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RESUMO

A abelha solitaria Tetrapedia diversipes Klug (1810) (Hymenoptera: Apidae) nidifica
em cavidades pré-existentes e coleta recursos florais para constru¢do dos ninhos e
alimentacao do adulto e da cria. Durante o forrageamento, essa abelha nativa pode
entrar em contato com diferentes substancias aplicadas nas plantas. Com o objetivo
de avaliar os efeitos do bioinseticida 6leo de nim (Azadirachta indica) sobre as células
corpo gorduroso e comportamento de fémeas adultas de T. diversipes em duas
concentragdes da formulacdo comercial de FitoNeem, ninhos artificiais (trap nests)
foram coletados no periodo de novembro de 2023 a margo de 2024 e manejados em
laboratorio. Os grupos experimentais dos bioensaios de exposigao por contato foram:
grupo controle do solvente (acetona); menor concentracdo (FN-I) e maior
concentracao (FN-Il) do Fitoneem aplicadas em campo. A analise comportamental de
todos os individuos ocorreu em diferentes momentos apos a exposi¢cao: tempo zero,
24, 48, 72 e 96 horas. As laminas histoldgicas contendo o corpo gorduroso de 3
fémeas para cada grupo experimental foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE),
Sudan Black, Xilidine Ponceau e PAS + azul de bromofenol. Nos individuos expostos
a Azadiractina (FN-I e FN-II), notou-se um padrao morfologico distinto dos trofécitos
em relagdo ao grupo controle, com vacuolizagdo mais pronunciada no citoplasma e
granulagdes nucleares mais evidentes, enquanto que o0s endcitos apresentaram
grumos de compactagao cromatinica nuclear, vacuolos atipicos no seu citoplasma e
nucleo irregular. Apés 96 horas de exposicao, notou-se diferenca estatisticamente
significativa nas médias dos individuos para velocidade e distancia percorrida, sendo
menor nos individuos expostos a maior concentracdo de 6leo de nim. Houve a
tentativa de quebra de diapausa em virtude de baixo numero amostral de fémeas. O
monitoramento mensal da nidificacao sugere que a sua taxa no periodo de estudo,
bem como as taxas de mortalidade e parasitismo, também tenha influenciado a baixa
emergéncia de individuos de T. diversipes, além das condigdes climaticas. A analise
global dos resultados obtidos indica a tendéncia de que a Azadiractina causa efeitos
subletais em T. diversipes ao induzir efeitos histopatolégicos em células do corpo
gorduroso, o que pode afetar as diversas fungdes que o 6rgao desempenha, bem
como sobre o comportamento de locomocéao dos individuos.

Palavras-chave: abelha nativa, bioinseticida, ecotoxicologia, video tracking.



ABSTRACT
The solitary bee Tetrapedia diversipes Klug (1810) (Hymenoptera: Apidae) nests in

pre-existing cavities and collects floral resources to build nests and feed the adult and
offspring. During foraging, this native bee may come into contact with different
substances applied to plants. In order to evaluate the effects of the bioinsecticide neem
oil (Azadirachta indica) on the fat body cells and behavior of adult females of T.
diversipes in two concentrations of the commercial formulation FitoNeem, artificial
nests (trap nests) were collected from November 2023 to March 2024 and managed
in the laboratory. The experimental groups of the contact exposure bioassays were:
solvent control group (acetone); lowest concentration (FN-1) and highest concentration
(FN-II) of Fitoneem applied in the field. Behavioral analysis of all individuals occurred
at different times after exposure: time zero, 24, 48, 72 and 96 hours. Histological slides
containing the fat body of 3 females for each experimental group were stained with
Hematoxylin and Eosin (HE), Sudan Black, Xylidine Ponceau and PAS + bromophenol
blue. In individuals exposed to Azadirachtin (FN-I and FN-II), a distinct morphological
pattern of trophocytes was observed in relation to the control group, with more
pronounced vacuolization in the cytoplasm and more evident nuclear granulations,
while oenocytes presented clumps of nuclear chromatin compaction, atypical vacuoles
in their cytoplasm and irregular nucleus. After 96 hours of exposure, a statistically
significant difference was observed in the means of the individuals for speed and
distance traveled, being lower in individuals exposed to higher concentrations of neem
oil. There was an attempt to break diapause due to the low sample number of females.
Monthly monitoring of nesting suggests that its rate during the study period, as well as
mortality and parasitism rates, also influenced the low emergence of T. diversipes
individuals, in addition to climatic conditions. The overall analysis of the results
obtained indicates the tendency for Azadirachtin to cause sublethal effects in T.
diversipes by inducing histopathological effects in fat body cells, which may affect the
various functions that the organ performs, as well as the locomotion behavior of
individuals.

Keywords: native bee, bioinsecticide, ecotoxicology, video tracking.



SUMARIO

1 INTRODUGAO ......coeieirereieeeeieessesaessessessessessessessesssssesssssessessesssssesssssesssssssssssssssens 10
70 1= 1 I Y0 1 13
21 0DbJetivo geral .............coooiiiiii e 13
2.2 Objetivos eSPecCifiCos ...........ooovmiiiiiiii i 13

3 FUNDAMENTAGAO TEORICA .......oceeeceereeeeeseesse s ens s s sns s s snssssssens 14
3.1 Utilizacao de pesticidas e a polinizagao por abelhas ................................. 14
3.2 Tetrapedia diversipes — uma breve caracterizagao...................c................ 16
KRG I B 07 o Ty o T J € To T o 11T ¢ o X o 20U 17
3.4 O nim indiano (Azadirachta indica) ...................ccccccccccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiininnnnn. 19

L 8 1 = 010 10 T 0 T 22
4.1 Obtencgao dos individuos em campo................ccoovviiiiiii e, 22
4.2 Manutencgao dos individuos em laboratorio......................cccccovieeee . 23
4.2.1 Quebra de diapPauSa..........c.cccoeieiiiieiiieeeree e 26

4.3 Grupos experimentais .............ccoooeiiiiiiiiiiii e 29
4.4 Preparo das SOIUGOES .............ooiiiiiiiii et e e e e e eees 29
4.5 EXPOSIGAO tOPICA.......ccooiiiiieii e 32
4.6 Processamento histolégico e analise do corpo gorduroso ....................... 33

B RESULTADOS ... s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s e s s s s e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnas 35
5.1 Obtengao dos individuos ... 35
5.2 Monitoramento dos ninhos coletados e quebra de diapausa.................... 35
5.3 Efeitos da Azadiractina sobre o corpo gorduroso de T. diversipes.......... 39
5.4 Efeitos da Azadiractina sobre o comportamento de T. diversipes............ 44

B DISCUSSAD .......ceeceeeeeeeeceeseessessessesaessessessessessessessessessssssssssssssesssssessessessesssssesnees 47
7 CONCLUSAOQ .......ooeeeeeeeeeeceeeaessesaesaesaessessessessessessesaessessessssssssesssssessssssssessssssssees 52

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .........cccortreeertreseeesesssssassesesesssssessssssssssnssssans 53



10

1 INTRODUGAO

A transformagcdo na base técnica da producdo agricola nacional desde a
Revolugdo Verde garantiu a posicdo do Brasil como um dos maiores produtores
mundiais de commodities agricolas, entretanto vem provocando impactos ambientais
negativos de diferentes magnitudes (Matos; Pess6a, 2011; Silva, 1996; SINDIVEG,
2015; Teixeira, 2005). Alem das mudangas climaticas intensificadas pela emisséo de
gases de efeito estufa e consumo de combustiveis fosseis, 0 uso indiscriminado de
agrotoxicos na produgdo de alimentos também acarreta na instabilidade e
deterioragdo dos recursos naturais, pontos diretamente ligados ao modelo agrario
prevalecente no pais (Rigotto; Vasconcelos; Rocha, 2014; Teixeira, 2005).

Fatores como a rapida dissipagdo no solo e nas aguas e o alto poder de
escoamento culminam na acumulagdo dos agrotoxicos em segmentos bidticos e
abidticos do ecossistema, levando a contaminacao de corpos d’agua e espécies nao
alvo, o que provém impactos significativos sobre organismos aquaticos, comunidades
tradicionais, trabalhadores rurais, insetos benéficos e componentes da cobertura
vegetal (Egger et al., 2021; Lopes; Albuquerque, 2018; Ribas; Matsumura, 2009).
Dessa forma, torna-se emergente a reducao desses impactos citados por meio da
implementagdo de modelos de producdo que permitam que o pais alcance um
desenvolvimento sustentavel ao passo que conserva seu patriménio ambiental
(Pellegrino; Assad; Marin, 2007).

E frente a este cenario que o cultivo organico se demonstra como uma alternativa
viavel pelo fato de n&o utilizar produtos quimicos sintéticos, resguardar o ambiente de
grandes impactos e produzir alimentos sem agrotéxicos (Roel, 2002). Com um
ambiente mais estavel, tal técnica de producdo propde manter a presenga de
polinizadores e de inimigos naturais de insetos fitéfagos, de forma que as interagdes
ecoldgicas e sinergismos entre os componentes biolégicos gerem fertilidade do solo,
produtividade e prote¢cdo dos agroecossistemas (Altieri, 2001; Ormond et al., 2002;
Roel, 2002). Assim, a protecao do servico ecossistémico de polinizagao é essencial
para a manutengao e aumento da produtividade agricola (De Groot et al., 2002).

As abelhas sao responsaveis por cerca de 73% da polinizacdo de espécies
vegetais cultivadas no mundo e apresentam grande eficiéncia na atividade por
possuirem adaptacgdes as estruturas florais complexas (FAO, 2004; Nogueira-Couto

et al., 1990). Além disso, os individuos beneficiam-se do néctar e polen das flores por



11

meio do forrageamento, servindo estes como base da alimentacao de adultos, larvas
€ pupas, uma vez que sao compostos por carboidratos, vitaminas e agua, e proteinas,
lipidios, minerais e vitaminas, respectivamente (Barbosa et al., Ribeiro; Régo;
Machado, 2008).

Adicionalmente, as abelhas nativas tém alta eficiéncia na polinizagao de cultivos
convencionais e organicos (Bawa, 1990; Heithaus, 1979; Santos, 2010), sendo
responsaveis pela polinizacdo de 40% a 90% das espécies arboreas, e participam da
polinizagcédo de cultura de frutos de interesse comercial. Portanto, a conservagao da
biodiversidade brasileira de polinizadores reflete na preservagao de matas nativas e
manutengao da producao de alimentos (Costa-Maia; Lino-Lourenco; Toledo, 2010;
Kerr et al., 1996).

Segundo Beringer et al. (2019), a perda do servigo ecossistémico de polinizagéao
devido ao uso indiscriminado de agrotdxicos € um risco iminente que afeta as abelhas.
Tal fator é levado em consideragao pelo cultivo organico ao fazer uso de métodos
alternativos para o controle de espécies que ameacem a producdo, sendo um deles
os inseticidas naturais a base de plantas, chamados de biopesticidas (Roel, 2001).
Apesar de mais amigaveis aos diferentes componentes do ecossistema, deve-se
reiterar que os biopesticidas apresentam eficiéncia no controle de diferentes insetos e
microrganismos nocivos a partir de métodos de facil aplicagao e aquisicao (Xavier et
al., 2018).

Levando em consideragdo os efeitos ja descritos de 6leos essenciais sobre o
sistema nervoso de insetos pragas, como alteragdes no comportamento de voo ou
forrageamento, em adi¢ao aos efeitos sobre o crescimento, alimentacao e reproducao,
ha a preocupacao se esses compostos possam estar agindo negativamente também
sob espécies de inseto benéfico ndo alvo (Copping; Menn; 2000; Pavela; Benelli,
2016).

Sendo o 6leo de nim um bioinseticida obtido a partir das sementes de nim
indiano (Azadirachta indica A. Juss) (Meliaceae) e amplamente utilizado em cultivos
organicos e hortas domésticas, sabe-se que este apresenta o ingrediente ativo
Azadiractina capaz de gerar efeitos letais e subletais sobre espécies de inseto nao
alvo. No entanto, estudos dos efeitos da Azadiractina sobre a abelha nativa solitaria
Tetrapedia diversipes ainda nao foram realizados, apesar de sua grande importancia

enquanto inseto neotropical polinizador, com ampla distribuicdo e bionomia bem
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conhecida, além de ser uma espécie bem avaliada em estudos ecotoxicolégicos
(Assis et al., 2022; Camilo, 2005).

Busca-se, assim, avaliar os efeitos do 6leo de nim sobre a Tetrapedia diversipes
de forma de forma a contribuir com avangos na area de ecotoxicologia de abelhas
nativas e para a conservagao da biodiversidade brasileira ao compreender os
potenciais riscos da Azadiractina para insetos polinizadores de culturas organicas de

interesse nacional.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do bioinseticida conhecido como 6leo de nim sobre as células
corpo gorduroso de fémeas adultas da abelha solitaria Tetrapedia diversipes em duas
concentragdes de FitoNeem (principio ativo Azadiractina) aplicadas no campo, apos
96 horas de exposi¢céo aguda topica, em relagéo aos individuos do grupo controle nao

expostos e mantidos sob as mesmas condigoes.

2.2 Objetivos especificos

- Realizar o monitoramento mensal da nidificagao de T. diversipes no campo
para coleta e monitoramento da emergéncia das abelhas adultas fémeas em
laboratorio e seu uso nos bioensaios toxicologicos;

- Realizar a analise histopatologica nas células do corpo gorduroso, com base
na incidéncia de cada alteragao morfolégica causada pelo principio ativo Azadiractina,
em comparagao com abelhas ndo expostas ao 6leo de nim;

- Realizar a analise histoquimica dos trofocitos do corpo gorduroso,
especificamente a frequéncia dos granulos de proteinas, lipidios e distribuicdo de
carboidratos no citoplasma dos trofécitos, nos grupos expostos e ndao exposto ao éleo
de nim;

- Analisar o comportamento das abelhas, por meio de video tracking, em
diferentes momentos apds a exposicdo ao nim, para avaliagdo dos diferentes
parametros de movimento ao longo do tempo pds-exposi¢cédo, nos grupos expostos e
nao exposto ao dleo de nim, de forma a compreender os efeitos temporais deste 6leo

sobre os padrées comportamentais.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 Utilizacao de pesticidas e a polinizagao por abelhas

A agricultura brasileira, marcada pelo processo de modernizagédo da Revolugéo
Verde desde a década de 1950, tem demonstrado, cada vez mais, a utilizacdo de
métodos mecanizados que corroboram com novos modelos de produgcéo no setor
agrario (Teixeira, 2005). Com a possibilidade de ampliar areas cultivadas e a escala
de producdo, a constante busca por uma maior rentabilidade é acompanhada por
equipamentos e insumos, visando gerar excedentes exportaveis (Teixeira, 2005).

Tal modernizagdo configura-se como a transformacédo na base técnica da
producao agropecuaria com foco em culturas de interesse internacional, tendendo a
fortalecer monoculturas e garantindo a posigdo do Brasil como um dos maiores
produtores mundiais de commodities agricolas (Silva, 1996; Matos, Pessba, 2011;
Sindiveg, 2015). No entanto, a priorizacdo do desenvolvimento a qualquer custo a
partir da expanséo da fronteira agricola provoca impactos ambientais negativos de
diferentes magnitudes, seja a partir da emissao de gases de efeito estufa advinda das
queimadas que caracterizam o sistema de derrubada e queima, seja pelo
desmatamento e consumo de combustiveis fésseis, demonstrando a instabilidade e
deterioragdo dos recursos naturais causados pelo modelo agricola atual e
prevalecente no pais (Pellegrino, Assad, Marin, 2007).

Para além das mudancas climaticas, faz-se necessario citar os impactos
ambientais causados pelo uso indiscriminado de insumos quimicos na produgao
agricola, como os agrotoxicos, que também se acentuou a partir da década de 1960
e atualmente faz do Brasil o maior consumidor dessas substancias do mundo (Rigotto,
Vasconcelos, Rocha, 2014; Teixeira, 2005). Caracteristicas como a rapida dissipacgao
no solo e nas aguas e alto poder de escoamento garantem a potencialidade dos
agrotoxicos a contaminar reservatérios de agua, rios, bacias fluviais, impactando
diretamente os organismos vivos aquaticos, comunidades tradicionais proximas as
areas de cultivo e trabalhadores rurais (Egger et al., 2021; Lopes, Albuquerque, 2018).
A preocupacgao também €& alarmante acerca da contaminagao de espécies nao-alvo,
como peixes destinados ao consumo humano, insetos e componentes da cobertura
vegetal, advinda da capacidade de acumulagdo dos agrotdéxicos nos segmentos

bidticos e abidticos do ecossistema (Ribas, Matsumura, 2009).
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Compreende-se, portanto, a imprescindibilidade da redugdo dos impactos
acima citados por meio da implementagdo de modelos de produgdo agricola
eficientes, que permitam que o pais alcance um desenvolvimento sustentavel ao
passo que conserva seu patriménio ambiental (Pellegrino, Assad, Marin, 2007).

E frente a este cenario que o cultivo organico na agricultura ecoldgica se
demonstra como uma alternativa mais sustentavel e amigavel aos diferentes
componentes da biodiversidade e as mudancgas climaticas, uma vez que bane o uso
de produtos quimicos, resguarda o ambiente de grandes impactos, produz alimentos
sem contaminantes e diminui os custos de producdo, sem que haja grandes
alteragdes do solo (Roel, 2002). Por meio de um ambiente mais estavel, um dos
objetivos do cultivo organico é manter a presenga de polinizadores e de inimigos
naturais de insetos fitéfagos, de forma que as interagdes ecoldgicas e sinergismos
entre os componentes bioldgicos criem a fertilidade do solo, a produtividade e a
protecao da cultura. (Altieri, 2001; Ormond et al., 2002; Roel, 2002).

A polinizagao é imprescindivel para a reproducado de espécies vegetais tanto
em cultivos convencionais quanto em cultivos organicos, visto que se trata do
processo de transferéncia do grao de pdlen para o estigma nas Angiospermas por
meio de atividades de animais vertebrados e invertebrados, bem como por fatores
abioticos (Andrade, Romeiro, 2009; Lima, Rocha, 2012). Uma vez diretamente ligada
a produgao de sementes, graos, frutas e 6leos, a polinizagdo demonstra-se como um
servigo ecossistémico essencial para a manutencdo e produtividade agricola (De
Groot et al., 2002).

Quanto aos insetos polinizadores, estima-se que as abelhas sejam
responsaveis por 73% da polinizagdo de espécies vegetais cultivadas no mundo e
apresentam maior eficiéncia na atividade por possuirem adaptacdes as estruturas
florais complexas (Fao, 2004; Nogueira-Couto et al., 1990). Em decorréncia de sua
atividade de forrageamento, as diferentes espécies de abelhas beneficiam-se do
néctar e polen advindos das flores, servindo estes como base da alimentagdo de
individuos adultos, larvas e pupas, e tornando possivel a reproducao de diversas
espécies vegetais como consequéncia (Barbosa et al., 2017).

A Apis mellifera (Linnaeus, 1758), a abelha africanizada, € uma espécie exdtica
criada em larga escala por fornecer grandes quantidades de mel e destaca-se entre
as espécies utilizadas nas monoculturas mundiais para a produgao de frutos (Costa-

Maia, Lino-Lourenco, Toledo, 2010; D’avila, Marchini, 2005). Apesar da imensuravel
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importancia econdmica e grande contribuigdo na atividade de polinizagcao
apresentadas pelas abelhas meliferas, as abelhas nativas também possuem
relevancia na prestacdo deste servico ecossistémico, caracterizando-se como os
visitantes florais mais abundantes nas regides tropicais e demonstrando eficiéncia em
cultivos convencionais ou orgéanicos, bem como em culturas de estufa e abertas
(Heithaus, 1979; Bawa, 1990; Santos, 2010).

Assim, as abelhas nativas sdo responsaveis pela polinizagdo de 40% a 90%
das espécies arbdreas, polinizando também a cultura de diversos frutos de interesse
comercial (tomate, maracuja-amarelo, caju e acerola), caracteristicas notaveis que
refletem a importancia da conservagcdao da biodiversidade brasileira para a
preservacdo de matas nativas e manutencio da producao de alimentos consumidos
em todo o territério nacional. (Costa-Maia, Lino-Lourengo, Toledo, 2010; Kerr et al.,
1996).

3.2 Tetrapedia diversipes — uma breve caracterizagao

Do numero de espécies registradas para abelhas (mais de 20.000 atualmente),
sabe-se que pelo menos 85% delas sao classificadas como solitarias, uma das trés
categorias de comportamento (Batra, 1984). Nesse modo de vida, cada fémea realiza
o processo de nidificacdo de forma independente, desde a construgao do ninho até a
postura de células de cria, e morre antes da emergéncia da geragdo subsequente
(Batra, 1984). E importante citar que as abelhas das familias Apidae e Megachilidae
sao representativas em termos de grupos que constroem seus ninhos em cavidades
pré-existentes (Marchi, 2008).

Dentro do grupo de abelhas solitarias na regido Neotropical, as tribos Centridini,
Tapinotaspidini e Tetrapediini evoluiram com um comportamento especializado de
coleta de recursos florais traduzidos em adaptagdes morfolégicas complexas, como
cerdas simples ou ramificadas (escopas) nas pernas posteriores e/ou médias, mais
acentuadas nas fémeas, para coletar e transportar 6leos florais produzidos por plantas
das familias Mapighiaceae, Scrophulariaceae, Krameriaceae, Solanaceae, Iridaceae
e Orchidaceae (Alves-dos-Santos; Machado; Gaglianone, 2007; Cavalcante, 2016;
Neff; Simpson, 1981; Schlindwein, 2004; Vogel, 1974). A efetividade de polinizagao
por abelhas especializadas solitarias, em geral, demonstra-se como nao substituivel

por abelhas generalistas, de forma que possuem um papel importante na manutencgao
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de espécies vegetais e se mostram até mais eficientes na polinizagdo comparado a
abelhas sociais em determinadas culturas (Cavalcante, 2016; Imperatriz-Fonseca et
al., 2005; Schilindwen, 2004).

A espécie nativa solitaria Tetrapedia diversipes Klug (1810) (Hymenoptera:
Apidae), tendo ampla distribuicdo e bionomia bem conhecida (Camillo, 2005),
destaca-se enquanto visitante frequente de culturas de tomate, murici, morango e
café, e € uma das espécies que conta com adaptagdes morfoldégicas nas pernas
posteriores (escopa) para a coleta de recursos florais para além de pdlen e néctar: as
fémeas do género fazem ninhos em cavidades pré-existentes, com revestimento e
divisao das células feitos de uma mistura de areia e 6leo (Alves-dos-Santos; Machado;
Gaglianone, 2007). Assim, ao coletar seus recursos de plantas ruderais, torna-se alvo
facil de exposicao por contato a particulas de pesticidas no ar ou na superficie de
espécies vegetais (Assis et al., 2022).

Demonstra-se, dessa forma, como uma espécie nativa que pode desempenhar
um eficiente papel de bioindicador para o monitoramento ambiental devido ao seu
comportamento de forrageamento, que faz da espécie sensivel a efeitos de disturbios

ambientais (Menezes et al., 2012).

3.3 O Corpo Gorduroso

O corpo gorduroso € um tecido que preenche a cavidade do corpo dos insetos
e apresenta-se como um 6rgao de multiplas funcdes, tendo destaque a de reserva
energética e de sede principal do metabolismo intermediario, e é constituido,
principalmente, por dois tipos celulares: trofocitos e endcitos (Cruz-Landim, 2009).

Os trofdcitos sao células de origem mesodérmica e sao responsaveis pelo
armazenamento de lipidios, proteinas e carboidratos sob a forma de glicogénio, bem
como por sintetizar a maior parte das proteinas presentes na hemolinfa, o que facilita
a troca de metabdlitos (Cruz-Landim, 2009; Oliveira; Cruz-Landim, 2003). Quanto a
sua morfologia, sdo células com grande nucleo irregular e estruturas de reserva no
citoplasma (como granulos ou ‘gotas’ de lipidio) e grande quantidade de reticulo
endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi, bem como corpos vesiculares largos e
vacuolos aparentes (Skowronek; Strachecka, 2021). Destacam-se nos processos de
desintoxicagao, excregao do organismo e sintese de vitelogenia, além do acumulo de

reservas especialmente nas larvas (Chapman, 2013; Keeley, 1985; Pan et al., 1969).
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Os endcitos, por sua vez, sao células de origem ectodérmica dispersas no
corpo gorduroso, entre os trofdcitos, com contorno bem definido e capazes de
ativamente absorver substancias da hemolinfa em individuos adultos, bem como
sintetizar carboidratos (Cruz-Landim, 2009; Skowronek; Strachecka, 2021). E
importante citar que a proporcao de células de trofécitos e endcitos varia de acordo
com a fase da vida em que o inseto se encontra (Oliveira; Cruz-Landim, 2003. Santos,
2013).

A histofisiologia do corpo gorduroso pode ser influenciada por fatores como o
ciclo de muda, estado nutricional e de desenvolvimento do inseto (Cotton; Anstee,
1991). Em abelhas, é mais desenvolvido em adultos jovens e em fémeas, sendo
encontrado em mais abundancia no abdémen em todos os individuos adultos (Cruz-
Landim, 2009). Em fémeas das espécies de abelhas solitarias, como Tetrapedia
diversipes, os trofécitos predominam sobre os endcitos no compartimento visceral,
uma vez que sintetizam o vitelogenina, precursora da vitelina depositada nos ovdcitos
durante a vitelogénese, o que demonstra relagcdo com o desenvolvimento de ovarios
(Cruz-Landim, 2009; Keeley, 1985; Pan et al., 1969). Nota-se, assim, a diferenca na
composi¢ao celular do corpo gorduroso em abelhas solitarias a partir do sexo.

Em conjunto com as células do sistema imunitario e as células pericardicas, o
corpo gorduroso demonstra-se como um importante preditor de efeitos de agrotoxicos
ao compor o Sistema Hepato Nefrocitico (HNS), ou primeira via de desintoxicagdo em
nivel celular nas abelhas, ativada quando em contato com um agente estressor para
minimizar efeitos deletérios de compostos quimicos no organismo (Abdalla;
Domingues, 2015; Assis, 2022).

As particulas residuais de pesticidas podem chegar ao corpo gorduroso ao
atravessar o exoesqueleto e chegar a hemolinfa durante a atividade de
forrageamento. Os residuos sao levados ao vaso dorsal, érgao responsavel pela
promoc¢ao da circulagdao de hemolinfa no corpo dos insetos, apds passar pelo Sistema
Hepato Nefrocitico, onde ha o contato direto com os trofécitos e endcitos (Abdalla;
Domingues, 2015).

Dado o exposto, o corpo gorduroso demonstra-se, assim, como um o6rgao de
alta relevancia em estudos toxicologicos (Assis, 2022; Balsamo et al., 2020; Cousin et
al., 2013; Abdalla; Domingues, 2015; Lycett et al., 2006).
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3.4 O nim indiano (Azadirachta indica)

O Nim ou Amargosa (Azadirachta indica A. Juss) € uma arvore pertencente a
familia Meliaceae, nativa de regides aridas do sul asiatico e cultivada em ampla escala
nos Estados Unidos, Australia, paises da Africa e América Latina, principalmente pelo
seu potencial uso medicinal, propriedades de repelente e bioinseticida (Neves;
Oliveira; Nogueira, 2003).

Com um bom desenvolvimento em temperaturas acima de 20 °C e precipitagao
pluviométrica anual entre 400 e 800 mm, o nim é uma planta muito resistente e de
crescimento rapido, podendo atingir até 25 m (Neves; Nogueira, 1996). Sendo uma
arvore robusta, o potencial ecologico do nim consiste na utilizagcdo em larga de
espécimes em programas de reflorestamento e recuperacéo de areas degradadas,
bem como enquanto componente arbéreo em sistemas agroflorestais, consorciado
com sisal, amendoim, feijdo, algodéo, sorgo e mandioca (Martins, 2008; Neves, 2004
Neves; Nogueira, 1996). A madeira avermelhada, dura e resistente do tronco atrai
interesse pelo grande potencial para fins energéticos e producao de carvao, e as
folhas verde-escuras sao utilizadas como pasta para o tratamento de doencgas por
erupcdes cutaneas e para evitar doencas perioddnticas em pessoas na Asia e Africa
(Araujo et al., 2000; Martins, 2008; Soares et al., sd.).

Tratando do potencial uso medicinal do nim indiano, as caracteristicas
interessantes provém, sobretudo, do extrato bruto ou 6leo vegetal, que é o principal
produto dessa espécie e apresenta compostos biologicamente ativos extraidos das
folnas, caules e sementes, sendo a azadiractiha o mais importante
tetranortriterpenoide limonoide extraido das sementes, responsavel pelas agodes
contra insetos (Neves, 2004; Martins, 2008; Mordue (Luntz); Nisbet, 2000).

A Azadiractina tornou-se importante no controle de espécies indesejadas em
cultivos por seu largo espectro de agao e rapida biodegradagéo, sem que haja agéao
fitotdxica ou téxica ao homem, bloqueando o desenvolvimento dos insetos (Martins,
2008; Benicio; Neto; Sousa, 2009). De acordo com Neves e Nogueira (1996), os
extratos de nim provocam distorcdes na metamorfose, efeitos antialimentar, inibicdo
do crescimento, malformagao, reducgéo da fertilidade e mortalidade, principalmente em
artrépodes que ingerem ou entram em contato com substratos tratados com o 6leo

(Neves; Nogueira, 1996).
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Os efeitos primarios anti-alimentares sobre os insetos sdo produzidos pela
estimulacédo de quimiorreceptores nas partes bucais, juntamente com a interferéncia
na percepgao de fagoestimulantes por outros quimiorreceptores, enquanto os efeitos
secundarios sobre a alimentacido, desenvolvimento e interrupgcado reprodutiva sao
causados diretamente nos tecidos somaticos e reprodutivos e indiretamente pela
interrupcao de processos enddcrinos (Mordue (Luntz; Nisbet, 2000; Mordue (Luntz) et
al., 1998).

Assim, compreende-se que a Azadiractina é capaz de gerar efeitos letais e
subletais sobre espécies de inseto ndo alvo a partir de alteragdes fisiolégicas e
comportamentais, reduzindo a alimentagcdo e aumentando a mortalidade, além de
induzir a ocorréncia de ecdises anormais e tardias que afetam o crescimento durante
o desenvolvimento (Gupta; Dikshit, 2010; Mordue-Luntz; Nisbet, 2000). Apesar disso,
estudos sobre o efeito do 6leo de nim em insetos nao alvo ainda sdo escassos, o que
dificulta avaliar o risco do composto para os insetos benéficos em cultivos organicos
de modo a estabelecer concentragbes seguras para o uso desse biopesticida.

Tendo como exemplo a espécie benéfica ndo alvo, o predador Ceraeochrysa
claveri (Neuroptera: Chrysopidae), Scudeler et al. (2016) demonstraram que o 6leo de
nim apresentou efeitos citotoxicos sobre o intestino de individuos adultos apds
exposi¢cao oral no periodo larval, como alteragbes ultra estruturais nas células
colunares (principais) e regenerativas. Em adigao, alteragdes ultra estruturais sobre
as fibras musculares viscerais, como a reducdo de miofilamentos e acumulo de
estruturas de membrana, bem como sinais de degeneracgao, foram demonstrados para
individuos adultos de Ceraeochrysa claveri expostos a Azadiractina por meio de dieta
contaminada durante o periodo larval, de modo que a camada de musculo visceral
também é alvo indireto da a¢ao do 6leo de nim neste inseto benéfico (Scudeler et al.,
2017)

Em Apis mellifera, o efeito do 6leo de nim foi observado quando aplicado sob
colmeias para controle de Varroa destructor, de forma a resultar em mortalidade de
100% dos ovos e atraso no desenvolvimento larval em concentragao de 21,1%, bem
como o decréscimo da oviposigao a concentragao de 10,6% e morte de duas abelhas
rainhas apds uma aplicagao a 5,3% (Gonzalez-Gomez et al., 2016).

Em abelhas ndo Apis, os unicos dois estudos concluidos sdo com abelha social
sem ferrdo. O efeito negativo do dleo de nim foi demonstrado sobre as rainhas de

Partamona helleri (Friese, 1900) e resultou na reducao das taxas de sobrevivéncia,
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afetando o tempo de desenvolvimento e causando deformagdes no 6rgao reprodutivo
(Bernardes et al., 2018). Em outro estudo, larvas de operarias de Melipona
quadrifasciata foram expostas a Azadiractina, resultando em pupas e adultos
deformados (Barbosa et al., 2015).
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencgao dos individuos em campo

Para a confecc¢ao dos ninhos artificiais (frap nests) alocados em abrigos (hotéis)
previamente instalados no campo, utilizou-se tubos de cartolina branca com a
extremidade do fundo fechada e com didmetro de 6 mm, inseridos em 4 blocos de
madeira Cambara, cada um medindo 21 cm x 14 cm x 7 cm (Camillo, 2005; Aguiar;
Martins, 2002). Os blocos foram instalados em hotéis em fragmentos vegetacionais
dentro da universidade e seu entorno imediato (sistema agroflorestal), em uma regiao
de transigao entre Mata Atlantica e Cerrado, com predominancia de Floresta Tropical
Sazonal Seca (Corréa et al., 2014).

As inspe¢bdes dos hotéis ocorreram mensalmente e, em cada uma delas,
metade dos tubos nidificados foram coletados e conduzidos para o laboratério para
monitoramento da emergéncia dos individuos nas condi¢des in vitro, enquanto a outra
metade permaneceu em campo para manutencao da populacgao local. A manutencao
de cada abrigo, para além da coleta dos tubos nidificados, também consistiu na
limpeza de pdlen e 6leo acumulados nos blocos de madeira, bem como na remogéao

e controle de espécies indesejadas de parasitas (Figura 1).

Figura 1 - (A) Hotéis das abelhas com blocos de madeira Cambara e tubos de cartolina branca

(ninhos artificiais ou trap nests). (B) Manutengéo dos blocos e hotéis, coletando apenas metade dos

tubos de cartolina e substituindo-os por novos.

s o

Fonte: elaborado pela autora.
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Individuos em atividade de voo em campo nao foram coletados devido a
incerteza quanto a idade, exposicao a estressores diversos no campo e a alimentacao,
variaveis estas que poderiam comprometer a analise do corpo gorduroso, bem como
a idade pode interferir na analise comportamental, devido aos estressores prévios que
os individuos poderiam sofrer em campo e que comprometem variaveis como tempo

de voo e tempo de locomogao ao caminhar.

4.2 Manutencgao dos individuos em laboratério

ApOs a coleta e transporte ao laboratoério, os ninhos ocupados com as células
de cria foram individualmente acondicionados em tubos cilindricos de acrilico (12 cm
x 2,5 cm) individualmente etiquetados (Figura 2). Originalmente, os tubos acrilicos
foram mantidos em estufa B.O.D com controle de umidade e (60% L 20%) e
temperatura (29 L 2°C), até a emergéncia dos adultos. Apés a emergéncia, os
individuos foram identificados e separados de acordo com o sexo (macho e fémea) e
individualmente alocados em potes para bioensaio contendo alimento ad libitum
(solugao 1:3 de agucar demerara organico e agua), sendo feito o controle da idade

para o posterior bioensaio.
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Figura 2 - (A) Tubos de acrilico individualmente etiquetados com ninhos artificiais (trap nests)

acondicionados para manutengao da emergéncia dos individuos. (B) Individuos de Tetrapedia

diversipes (seta) e Centris analis no mesmo tubo apés emergéncia.

Fonte: elaborado pela autora.

Os ninhos em tubos acrilicos mantidos em estufa do tipo B.O.D foram
monitorados diariamente para verificagdo de emergéncia e soltura de individuos de
outras espécies que também nidificam nas mesmas cavidades pré-existentes, como
€ o caso da abelha solitaria Centris analis, individuos Coelioxys sp. € outras abelhas
da familia Megachilidae, bem como vespas cleptoparasitas. Informagdes com relagao
ao local de coleta, data de coleta, data de emergéncia, espécie e uso final de cada
individuo (soltura ou manutencéo in vitro) foram coletadas e planilhadas. Dessa forma,
tornou-se possivel o controle de diversos parametros acerca dos individuos emergidos
em laboratério, bem como a idade destes para utilizagdo em bioensaios.

Apos a emergéncia, as abelhas recém-emergidas foram acondicionadas em
recipientes de plastico com furos para ventilagdo e contendo um recipiente com
algodao encharcado em solugao de xarope (1:3 agucar-agua) e mantidas em estufa
incubadora do tipo B.O.D para aclimatagao (Figura 3).
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Figura 3 - (A) Recipiente plastico com furos para ventilagdo contendo recipiente com algodao

encharcado em solugdo de alimento (xarope), de 1:3 agucar-agua. (B) Individuo de Tetrapedia

diversipes em aclimatagao no recipiente de bioensaio.

Fonte: elaborado pela autora.

No entanto, notou-se a baixa praticidade para trocar os alimentadores de
algodao sem que fosse necessario anestesiar os individuos durante as 96 horas,
assim como uma notavel dificuldade no momento da transferéncia dos potes de
bioensaio para as placas de Petri a cada 24 horas para o video tracking.

Assim, com o intuito de reduzir o estresse dos individuos pela constante
abertura dos potes e evitar a crioanestesia sem necessidade (mantendo-a somente
para o momento precedente da exposi¢cao e dissecgdo do 6rgao), optou-se por
acondicionar os individuos apés emergéncia em tubos Falcon de 15 mL, com
microtubos (tipo Eppendorf) furados na extremidade, que serviram como
alimentadores (Figura 4). Assim, a oferta ad libitum do alimento tornou-se mais efetiva
e os individuos puderam ser transferidos para as placas de Petri com maior facilidade
e menos estresse, direcionando a saida do tubo Falcon (onde coloca-se a placa de

Petri) em diregéo a luz.
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Figura 4 - (A) Novo recipiente para aclimatagao dos individuos, feito com tubo Falcon de 15 mL e
microtubo (seta) na extremidade para oferta ad libitum do alimento. (B) Individuos de Tetrapedia

diversipes em aclimatagao no novo recipiente.

Fonte: elaborado pela autora.

4.2.1 Quebra de diapausa

A queda da emergéncia de Tetrapedia diversipes nas condigdes de laboratorio
foi notéria em momentos de transi¢cao de estagao (verdo-outono) e inverno de 2024,
com agravante do panorama atipico climatico enfrentado no mesmo ano (INMET,
2024), e a obtengao de individuos dentro dos requisitos previamente estabelecidos
referente & idade e sexo das abelhas tornou-se um desafio. Assim, buscou-se
implementar metodologias capazes de interromper o periodo da possivel diapausa,
comum da espécie frente as condicbes desfavoraveis ao desenvolvimento, como
mudanc¢as ambientais repentinas representadas por altas temperaturas ou quedas
bruscas e longos periodos de seca ou chuvosos, aspectos meteorologicos registrados
durante o ano de 2024 (INMET, 2024).

Para relacionar as taxas de emergéncia de Tetrapedia diversipes as condi¢cbes
ambientais de 2024 e compreender o possivel ‘gatilho’ do comportamento de
diapausa, obteve-se dados de registros diarios referentes a amplitude térmica do
periodo compreendido entre a primavera de 2023 e primavera de 2024

(especificamente de novembro de 2023 a setembro de 2024), a partir da Estagao
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Meteorolégica Davis do campus Sorocaba da Universidade Federal de Sao Carlos,
localizada proxima aos pontos de coleta. A média diaria e mensal e desvio padrao dos
registros foram calculados utilizando o software de analise estatistica R.

Dada a quantidade de ninhos coletados entre setembro de 2023 a outubro de
2024 que ainda poderiam apresentar potencial emergéncia dos individuos, buscou-se
realizar a verificagdo e checagem do estagio de desenvolvimento dos individuos
dentro de cada célula de cria por meio da abertura dos frap nests previamente
mantidos em estufa tipo B.O.D a temperatura de 29°C (£ 2° C) e umidade de 60%

(Figura 5). Com base na morfologia das larvas, pré-pupas, pupas ou individuos

adultos, cada ninho poderia ter 3 destinos (Figura 6):

1. Descarte: no caso de ninhos que apresentaram larvas, pupas ou individuos
adultos com aspecto seco, fungado, com formigas ou teia de aranha;

2. Encaminhamento para o teste de diapausa: no caso de ninhos que
apresentaram larvas com aspecto saudavel e presenga de urocitos sub-
tegumentares, visiveis ao estereomicrocopio, pupas em formagéo ou adultos
proximos a emergéncia;

3. Uso ou soltura: no caso de individuos adultos que, no momento da abertura,
sairam do ninho e podem ser usados nos bioensaios; ou individuos adultos de

outras espécies (soltura).
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Figura 5 - (A) Abertura de ninhos para verificagdo do estagio de desenvolvimento dos
individuos e saude das larvas. (B) Larva com a presenga de urécitos e produtos amarelados do
sistema digestorio ao redor. (C) Disposig¢édo horizontal e vertical de larvas em potencial emergéncia.
(D) Larva préxima ao fim do desenvolvimento larval, ja com formacao ocular e de aparato bucal, bem

como a presenga de urdcitos (seta).

Fonte: elaborado pela autora.

Os ninhos restantes apo6s abertura e verificagcdo que continham larvas com aspecto
saudavel foram divididos igualmente em 2 grupos, a fim de testar a influéncia de
fotoperiodo e a amplitude térmica na quebra da diapausa, como descrito por Sgolastra
et al. (2012) para abelhas Osmia sp.:

« Grupo condigao original: mantidos em estufa tipo B.O.D a temperatura de 29°

(£ 2° C)a60% de umidade
e Grupo ‘quebra’ de diapausa: mantidos em outra estufa tipo B.O.D com

fotoperiodo, a amplitude térmica de 10° (22° - 32°C) em variagao de um ciclo
(escuro/claro) de 12:12 horas, a 60% de umidade (Sgolastra et al., 2012).
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Figura 6 - Fluxograma representando a divisao de ninhos com potencial emergéncia para
implementacado da metodologia de interrupgéo do periodo de diapausa (grupo ‘quebra’ — com
fotoperiodo e amplitude térmica) em comparagao ao grupo ‘original’ (temperatura e umidade

constante)

emergéncia

Ninhos com potencial J

Abertura e

checagem
1
[ Descarte ] c;isp:uiz J [ Uso ou soltura ]
[ Grupo ‘original’ Grupo ‘quebra’ ]

Fonte: elaborado pela autora.

4.3 Grupos experimentais

Os individuos identificados como fémeas e na faixa etaria de 1 a 3 dias foram
utilizados para composi¢cao dos grupos experimentais: controle solvente (acetona)
(CTL-A), FitoNeem-lI (FN-lI) na concentracdo mais baixa aplicada no campo e
FitoNeem-II (FN-I1) na concentragdo mais alta aplicada no campo, conforme a bula do
fabricante. Os bioensaios de exposicdo aguda topica ocorreram em blocos

experimentais.

4.4 Preparo das solugoes

Para a preparacdo das solucdes de dleo de nim utilizadas para a exposicao
topica dos individuos, foram selecionadas as concentragées minima (FN-I) e maxima
(FN-II) recomendadas e registradas para uso no campo em culturas agricolas (MAPA)
para o FitoNeem.

A concentragdo minima recomendada é de 1,5 litros de FitoNeem diluidos em
400 litros de agua, o que gera o valor de 3,75 mL para 1 litro de agua. Logo, utilizou-

se 0,1875 mL (= 187,5 microlitros) de FitoNeem para 50 mL de agua na exposi¢ao
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tépica dos individuos. Ja para a concentragao mais alta, tem-se que a concentragao
recomendada € de 3 litros de FitoNeem em 200 litros de agua, obtendo-se 15 mL para
1 litro de agua. Para a solugéo de 50 mL de agua, aliquotou-se 0,75 mL de FitoNeem
para a exposi¢ao dos individuos (Figura 7).

Figura 7 - Preparo das solucdes utilizadas para os ensaios toxicolégicos, aliquotando a
quantidade necessaria para cada uma das concentragdes estabelecidas.

Fonte: elaborado pela autora.

Os calculos realizados sdo demonstrados a seguir:
Minimo: 1,5L de Fitoneem em 400 Litros de agua

Maximo: 3,0L de Fitoneem em 200 Litros de agua

Concentracéo do Oleo de Nim no Fitoneem = 850g/L

e Minimo: 1,5L de Fitoneem em 400 Litros de agua (0,00375 L/3,75mL em 1 Litro
de agua) = 3,19 g/L.

1L do Fitoneem 850 g/L de dleo de Neem
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0,00375L X
X =3,19 g/L

e Maximo: 3,0L de Fitoneem em 200 Litros de agua (0,015 L/15mL em 1 Litro de
agua) = 12,75 g/L

1L do Fitoneem 850 g/L de 6leo de Neem
0,015L X
X=12,75g/L

No entanto, para os testes padronizados de exposicéo por contato em abelhas,
€ necessario usar um solvente organico ao invés de agua para dissolver o principio
ativo de forma que este atravesse o tegumento do térax do inseto. Dessa forma,

utilizou-se a acetona para as diluicdes nos grupos CTL (que passou a ser CTL-A), FN-
I e FN-II.

e Preparo das solugdes para aplicagao nos bioensaios

o Concentragao mais baixa (FN-I):
3,75mL do Fitoneem __ 1000mL(=1L) de acetona
X _ 50mL
X = (50 x 3,75mL)/1000mL
X =0,1875mL (= 187,5 microlitros)

o Concentracao mais alta (FN-II):
15mL do Fitoneem _ 1000mL(=1L) de acetona
X _ 50mL
X =(50 x 15mL)/1000mL
X =0,75mL (= 750 microlitros)
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4.5 Exposicao topica

Os bioensaios foram conduzidos de acordo com os protocolos estabelecidos
pela OECD (Organization for Economic Cooperation and Development) para abelhas
nao Apis (n° 246, 2017), EFSA (European Food Safety Authority, Guidance Document
on the risc assessment of plant protection products on bees, 2013) e USEPA (United
States Environmental Protection Agency, Guidance for assessing pesticide risks to
bees, 2014), com adaptacdes para T. diversipes (Assis et al., 2022).

Para a exposi¢cao topica, as abelhas foram pesadas e anestesiadas por
resfriamento individualmente a 4°C por 1 minuto. A deposi¢cdo de 1 pL da solucéo
sobre o torax de cada abelha ocorreu com o auxilio de uma micropipeta de Hamilton
(Figura 8), em todos os grupos experimentais (CTL-A, FN-I, FN-II).

ApoOs a completa absorgdo da gota depositada no térax, cada abelha foi
transferida para uma placa de Petri para e monitoramento do comportamento inicial
por meio de video tracking. Somente apds a filmagem dos individuos, cada abelha foi

realocada de volta para seu respectivo pote de bioensaio e mantidas em estufa B.O.D.

Figura 8 — Individuo de Tetrapedia diversipes no momento da exposigao a solugdo contendo

0 Oleo de nim. Note 1uL da solugdo/acetona sendo depositada sobre o térax com auxilio de uma

micropipeta de Hamilton.

Fonte: elaborado pela autora.
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As abelhas foram monitoradas a cada 24 horas por 4 dias consecutivos (96

horas apds a exposicao topica).

4.6 Processamento histolégico e analise do corpo gorduroso

Apos 96 horas de exposicdo aguda por contato, os individuos (N=9) foram
anestesiados por resfriamento (4°C) por 3 minutos e, em seguida, foram submetidos
a disseccao sob estereomicroscopio para remogéo do corpo gorduroso. Os 6rgaos
dissecados foram fixados overnight em paraformaldeido a 4% em tampé&o fosfato de
sodio (0,1 mol/L, pH 7,4) e desidratado em uma série crescente de etanol de baixa
temperatura (4° C) (segundo o protocolo de Silva-Zacarin et al., 2012).

Os orgaos foram incluidos em historesina de acordo com as instrugbes do
fabricante (Leica Historesin Embedding Kit), em que para cada 15 mL de resina de
embebicdo, utilizou-se 1 mL de hardner. Apdés a polimerizagdo, os blocos de
historesina foram colados blocos de madeira para serem submetidos a microtomia.

A microtomia consistiu na confecgdo de laminas histolégicas contendo 12
cortes de 3 micrébmetros de espessura cada, em diferentes profundidades do 6rgao.
Posteriormente, as laminas contendo as seccgbes histologicas do 6rgao foram
submetidas a coloragdo por diferentes métodos para analise morfolégica
(Hematoxilina e Eosina) e histoquimica, sendo estes: Xylidine Ponceau para detecgao
de proteinas totais (VIDAL, 1970); Reag¢ao do P.A.S. com contracoloragao de Azul de
Bromofenol para detecgao de polissacarideos neutros (MCMANUS, 1946); Sudam
Black para deteccéao de lipidios neutros (PEARSE, 1960).

A etapa de analise consistiu na avaliagdo de todos os cortes histologicos de
cada lamina, por individuo, em microscopio éptico de campo claro, de forma a definir
o padrao morfolégico e histoquimico do corpo gorduroso, bem como a analise
comparativa do corpo gorduroso entre os individuos representantes de seu respectivo

grupo experimental (CTL-A, FN-I e FN-II).

4.7 Analise comportamental

A analise de comportamento foi realizada com base no método de avaliagao
por video tracking. Para isso, montou-se uma arena de filmagem com uma caixa de
isopor (33 cm x 23 cm x 27,3 cm), uma placa de acrilico para apoio e uma camera

fotografica digital para gravacao dos videos, apenas com a luminosidade natural do
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ambiente. No fundo da caixa de isopor, dispés-se uma folha de papel branco com a
marcacao exata da posicao da placa de Petri, de forma que todos os individuos
fossem filmados da mesma forma e no mesmo angulo.

Cada individuo submetido ao bioensaio foi filmado individualmente por 10
minutos a cada 24 horas por 4 dias (imediatamente apds a exposicao (T0), e 24, 48,
72 e 96 horas apo6s a exposigao). Para a filmagem, as abelhas foram transferidas dos
potes de bioensaio para placas de Petri, onde foram aclimatadas por 5 minutos antes
do inicio das filmagens. Variaveis como velocidade e distancia percorrida foram
captadas pela flmagem para avaliagao pelo software EthoVision, recurso pelo qual

obteve-se os dados referentes aos aspectos previamente citados.
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5 RESULTADOS

5.1 Obtencao dos individuos

Utilizando a metodologia de frap nests apresentada, obteve-se 15 individuos
seguindo os requisitos pré-estabelecidos para a formagao de blocos experimentais,
sendo que 12 destes eram fémeas, demonstrando que a confecgdo de ninhos em
blocos de madeira é efetiva, sobretudo quando o controle da idade dos individuos &
desejado.

A obtencao dos individuos para bioensaio ocorreu de 28 de novembro de 2023
a 25 de margo de 2024, més em que houve uma queda nas taxas de emergéncia,
possivelmente devido a transicdo de estagéo (verdo-outono) e ao panorama atipico
climatico, seguido pelo inverno de 2024. Apos a data citada e com coletas
acontecendo mensalmente (com excecdo ao periodo de inverno), a obtengcdo de
novos individuos nao foi suficiente para contemplar os critérios necessarios para
formar um bloco experimental (fémeas adultas na faixa etaria de 1 a 3 dias de idade

pos-emergéncia para compor os grupos CTL-A, FN-I e FN-II), de forma que N = 9.

5.2 Monitoramento dos ninhos coletados e quebra de diapausa

O monitoramento diario dos ninhos em tubos acrilicos mantidos em estufa do
tipo B.O.D foi realizado no periodo de setembro de 2023 a dezembro de 2024,
resultando em 555 individuos emergidos em laboratorio, sendo divididos em:
Tetrapedia diversipes (macho, fémea e individuos nao identificados), Tetrapedia
curvitarsis (macho, fémea e individuos né&o identificados), Centris analis (macho,
fémea e individuos nao identificados), abelhas da familia Megachilidae e vespas
cleptoparasitas nao identificadas. A relacdo entre o numero de individuos para cada

grupo citado é demonstrada a seguir (Tabela 1).

Tabela 1 - Quantidade de individuos emergidos em laboratério no periodo separada por espécie e
sexo ( NI = ndo identificado).

Espécie Sexo Quantidade
Tetrapedia diversipes Fémea 42
Tetrapedia diversipes Macho 71
Tetrapedia diversipes NI 6
Tetrapedia curvitarsis Fémea 15
Tetrapedia curvitarsis Macho 22
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Tetrapedia curvitarsis NI 1
Centris analis Fémea 79
Centris analis Macho 201
Centris analis NI 2

Abelhas Megachilidae NI 28

Vespas NI 86
Coleopteros NI 1
Dipteras NI 1

Total - 555

Fonte: elaborada pela autora.

A relacdo entre as taxas de emergéncia (soma do numero de observagdes de
individuos emergidos) de Tetrapedia diversipes a cada més no periodo de novembro

de 2023 a dezembro de 2024 é demonstrado pelo Grafico 1.

Grafico 1 - Quantidade total de individuos emergidos de Tetrapedia diversipes a cada més no

periodo de novembro de 2023 a dezembro de 2024, separado por sexo (NI = ndo identificado).
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Fonte: elaborado pela autora.

Individuos emergidos em dezembro de 2023 e janeiro e margo de 2024 foram
utilizados para bioensaios, sendo os de dezembro destinados a experimentos pilotos
para ajuste da metodologia. A comparagao da razao sexual entre macho e fémea em
dezembro de 2023 e dezembro de 2024 ¢é discrepante (Grafico 1).

O grafico 1 e 2 demonstram o inicio da queda de emergéncia a partir de abril
de 2024, para todos os individuos obtidos em maioria neste estudo pela metodologia
de coleta por trap nests.
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Grafico 2 - Quantidade total de individuos emergidos de Centris analis, abelhas Megachilidae
e Tetrapedia curvitarsis, a cada més no periodo de novembro de 2023 a dezembro de 2024, separado

por sexo (NI = n&o identificado).
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Fonte: elaborado pela autora.

Quanto aos individuos de outras espécies, o pico das taxas de emergéncia para
Centris analis e Tetrapedia curvitarsis também ocorreu entre dezembro de 2023 e
marc¢o de 2024, com queda a partir do més de abril de 2024, se intensificando no
periodo de inverno e sem aumento a partir de setembro, quando se iniciou a primavera
de 2024.

Os dados registrados acerca da temperatura média dos meses anteriores a
primavera sao demonstrados como uma tentativa de compreender o gatilho para a

diapausa dos individuos observada nos meses seguintes (Grafico 3).
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Grafico 3 - Variacdo Mensal de Temperatura média (C°) no periodo de setembro de 2023 a

setembro de 2024 préximo aos pontos de coleta em Sorocaba - SP.
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Fonte: elaborado pela autora.

E notdria a queda de temperatura nos meses que antecederam o inverno de
2024, com grande variagao entre as temperaturas registradas em diferentes dias ao
longo do més de maio de 2024, sugerida pelo desvio padrao (DP = 3,
aproximadamente). A dispersédo aponta picos e quedas de temperatura fora da média
em periodos curtos, como demonstrado em agosto de 2024.

Em relagao a abertura dos ninhos para interrupgcéo de diapausa, a verificagao
ocorreu para 301 ninhos de diferentes periodos referentes as coletas realizadas no
ano de 2023 e ao longo de 2024. Do numero total, 30 ninhos foram classificados com
individuos em diapausa, devido a presenca de larvas em aparéncia saudavel e com
urdcitos sub-tegumenteares visiveis por toda extensao corporea.

A tentativa de interrupgao de diapausa teve inicio em 19 de novembro de 2024
e, durante o periodo compreendido entre o inicio da tentativa e 20 de dezembro de
2024, apenas um individuo macho de Tetrapedia diversipes emergiu no tratamento

‘quebra de diapausa’ (amplitude térmica de 10°C (22° na noite - 32°C no dia) em

variagao de um ciclo de 12:12 horas (escuro:claro), a 60% de umidade).
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5.3 Efeitos da Azadiractina sobre o corpo gorduroso de Tetrapedia diversipes

Trofécitos e endcitos foram observados em todas as laminas histolégicas
analisadas. Em individuos do grupo de controle solvente-acetona (CTL-A), notou-se
que os vacuolos presentes nos trofécitos ndo apresentaram afinidade de coloragao
pela hematoxilina e/ou eosina em grande maioria, o que nao foi observado em porgdes
do corpo gorduroso mais préxima ao vaso dorsal, em que raros trofécitos apresentam

depdsitos de material corado em eosina (Figura 9).

Figura 9 - Células do corpo gorduroso da abelha solitaria Tetrapedia diversipes coradas com HE
observadas com auxilio de microscépio éptico. Todas as imagens referem-se ao grupo de controle

solvente acetona (CTL-A). cp = células pericardicas; en = endcitos; tr = trofdcitos.
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Fonte: elaborado pela autora.

Em individuos expostos a concentragdo mais baixa de 6leo de nim (FN-I), é
possivel observar o acumulo de trofécitos com granulos citoplasmaticos acidofilos
(Figura 10A-D), bem como endcitos com vesiculas atipicas ao redor do nucleo (Figura

10C) e presenca de nucléolos evidentes no nucleo.
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Figura 10 - Células do corpo gorduroso da abelha solitaria Tetrapedia diversipes coradas com HE
observadas com auxilio de microscépio 6ptico. Todas as imagens referem-se ao grupo experimental 1
(FN-I). seta = nucleo com vesiculas atipicas ao redor e presenga de nucléolos; cp = células

pericardicas; en = endcitos; tr = trofdcitos; cd = células de defesa.
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Fonte: elaborado pela autora.

Em individuos expostos a maior concentracao de 6leo de nim (FN-II, figura 11),
notou-se um padrdo morfolégico distinto dos trofocitos em comparagdo com os
trofocitos dos demais grupos experimentais, com vacuolizagdo mais pronunciada no
citoplasma e granulagdes nucleares mais evidentes, enquanto que os endcitos
apresentaram grumos de compactag¢ao cromatinica nuclear e alguns vacuolos atipicos
no seu citoplasma. Além disso, ha a presenca de endcitos morfologicamente atipicos,

com nucleo irregular (Figura 11C-D).
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Figura 11 - Células do corpo gorduroso da abelha solitaria Tetrapedia diversipes coradas com HE
observadas com auxilio de microscopio éptico. Todas as imagens referem-se ao grupo experimental 2
(FN-II). seta = endcito morfologicamente atipico. Presenga de nucleo irregular no enécito em 11D

(observado em objetiva de 100x); cp = células pericardicas; en = endcitos; tr = trofécitos; cd = células

de defesa; m = musculatura.

4

Fonte: elaborado pela autora.

Em coloracdo de PAS e Azul de bromofenol, nota-se a presenca de
carboidratos na forma de glicogénio no citoplasma dos trofécitos, corados em magenta
pelo PAS (Figura 12) e, adicionalmente, essa reagédo foi negativa nos vacuolos
citoplasmaticos no mesmo grupo celular, indicando auséncia de depdsitos de
glicoconjugados ou carboidratos neutros.
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Figura 12 - Células do corpo gorduroso da abelha solitaria Tetrapedia diversipes coradas com PAS e

Azul de Bromofenol observadas com auxilio de microscépio éptico. (A) e (B) Grupo de controle

solvente (CTL-A); (C) Grupo experimental 1 (FN-I); (D) Grupo experimental 2 (FN-II). cp = células

pericardicas; en = endcitos; tr = trofécitos; m = musculatura.
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Fonte: elaborado pela autora.
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No corpo gorduroso corado com Sudan Black (Figura 13) e Xylidine Ponceau

(Figura 14), notou-se que os granulos citoplasmaticos dos trofocitos n&o apresentaram

composicao lipidica e proteica, respectivamente, sendo a vacuolizagao citoplasmatica

(negativas para os corantes histoquimicos empregados) diferenciada dos depdsitos

comuns dessas células de reserva.
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Figura 13 - Células do corpo gorduroso da abelha solitaria Tefrapedia diversipes coradas com Sudan
Black observadas com auxilio de microscopio 6ptico. (A) Grupo experimental 1 (FN-I); (B) Grupo

experimental 2 (FN-II), observado em objetiva de 100x. cp = células pericardicas; en = endcitos; tr =

trofécitos; m = musculatura.

Fonte: elaborado pela autora.

Figura 14 - Células do corpo gorduroso da abelha solitaria Tetrapedia diversipes coradas com
Xylidine Ponceau observadas com auxilio de microscépio 6ptico. (A) e (B) Grupo experimental 2 (FN-

II). cp = células pericardicas; en = endcitos; tr = trofocitos; m = musculatura.
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Fonte: elaborado pela autora.



5.4 Efeitos da Azadiractina sobre o comportamento de Tetrapedia diversipes

44

Figura 15 - Diferenca das médias obtidas para velocidade entre os grupos experimentais, separados

por periodo de filmagem. (A) periodo inicial, filmagem logo apds a aplicagdo do FitoNeem; (B)

Periodo apds 48 horas desde a exposi¢ao; (C) Periodo apds 72 horas desde a exposicao; (D)
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Fonte: elaborado pela autora.

O valor obtido para a diferenca entre as médias de CTL-A e FN-I (Figura 15A)
foi de 0,44, com intervalo de confianga (IC) de 95,0% (0,103 e 0,721). Ja o valor para
a diferenga entre CTL-A e FN-II é de 0,272, com intervalo de confianga de 95,0% (-

0,0168 e 0,554). O valor de P do Teste T foi de 0,663.

Para CTL-A e FN-I (Figura 15B) o valor obtido foi de 0,115 (95,0%CI de -0,0342
e 0,188). A diferengca entre CTL-A e FN-Il foi de -0,0295 (95,0%CI de -0,0621 e
0,0172). O valor de P do Teste T foi de 0,333.
Em 15C, tem-se o valor de 0,244 (95,0%CI de 0,233 e 0,244) para a diferenga
de média entre CTL-A e FN-I. Para CTL-A e FN-Il, tem-se o valor de diferenca de
0,032 (95,0%CI de -0,195 e 0,259). O valor de P do Teste T foi de 0,904.
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Por fim, em 15D, a diferenca entre as médias de CTL-A e FN-I é de 0,0946
(95,0%ClI de 0,0853 e 0,103), de forma que entre CTL-A e FN-II foi de -0,211 (95,0%ClI
de -0,229 e -0,193). O valor de P do Teste T foi de 0,0. A partir disso, ha a indicagao
de que os individuos expostos a maior concentragao de 6leo de nim tiveram a menor
velocidade de movimento apds 96 horas de exposigao.

E importante ressaltar que o N amostral para 24 horas foi de N=1, de forma que

nao foi possivel inclui-lo na analise dos dados.

Figura 16 - Diferenca das médias obtidas para distancia percorrida pelos individuos entre os grupos
experimentais, separados por periodo de filmagem.
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Fonte: elaborado pela autora.

O valor obtido para a diferenca entre as médias de CTL-A e FN-I (Figura 16A)
foi de 0,0146 (95,0%CI de 0,00343 e 0,024). Ja o valor para a diferenca entre CTL-A
e FN-II é de 0,00907 (95.0%CI de -0,000546 e 0,0184). O valor de P do Teste T foi de
0,663.
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Para CTL-A e FN-I (Figura 16B) o valor obtido foi de 0,00381 (95.0%CI de -
0,00114 e 0,00626). A diferenca entre as médias de CTL-A e FN-II foi de -0,00098
(95.0%ClI de -0,0020 e 0,000574). O valor de P do Teste T foi de 0,303.

Em 16C, tem-se o valor de 0,00812 (95.0%CI de 0,00776 e 0,00812) para a
diferenca de média entre CTL-A e FN-I. Para CTL-A e FN-II, tem-se valor de diferenca
de 0,00106 (95.0%CI de -0,0065 e 0,00862). O valor de P do Teste T foi de 0,934.

Por fim, em 16D, a diferenga entre as médias de CTL-A e FN-I é de 0,00315
(95.0%ClI de 0,00284 e 0,00342), de forma que a diferenga entre CTL-A e FN-II foi de
-0,00701 (95.0%ClI de -0,00761 e -0,00642). O valor de P do Teste T foi de 0,0. Ha a
indicacéo, assim, de que os individuos expostos a maior concentragcao de 6leo de nim
percorreram menores distancias apos 96 horas de exposigéo.

E importante ressaltar que o N amostral para 24 horas foi de N=1, de forma que

nao foi possivel inclui-lo na analise dos dados.
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6 DISCUSSAO

Para avaliacdo dos resultados histolégicos, o neonicotinoide imidacloprido foi
utilizado como padrao de referéncia de toxicidade, como demonstrado por Assis et al.
(2022) para Tetrapedia diversipes, em que as células do corpo gorduroso no controle
solvente (acetona) apresentaram as mesmas caracteristicas morfolégicas que as
células do grupo controle. Assim, utiliza-se o grupo CTL-A do presente estudo para
comparagao com células dos individuos expostos a menor (FN-I) e maior
concentracéo de oleo de nim (FN-II).

Os sintomas histopatolégicos encontrados nas células do corpo gorduroso
(endcitos e trofécitos) apds a exposicdo de 96 horas a Azadiractina se assemelham
aos observados para o imidacloprido (Assis et al., 2022) — enécitos morfologicamente
atipicos com vacuolizagdo no citoplasma, bem como nucleo alterado e irregular
contendo grumos de compactagéo cromatinica. O padrdo morfoldgico dos trofécitos
foi caracterizado como distinto dos demais grupos experimentais a maior
concentracao de 6leo de nim, com vacuolizacao acidéfila citoplasmatica pronunciada
e granulagao nuclear evidente.

A analise histoquimica indicou a presenca de carboidratos na forma de
glicogénio no citoplasma dos trofocitos dos individuos expostos a ambas
concentragcdes de oleo de nim, assim como também evidenciado para individuos
expostos ao imidacloprido apés o mesmo periodo de exposi¢ao tdpica (96 horas). O
conteudo dos granulos citoplasmaticos dos trofécitos das abelhas expostas a
Azadiractina, no entanto, ndo apresentou lipidios ou proteina, sendo a vacuolizagao
citoplasmatica diferenciada em relagao a de referéncia, uma vez que Assis et al (2022)
demonstraram resultado positivo para proteinas para o grupo exposto ao
imidacloprido. A reducao de depdsitos de lipidios nos trofécitos também foi observada
como resultado da exposi¢céo de Ceraeochrysa claveri a Azadiractina e Piriproxifeno
(Scudeler et al., 2019; Scudeler et al., 2022), bem como em demais experimentos com
inseticidas quimicos para Culex quinquefasciatus e Apis mellifera (Alves et al., 2010;
Domingues et al., 2017).

Os granulos citoplasmaticos que nao apresentaram lipidios ou proteinas podem
estar relacionados a depdsitos de calcio, por exemplo, considerado um mecanismo
de defesa celular, sendo um biomarcador relevante que serve como indicativo da

ativagao do processo de desintoxicagao (Nogarol; Fontanetti, 2010; Souza; Fontanetti,
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2011; Scudeler et al., 2019; Scudeler et al., 2022). Portanto, sugere-se a verificagéo
de granulos citoplasmaticos contendo calcio nas células do corpo gorduroso de
Tetrapedia diversipes em estudos futuros.

Assis et al. (2022) ainda demonstrou que a vacuolizagdo citoplasmatica e
alteracao nos nucleos dos endcitos nao possui relagdo com o sexo dos individuos. Os
vacuolos e alteragdes nucleares nos endécitos observados para fémeas de Tetrapedia
diversipes expostas ao 6leo de nim sao relevantes biomarcadores celulares que
evidenciam a tendéncia de alteragdes histopatoldgicas subletais causadas pela
exposicao a Azadiractina, e a relevancia destas modificagdes como indicativo de
mudancas causadas por pesticidas é descrita por Malaspina e Silva-Zacarin (2006).
O presente estudo sugere a importancia de incorporar tal interpretagdo as mudangas
histolégicas e morfoldgicas causadas também por compostos naturais que, apesar de
subletais para Azadiractina, ainda causaram alteragbes sobre o padrao celular de
endcitos e trofécitos.

Alteragbes subletais causadas pela Azadiractina também foram observadas
para larvas de Partamona helleri, como atraso do desenvolvimento, deformacéo e
atrofia do sistema reprodutivo (Bernardes et al., 2018), bem como efeitos citotdxicos
sobre células e ultraestrutura do musculo do intestino de Ceraeochrysa claveri
(Scudeler et al., 2016; Scudeler et al., 2017), demonstrando efeitos negativos do 6leo
de nim sobre outras espécies néo alvo.

Em relagdo ao comportamento dos individuos apds a exposi¢gao aguda topica
com Oleo de nim, para cada grupo experimental, a analise estatistica realizada para
compreender as diferencas de médias obtidas para velocidade bem intervalo de
confianga (IC95,0%) e Teste T, em tempo zero, demonstram que, de forma geral, ndo
ha evidéncia suficiente de que os grupos séo diferentes. Apesar da diferenga
estatisticamente significativa observada para a diferenca de média entre CTL-A e FN-
I no tempo 0 indicada pelo intervalo de confianca (0,103 e 0,721), o valor do Teste T
(p > 0,05) indica a tendéncia de que as diferengas observadas sejam ruido resultante
de um tamanho amostral pequeno, que aumenta a incerteza e amplia os valores de
Intervalo de Confianga. O mesmo acontece para as médias obtidas apds 72 horas
para CTL-A e FN-II (IC95% 0,233 e 0,244) que, apesar de baixa diferenga, o valor do
Teste T (p > 0,05) indica que as diferengas observadas podem ser explicadas pelo

acaso. No entanto, a diferenca observada tanto entre CTL-A e FN-l e CTL-A e FN-II
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apo6s 96 horas se demonstraram estatisticamente significativas, confirmado pelo Teste
T(p<0,5).

Para as diferencas observadas entre as médias obtidas para a distancia
percorrida pelos individuos de cada grupo experimental, o mesmo foi observado:
apesar de haver diferenga significativa entre os individuos representativo do controle
solvente acetona (CTL-A) e os representativos da concentragdo mais baixa (FN-I)
(1C95,0% 0,00343 e 0,024) no tempo 0, o valor do Teste T indica que n&o ha evidéncia
de diferenga entre todos os grupos (p > 0,05). O mesmo, assim como observado para
a velocidade, também é verificado para as médias obtidas apds 72 horas: apesar da
comparacgao entre CTL-A e FN-I ser significativa com base no intervalo de confianga,
o Teste T ndo detectou diferengas relevantes entre os grupos como um todo (p > 0,05).
As diferencas de média observadas apos 96 horas de exposicao, tanto para CTL-A e
FN-I e CTL-A e FN-ll foram evidenciadas tanto pelos valores do Intervalo de
Confianga, quanto pelo valor obtido para o Teste T (p < 0,05), indicando haver
diferengas significativas quando os grupos sao analisados em dupla quanto
globalmente.

Levando em consideragao que os endcitos séo células envolvidas no processo
de desintoxicagao e foram evidenciados com a presenca de vacuolizagao atipica ao
redor do nucleo nos grupos apds 96 horas de exposigcao, sugere-se uma tendéncia de
maior demanda energética da abelha direcionada para o desempenho da fungéo de
desintoxicacdo, como observado para abelhas P. helleri expostas ao imidacloprido
(Gong; Diao, 2017; Rand et al., 2015), o que diminuiria a quantidade de energia
destinada a mobilidade e deslocamento, sobretudo do grupo FN-II exposto a maior
concentracdo de o6leo de nim. Embora haja um N amostral pequeno da analise
comportamental, os dados se conjugam com a histologia, visto que esta também foi
realizada apds 96 horas apos a exposicao topica. Assim, ha a tendéncia de que a
velocidade e distancia percorrida por esses individuos expostos a maior concentragao
do d6leo de nim tenha sido menor apdés 96 horas, quando comparadas aos valores
obtidos referentes aos mesmos parametros dos individuos expostos a menor
concentracéo de 6leo de nim (FN-I) e ao solvente acetona (FN-II).

Com a mesma metodologia de video-tracking, Teeters et al. (2012)
demonstraram que abelhas Apis mellifera do grupo controle percorreram uma
distancia significativamente maior do que abelhas expostas a concentragdes de 50 e

500 ppb de imidacloprido, que apresenta efeito estimulante na atividade locomotora
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nas concentragdes mais baixas e o efeito oposto na concentragdo mais alta, o que
também foi visto para o 6leo de nim neste estudo. Individuos de Apis mellifera
expostos a uma dose subletal de piretroides também exibiram locomog¢ao reduzida
quando comparados aos individuos do controle, com reducdo da distancia total
percorrida, e ha evidéncia de que o decréscimo de movimento seja resultado de
sintomas comuns de exposigao a piretroides, como perda de coordenagao motora,
convulsdes e paralisia (Ingram et al., 2015).

Sugere-se a necessidade do aumento do N amostral para estudos futuros, de
forma que a comparacgéao entre os efeitos causados pelo bioinseticida 6leo de nim e o
neonicotinoide imidacloprido seja ainda mais descritiva acerca dos efeitos subletais
sobre o comportamento de locomogao de Tetrapedia diversipes, bem como o0s
sintomas resultantes da exposicdo com Azadiractina em outros parametros de
comportamento da espécie. Para que isso seja possivel, ha necessidade de um
aprimoramento do monitoramento de nidificagdo no campo com mais pontos de
amostragem e/ou o estabelecimento de um protocolo de quebra de diapausa em
condicdes laboratoriais.

Quanto ao monitoramento da nidificacédo de Tetrapedia diversipes realizado
neste estudo, levando em consideragao que se trata de uma espécie bivoltina que
apresenta mais de um ciclo reprodutivo anual, sabe-se que fatores abioticos e bidticos
da area de estudo influenciam parametros como a taxa de construgdo de ninhos,
quantidade de células de cria por ninho, taxa de mortalidade e parasitismo e diapausa,
para além da taxa de emergéncia da espécie (Alves-dos-Santos; Machado;
Gaglianone, 2007; Assis, 2022; Cavalcante et al., 2019). O florescimento de plantas,
sobretudo da familia Malpighiaceae, também apresenta influéncia sobre o aumento
da taxa de ninhos e de células construidas por Tetrapedia diversipes (Assis, 2022;
Rocha-Filho; Garofalo, 2016).

Apesar de se compreender que, naturalmente, existe a tendéncia da segunda
geracgao (outono e inverno) de Tetrapedia diversipes retardar seu desenvolvimento
(Santos; Arias, 2018; Cordeiro, 2019) acredita-se que as dispersdes atipicas de
temperatura (sobretudo em maio e agosto de 2024) possam ter prolongado o
retardamento do desenvolvimento larval, levando a diapausa ainda mais extensa, uma
vez que é comum o aumento do tempo de desenvolvimento de metamorfose na
estacao fria e seca em comparagdo com a estagdo quente e umida (Assis, 2022).

Além disso, Cavalcante et al. (2019) observaram que cada fémea de Tetrapedia
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diversipes constroi de 2 a 3 ninhos ao longo da vida reprodutiva, e a finalizagao deles
leva em torno de 3 a 15 dias, gerando ao maximo 15 células de cria. A baixa frequéncia
de nidificagcdo atrelada a baixa densidade populacional ja foi descrita como um desafio
para o manejo da espécie (Garofalo, 2012; Assis, 2022).

A maior emergéncia de individuos fémeas observada foi em dezembro de 2023
e janeiro de 2024, e a emergéncia de machos ocorreu tanto na estagao chuvosa (de
janeiro a margo) quanto em dois meses de estacdo seca (junho e julho de 2024), com
maior pico de emergéncia em dezembro de 2024. Assis (2022) demonstrou que a taxa
de construgao de ninhos foi mais alta no outono, seguido do verao e primavera, e que
a maior emergéncia de individuos ocorreu em agosto e setembro de 2019, o que
contrasta com os resultados obtidos no presente estudo. Como exposto brevemente,
a mortalidade de ninhos e parasitismo também sao capazes de explicar a baixa
emergéncia de abelhas apds a primavera, visto que os indices sdo de 33,80% de
mortalidade e 55,46% de parasitismo no veréo (Assis, 2022).

Para estudos futuros, sugere-se que o manejo da emergéncia de Tetrapedia
diversipes ocorra por meio do controle de temperatura sincronizado com a
disponibilidade de recursos florais e a floragdo em geral, abordagem utilizada
amplamente com espécies de Osmia sp e Megachile sp (Bosch et al., 2000; Bosch et
al., 2006) em ambientes de clima temperado e que pode ser uma solug¢ao para vencer

o desafio de diapausa registrado.
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7 CONCLUSAO

Aanalise global dos resultados obtidos indica a tendéncia de que a Azadiractina
causa efeitos subletais em Tetrapedia diversipes ao induzir efeitos histopatoldgicos
em células do corpo gorduroso, o que pode afetar as diversas fun¢des que este 6rgéao
desempenha, bem como sobre o comportamento de locomocéo dos individuos. Este
estudo traz informagdes relevantes para estudos ecotoxicolégicos ao apresentar
tendéncias de efeitos subletais sobre a abelha nativa solitaria Tetrapedia diversipes,
e os resultados obtidos sugerem que as concentragdes indicadas para aplicacédo no
campo na bula da férmula comercial ndo sdo seguras para a espécie. No entanto,
destaca-se a necessidade do aumento do numero amostral para que os efeitos sejam
mensurados e descritos com maior detalhamento, uma vez que efeitos subletais
devem ser estudados com base em diversos estagios do desenvolvimento de um
organismo. Destaca-se que o presente estudo é um pioneiro acerca dos efeitos de um

bioinseticida sobre uma abelha nativa solitaria neotropical.
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