelhas e consequentes processos fisiologicos que envolvem a
degradacéao de agrotoxicos no organismo podem estar relacionados a massa corporal (TAI
et al., 2022; DUELL et al., 2022).

A razdo média estimada (EMR) € uma das maneiras de representar a ocorréncia
de interacGes toxicologicas e apesar de menos acurado do que outras métricas como a
razdo de desvio do modelo (MDR), se encaixa bem em relacdo a dados onde um dos
componentes das misturas ndo € considerado toxico, como os achados no presente
trabalho (CARNESECCHI et al., 2019; TOSI et al., 2022). Essas razfes foram feitas para
os dados de toxicidade das combinagdes em 24 horas utilizando os dados obtidos para o
inseticida nas espécies de maneira isolada em Lourencetti, Azevedo e Nocelli (em
submissao). Nado foram encontradas interaces nas combinacfes binarias contendo o
tiametoxam e herbicida glifosato para as duas espécies, sendo possivel a realizacdo do
EMR apenas para a espécie T. angustula, que foi igual a 1 nos dois cenarios testados,
demonstrando o efeito aditivo esperado para a combinagcdo. Em relacdo a toxicidade do
tiametoxam quando em combinacg&o binaria com o fungicida foram identificadas interacdes
toxicoldgicas sinergisticas a para as duas espécies testadas em 24 horas ap0s a exposi¢ao.

Os fungicidas Inibidores da Biossintese de Ergoesterol (EBI) classe a qual
pertence o tebuconazol, interferem na capacidade de desintoxicacdo de enzimas da
superfamilia citocromo P450 monooxigenase presentes no organismo das abelhas,
afetando a degradacao de inseticidas neonicotinoides, o que leva ao aumento da toxicidade

(TOSI et al.,2022). As informacdes, aqui apresentadas vao de acordo com trabalhos que
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demostram relacbes de sinergia onde essa classe de fungicidas sdo misturados em
combinacdes binarias e ternarias de neonicotinoides e outros inseticidas (SGOLASTRA et
al., 2016; RAIMETS et al., 2018; GLAVAN; BOZIC; 2019; TOSI; NIEH, 2019; BRIGANTE et
al., 2021; BELDEN, 2022).

As interacdes de sinergia causadas por fungicidas Inibidores da Biossintese de
Ergoesterol (EBI) com neonicotinoides demonstram ser intensificadas com o aumento da
concentracdo do mesmo, como demonstrado por Willow et al. (2019) com vespas
parasitoides em relacdo ao tebuconazol. Em geral, interagdes de sinergismo podem ser
dose-dependentes e aumentam com o aumento da concentracdo do agrotéxico causador
do efeito na combinacdo (AZPIAZU et al.,, 2021). O que vai no sentido contrario aos
resultados achados por Pal et al. (2022) em relacéo a sobrevivéncia de abelhas da espécie
A. mellifera, onde as doses intermediarias entre 0.01, 0.1 pg/L causaram maior mortalidade
em combinacdes binarias e ternarias entre o inseticida neonicotinéide imidacloprido, o
herbicida glifosato e o fungicida difeconazol. O presente trabalho utilizou uma concentracao
de 100 pg i.a./uL em dose unica do herbicida e do fungicida em combinacdo com cada
concentragdo do inseticida, sendo essa a maior das utilizadas nos testes limites. N&o
obtivemos dados em relacdo a combinacdes com as concentracdes de 1 e 10 pg i.a./uL,
mais coerentes com as condicfes de campo e que por possuirem menor concentracao
podem causar efeitos sinergisticos de menor intensidade em relacdo aos aqui observados
para o tiametoxam com o fungicida tebuconazol.

A realizacdo dos testes limites demonstrou que esses agrotoxicos sao
considerados ndo téxicos para as espécies de abelhas sem ferrdo quando testadas de
maneira isolada, apresentando toxicidade maior que 100 ug i.a./abelha (USEPA, 2017).
Vale ressaltar que apesar de serem considerados nao toxicos a exposicédo de abelhas a
esses agrotoxicos de maneira isolada causa um variado leque de efeitos subletais
(IWASAK; HOGENDOORN, 2021; STRAW; BROWN, 2021; STRAW et al., 2022), além de
interferirem nas relacdes ecologicas estabelecidas por esses polinizadores, levando ao
consequente enfraquecimento das col6nias (MAIN et al., 2020, TOSI et al., 2022).

Os herbicidas afetam diretamente a disponibilidade de alimento das abelhas por
serem usados para eliminar plantas espontaneas que geralmente disponibilizam recursos
como néctar e pdlen a esses e outros polinizadores animais em paisagens agricolas
(BELSKY; JOSHI, 2020; WARD et al., 2022). Além de também afetarem a sobrevivéncia de
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abelhas sem ferrdo, como obtido com a espécie Melipona scutellaris com combinacdes de
doses de campo dos herbicidas 2,4-D e glifosato no trabalho realizado por Nocelli, Soares
& Monquero (2019). O glifosato, herbicida estudado no presente trabalho, é amplamente
utilizado ao redor do mundo e no Brasil (BALBUENA et al., 2015; CRISTOFARO et al.,
2021), sendo as abelhas silvestres e manejadas presentes nos biomas brasileiros expostas
a altas concentracfes de produtos formulados que o possuem como ingrediente ativo.
Estudos em relacdo aos efeitos subletais mostram que a exposicédo a doses do herbicida
afeta o aprendizado, consumo de alimento, voo, microrganismos presentes no intestino e
até mesmo a qualidade e frequéncia do sono de abelhas da espécie A. mellifera (DAl et al.,
2018; MOTTA et al., 2020; VAZQUEZ et al., 2020).

Abelhas expostas a fungicidas contendo como ingrediente ativo a piraclostrobina
e a azoxistrobina — estrobirulinas foliares — comprometeram a alimentacdo de abelhas da
espécie e afetaram o microbioma do intestino de abelhas da espécie A. mellifera
(DEGRANDI — HOFFMAN et al., 2015; AL NAGGAR et al., 2022). O fungicida
piraclostrobina afetou morfofisiologicamente o intestino de abelhas sem ferrdo da espécie
Melipona scutellaris e levou a diminui¢do na sobrevivéncia (DA COSTA DOMINGUES et
al., 2020), enquanto o fungicida triazol difeconazol diminuiu a sobrevivéncia da abelha sem
ferrdo T. angustula (LEITE et al., 2021). De forma geral, fungicidas levam ao
comprometimento do sistema imune e dos processos de desintoxicacdo das mesmas, além
de diminuirem de maneira significante a sobrevivéncia de individuos testados (FISHER et
al., 2017; DA COSTA DOMINGUES et al., 2020).

Além da questéo acerca dos efeitos no organismo das abelhas, o0 uso intensivo
de fungicidas interage com microrganismos benéficos e patdgenos. A alta exposicdo a
fungicidas é apontado como determinante para o aumento de infeccbes pelo microsporidio
Nosema bombi e consequente diminuicdo nas populacdes espécies do género Bombus nos
Estados Unidos (MCART et al., 2017; SIVITER et al., 2020). O mesmo padrdo pode ser
encontrado para A. mellifera em relacdo a Nosema ceranae (TADEI; MENEZES-OLIVEIRA;
SILVA-ZACARIN, 2020), uma vez que a probabilidade de infec¢des € maior em abelhas
gue consumem poblen contaminado, como destacado por Pettis et al. (2013). Quando
pensamos nas abelhas sem ferrdo, temos que suas larvas dependem de fungos para
completarem o crescimento devido a auséncia interna de horménios esterdis relacionados
a esse processo (PALUDO et al., 2018; DE PAULA, 2021), residuos de fungicidas levados
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para dentro de colmeias podem prejudicar esses microrganismos simbiontes, causando
mortalidade das crias e diminuicdo do numero de individuos adultos ao longo do tempo
(CULLEN et al., 2019). Porém pouco se sabe sobre esses microrganismos e os efeitos dos
fungicidas em relacdo as abelhas sem ferréo.

O presente trabalho, assim como outros que analisaram o efeito de combinacdes
de agrotéxicos em abelhas sem ferrdo (TOME et al., 2017; DO PRADO et al., 2020;
ALMEIDA et al., 2021; BRIGANTE et al., 2021), ressalta a extrema susceptibilidade desses
polinizadores a interagdes toxicoldgicas de sinergia quando saem em busca de recursos ou
estdo em seus ambientes naturais no Brasil. A pratica de misturar agrotéxicos em tanque
antes da aplicacdo, uso de produtos formulados com ingredientes ativos de diferentes
classes, bem como a aplicacdo sucessiva de agrotoxicos por agricultores no pais € comum
e nao é avaliada por nenhum dos 6rgdos responsaveis pelas avaliagdes dos riscos
causados por esses xenobidticos (GAZZIERO, 2015; GAZZIERO et al., 2021; FRIEDRICH
et al., 2022).

Uma alternativa interessante a ser realizada em curto prazo é a identificacdo de
possiveis interacdes entre fungicidas, herbicidas e inseticidas e a criacdo de um score para
orientacdo dos agricultores em relacéo aos efeitos em organismos nao alvo como abelhas,
como o proposto para herbicidas no trabalho realizado por Cardoso, Santos & Araujo (2021)
onde apresentou uma plataforma que unifica informacdes a respeito da compatibilidade de
produtos em misturas de tanque, sendo fornecidas informacdes sobre 224 combinacdes. O
gue colabora também para diminuicdo de riscos ocupacionais, uma vez que essas
interacbes sao identificadas em mamiferos e podem afetar a salude humana
(PAUMGARTTEN et al., 2021; FRIEDRICH et al., 2022).

A longo prazo, sao necessarios o desenvolvimento de estudos e protocolos que
possibilitem a insercdo da questdo das misturas no processo de Avaliacdo de Risco
Ambiental para a espécie A. mellifera e representantes de abelhas sem ferrdo, uma vez
gque produtos formulados contendo mais de um ingrediente ativo sdo comercializados e que
essas abelhas nativas sédo consideradas mais susceptiveis (SALES et al., 2022, TOSI et
al., 2022).

6. CONCLUSAO
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Nossos resultados demonstram interacfes toxicolégicas de sinergismo para as
duas espécies testadas quando o inseticida neonicotindide tiametoxam foi ofertado em
combinacao binéria com o fungicida EBI tebuconazol trazendo evidéncias cientificas sobre
0 potencial que esses fungicidas possuem de interferir nos mecanismos de desintoxicacao
de inseticidas no organismo de espécies representantes do grupo das abelhas sem ferrdo
na Avaliacdo de Risco Ambiental.

Ressaltamos que ha a necessidade de desenvolver estudos com doses
intermediarias as aqui utilizadas para o herbicida e o fungicida, avaliando assim cenarios
mais realistas em relacéo as condicdes de campo e intensidade da interacao.

Colaboramos com o conhecimento acerca da relevancia do peso corporal para
as diferentes sensibilidades encontradas para o tiametoxam nas espécies de abelhas sem
ferrdo T. angustula e S. postica, sendo esse um fator a ser considerado por estudos que
realizam a determinacdo de doses letais em abelhas. Além de ressaltar a maior
sensibilidade das espécies em relacdo ao modelo biolégico usado no atual processo de
Avaliacdo de Risco Ambiental.

O presente trabalho suporta as hipoteses de que combinac¢des contendo
agrotoxicos considerados relativamente seguros para esses polinizadores, como
fungicidas, potencializam o efeito de agrotoxicos altamente toxicos para abelhas, e que o
atual processo de Avaliacdo de Risco Ambiental brasileiro ndo é protetivo a abelhas sem
ferrdo por ndo avaliar tais condi¢des e utilizar abelhas da espécie A. mellifera como modelo
bioldgico.

Elucidamos que medidas a curto e longo prazo sdo necessarias para mitigar 0s
impactos de misturas de agrotoxicos nesses polinizadores e em outros organismos nao

alvo, uma vez que nao ha regulamentacao sobre o assunto.
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5. CONCLUSAO GERAL

Este trabalho teve como objetivo analisar se os protocolos de avaliagao de risco
de agrotéxicos para abelhas definidos pela OCDE e adotados pelo Brasil sdo protetivos
para o grupo das abelhas sem ferrao.

Para tal escolhemos avaliar a toxicidade oral do inseticida neonicotinoide
tiametoxam, a partir do produto comercial Actara® 250 WG isolado e em combinacdes
binarias com o herbicida glifosato, a partir do produto comercial Roundup Original®, e com
o fungicida tebuconazol, a partir do produto comercial Tebufort® em espécies elencadas
como possiveis modelos para os testes ecotoxicolégicos presentes no processo regulatorio:
T. angustula, S. postica e M. scutellaris, polinizadores de grande relevancia em cultivos
agricolas, com ampla distribuicdo geografica e col6nias populosas com manejo bem
conhecido. Ressaltamos que utilizamos testes de toxicidade oral baseados nos definidos
pela OCDE, que junto ao teste de toxicidade tdpica passa pelo processo de Ring test que
ocorre atualmente em universidades e empresas do pais, proporcionando assim possivel
validacéo internacional aos protocolos com sua finalizacao.

Ao desenvolver os testes com as espécies de abelhas sem ferrdo respondemos
as hipoteses levantadas inicialmente no desenvolvimento desse projeto, as quais estao
divididas em dois capitulos em formato de artigo cientifico. O primeiro deles intitulado
“‘Abelhas sem ferrdo e a Avaliacao de Risco Ambiental: dados toxicologicos de trés espécies
de abelhas sem ferrdo.”, e o segundo “Interacdes entre agrotdxicos alteram a toxicidade do
neonicotindide tiametoxam em abelhas sem ferrdo”.

O primeiro capitulo respondeu hipéteses relacionadas a toxicidade isolada do
inseticida neonicotinodide tiametoxam comparando a sensibilidade das espécies de abelhas
sem ferrdo aos dados disponiveis na literatura para A. mellifera. Em relagdo ao mesmo, foi
possivel inferir que de maneira isolada para as espécies T. angustula, S. postica e M.
scutellaris o inseticida tiametoxam é altamente téxico, sendo o tamanho corporal um fator

essencial para avaliar a sensibilidade encontrada entre os representantes desse grupo de
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abelhas, e que o atual modelo biolégico ndo é protetivo para nenhuma das espécies quando
o fator de seguranca em relacao a espécie modelo é aplicado para os dados de toxicidade
gue levaram em consideragdo a massa corporal das abelhas. Das espécies, a abelha M.
scutellaris - maior tamanho entre as espécies testadas - apresentou a maior
susceptibilidade.

Ja o segundo capitulo respondeu hipoteses voltadas a possiveis interacdes entre
um herbicida e um fungicida em relagéo a toxicidade do tiametoxam a partir de misturas
binarias. Nesse, foi identificado 0 mesmo padrdo de sensibilidade para as espécies T.
angustula e S. postica encontradas no primeiro capitulo, reforcando os dados e
observacdes tidas em relacdo a massa corporal e variacao de tamanhos entre as espécies
de abelhas sem ferrdo. Para ambas as espécies, efeitos aditivos foram achados para as
combinacdes com o herbicida, sendo para o fungicida identificado efeito sinergisticos,
esperados devido a caracteristica de influenciar nas vias metabdlicas de desintoxicacdo de
xenobioticos encontrada nos triazois.

Concluimos com as informagcbes aqui levantadas que o atual processo
regulatério superestima os efeitos letais de inseticidas como 0s neonicotinoides em abelhas
sem ferrdo, quando utilizado apenas a espécie modelo A. mellifera e ingredientes ativos
isolados nos testes ecotoxicologicos exigidos na primeira etapa do processo, impedindo
assim avaliacdo do cenario onde populactes de espécies de abelhas sem ferrdo séo
expostas a uma gama ingredientes ativos e adjuvantes que sdo amplamente utilizados na
agricultura brasileira.

Apontamos a necessidade de desenvolvimento e financiamento de projetos que
realizem estudos como o aqui apresentado, visando dar respaldo para inclusdo de espécies
modelos representantes desse grupo de abelhas, e para regulamentacéo e recomendacdes
técnicas em relacdo a combinacdes entre agrotdxicos e efeitos deletérios em organismos

nao-alvo como abelhas e outros polinizadores.
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