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RESUMO

Elementos potencialmente toxicos como os metais e metaloides podem ser transferidos do
ambiente (solo, atmosfera e agua) para 0s organismos. A exposi¢do dos organismos a niveis
toxicos de metais pode ter um alto custo para os organismos, com efeitos negativos diretos
sobre os individuos, afetando os polinizadores e predadores, e efeitos indiretos sobre o
funcionamento dos ecossistemas. As abelhas sociais e seus recursos alimentares (mel e polen)
tém sido usadas sistematicamente em estudos de contaminacdo ambiental, representando
satisfatoriamente a contaminacéo do solo e da atmosfera por diversos poluentes. Ja, as abelhas
e vespas solitarias nunca foram utilizadas anteriormente com o proposito de quantificar
elementos potencialmente tdxicos na cadeia trofica, embora formam um sistema ideal para o
estudo de interacdes troficas. Este trabalho, dividido em dois capitulos, teve os objetivos de
avaliar a contaminacgédo de metais (Al, Ba, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, V e Zn) e 0 metaloide
arsénio (As) no mel e polen estocados nos ninhos de uma espécie de abelha social nativa com
grande abundancia nos ecossistemas da regido, Tetragonisca angustula (capitulo 1); e em
componentes da cadeia alimentar das abelhas e vespas solitarias que nidificam em cavidades
pré-existentes (capitulo 2), em uma regido impactada pelo rompimento da barragem de
rejeitos de minério de ferro, Fundao (Minas Gerais, Brasil). Os resultados das analises do mel
e do pélen mostram que as concentracbes de alguns elementos sdo maiores em areas
diretamente impactadas pelo rompimento de Funddo, enquanto outros foram encontrados em
menores concentracBes, em comparagdo com a area controle e as areas ndo impactadas, e
outros ndo diferiram significativamente. No entanto, de modo geral, as concentracGes
encontradas ndo foram altas em comparagdo com o0s valores reportados em outros estudos no
Brasil e no mundo, exceto para o elemento Mn, no pélen. Ja as analises dos componentes das
cadeias alimentares das abelhas e vespas solitéarias revelou ndo haver diferencas significativas
nas concentracdes dos elementos entre as areas impactadas e ndo impactadas, no entanto
foram observadas diferencas na concentracdo da maioria dos elementos entre os niveis
troficos e entre as regides amostradas. O uso de abelhas e vespas solitarias que nidificam em
cavidades se mostrou uma ferramenta promissora para estudos de contaminacdo ambiental e
do transporte de contaminantes em cadeias alimentares, e possuem ainda grande potencial
para estudos futuros sobre os efeitos e mecanismos de acdo de contaminantes, sobre diferentes
espécies de polinizadores e predadores, e das possiveis implicacfes ecoldgicas e evolutivas da
exposicéo aos diferentes contaminantes.

Palavras-chaves: contaminacdo ambiental; biomonitoramento; metais; metaloide; abelhas;
vespas; recursos troficos; cadeias alimentares;



ABSTRACT

Abstract: Potentially toxic elements, such as metals and metalloids, can be transferred from
the environment (soil, atmosphere and water) to organisms. Exposure of organisms to toxic
levels of metals can have a high cost for organisms, with direct negative effects on
individuals, affecting pollinators and predators; and indirect effects on ecosystems
functioning. Social bees and their food resources (honey and pollen), have been used
systematically in studies of environmental contamination, satisfactorily representing the
contamination of soil and atmosphere by various pollutants. On another hand, the solitary
bees and wasps have never been used with the purpose of quantifying metals/metalloids in the
trophic chain, although they form an ideal system for the study of trophic interactions. This
work, divided into two chapters, aimed to assess the metals Al, Ba, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni,
Pb, V and Zn, and the metalloid As contamination in the honey and pollen stored in the nests
of the native social (stingless) bee Tetragonisca angustula Latreille (chapter 1), which is
highly abundant in the region's ecosystems; and in components of the trophic chain of solitary
bees and wasps that nest in pre-existing cavities (chapter 2), in a region impacted by the
rupture of the iron ore tailings dam, Funddo (Minas Gerais, Brazil). The results of the
analyses of honey and pollen show that the concentrations of some elements are higher in
areas directly impacted by the Funddo rupture, while others were found in lower
concentrations, in comparison with the control area and the non-impacted areas, and others
did not differ significantly. However, in general, the concentrations we found were not high
compared to the values reported in other studies in Brazil and worldwide, except for Mn in
pollen. The analysis of the components of the food chains of solitary bees and wasps revealed
that there were no significant differences in the concentrations of the elements between the
impacted and non-impacted areas, however differences were observed in the concentration of
most elements between the trophic levels and between the sampled regions. The use of
solitary bees and wasps that nest in cavities proved to be a promising tool for studies of
environmental contamination and the transport of contaminants in food chains, and they also
have great potential for studies of the effects of contaminants on biological parameters of
different pollinators and predators species, and the possible ecological and evolutionary
implications of exposure to different contaminants.

Keywords: Fundao tailings dam; environmental contamination; biomonitoring; metals;
metalloid; bees; wasps; trophic resources; food chains;
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INTRODUCAO GERAL

Os metais/metaloides ocorrem naturalmente nos solos e na atmosfera, e alguns sao
requeridos pelas plantas e demais organismos como nutrientes. No entanto, atividades
antropicas como, a agricultura (aplicacdo de fertilizantes e agrotoxicos), a industria
(mineracdo, fundicdo e manufatura de produtos) e o transporte de bens e pessoas (queima de
combustiveis fdsseis), contribuem em muito para 0 aumento da disponibilizacdo e deposicao
destes elementos nos ambientes (Gall et al., 2015). Adicionalmente, as grandes catastrofes,
como o rompimento de barragens de rejeitos, por exemplo, podem causar repentinamente a
contaminacdo de extensas areas, 0 que pode perdurar por um longo periodo de tempo.

A velocidade com que a maioria dos metais e metaloides séo langados no ambiente em
decorréncia das atividades humanas é consideravelmente maior do que o fluxo pelos ciclos
naturais (Nriagu, 1989), e a espécie humana ja € considerada um dos principais agentes de
modificacdo dos ciclos geoquimicos (Pefieluas & Filella, 2002; Ellis & Ramankutty, 2008).
Portanto a poluicdo ambiental se faz uma das principais preocupagdes da humanidade
(Rahman & Singh, 2019) e é de suma importdncia o monitoramento de elementos
potencialmente tdxicos nas areas impactadas pelas atividades poluidoras.

Durante os ciclos biogeoquimicos, os compartimentos ambientais solo, atmosfera e
biota trocam massas (e elementos quimicos) constantemente, simplificadamente: do solo para
a atmosfera, por meio do intemperismo do substrato e a subsequente a¢do do vento, e da
atmosfera para o solo, por meio da deposicdo atmosférica (Derry & Chadwick, 2007); e as
plantas, que sdo a base da cadeia alimentar, absorvem elementos do solo e atmosfera, os quais
podem ser transportados ao longo da cadeia trofica pela alimentagdo (Ali & Khan, 2019).

Alguns metais sdo essenciais e sd0 necessarios como nutrientes pelos seres vivos —
como o Fe, Mn, Cu, Ni, Zn, V e Ba —, no entanto quando absorvidos em concentragdes
elevadas, podem ter efeitos toxicos (Kabata-Pendias & Szteke, 2015; Spiri¢ et al., 2019).

Outros metais como Pb, Cd e Cr e o metaloide As, ndo sdo essenciais, ndo tém funcoes
13



bioldgicas, e podem surtir efeitos negativos sobre os organismos, letais ou sub-letais (Boyd,
2010), j& em baixas concentracGes (Peralta-Videa et al., 2009). Também, o metal Al, que é um
dos elementos mais abundantes nos solos e é encontrado comumente nas plantas (Kabata-
Pendias & Szteke, 2015) e animais (Exley, 2009), em concentra¢des elevadas pode causar
efeitos negativos para plantas e animais. De modo geral, a toxicidade de um metal/metaloide
para um organismo é influenciada por um conjunto de fatores (Luoma & Rainbow, 2005): a
especificidade do metal (caracteristicas quimicas e abundancia/concentracdo), os fatores
ambientais, a rota de exposi¢do e as caracteristicas fisioldgicas espécie-especificas.

Os organismos precisam de quantidades balanceadas de metais (Ernst, 2006; Ardestani
et al., 2014, Filipiak et al., 2017), e, de fato, a composicdo quimica dos recursos alimentares
pode ser considerada uma importante forca evolutiva (Filipiak et al., 2017). Em ambientes
naturalmente metaliferos, onde geralmente ocorrem plantas e insetos tolerantes (Gall et al.,
2015), os metais que ocorrem em altas concentra¢cdes podem atuar como filtros ecoldgicos
(Meindl & Ashman, 2015), por um lado limitando o desempenho e o estabelecimento das
espécies pouco tolerantes, e por outro favorecendo as espécies mais tolerantes.

Além do mais, hipdteses sugerem que a capacidade de sobrevivéncia em ambientes
com altas concentracdes de metais que podem ser toxicos para a maioria dos organismos,
pode conferir outras vantagens evolutivas, como a protecdo contra patdgenos e/ou herbivoros,
em plantas (Poschenrieder et al., 2006). Por exemplo, em ecossistemas tropicais de altitude
com solos metaliferos, no Quadrilétero Ferrifero (Minas Gerais, Brasil), Ribeiro et al. (2016)
demonstraram que as concentraces de Al, Fe e Mn em folhas de plantas nativas tém um
efeito negativo sobre a taxa de herbivoria.

Mecanismos variados de tolerancia e/ou evasdo foram desenvolvidos ao longo da
evolucéo, permitindo a sobrevivéncia das plantas e animais em solos metaliferos (Hall, 2001,
Millaleo et al., 2010; Ardestani et al., 2014). Assim, diferentes estratégias podem permitir a

absorcéo, translocacdo, acumulo e desintoxicacdo de metais, essenciais ou ndo, pelas plantas
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(Colangelo & Guerinot 2006). Apesar de que 0s mecanismos de transporte dos metais
metaloides ndo essenciais ndo sdo bem compreendidos, os estudos indicam que os metais ndo
essenciais podem ser absorvidos e transportados pelas plantas pelas mesmas vias dos metais
essenciais, pois suas caracteristicas quimicas se assemelham (Morgan & Connoly 2013). Uma
variedade de familias de transportadores podem estar envolvidos no transporte de metais por
dentro das plantas, como YSL (Yellow Stripe Like), nicotianamina, CDF (Cation Difusion
Facilitator) e as proteinas IRT, ZIP e Nramp, alguns dos quais podem ser incapazes de
distinguir determinados elementos (Curie et al., 2000; Reid & Hayes, 2003; Schuler & Bauer,
2011; Kolaj-Robin et al., 2015).

Embora as plantas possam evitar a absor¢do de metais em concentragdes elevadas,
geralmente os mecanismos envolvidos na absor¢do dos elementos sdo mais fortes do que os
mecanismos envolvidos na exclusdo (Morgan & Connoly, 2013), portanto as plantas tendem a
acumular metais. Porém, o potencial que as plantas tém em absorver e acumular ou excluir
cada elemento varia de um elemento para outro, e também de uma espécie vegetal para outra.
Inclusive, muitas plantas tolerantes que habitam solos metaliferos, e possuem mecanismos de
exclusdo de determinados elementos em suas raizes, também acabam transportando para 0s
tecidos aéreos os elementos que excluem, mesmo que em baixas concentracdes (Schettini et
al., 2017).

Algumas plantas (que geralmente habitam em solos metaliferos) possuem adaptacdes
especiais que podem permitir o acumulo de concentragdes consideravelmente altas de um ou
mais elementos nos tecidos aéreos, geralmente envolvendo a quelacéo dos ions metalicos ou o
acumulo em vacuolos nas folhas, tornando-os inertes (Ernst, 2006). Ja foram identificadas a
expressao de varios genes em plantas que revelam envolvimento na toleréncia a niveis
elevados de metais, como os genes das fitoquelatinas, metalotioneinas e metal pesado-ATPase
(Chaudhary et al., 2018). Estes genes sdo responsaveis pela producdo de estruturas envolvidas

na inativagdo, na quelagéo, na desintoxicagdo e na homeostase de metais nas plantas, as quais
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sdo expressas em quantidades elevadas nas plantas hiperacumuladoras (Chaudhary et al.,
2018).

Metais e metaloides, quando transportados para 0s 6rgdos superiores, como as folhas e
as flores - os quais contém os recursos troficos dos herbivoros e polinizadores -, podem entrar
na cadeia alimentar de invertebrados terrestres, podendo afetar as abelhas (polinizadoras) e as
vespas (as quais sdo predadoras de herbivoros ou predadores de herbivoros), e 0s servicos
ecossistémicos desempenhados por eles (Skaldina & Sovari, 2019). Além da entrada nas
cadeias tréficas por meio das plantas (Gall et al., 2015), é possivel que ocorra absor¢do de
metais/metaloides diretamente pela ingestdo de particulas depositadas sobre os alimentos
ingeridos, ou ainda, por meio da superficie corporal e da respiracdo (Chapman, 2008),
conferindo um perigo para as comunidades bioldgicas, incluindo os humanos. Portanto, a
contaminacdo do meio ambiente com elementos potencialmente toxicos para 0s organismos
deve(ria) ser uma das principais preocupacdes da sociedade em relagdo as consequéncias das
atividades antrépicas.

Em animais, podem ser observados mecanismos fisioldgicos, semelhantes aos
observados em plantas, que permitem a tolerancia até certos niveis de determinados metais no
organismo, geralmente envolvendo a quelacdo e inativacdo dos ions metalicos, ou a excre¢do
(Boyd & Rajakaruna, 2013). No entanto, em ambientes contaminados, onde a concentragdo de
um ou mais elementos encontram-se suficientemente altas, podem ocorrer prejuizos em nivel
fisiologico e comportamental nos insetos que ndo possuem mecanismos eficientes de
tolerancia, resultando na diminuicdo das populagdes e da biodiversidade (Mogren & Trumble,
2010).

Por outro lado, a tolerancia também tem um custo energético metabolico, pois a
producéo das estruturas envolvidas na prote¢do do organismo implica em um gasto de energia
que poderia ser usada na producgdo de outras estruturas, ou seja, ha um trade-off de menor

producéo por maior sobrevivéncia (Walker et al., 2012). Por exemplo, em plantas, a producao
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de fitoquelatinas e metalotioneinas, para a desintoxicacdo de metais como As, Cd e Cu,
envolve gastos (energia, S e N), que seriam investidos no metabolismo priméario (Ernst,
2006). Em ambientes metaliferos ou contaminados, geralmente sdo observadas menores
biomassas e taxas de reproducdo em plantas em comparacdo com ambientes com baixas
concentragfes de metais (Ernst, 2006). Cruz et al. (2020) demonstraram que Cinco especies
arbéreas, nativas da Mata Atlantica e que ocorrem na regido da bacia do Rio Doce,
apresentaram menor biomassa durante o crescimento inicial em &reas impactadas pela
deposicao de rejeitos de Funddo, do que em &reas ndo impactadas, no entanto o ocorrido foi
associado as limitac@es nutritivas, devido a baixa disponibilidade de nutrientes, baixo teor de
matéria organica e baixa capacidade de troca catidnica nos rejeitos.

Em abelhas j& foram demonstrados diversos efeitos negativos de metais/metaloides
contaminantes. Em um gradiente de contaminagdo de As e Cd de fontes industriais, foram
encontradas menores biomassas, quantidade de individuos e menor producdo de mel em Apis
mellifera (Bromenshenk et al., 1991). Em gradientes de poluicdo ambiental (principalmente
dos elementos Cd, Pb e Zn), nas areas mais proximas as fontes poluidoras (industrias de
fundi¢do de zinco e chumbo), foram encontradas menores biomassas e sobrevivéncia dos
emergentes em Osmia rufa (Moron et al., 2014). Nos mesmos gradientes de poluicdo
ambiental, um na Poldnia e o outro no Reino Unido, também foram encontradas nos locais
mais poluidos, menor diversidade e abundancia de abelhas solitarias que nidificam em
cavidades pré-existentes e maior proporcdo de individuos mortos da abelha solitaria
Megachile ligniseca (Moron et al., 2012). Também, o tamanho das asas em Osmia bicornis
apresentou correlacdo negativa com a contaminagdo ambiental no gradiente de contaminagéo
de Cd, Pb e Zn, proximo a uma industria de fundicdo de zinco, na Poldnia (Szentgyorgyi et
al., 2017).

Além do mais, a exposicdo a niveis elevados de metais pode afetar a comunicacao

quimica entre os organismos, por exemplo, prejudicando habilidade de plantas em detectar

17



sinais quimicos volateis (Boyd, 2010) e de insetos, em detectar informacdes quimicas
variadas (para uma revisdao veja, Lurling & Scheffer, 2007). Estudos comportamentais em
abelhas e outros insetos, que utilizam sinais quimicos, indicam que metais podem afetar o
processamento de informacdes olfatorias, bem como o aprendizado e a memoria,
consequentemente afetando capacidades cognitivas necessérias para o forrageamento (Klein
et al., 2017). Além das interacOes entre plantas e polinizadores, outras interagcGes de grande
importancia ecoldgica podem ser afetadas por metais contaminantes, como as interagdes
presas-predadores, interagdes simbidticas e também interacdes intraespecificas, como o
acasalamento (Lurling & Scheffer, 2007).

Os poluentes (dentre eles, metais e metaloides), tém sido apontados como entre 0s
principais responsaveis pelo declinio global nas popula¢des das abelhas, perturbando fungdes
cerebrais, afetando o desempenho dos individuos e comprometendo as colénias (Klein et al.,
2017). Estudos recentes (alguns dos quais realizados em laboratério, e outros em gradientes
de contaminacdo ambiental) tém avaliado os efeitos da ingestdo de dietas contendo niveis
variados de metais/metaloides por abelhas, como Al, Mn, Zn, Cu, Ni, Cd, Pb e As,
observando-se, de modo geral, efeitos negativos associados ao aumento nas concentracdes,
sobre o comportamento (Meindl & Ashman, 2013; Segvik et al., 2015; Chicas-Moiser et al.,
2015; Xun et al., 2017; Burden et al., 2019; Chicas-Moiser et al., 2019) e o desenvolvimento
de abelhas (Di et al., 2016; Szentgyorgyi et al., 2017), sobre a performance das coldnias
(Bromenshenk et al., 1991; Hladun et al., 2016), e também sobre a diversidade e composi¢do
de polinizadores (Meindl & Ashman, 2015), o que pode surtir efeitos secundarios sobre as
plantas e os outros organismos.

A avaliacdo dos riscos a saude humana e para 0s ecossistemas em areas poluidas em
decorrencia de atividades antropicas € desafiadora. O estabelecimento de limites de
concentracdes de metais/metaloides ndo essenciais considerados seguros para a saide humana

ou de outros seres vivos é questionavel (Moulis et al., 2020), além de serem restritos a poucos
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elementos. Os mecanismos de acdo e os efeitos de muitos elementos ndo sdo bem
compreendidos (Ali et al., 2019) e a presenca de multiplos elementos, pode resultar em efeitos
somatarios, sinergéticos ou antagonistas (Boyd, 2010; Mogren & Trumble, 2010). Os efeitos
adversos podem ocorrer desde a escala intracelular até a interespecifica (Lurling & Sheffer,
2007), afetando os organismos e 0s ecossitemas, diretamente ou indiretamente, mesmo em
concentragfes ndo consideradas toxicas para 0s humanos (Sgvik et al., 2015).

O transporte de metais pelos niveis troficos € um fendmeno complexo (Bafiuelos &
Ajwa, 1999). De acordo com Kabata-Pendias (2004), as plantas podem absorver facilmente
elementos em solucdo no solo. No entanto, a solubilizagdo dos elementos no solo é
dependente das propriedades fisico-quimicas dos compostos e das propriedades do solo
(Cataldo & Wildung, 1978), além de fatores climaticos e biolégicos (Kabata-Pendias, 2004).
Além do mais, os metais/metaloides podem viajar de um nivel trofico para o outro, por meio
da cadeia alimentar, no entanto as respostas fisiologicas podem variar de um organismo para
outro, para cada elemento, podendo ocorrer de um nivel tréfico para outro, a biotransferéncia,
a bioacumulacgéo ou a biomagnificacédo (Ali & Khan, 2019).

Os artropodes tem sido utilizados em diversos estudos de contaminagao ambiental,
indicando os niveis de contaminantes no ambiente (Negri et al., 2015; Oliveira et al., 2016,
Smith et al., 2019) e bioacumulacdo nos niveis tréficos superiores (Heikens et al., 2001,
Peterson et al., 2003, Nummelin et al., 2007, Conti et al., 2017, Conti et al., 2018, Dar et al.,
2019). O uso das abelhas sociais e 0s seus recursos alimentares (mel e pélen) estdo entre as
principais técnicas usadas no monitoramento ambiental (Al-Alam et al., 2019), sendo
reconhecido ha décadas (veja revisdao em, Herrero-Latorre et al., 2017).

As colbnias das abelhas sociais (Himenoptera, Apidae) sdo compostas por milhares de
individuos, os quais cerca de % séo polinizadores ativos e interagem, cada um, em cada voo
em busca de recursos, com centenas de flores para completar o estomago com néctar e a

cobircula com pdlen (Celli, 1992). O corpo das abelhas, repleto de pelos, as torna propensas a
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transportar particulas presentes no ambiente para o ninho por aderéncia, assim contaminantes
presentes no material particulado atmosférico ou sobre as superficies as quais as abelhas
entram em contato sdo acumulados nos produtos estocados nos ninhos (Negri et al., 2015;
Herrero-Latorre et al., 2017; Al-Alam et al., 2019).

Cada forrageador atua como um micro-amostrador levando para o ninho um grande
conjunto de amostras de polen, néctar e, a0 mesmo tempo, particulas suspensas no ar e/ou
depositadas sobre as superficies as quais as abelhas entram em contato na area de entorno do
ninho (Van der Steen et al., 2016). O néctar e o polen contém elementos que podem ter sido
absorvidos via radicular e/ou foliar (Kalbande et al., 2008; Shahid et al., 2016; Xun et al.,
2017; Luo et al., 2019). Portanto, os elementos presentes no mel e no polen estocados no
ninho das abelhas representam o0s elementos presentes no ambiente (solo e atmosfera,
principalmente), no entorno do ninho, na &rea onde os recursos foram coletados.

Uma das espécies de abelhas sociais nativas mais abundantes e bem distribuidas nos
ecossistemas brasileiros é abelha sem ferrdo Tetragonisca angustula (Imperatriz-Fonseca et
al., 1984), popularmente conhecida como Jatai. No Brasil, as abelhas sem ferrdo nativas séo
responsaveis por 40 a 90% da polinizagdo das arvores nativas (Kerr et al.,, 1996) e
representam uma grande proporgédo da biomassa dos insetos polinizadores (Pioker-Hara et al.,
2014). Portanto, as abelhas nativas tém um papel importante no sucesso reprodutivo das
plantas, podendo afetar a composigédo das florestas tropicais (Samejima et al., 2004).

As colonias de Tetragonisca angustula Latreille (Apidae, Meliponina) sdo compostas
por entre 2000 e 5000 abelhas (Nogueira-Neto, 1970), e, comparando-as com as abelhas do
género Apis, elas coletam recursos em uma area muito menor. Para a espécie de T. angustula,
75% da atividade de forrageamento ocorre dentro de 290 m de distancia do ninho (Nieuwstadt
& lIraheta, 1996), portanto, em termos de monitoramento ambiental, os elementos presentes
no mel e polen estocados no ninho representam, majoritariamente, os elementos presentes no

ambiente, dentro deste raio de distancia. Em suma, T. angustula distribui-se amplamente nos
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ecossistemas regionais, tem habitos generalistas (tanto de nidificacdo, como alimentares), e
um papel importante na polinizagdo da flora nos biomas tropicais (Braga et al., 2012),
portanto esta abelha tem grande potencial no monitoramento ambiental na regido, além de
uma grande importancia ecoldgica.

As abelhas e vespas solitarias também possuem grande importancia pelas fungdes
ecoldgicas desempenhadas (como polinizadoras e predadoras) e possuem grande potencial
para estudos de contaminacdo ambiental. Com a técnica do uso de ninhos-armadilha,
desenvolvida por Krombeim (1967), as abelhas e vespas solitarias que nidificam em
cavidades pré-existentes podem indicar mudancas ambientais, por meio de analises da
diversidade e abundancia e espécies, bem como da avaliagdo de pardmetros bioldgicos, como
0 numero da prole, a mortalidade das crias, biomassa, etc. (Krombein, 1967; Tscharntke et al.,
1998; Moron et al., 2012; Moron et al., 2014; Araudjo et al., 2018a; Aradjo et al., 2018b; para
uma revisdo veja Staab et al., 2018). Embora esta técnica tenha grande potencial para estudos
da transferéncia de contaminantes na cadeia trofica, até onde sabemos pouquissimos estudos
fizeram o uso de ninhos armadilha para a captura de abelhas e vespas solitarias que nidificam
em cavidades pré-existentes, para o estudo de contaminantes no sistema pdlen-abelhas
(Moron et al., 2012; Moron et al., 2014); e os sistemas formados por presas-vespas solitarias
ainda nao foram explorados. Judd et al (2017) analisaram o perfil nutritivo da vespa solitaria
Trypoxylon lactitarse e determinaram as concentragdes totais de Cu, Fe, Mn e Zn em larvas e
pupas (adultos imaturos), no entanto o alimento larval (as presas, que geralmente sdo outros
invertebrados) ndo foi analisado.

A regido do Quadrilatero Ferrifero (QF), em Minas Gerais, € caracterizada pela
presenca de grande concentragdo de minérios e por solos naturalmente ricos em Fe, Mn e Al e
diversos outros metais e metaloides (como As, por exemplo) (Souza et al., 2015). Portanto, €
uma regido atrativa para as mineradoras, sendo considerada uma das regides mais importantes

para a producdo mineral nacional, e conhecida mundialmente pelas suas reservas (Deschamps

21



et al. 2002). Concomitantemente, 0 QF esta sujeito aos problemas potenciais derivados da
atividade mineradora, tais como a poluic¢do do solo, da &gua e do ar — durante a explota¢do do
minério, a criacdo de barragens, aguas residuais e emissdo de poeira, ou, eventualmente, pelo
rompimento de barragens de rejeitos. Os elementos presentes nos rejeitos podem ser
remobilizados para a atmosfera, solos, agua e biosfera pelo intemperismo fisico e/ou reagdes
biogeoquimicas (Hudson-Edwards 2016).

. No dia 05 de novembro de 2015, o rompimento da barragem de rejeitos de minério
de ferro “Funddo” (Marina, Minas Gerais), que continha aproximadamente 50 milhoes de m3
de rejeitos, liberou cerca de 34 milhdes de m3 de rejeitos rio abaixo, atingindo a barragem
Santarem e em seguida os rios Gualaxo do Norte, do Carmo e Doce, e posteriormente 0
oceano Atlantico (IBAMA, 2015). Solos e sedimentos, historicamente contaminados por
mineracOes na bacia do Rio do Carmo (Costa et al., 2006; Rodrigues et al., 2014), foram
dispersos pelo fluxo de rejeitos apds o rompimento de Funddo (Davila et al., 2020). O forte
fluxo dos rejeitos rio abaixo provocou a alteracdo do leito do rio, através do grande
deslocamento de massa (eroséo) e pelo acumulo (deposicdo) de rejeitos nos canais, nas
planicies de inundacdo e no reservatorio da Usina Hidrelétrica Risoleta Neves (Carmo et al.,
2017).

Estimativas indicam que 457,6 ha de florestas e 1.176,6 ha de outras &reas que nédo
florestas foram inundadas pelos rejeitos, principalmente nos 74 km iniciais apartir da
barragem (Omachi et al., 2018), sendo diretamente atingidos 835,3 ha (hectares) classificados
na legislacdo brasileira (lei n°12,651, 25 de maio de 2012) como Areas de Preservagio
Permanente (APP), nas bacias dos rios Gualaxo do Norte e do Carmo (IBAMA, 2016). Na
regido, aproximadamente 90% dos hébitats riparios foram impactados pela deposicdo direta
de rejeitos, que podem conter metais e metaloides em concentragdes toxicas (Fernandes et al.,
2016). Areas utilizadas para agricultura (Sanches et al., 2018, Davila et al., 2020), e 21km de

estradas rurais também foram afetadas (Carmo et al., 2017). Portanto, areas de grande
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importancia ecoldgica para 0s ecossistemas locais e regionais, bem como para a salude
humana, foram impactadas.

Os habitats riparios tem uma grande importancia ecoldgica para 0s ecossistemas
terrestres, tanto como habitats de muitas espécies em si, como para a dispersdo de muitas
espécies de plantas e animais, incluindo as abelhas (Brito et al., 2017; Gutiérrez-Chacén et al.,
2019). Estes habitats sdo uma importante fonte de abrigo e recursos alimentares para as
abelhas e vespas (Araljo et al., 2018b). Essas areas sdo classificadas como Area de
Preservacdo Permanente (APP) na legislacdo brasileira (lei n°12,651, 25 de maio de 2012)
(Brasil, 2012), devido a grande importancia para a biodiversidade, conectando &reas de
vegetacdo, principalmente em paisagens fragmentadas pela ocupacdo humana. Além do mais,
essa conexdo entre as areas por meio de corredores ecoldgicos permite um maior fluxo génico
e, portanto maior diversidade genética nas populagdes remanescentes, consequentemente
aumentando a resisténcia e a resiliéncia a condigdes adversas.

A possibilidade de contaminagdo ambiental por elementos que podem ser toxicos para
0s organismos (tais como, os metais e metaloides), nas areas impactadas pelo rompimento de
Fundao, é uma das principais preocupacgdes para a sociedade (Davila et al., 2020). Portanto,
estudos tem sido realizados a fim de analisar as caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas,
apo6s o rompimento de Fundao, do material presente nos rios (sedimentos e agua) (Hatje et al.,
2017; Segura et al., 2016; Valeriano et al., 2019, Reis et al., 2020), em suas margens (solos
das planicies de inundacdo ou estuérios) (Silva et al., 2016; Guerra et al., 2017; Almeida et
al., 2018; Queiroz et al., 2018; Davila et al., 2020) e no material particulado atmosférico
(poeira) (Fernandes et al. 2019). Ensaios toxicolégicos também foram realizados com
organismos modelo como o peixe Geophagus brasililensis (Gomes et al. 2019) e o vegetal
Allium cepa (Segura et al. 2016). No entanto, até 0 momento, ndo se sabe como 0S
polinizadores e predadores terrestres e seus recursos alimentares foram afetados pelo impacto

do rompimento de Fundéo.
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Tais estudos, em diferentes compartimentos ambientais, sdo fundamentais como parte
da avaliacéo dos riscos para a saude humana e ecossistémica, bem como para o planejamento
de acOes. Eventos extremos, como a indundagdo provocada pelo rompimento de uma
barragem de rejeitos de mineragdo, podem afetar a quantidade e a qualidade dos recursos
disponiveis (recursos florais, presas e/ou locais para nidificacdo), afetando as comunidades de
insetos polinizadores e predadores, como as abelhas e vespas (Erenler et al. 2020). Né&o se
sabe se metais/metaloides dispersos pelo ambiente nas areas atingidas pela inundacdo
provocada pelo rompimento de Funddo estdo sendo alocados em componentes da cadeia
tréfica e/ou em seus produtos (que inclusive podem ser consumidos pela populagcdo humana —
como mel e poélen).

Resumindo, a composicdo quimica dos recursos alimentares para 0s animais e a
composi¢do quimica do solo para as plantas, atuam como importantes forcas ecoldgico-
evolutivas, afetando a biodiversidade, o funcionamento dos organismos e dos ecossistemas.
Portanto, a contaminagdo ambiental pode ter implicagdes sobre diversos niveis de organizacdo
biolégica, de curto a longo prazo de tempo. Neste contexto, o presente trabalho de
dissertacdo, dividido em dois capitulos, teve o objetivo de avaliar se metais/metaloides
potencialmente toxicos para 0s organismos estdo sendo alocados (no periodo da pesquisa e
nas areas estudadas) nos alimentos estocados nos ninhos da abelha nativa Tetragonisca
angustula (mel e polen) — primeiro capitulo —, e em componentes das cadeias troficas
formadas pelas abelhas e vespas solitérias que nidificam em cavidades pré-existentes e seus
recursos troficos — segundo capitulo —, comparando-se as concentracdes dos elementos entre
areas diretamente impactadas pela inundacédo de rejeitos oriundos do rompimento de Fund&o e

areas nao impactadas.
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CAPITULO 1

The dam break of Fundéo: impacts of the contamination on pollen and honey from the

stingless bee Tetragonisca angustula (Apidae: Meliponina) beehives

Abstract: Metals and metalloids pollution are one of the main negative impacts of mining.
Furthermore, the mining wastes are often stored in tailings dams, which are prone to failures
and even its total collapse. The Fundéo tailing dam collapse (Minas Gerais, Brazil, 15"
November 2015), considered the world’s largest dam disaster in terms of waste volume
released, flooded large areas in the Gualaxo do Norte and do Carmo rivers floodplains. Our
research aimed to analyze metals/metalloids (Fe, Mn, Al, Zn, Ba, Cu, Ni, V, Pb, Cr, Cd and
As) levels in honey and pollen samples from the native stingless bee Tetragonisca angustula
hives, from impacted and non-impacted areas (from Paracatu de Cima to Barra Longa, Minas
Gerais) and also an external control area. The samples were wet acid digested in a microwave
oven and the elements concentration were determined by ICP-OES and ICP-MS. The
metals/metalloids contents in honey and pollen samples were compared between the impacted
and the reference non-impacted areas, and the external control area. In general, the elements
concentrations found in honey and pollen samples from the impacted areas were not high
compared to the reference areas as well as the levels reported in other works, except Mn in
pollen.

Keywords: Fundéo; iron ore; tailings dam break; biomonitoring; metals; metalloid; honey;

pollen; stingless bee;
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One of the main negative impacts of mining is the environmental pollution with
metals. Mine wastes from metals ores exploitation are often stored in tailings dams (Hudson-
Edwards et al., 2011), which are sources of metals inputs into nearby soil, air, water and
living organisms, by physical weathering and biogeochemical reactions (Hudson-Edward,
2016). Furthermore, tailing dams are prone to failures and even extreme events such as its
rupture, causing the sudden release of large quantities of contaminants over large areas
(Kossoff et al., 2014; Enreler et al., 2020), changing the physical, chemical e biological
features of the environment in the impacted areas. Due the potentially toxic effects of metals
on living things, environmental pollution assessment is a public concern in contaminated
areas.

Currently, there are thousands of tailing dams worldwide and more than a hundred
tailing dam accidents have been reported, despite the true number of accidents is probably
much higher (Rico et al., 2008). Additionally, many mining tailings dams are built under low
investment projects, applying the upstream method, although it is known to be risky and it
have accounted for many of the tailings dam accidents. Recently, around 20 failures events
have happened per decade (Azam & Li, 2010). Minas Gerais state, Brazil, especially in the
Iron Quadrangle, is under intense mining activity as it is known worldwide for the ores
deposits and is an attractive area for mining industry (Deschamps et al., 2002). Last five years
two great tailings dams collapsed in the Iron Quadrangle.

Metals/metalloids are among the most important environmental pollutants, because of
its long persistence in the environment, beyond the potentially negative effects on living
organisms and ecosystem functioning (Ali & Khan, 2019). Since 1970, honeybees have
increasingly been employed in biomonitoring (for a review, see Herrero-Latorre et al., 2017).
Thus, bees and bees’ byproducts are considered one of the main biomonitors (Al-Alam et al.,
2019), indicating the levels of a wide range of pollutants (from metals to agrochemicals),

within a relatively known area around the hive.
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The concentration of the elements found in bees’ (and stingless bees’) byproducts,
such as honey and pollen, reflects (gives a fingerprint of) the concentration found in its living
area, where it gathers resources for colony provision (Van der Steen et al., 2016). Plants may
uptake metals and metalloid from soil and translocate them to the upper tissues, including the
floral resources, pollen and nectar (Ernst & Bast-Cramer, 1980; Xun et al., 2017; Hladun et
al., 2015). Plus, contaminants in the air particulate matter may fall over plants surfaces,
contaminating bees’ resources (Nascimento et al., 2018a). So, the metals/metalloids
concentrations in the honey and pollen stored in the bees’ nests are affected by soil
geochemistry, plant traits (physiology and morphology) and interactions, and also
anthropogenic inputs in the environment.

In the Neotropical ecosystems, the stingless bees (and specially Tetragonisca
angustula Latreille) fulfill the desired features for biomonitoring, reported by Al-Alam et al.
(2019): ubiquitous distribution, high abundance, short life-time span and live within a home-
range, so they represent contamination over short time and a relatively known area. Moreover,
they are a keystone group as they are the main pollinators in most tropical ecosystems (Kerr
1996; Pioker-Hara et al., 2014), so they provide a valuable ecosystem service in both natural
and anthropic ecosystems. T. angustula is one of the most abundant and widely distributed
stingless bees in Brazil (Imperatriz-Fonseca et al., 1984; Braga et al., 2012).

Although the use of stingless bees as bioindicator is quite new, it is growing
increasingly last years. To our knowledge, nine studies used native stingless bees to quantify
metals/metalloid concentrations in honey or pollen, eight of them in Brazil (Nascimento et al.,
2015; Oliveira et al., 2017; Siqueira et al., 2017; Nascimento et al., 2018a; Nascimento et al.,
2018b; Bonsucesso et al., 2018; Dourado et al., 2019; Oliveira et al 2020) and one in
Australia (Zhou et al., 2018). Both T. angustula honey and pollen can accumulate a wide

variety of metals and metalloids from the environment, and may represent contamination in
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areas under mining activity and urbanization (Nascimento et al., 2018a; Oliveira et al., 2017,
Oliveira et al., 2020).

The task of monitoring metals/metalloids in bee’s trophic resources is not only a
valuable biomonitoring tool, but also an important data to evaluate how much these important
pollinators may be exposed to potentially toxic elements in contaminated areas and which
could be the long term consequences for metal/metalloid exposure. Metals and metalloids
contaminants in bees” food resources may impair bees fitness, because the foraging behavior
and/or development may be negatively affected by high enough concentrations of
metals/metalloids, such as Al, Mn, Zn, Cu, Ni, Cd, Pb and As (Bromenshenk et al., 1991;
Meindl et al., 2013, 2015; Sgvik et al., 2015; Hladun et al., 2016; Di et al., 2016;
Szentgyorgyi et al., 2017; Xun et al., 2017; Chicas-Moiser et al., 2017; Burden et al., 2019;
Chicas-Moiser et al., 2019). However, most of these researches focused in the specie Apis
mellifera, and evidences suggests that different species, sub-especies and populations may be
differently affected by metals contamination, depending upon the internal physiologic
responses triggered by metal exoposure (Morgan et al., 2007; Chicas-Moiser et al., 2019).

Recent stingless bees ecotoxicology studies have shown that agrochemicals pollutants
may impose serious threats to stingless bees colonies (Tome et al., 2015; Dorneles et al.,
2017; Moreira et al., 2018; Castilhos et al., 2019). However, there is still a lack of knowledge
about how the stingless bees are affected by metals/metalloid contaminants in their trophic
resources, what may be a promising field for future research, since metals/metalloids
pollution and its consequences, is an emerging issue. In metalliferous soils, high
metals/metalloids concentrations may have an ecologic and evolutionary importance, acting
like a filter against the establishment of low tolerance species, while the more tolerant species
are favored (Meindl & Ashman, 2015). However, in contaminated areas, any
metals/metalloids at high enough concentrations may cause great ecological damage if the

living organisms can't tolerate it. Furthermore, even if the living organisms can tolerate high
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concentrations of the elements found in the contaminated area, tolerance has also a cost,
which mean less energy (also less N and S, that is required to produce metal chelators, for
example) avaible for primary metabolism (Ernst 2006), what could lead to poor performance
and lower pollination by bees, for example.

The Dam break of Funddo (Minas Gerais, Brazil), 5™ November 2015, released around
35 millions m*® of iron mining tailings (IBAMA, 2015), revolving soil and sediments
historically contaminated by years of mining activities in the basins of Gualaxo do Norte and
do Carmo Rivers (Hatje et al., 2017; Davila et al., 2020), that were majority deposited in the
main channel and in the river banks of the Gualaxo do Norte and do Carmo Rivers. In this
region, around 90% of the riparian habitats were impacted by the tailings wave resulted by
Fund&o dam rupture (Fernandes et al., 2016). IBAMA (2016) estimated that it were directly
impacted 835.3 hectares of habitats that are classified as Areas of Permanent Preservation in
the Brazilian legislation — law n°12,651, 25" May —, due the great relevance of the ecologic
functions provided by this areas, contributing to conservation of water resources, soil and
biodiversity, beyond the fauna and flora genetic flux facilitation (Brazil, 2012).

The tailings that were stored in Funddo dam came from the processing of iron ore
exploited in Alegria mine (in Iron Quadrangle), from itabirite rock (Silva et al., 2016) —
mostly composed of hematite, magnetite, martite and quartz (Valeriano et al., 2019).
Generally, Iron Quadrangle soils contain large amounts of iron and manganese oxides, which
naturally give it a great potential to accumulate metals (Carvalho Filho et al., 2015). High (but
very variable) concentrations of metals were found in itabirite samples from Iron
Quadrangle’s eastern (Selmi et al., 2009), where it is situated Alegria mine, among others.

Iron oxides (goethite, hematite and magnetite) represent between 30.8 and 48.2 % of
the tailing’s content deposited on Gualaxo do Norte and do Carmo rivers’ banks (Valeriano et
al.,, 2019), what gives a great capacity of cationic metals adsorption by the tailing.

Additionally, under the current conditions the pH in the soils impacted by the tailings flood
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tend to be high, due the processing of the iron ore that involves the addition of large quantities
of flocculants and sodium hydroxide (Santos et al., 2019), and then the particle’s surface
charge becomes negative (Pires et al., 2003; Almeida et al., 2018), so metals and metalloid
cations tend to be adsorbed into soil particles, and the avaibility of these elements to plants
(and therefore to the food chain) tends to be low. However, this picture may change over
time: considering that the dynamic of the metals and metalloids in soils may change after pH
decrease or other changes in abiotic and/or biotic factors, the transfer of elements to the plants
and pollinators resources should be constantly monitored for a long-time scale. The constant
monitoring of the impacted areas is important to understand the dynamics of the chemical
elements associated to the mud and how the pollinators are being affected by the geochemical
changes caused by the Fundéo break.

In addition to soil pollution by direct deposition, air pollution is also a recognized
threat of mine tailings. They are considered a potential source of atmospheric particulate
emission containing metals and metalloids (Martin et al., 2017), because they are prone to
atmospheric suspension, for example, due mechanical action of wind and vehicle traffic (Tian
et al., 2019). So, food chain contamination may also occur via atmospheric deposition of fine
size particles, which can be found in the Fundao tailings, over food surfaces. The particles’
grain size in Fundao’s tailings range from 2 to 200 pm (Segura et al., 2016; Almeida et al.,
2018), mostly smaller than 50 pum (Almeida et al., 2018), what makes it prone to such
phenomenon. Indeed, high levels of As, Al, Mn e Pb were found in dust samples from
impacted areas under intense vehicle traffic, on Gualaxo do Norte river bank (Fernandes et al.,
2019).

Summarizing, metals/metalloids deposited over the ground may be absorbed by plants
and then move within plants to the nectar and pollen in flowers or may be released into the
atmosphere with dust and then they may be deposited over flowers visited by stingless bees.

Up to date, besides the high number of studies carried out in the region of the dam break of
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Funddo, there is no information if the trophic resources of the native stingless bee
Tetragonisca angustula are contaminated with metals/metalloids in the impacted areas.
Therefore, the objective of this research was to assess the total concentrations of the
metals/metalloids Fe, Al, Mn, Zn, Cu, Ba, Ni, V, Pb, Cr, Cd and As, in honey and pollen
stocked in T. angustula’s hives, to evaluate if the concentrations of the elements are higher in
the impacted areas than in non-impacted reference areas. We expected to find higher
concentrations of metals/metalloids in honey and pollen from impacted areas, than non-
impacted. In addition, given that there is a lithological variation in the studied region, the
metals composition in the honey and pollen samples should change from upstream to

downstream.

METHODS

Study area

This study was carried out in areas located on the banks of the Gualaxo do Norte and
do Carmo rivers (Minas Gerais) (Tab. 1), between the locality of Paracatu de Cima and the
city of Barra Longa (Fig. 1) (approx. at 76km away from the dam), one of the main regions
affected by the tailings deposition resulting from the dam break of Fundéo.

The region is inserted in the geomorphological unit of the Dissected Plateaus of the
south and east center of Minas Gerais (Costa 2001), where meandering rivers occur. The
dominant soil in the study region is the dystrophic red-yellow latosol (Costa, 2001). Sampling
points 1 to 6 (Paracatu de Cima and Paracatu de Baixo) are the most upstream, located in the
lithostratigraphic unit of the Santa Barbara Complex (Costa, 2001), and points 7 to 10
(Gesteira and Barra Longa) are the most downstream (Fig. 1), located in the Mantiqueira

Complex lithostragigraphic unit (Costa, 2001).
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Figure 1. Map with the sampling sites for pollen and honey from T. angustula beehives, in
the region of Gualaxo do Norte and do Carmo Rivers, Minas Gerais, Brazil. Names and
number of sites are described in table 1. The river course is marked in red color. Note that
Gualaxo do Norte River joins do Carmo River just before the sampling points P9 and P10
(Barra Longa).

Sampling

Samplings of pollen and honey combs of Tetragonisca angustula hives were
performed from November 2018 to June 2019 in 10 sampling sites between the sub-district of
Paracatu de Cima and the municipality of Barra longa (see table 1, for the geographic
coordinates), Minas Gerais. Five beehives were installed, each one at one site, in the region
directly impacted by the dam break; and five in adjacent non-impacted sites, as reference.
The minimal distance between the beehive in impacted and non-impacted sites was of 500 m,

since this is the maximum distance of flight of workers of T. angustula (Nogueira-Neto et al.,
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1997) and most foraging activities occur around 300 m within the nest (Nieuwstadt & Iraheta,
1996).
Table 1. Geographic localization of sampling sites for pollen and honey in the region of

Gualaxo do Norte River, Minas Gerais, Brazil. I = Impacted; NI = Non-Impacted.
*Approximated distance following the river course.

SAMPLING LOCALITY LOCATION IMPACT APROX.
SITE NAME LEVEL DISTANCE
FROM
FUNDAO
(KM)*
1 Paracatu de 20°18'10.88"S I 40.2
Cima 43°14'38.36"W
2 Paracatu de 20°18'10.48"S NI 40.2
Cima 43°14'38.92"W
3 Paracatu de 20°18'18.39"S | 44.3
Baixo 43°13'49.88"W
4 Paracatu de 20°18'41.54"S NI 44.3
Baixo 43°13'7.45"W
5 Paracatu de NI 44.3
Baixo 20°18'24.40"S
43°13'24.50"W
6 Paracatu de 20°18'22.53"S | 44.3
Baixo 43°13'18.38"W
7 Gesteira 20°15'47.5"S | 62.7
43°08'13.4"W
8 Gesteira 20°15'42.50"S NI 62.7
43° 8'14.39"W
9 Barra Longa 20°16'58.94"S I 79.1
43° 2'40.78"W
10 Barra Longa 20°17'00.4"S NI 79.1
43°02'33.4"W

Before the beehives were installed in the field, we took honey and pollen samples
from combs, in November 2018, to use as control, since the hives came from a region free of
mining activities, outside of the Iron Quadrangle, obtained from natural areas. In the field,
each beehive was sampled two times (in February and June of 2019).

Pollen and honey were collected directly from the combs. Each of the honey samples
were taken with a disposable sterile plastic pipette, to assure no contamination of the samples.

These field-collected pools were stored under refrigeration until analysis. .
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Chemical analysis

The concentrations of the studied elements were determined using ICP-MS (model
Agilent 7700x) and ICP-OES (model Agilent 725). Sample preparation was performed
according to previously described methods (Oliveira et al., 2017). Triplicates of 0.5 g and 1.0
g of each samples of pollen and honey (respectively) were acid digested in a microwave oven
Milestone Ethos s1 (Stepl: Ramp time - 10 min until 200°C; Step 2: Hold time - 15 min at
200 °C; Step 3: Cooling - 30 min), with 7 mL 65% m/m nitric acid (Suprapur, Merck,
Darmstadt, Germany) and 1 mL 30% m/m hydrogen peroxide (Suprapur, Merck). Each
digested sample were filled up to final volume of 40 mL, with Mili-Q ultrapure water
(resistivity 18.2 MQcm™), obtained from a water purifying system (Direct Q 3). All chemical
proceedings were performed in the Environmental Geochemistry Laboratory from the
Department of Geology, at Ouro Preto Federal University.

Blank samples containing only the reagents used and milli-Q water, were prepared
during each digestion cycle, in the same way as the samples of honey and pollen and
subsequently analyzed on the spectrometers, to check the purity of the reagents and the
absence of contamination during laboratory procedures (the results found in the blank samples
are shown in table S7). Samples of the standard reference material NIST 1515 (apple leaves),
previously dried in an oven, containing approximately 0.5 g, were subjected to the same
process of digestion and determination of the elements in the spectrometers, to validate the
digestion method. The recovery rates of the elements that we analyzed in the reference
material were considered satisfactory, ranging from 87% to 118% (table S2). The correlation
coefficients of the calibration curves of the analyzed elements were always close to 1. Rh, Y

and Te were used as internal calibration standard for the equipment. The limit of
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quantification of each element was defined as 3 times the limit of detection of the equipment

(table S1).

Statistical analysis

General Linear Models (GLMs), built under Gaussian family, were created to assess
differences in the concentrations of each studied metal/metalloid (dependent variable)
between the sampled localities (independent variable). Residual analyses were conducted to
evaluate the suitability of the error distribution family chosen, for each model. Also, all
models were tested against null models before the significance test. Then, when a
significantly difference was found in the mean concentrations of an element between the
sampled sites, we performed contrast analysis to separate the significantly different sites (p <
0.05). For statistical analysis the concentrations found below the limit of quantification were
considered as half the limit of quantification of the element (USEPA, 2000).

Principal component analyses (PCA) were used to investigate the multivariate
structure of the dataset and to highlight possible trends among the data. The samples from
Paracatu de Cima and Paracatu de Baixo were grouped together as they are the most upstream
sampling points, while the one from Gesteira and Barra Longa were grouped together as they
are the most downstream sampling points. Once derived, the principal components (PCs) can
be used for further analyses to visualize groupings of the data, to verify the presence of outlier
values and to determine the variables that discriminate among groups. All analyses and

figures were done using R software (R Development Core Team, 2020).

RESULTS

Metal concentrations assessment
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Pollen

We found statistically significant differences (p < 0.05) between the mean
concentration of at least one of all the sampling sites for the following elements: Fe (Fss47 =
2.72; p = 0.018), Mn (Fss.47 = 7.97; p < 0.001 ), Al (Fss47 = 2.51; p = 0.027), Zn (Fss.47 = 6.51;
p < 0.001), Cu (Fss47 = 2.86; p = 0.014), Ba (Fss47 = 9.05; p < 0.001), Ni (Fss47 = 4.20; p =
0.001), V (Fss 47 = 2.71; p = 0.018), As (Fs547 = 2.45; p = 0.031). The concentrations of the 12
studied elements found in each of the pollen samples are shown in the supplementary material
(Table S5).

In general, the pollen samples from the control area (located far away from the region
impacted by Funddo break and other mining sources of pollution, in a natural area in Séo
Sebastido do Paraiso, Minas Gerais) presented significantly higher concentrations of Al and V
than it were found in the impacted and non-impacted areas from Paracatu de Cima to Barra
Longa. The concentrations of the other metals/metalloids (As, Ba, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb
and Zn) in the control samples were within the range we found in the pollen samples from the
impacted and non-impacted areas.

The mean concentration of Al in pollen was highest in the samples from control (89.37
+ 57.81 mg/kg). There were no differences in the concentrations of this element in pollen
samples from the impacted and the non-impacted sites (overall mean 45.58 + 31.81 mg/kg)
(Figure 2A).

The mean concentration of As in samples from the non-impacted site at Barra Longa
was significatively higher than in the samples from all the other sites (0.021 + 0.010 mg/kg),
including the impacted site at Barra Longa (0.012 £+ 0.008 mg/kg) (Figure 2B).

Ba mean concentration in the pollen samples from the non-impacted area at Paracatu
de Cima was significatively higher than the mean in the samples from the impacted site

within the same locality (13.33 + 3.33 mg/kg versus 4.79 + 2.17 mg/kg). On the contrary, in
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Gesteira, Ba mean concentration was higher in the samples from the impacted site, compared
to the samples from the non-impacted site (Figure 2C).

The mean concentrations of Cd in the samples of pollen are not significantly diferent
between the sampling sites (Figure 2D).

The mean concentrations of Cr in the samples of pollen are not significantly diferent
between the sampling sites (Figure 2E).

The mean concentration of Cu in the control pollen samples is higher than those from
the other sites, except from the non-impacted site in Gesteira. Also, Cu mean concentration in
the pollen samples from Gesteira non-impacted site is higher than the mean concentrations
from the impacted site (12.21 + 3.61 mg/kg versus 11.45 + 1.38 mg/kg (Figure 2F).

Fe mean concentration in the pollen samples from Paracatu de Baixo non-impacted
site was higher than the mean concentrations found in the samples from the other sites,
including the control (202.80 + 143.49 mg/kg). One outlier in Fe concentration was found in
one affected site (Gesteira — 505.85 mg/kg) (Figure 2G).

The mean concentration of Mn in the pollen samples from the impacted site in
Paracatu de Cima was higher than the concentrations found in the samples from the other
sites, including the control (199.12 + 142.20 mg/kg versus overall mean 78.82 + 34.26 mg/kQ)
(Figure 2H).

The mean concentration of Ni in pollen samples was significantly higher in samples
from the impacted sites of Gesteira and Barra Longa, compared to the samples from non-
impacted sites in the same region (1.26 + 0.80 mg/kg versus 0.70 + 0.28 mg/kg, in Gesteira;
and 1.21 + 0.39 mg/kg versus 0.58 + 0.18 mg/kg, in Barra Longa) (Figure 21).

The mean concentration of Pb in the samples of pollen from each sampling site aren’t
significantly diferent between the sampling sites (Figure 2J).

The mean concentration of V in the control pollen samples (0,153 + 0,110 mg/kg) was

higher than the concentration in the samples from the impacted and non-impacted sites in our
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study area (overall mean 0,069 + 0,044 mg/kg), which didn't significantly differ among each
other (Figure 2K).

Zn mean concentration in the pollen samples from the control (30.48 £ 5.18 mg/kg)
was lower than the concentration in the samples from any impacted and non-impacted sites.
The mean concentration found in the impacted area in Paracatu de Cima was higher than the
adjacent non-impacted reference area (40.16 + 3.09 mg/kg versus 35.19 = 4.12 mg/kg);
however, the non-impacted area in Paracatu de Baixo also presented high Zn mean
concentration (37.61 = 5.20 mg/kg). The samples from the impacted and non-impacted areas
from Gesteira and Barra Longa didn’t present significantly differences in Zn mean
concentrations within the same localities, but differences were found among localities (they

were higher in samples from Gesteira than Barra Longa) (Figure 2L).
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Figure 2: boxplot representing the chemical concentrations of the elements found in pollen samples from each locality. The symbol “x” represents the mean.
Legend: EC = Control area; PC_NA = Paracatu de Cima non-impacted site; PC_A = Paracatu de Cima impacted site; PB_NA = Paracatu de Baixo non-impacted
site; PB_A = Paracatu de Baixo impacted site; G_NA = Gesteira non-impacted site; G_A = Gesteira impacted site; BL_NA = Barra Longa non-impacted site;
BL_A = Barra Longa impacted site; different letters (a, b and c) represents significantly differences in means (p < 0.05).
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Honey

We found statistically significant differences between the mean concentration of at

least one of all the sites for the following elements in honey samples: Al (Fs142 = 8.32; p

<0.001); Fe (Fs344 = 7.93; p <0.001); Mn (Fs344 = 7.84; p<0.001); Ba (Fs344 = 5.24; p =
0.0001); Cu (Fszas = 38.70; p<0.001); Ni (Fa12 = 14.49; p<0.001); Cr (Fszas = 2.24; p =
0.041) e, V (Fsp.44 = 5.76; p<0.001); As (Fs3 44 = 10.00; p<0.001); Cd (Fs344 = 2.21; p = 0.044)
Pb ; Zn (Fs344 = 75.05; p<0.001). The concentrations of the 12 studied elements found in each
of the honey samples are shown in the supplementary material (Table S6).

In general, the honey samples from the control area presented significantly higher
concentrations of Al, Cd, Cu, Fe, V and Zn than it were found in the impacted and non-
impacted areas from Paracatu de Cima to Barra Longa. The concentrations of the other
metals/metalloids (As, Ba, Cr, Mn, Ni and Pb) in the control samples were within the range
we found in the honey samples from the impacted and non-impacted areas.

The mean concentration of Al was higher in honey samples from the control samples
(3.70 £ 0.56 mg/kg). There were no differences in the concentrations of this element in honey
samples from affected and non-affected sites (overall mean 0.80 £ 0.67 mg/kg) (Figure 3A).

The mean concentration of As was higher in honey from the control samples
compared to most of the samples from the impacted and non-impacted sites (except in the
samples from Gesteira impacted area from Barra Longa non-impacted area). The mean
concentration of As was higher at the impacted site of Gesteira than at the non-impacted site
(0.0038 + 0.0018 versus 0.0023 + 0.0010 mg/kg), and also at Barra Longa non-impacted site
compared to the impacted (0.0049 £ 0.0001 versus 0.0016 £ 0.0002 mg/kg) (Figure 3B).

The mean concentration of Ba in the honey samples from the impacted area at
Paracatu de Baixo and from the impacted and non-impacted areas at Gesteira, were higher
than the mean concentrations in the other sites. Comparing Ba mean concentration in the

honey samples within the same locality, the mean concentrations were similar between the

49



impacted and non-impacted sites, except in Paracatu de Baixo because the mean concentration
was significantly higher in the impacted site compared to the non-impacted (0.28 + 0.02
mg/kg versus 0.22 + 0.15 mg/kg) (Figure 3C).

The mean concentration of Cd in the samples of honey from the control was higher
than the mean concentrations found in the affected and non-impacted sites from Paracatu de
Cima to Barra Longa (0.0009 £+ 0.0006 mg/kg versus overall mean 0.0003 £ 0.0002 mg/kg).
However, the mean concentration of Cd in honey samples from the affected and non-impacted
sites from Paracatu de Cima to Barra Longa were not significantly distinct (Figure 3D).

The mean Cr concentration found in honey samples from the control was similar to the
mean concentration found in mostly all impacted and non-impacted studied areas from
Paracatu de Cima to Barra Longa, except in Gesteira impacted area, where significantly
higher Cr mean concentration were found. Cr mean concentration observed in honey samples
from the impacted area at Gesteira was higher than in the samples from the non-impacted area
(0.072 £ 0.026 mg/kg versus 0.065 + 0.034 mg/kg) (Figure 3E).

The samples from our external control area presented the highest Cu concentrations
(0.79 = 0.01 mg/kg). Cu mean concentration in the honey samples from Barra Longa non-
impacted area were significantly higher than in the impacted area (0.24 = 0.004 mg/kg versus
0.05 £ 0.028 mg/kg). In general, the concentrations found in the samples from Gesteira
impacted and non-impacted areas were as high as at Barra Longa non-impacted area; and the
mean concentrations in the honey samples from Paracatu de Cima and Paracatu de Baixo
areas were lower (Figure 3F).

The mean Fe concentrations were higher in honey samples from the control than in
samples from the studied impacted and non-impacted areas from Paracatu de Cima to Barra
Longa (6.92 £ 0.70 mg/kg versus overall mean 1.55 + 1.29 mg/kg). However, samples from

the impacted and non-impacted areas from Paracatu de Cima to Barra Longa didn’t
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significantly differ from each other, within same localities and among different localities
(Figure 3G).

Our external control samples, as well as the impacted area at Paracatu de Baixo,
presented the highest Mn concentrations found in honey samples. Within the same locality,
significantly differences were found between Mn mean concentrations in the impacted and
non-impacted areas at Paracatu de Baixo and Gesteira. Though in Paracatu de Baixo higher
concentrations were found at the impacted area (4.41 = 0.67 mg/kg versus 2.92 + 2.03
mg/kg), in Gesteira higher concentrations were observed at the non-impacted area (3.36 +
0.85 mg/kg versus 1.68 + 0.85 mg/kg). Overall, honey samples from the impacted and non-
impacted areas of Paracatu de Cima and Barra Longa, as well as the impacted area at
Gesteira, presented lower Mn concentrations (Figure 3H).

Ni mean concentration in honey samples from non-impacted areas at Gesteira and
Barra Longa were significantly higher than the adjacent non-impacted areas (0.123 + 0.031
mg/kg versus 0.052 + 0.011 mg/kg; and 0.128 + 0.002 mg/kg versus 0.038 £ 0.016 mg/kg,
respectively). All samples from Paracatu de Baixo impacted areas were all below 0.07 mg/kg
(the quantification limit obtained in ICP-MS in the day they were analyzed) (Figure 31).

The mean concentration of Pb in honey didn't significantly differ between the
sampling sites, although the samples from Gesteira’s non-impacted site presented almost two
fold Gesteira’s impacted site mean concentration (0.0022 = 0.0024 versus 0.0012 + 0.0011
mg/kg). Overall, wide ranges of lead concentrations were observed in the samples (minimum
0.0008 mg/kg versus maximum 0.0064 mg/kg) (Figure 3J).

V mean concentration in honey from the control area was almost three times higher
than the levels found in the impacted and non-impacted areas from Paracatu de Cima to Barra
Longa (0.0088 £+ 0.0009 mg/kg versus overall mean 0.0030 = 0.0015 mg/kg). However, V
mean concentration in honey samples from the impacted and non-impacted areas from

Paracatu de Cima to Barra Longa were not significantly distinct (Figure 3K).

51



Zn mean concentration in the samples from our external control area was significantly
higher than all other sampled sites (3.67 + 0.43 mg/kg). However, Zn concentrations didn't
significantly differ between the impacted and non-impacted areas from Paracatu de Cima to
Barra Longa (overall mean 0.40 £ 0.21 mg/kg), within same localities and among different

localities (Figure 3L).
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Figure 3: boxplot representing the chemical concentrations of the elements found in honey samples from each locality. The symbol “x” represents the mean.
Legend: EC = Control area; PC_NA = Paracatu de Cima non-impacted site; PC_A = Paracatu de Cima impacted site; PB_NA = Paracatu de Baixo non-impacted
site; PB_A = Paracatu de Baixo impacted site; G_NA = Gesteira non-impacted site; G_A = Gesteira impacted site; BL_NA = Barra Longa non-impacted site;
BL_A = Barra Longa impacted site; different letters (a, b and c) represents significantly differences in means (p < 0.05).
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Metal composition

Pollen

In general, the decreasing order of abundance of the analyzed elements in the pollen
samples in this study was Fe > Mn > Al > Zn > Cu>Ba > Ni >Cr >V >Pb > Cd > As. The
concentrations range may be grouped as lower than 0.1 mg/kg (V, Pb, Cd e As); between 0.1
e 1 mg/kg (Ni e Cr); between 1 and 50 mg/kg (Zn, Cu and Ba) and between 50 and 500 mg/kg
(Fe, Mn and Al).

The first and second principal components (PC1 and PC2) explained 73.5 % of the
data variance (figure 4). In general, the impacted and non-impacted sites from the most
upstream and the most downstream sampling points were discriminated mainly by PC2, while
PCL1 distinguished better the samples of the external area (control) from the others. The scores
applied to the mean concentration found in pollen samples from each impacted and non-
impacted sites from each sampled region, shows that pollen from the most upstream impacted
site were discriminated mainly by the elements Mn and Cr. The elements As, Cd and Ba were
important to discriminate the most downstream non-impacted site, although Ba concentrations
were also high in the most downstream impacted site. Arsenic levels in the most downstream
non-impacted site were high, thus As was an important element to distinguish this area from

all others.
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Figure 4. PCA biplot obtained from mean concentration of 12 metals/metalloids present in 55
pollen samples, from the impacted and non-impacted studied sites (in Paracatu de Cima,
Paracatu de Baixo, Gesteira and Barra Longa), grouped according to the lithostratigraphic unit
it belongs, and the control samples. Legend: SBC_NA = The most upstream non-impacted
sites; SBC_A = The most upstream impacted siteimpacted sites; MC_NA = The most

downstream non-impacted sites; MC_A = The most downstream impacted sites; EC =
Control.

Honey

In general, the decreasing order of abundance of the analyzed elements in the honey
samples in this study was Mn > Fe > Al > Zn > Ba > Cu > Ni>Cr>Pb >V > As > Cd. The
analyzed elements may be grouped in two categories according to their concentrations: lower
(Cd, As, V, Pb, Cr and Ni) and higher (Cu, Ba, Zn, Al, Fe and Mn) than 0.1 mg/kg.

The first and second principal components (PC1 and PC2) explained 92.3 % of the
data variance (figure 5). In general, the impacted and non-impactedsiteswere discriminated
mainly by PC2, while PC1 distinguished better the samples of the external area (the control)
from the others. The scores applied to the mean concentration of the 12 elements found in
honey samples from each affected and non-affected sites from each lithostratigraphy, shows
that the elements content in honey from the most upstream impactedand non-impacted areas

were very similar..
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Figure 5. PCA biplot obtained from mean concentration of each of the 12 elements analyzed
in 53 honey samples from the impactedand non-impacted studied sites (in Paracatu de Cima,
Paracatu de Baixo, Gesteira and Barra Longa), grouped according to the lithostratigraphic unit
it belongs, and Sdo Sebastido do Paraiso. Legend: SBC_NA = The most upstream non-
impacted site; SBC_A = The most upstream impacted site; MC_NA = The most downstream
non-impacted sites; MC_A = The most downstream impacted sites; EC = Control.

DISCUSSION

Until this moment, nothing was known about how native pollinators’ food resources
(the pollen and nectar stored in T. angustula’s beehives) were affected by the Funddo mining
tailings dam break (Minas Gerais, Brazil). This work provides the first insights into how
much the stingless bees may be exposed to potentially toxic metals/metalloids in the impacted
areas, in the period of this study. The results we found are important to action planning, as
well as for society in general. Following, we discussed the concentrations we found in the
honey and pollen samples along the gradient of impact, comparing to the spectrum of
contamination reported in other works in the region impacted by the tailings, and also

comparing to the metals/metalloids concentrations in honey and pollen reported in other
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studies in Brazil and worldwide. We also discussed the possible ecological implications of
metals/metalloids contamination for bees, according to the recent literature about the theme.
Our results showed that a wide range of concentrations of metals/metalloids had
accumulated in T. angustula pollen and honey samples. The level of accumulation depended
on the location of the beehive if in impacted or non-impacted sites in the study area.
Generally, the studied elements were present in higher concentrations in pollen than in honey
samples. This is in agreement with other studies, as metals and metalloids usually occur in
higher concentrations in pollen than in honey (see tables S3 and S4). So, in a toxicological
point of view, probably the bee larvae are more exposed to potentially toxic metals/metalloids
than the adults, since pollen is the main food source of the larvae. Both pollen and honey
proved to be a good indicator of the presence of metal/metalloids released in the environment
(atmosphere and/or soil) exhibiting differences in the concentrations of metals/metalloids in
the gradient of impact. We found higher concentrations in the pollen samples from the
impacted areas than the non-impacted areas within the same locality, for the following
elements: Mn (Paracatu de Cima), Ni (Gesteira and Barra Longa) and Zn (Paracatu de Cima).
And, in the honey samples: Ba and Mn (Paracatu de Baixo), and As and Cr (Gesteira).
Previous studies in impacted areas, by the Fundao tailings dam break, also found the
elements As, Cr, Fe and Mn (one of them or more) at higher concentrations in impacted
sediments (Hatje et al., 2017; Reis et al., 2020), soils (Guerra et al., 2017), plants (Coelho et
al., 2020; Cruz et al., 2020) and dust samples (Fernandes et al., 2019), than in the control
samples. And, Segura et al. (2016) found that Ba mobilization potential from the mud was
high, and Fe, Mn, Cr and also Cu, were among the most abundant elements in the tailings.
These studies corroborate our findings. However, there is still controversies, for example,
Davila et al. (2020) analyzed As, Ba, Cr, Cu, Ni, V, Zn, Fe and Mn in the tailings deposited
over the impacted soils and non-impacted soils, revealing lower concentrations of all elements

in the tailings, except Fe. Also, Cruz et al. (2020) found higher concentrations of Cu, Fe, Mn
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and Zn in soils than in the tailings, in the region of Barra Longa (Minas Gerais). Thereby, we
emphasize the necessity of the monitoring programs, covering different biotic and abiotic
compartments, for long-term scale, to understand the dynamic of the potentially toxic
elements and how the different compartments are being affected along the impacted regions.

Indeed, Fe, Mn, Ba and As contamination were found in Gualaxo do Norte River
sediments samples from upstream of the environmental disaster (Reis et al., 2020), what is
supported by the earlier studies in the region (before Funddo dam collapse), which showed
that Gualaxo do Norte and do Carmo Rivers basins have been historically contaminated by
the mining industry and artisanal mining (Costa et al., 2003; Rodrigues et al., 2013, 2014).
Additionally, these basins drain waters that run over metalliferous soils, which are naturally
enriched in a variety of metals/metalloids due rock weathering, so these rivers naturally
contribute to the dispersion of many elements through their courses, plus the elements added
by centuries of anthropic activities (Costa et al., 2003; Rodrigues et al., 2013, 2014; Vicq et
al., 2015; Reis et al., 2020), such as gold, iron and manganese mining. For example, As may
be naturally found at high concentrations in some sites around the Iron Quadrangle (Minas
Gerais, Brazil), due the occurrence of the mineral arsenopiryte (Vicq et al., 2015), associated
to gold ore, that is also very abundant in the do Carmo river basin and is also rich in other
metals such as Ba, Cu and Zn (Costa et al., 2006), which are released by gold mining and may
accumulate in other abiotic and biotic compartments. So, these elements have accumulated in
the rivers and floodplain soils and were added and mixed to the tailings mud runoff. The
influence of so many sources of metals/metalloids along time in these basins, may explain the
wide range of variation in the concentrations of the studied metals/metalloids in the honey and
pollen samples.

The most toxic of the elements we studied, As, Cr, Cd and Pb, were found in
concentrations that can be considered low in our honey and pollen samples, both in the

impacted and non-impacted areas, considering that the concentrations we found are similar or
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lower than previously reported in honey and pollen samples from T. angustula’s combs, from
various sites in the Iron Quadrangle (Minas Gerais, Brazil) (Nascimento et al., 2018a;
Oliveira et al., 2017), and also in Apis mellifera honey and pollen samples from other regions
in Brazil (Magalh&es 2010; Morgano et al., 2010; Batista et al., 2012).

These non-essential metals/metalloids are among the most hazardous metals and they
can generate reactive oxygen species in cells (Ali et al., 2019; Rahman & Singh, 2019).
Honey bees chronically exposed to Pb and Cd diets led to an increase in a-tocopherol
(vitamin E) levels in bees and Cd also led to an increase in metallothionein-like proteins
(MTLPs) (Gauthier et al., 2016), what may confer a protective mechanism, against low levels
of those toxicants, preventing the damages from the oxidative stress caused by Cd and Pb (a-
tocopherol) and also decreasing the bioavaibility of Cd (MTLPs). Pura¢ et al. (2018)
identified and described a methallothionein gene in A. mellifera and also showed evidences of
protective mechanisms against increasingly metals exposure: increasing Cd, Cu e Pb
concentration in food led to a dose-dependent increase in the metallothionein gene expression,
both in laboratory tests and in field experiments. These authors also identified five putative
metallothionein protein sequences from Apis florae, Bombus impatiens and Bombus terrestris,
which presented high degree of homology with A. mellifera metallothionein, suggesting a
high conservation of this protein within the Hymenoptera order. However, lower biomass,
number of bees and honey yield were shown in A. mellifera nucleous colonies exposed to

industrial pollution (As and Cd) (Bromenshenk et al., 1991).

Mn was found at higher concentrations in the impacted areas in our upper sampling
points (Paracatu de Cima and Paracatu de Baixo), both in pollen and honey samples. The
concentrations we found in pollen from Paracatu de Cima impacted area were considerably
higher the means observed in the other sites from the present study and also the

concentrations reported in other studies in Brazil (Morgano et al. 2012, Sattler et al. 2016,
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Siqueira et al. 2017, Nascimento et al. 2018a, Oliveira et al. 2020) and around the world
(Yang et al. 2013, Taha et al. 2017, Altunatmaz et al. 2017), except the concentration revealed
in Camellia japonica monofloral pollen from China (Yang et al., 2013). In another way, in the
honey samples, although Mn mean concentration from Paracatu de Baixo impacted area was
higher than the non-impacted area, the concentrations we found are relatively low comparing
to the concentrations reported in T. angustula honey samples from the Iron Quadrangle
(Oliveira et al., 2020) and A. mellifera honey samples from other regions of Brazil
(Magalhées et al., 2010; Batista et al., 2012).

It was demonstrated by Sevik et al. (2015) that Mn ingestion by honey bees increases
brain biogenic amines (octopamine, dopamine and serotonin) levels in a dose-dependent
manner, leading to a precocious transition from the in hive activities to foraging activity in
workers. Thus, colony fitness may be negatively affected through long-time exposure to high
Mn concentrations in food, because precocious foragers are less effective in collecting
resources (Perry et al., 2015), and high foraging performance (amount and rate of food
collection) is linked to individuals’ experience (Klein et al., 2019), beyond the navigational
abilities or physical performance (Sgvik et al., 2015).

In general, the concentrations of Al, Ba, Cu, Fe, Ni, V and Zn in the honey and pollen
samples were considered low — even though Ba, Ni and Zn were found at significantly higher
concentrations in some of the impacted sites than in the reference non-impacted sites —, given
that the concentrations we found were similar or lower than it was reported in other works in
the Iron Quadrangle (Minas Gerais, Brazil), other regions of Minas Gerais and around the
world (see tables S3 and S4).

Noteworthy, despite most of these metals are known to have important roles in bees’
physiology (except Al), the exposure to high concentrations may lead to several physiologic
or behavior impairment. For example, recent evidences showed that the Al concentrations in

bees’ supply affect honey bees lifespan, circadian adherence and motility (Chicas-Moiser et
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al., 2019). These authors showed that when low doses were added to water supply, bees’
activity increased, but at higher doses it resulted in exhaustion and low activity levels; it was
also observed reduction in the circadian rhythmicity at higher doses; and, reduced survival in
the treated groups compared to the control. Also, other studies on pollinators toxicology
showed that honey bees’ survivor may be negatively affected by Cu, Cd and Pb exposure (Di
et al 2016). It was also shown that Zn, Cd and Pb contamination in a gradient of pollution
negatively affected the wing size in the solitary bee Osmia bicornis (Szentgyorgyi et al.,
2017). As well, the time bees spent foraging on flowers were negatively affected by Cu, Ni,
Zn and and Pb contamination (Meindl & Ashman, 2013; Xun et al., 2017), what may result in
poorer performance.

Beyond that, secondary implications for plant reproductive fitness were found in
Cucurbita pepo (squash) grown in soils supplemented with Cu, Ni, Zn and Pb (Xun et al.,
2017). Xun et al. (2018) also demonstrated that Hosta ensata (a native plant from China)
interactions with pollinators and nectar robbers were affected by treatments containing
artificial nectar solutions with Cu (55 mg/l), Ni (50 mg/l), Zn (80 mg/l) and Pb (55 mg/l),
resulting in lesser visitation rate by nectar robbers and higher visitation rate by pollinators,
although the pollinators spent less time foraging in the treated groups and removed
significantly less nectar, in relation to the control treatment.

Those studies illustrate that plants and pollinators may suffer direct negative effects of
metals contamination, and indirect effects through affecting plant-insect interactions.
However, the effects of many metals/metalloids on pollinators are not yet clearly elucidated,
most experiments rely only with A. mellifera specie and nothing is known about the effects of
these metals/metalloids on the stingless bees physiology and behavior, as well as on the
colonies performance. So, the ecological implications of metals and metalloids for plants and
pollinators should be better depicted in future researches, both on naturally metalliferous and

contaminated sites.
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In relation to the risks posed to human health by the consumption of honey and pollen
produced by T. angustula in the region impacted by Funddo mining tailings dam rupture, we
state that the maximum levels determined by the Brazilian National Agency of Sanitary
Vigilance (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, ANVISA) in honey for the elements As
(0.3 mg/kg), Cd (0.1 mg/kg) and Pb (0.3 mg/kg) (ANVISA, 2013) and in foodstuff for Zn
(50.0 mg/kg), Ni (5.0 mg/kg), Cu (30.0 mg/kg) and Cr (0.1 mg/kg) (ANVISA, 2013) are all
above the levels we found in our honey and pollen samples. Likewise, the concentrations we

found for these elements in honey and pollen shall be safe for humans.

Metals composition assessment

The PCA inditate that the 12 studied metals/metalloids composition in the honey and
pollen samples from the impacted and non-impacted studied sites were closely related to each
other, while the control samples metals/metalloids content were very distinct to others. The
PCA suggests that, in honey, the composition of metals/metalloids in the impacted sites were
closely related to the reference non-impacted sites. However, in pollen, the high Mn
concentrations found in the impacted site at Paracatu de Cima showed discrepancy in relation
to the concentrations found in the non-impacted site. Many other studies have found that the
geographical origin is an important factor for honey and pollen metals/metalloids content
distinction, such as Andrade et al. (2014), Morgano et al. (2010), Morgano et al. (2012),
Batista et al. (2012), Baroni et al. (2015), Bogdanov et al. (2007) and Oliveira et al. (2020).
Closer localities may be closer related in many biotic and abiotic local features such as plant
composition and soil geochemistry, what may contribute to the differences in the

concentration of some elements among the studied sites.

CONCLUSIONS
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Overall, despite there were observed differences in metals/metalloids mean
concentrations in honey and pollen between some of the impacted and non-impacted areas
from Paracatu de Cima to Barra Longa, the levels we found were not high compared to the
metals/metalloids concentrations reported in honey and pollen in other researches, in Brazil
and around the world, except the Mn concentrations in pollen we found in Paracatu de Cima
impacted area. Furthermore, the concentrations found are all below the permissible threshold
of Brazilian legislation and shouldn’t pose risks for human consumption. However, we
emphasize that metals/metalloids in the stingless bees food resources should be constantly
monitored in the region impacted by the tailings dam collapse, to understand the dynamics of
the metals/metalloids in the impacted areas and how the stingless bees may be affected in

long-term.
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CAPITULO 2

Metais e metaloides viajam pelos compartimentos das cadeias alimentares de abelhas e
vespas solitarias, em areas impactadas por rejeitos de mineracao

Resumo: as abelhas e vespas solitarias, que nascem em ninhos construidos em cavidades pré-
existentes, e os alimentos que sdo armazenados nos ninhos para a alimentacdo das larvas,
formam sistemas multi-troficos, os quais permitem explorar de que modo ocorre a
transferéncia de elementos quimicos nas cadeias alimentares (polen — abelhas — parasitoides; e
invertebrados — vespas — parasitoides). Quantificamos e avaliamos a transferéncia de 12
metais/metaloides (Al, Mn, Fe, Zn, Ba, Cu, Ni, V, Pb, Cr, As e Cd) nos componentes das
cadeias troficas de abelhas e vespas solitarias que nidificam em cavidades pré-existentes, em
uma regido que sofreu o impacto do rompimento da barragem de rejeitos de mineragcdo de
ferro, Funddo (Minas Gerais, Brasil), e em &reas ndo impactadas diretamente. Hipotetizamos
gue as concentracfes de metais seriam maiores naqueles organismos cujos ninhos se
localizem em regides diretamente impactadas pela deposicdo de rejeitos, em comparacdo com
regibes ndo impactadas. Além disso, esperamos que 0s elementos fossem encontrados em
diferentes concentracGes em relacdo ao nivel trofico dos organismos e a regido amostrada.
Nossos resultados mostraram ndo haver diferenca significativa na concentracdo dos elementos
entre as areas impactadas e ndo impactadas. No entanto, verificamos que as concentraces dos
elementos variam entre as regides amostradas e, em alguns casos, também entre os diferentes
niveis troficos das cadeias alimentares. N6s demonstramos que os elementos da cadeia tréfica
de abelhas e vespas que nidificam em cavidades pré-existentes podem ser utilizados como
indicadores da presenca de metais e metaloides em areas sujeitas aos impactos da mineracao.
Entretanto, o potencial para acumular metais difere entre os dois grupos. Assim, sua
capacidade de discriminar diferentes metais pesados poluentes diferem e mais estudos sdo
necessarios para detectar diferencas na eficiéncia de diferentes grupos de insetos para
acumular diferentes metais pesados.

Palavras-Chaves: metais; metaloides; contaminacdo ambiental; cadeia tréfica; recursos
alimentares; abelhas; vespas.
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INTRODUCAO

A relacdo multi-trofica entre plantas hospedeiras, insetos herbivoros e predadores pode
ser usada como um sistema modelo para estudar os efeitos de metais pesados em diferentes
niveis tréficos do ecossistema (Dar et al., 2015). Nesse relacionamento, plantas servem como
uma rota para a transferéncia de metais do solo para insetos herbivoros e os insetos herbivoros
para os niveis tréficos superiores (Devokta & Schmidt, 2000).

O transporte de metais pelos niveis troficos € um fendmeno complexo (Bafiuelos &
Ajwa, 1999). De acordo com Kabata-Pendias (2004), as plantas podem absorver facilmente
elementos em solucdo no solo. Para as plantas, a biodisponibilidade dos elementos no solo é
dependente das propriedades fisico-quimicas dos compostos e das propriedades do solo
(Cataldo & Wildung, 1978), além de fatores climaticos e bioldgicos (Kabata-Pendias, 2004).
Também, o potencial de bioacumulagdo de um metal por um determinado organismo também
é influenciado pela interacdo de um conjunto de fatores, tais como os fatores abidticos, as
caracteristicas quimicas do elemento e a sua concentracdo, as caracteristicas fisioldgicas
espécie-espcificas e a rota de exposicao (Luoma & Rainbow, 2005).

Os artropodes tém sido utilizados em diversos estudos de contaminagdo ambiental,
indicando bioacumulacéo nos niveis troficos superiores (Heikens et al., 2001; Peterson et al.,
2017; Nummelin et al., 2007; Conti et al., 2017; Conti et al., 2018; Dar et al., 2019), e
também usados como monitores ambientais, indicando as concentracdes de elementos
presentes no ambiente (Negri et al., 2015; Oliveira et al., 2016; Smith et al 2019). No entanto,
0 uso de abelhas e vespas solitarias, que nidificam em cavidades pré-existentes, ainda € raro
nos estudos de contaminacdo ambiental, e até onde sabemos as concentracbes de
metais/metaloides nunca foi determinada nos sistemas formados pelos alimentos larvais e 0s
individuos imaturos de abelhas e vespas (apds completarem a alimentacdo larval, em fase de
pupa).
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Em gradientes de contaminagdo ambiental de fontes industriais (fundicdo de Zn e Pb,
na Polonia e no Reino Unido), metais contaminantes (Cd, Pb e Zn) foram analisados no
alimento larval e nos adultos de abelhas solitarias que nidificam em cavidades (Osmia rufa)
(Moron et al., 2014). As abelhas solitarias respondem aos gradientes de contaminacéao
ambiental com mudancas na riqueza e abundancia de espécies (Moron et al., 2012) e em
pardmetros bioldgicos como o nimero de células de cria e a mortalidade dos descendentes
(Moron et al., 2014). Szentgyorgyi et al. (2017) mostraram que a assimetria das asas
dianteiras da abelha solitaria Osmia bicornis ndo foi afetada pela contaminagdo ambiental
(Cd, Pb e Zn), no entanto o tamanho das asas apresentou correlacdo negativa com a
contaminag&o.

As vespas sociais ja foram satisfatoriamente utilizadas em estudos de contaminacéo
ambiental em areas sujeitas a urbanizacdo (Urbini et al., 2006) e a industrializacdo (fundicéo
de Cu-Ni) (Skaldina et al., 2020). No entanto, até onde sabemos os sistemas formados pelas
vespas solitarias e os alimentos larvais (as presas capturadas pelas vespas adultas), nunca
foram avaliados. Ao consumir presas contaminadas com metais em altas concentracgdes, as
vespas também podem ser negativamente afetadas em termos de salde e vigor, resultando
consequentemente em uma reducdo proporcional na eficacia do controle de pragas. Assim,
elevados niveis de metais vestigiais ao longo das cadeias alimentares podem levar a
toxicidade (Dar et al., 2019), o que pode limitar o papel benéfico desempenhado por insetos
predadores em um ecossistema (Green et al., 2010). Neste sentido, os efeitos negativos dos
metais toxicos vao além dos organismos, pois como consequéncia dos efeitos diretos sobre o0s
polinizadores e predadores (Skaldina et al., 2019), o funcionamento dos ecossistemas pode ser
afetado (Gall et al., 2015; Skaldina et al., 2019).

A transferéncia de metais pesados para insetos predadores do solo através da cadeia
alimentar pode afetar parametros de aptiddo diferentes desses invertebrados predadores

(Suganya et al., 2016; Zhang et al., 2017). A sobrevivéncia e persisténcia de insetos em

73



ambientes cronicamente poluidos ocorre em custos energéticos (Sibly e Calow, 1989; Stone et
al., 2001; Walker et al., 2012). Em ambiente poluido cronicamente insetos gastam uma
quantia significativa de seu orgamento de energia em desintoxicacgdo suplementar que resulta
em interrupgdo do crescimento normal (biomassa e reproducdo) e respiracdo (Stone et al.,
2001; Walker et al., 2012). Em revisdo recente Dar et al. (2019) mostraram que 0s metais
pesados podem alterar aspectos fisioldgicos, comportamentais, reprodutivos e morfol6gicos
em sistemas predador-presa em artropodes.

Muito pouco se sabe sobre os custos potenciais, para 0s ecossistemas em geral,
associados a acumulacdo de elementos toxicos. Entender esses processos é importante, uma
vez que proporcionam uma Visdo sobre as reverberagdes ecoldgicas da hiperacumulagéo, e
lancam luz sobre as possiveis pressdes seletivas que levaram a evolucdo deste fenédmeno
fascinante. Uma melhor visdo ecoldgica também ira ajudar na gestdo das areas impactadas
pela mineracdo, onde a quantidade de elementos toxicos lancadas no ambiente é geralmente
muito elevada.

As abelhas e vespas solitarias possuem grande importancia pelas funcdes ecoldgicas
desempenhadas (como polinizadoras e predadoras) e possuem grande potencial para estudos
de contaminacdo ambiental. Tanto abelhas quanto vespas solitarias ndo mantem nenhum
contato com a prole depois da oviposicao, de forma que a principal forma de seus imaturos se
contaminarem seria pela ingestdo de alimentos contaminados, sendo para as abelhas o pélen e
para as vespas 0s invertebrados. Portanto, os alimentos larvais e as crias que ja completaram
sua alimentacdo, formam sistemas ideais para estudos de transferéncia de metais/metaloides
entre os componentes de suas cadeias alimentares. Com a técnica do uso de ninhos-armadilha,
desenvolvida por Krombeim (1967), as abelhas e vespas solitarias que nidificam em
cavidades pré-existentes tem podem ser usadas em estudos de transferéncia de

metais/metaloides em cadeias alimentares em areas contaminadas.
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O objetivo desse trabalho foi avaliar de que forma metais/metaloides podem ser
transferidos entre as geracOes em sistemas fechados formados pelos adultos imaturos e o
alimento larval de abelhas e vespas solitarias que nidificam em cavidades pré-existentes, em
area que sofreu impacto pelo rompimento de uma barragem de rejeito de mineracdo. Nossa
hipotese é que as concentragdes de metais/metaloides serdo maiores naqueles organismos
cujos ninhos se localizam em regides diretamente impactadas pelo rejeito, comparado com
regibes ndo impactadas. A figura conceitual ilustra a ideia do trabalho (figura 1). Vespas
predadoras capturam artropodes de solos contaminados para alimentar suas larvas. As larvas
ao se alimentarem das presas estariam ingerindo metais/metaloides que podem se acumular no
seu corpo. Do mesmo modo, as larvas de abelhas podem se contaminar ao ingerirem alimento
larval (polen, néctar, 6leos vegetais) coletados em areas contaminadas. Os imaturos das
vespas e abelhas por sua vez, podem sofrer parasitoidismo por seus inimigos naturais (por
exemplo, vespas parasitas ou dipteros), que também podem acumular contaminantes.

Observar que os metais/metaloides podem entrar nas cadeias alimentares terrestres por
outras vias além da interface solo-planta. As larvas das vespas, ao se alimentarem de
invertebrados que vivem no solo, podem ingerir particulas de solo depositados sobre a
superficie corporal das presas. E as larvas das abelhas podem ingerir particulas de material
particulado atmosférico depositadas sobre o pélen. Ainda, os imaturos de abelhas e vespas,
contaminados por metais, podem servir de alimento para parasitoides que também se

contaminariam com metais.
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Figura 1. Modelo conceitual mostrando os caminhos de entrada dos metais pesados nas
cadeias tréficas de abelhas e vespas que nidificam em cavidades pré-existentes.

METODOS

Area de estudo

Este estudo foi conduzido em pontos amostrais nas margens dos rios Gualaxo do
Norte (Minas Gerais) (tab. 1), entre o distrito Paracatu de Baixo e Gesteira (fig. 1), uma das
principais regides afetadas pela deposicdo de lama oriunda do rompimento da barragem de

rejeitos de minério de ferro “Fundao”.
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Figura 3. Mapa com o0s pontos amostrais dos ninhos-armadilha na regido do rio Gualaxo do
Norte, Minas Gerais, Brasil. Trajeto percorrido pelos rejeitos de Funddo em branco, e a regido
estudada ao longo do rio Gualaxo do Norte, em vermelho.

Tabela 1: Localizacdo georeferenciada dos pontos amostrais

Cadigo

Ponto : Localidade Coordenadas Area
localidade
. 20°18'18.39"S /
1 1 Paracatu de Baixo 43°13'49.88" W Impactada
. 20°18'41.54"S / ~
2 1 Paracatu de Baixo 43°13'7 45"W N&o Impactada
. 20°18'20.29"S /
3 1 Paracatu de Baixo 43°13'19.15" W Impactada
. 20°18'22.53"S / <
4 1 Paracatu de Baixo 43°13'18.38" W N&o Impactada
20°16'19.65"S /
5 2 Pedras 43°10'36.46"W Impactada
20°16'22.85"S / <
6 2 Pedras 43°10'37 74" W N&o Impactada
F 3 Estrada Pedras- 20°16'18.86"S / Impactada
Gesteira 43°9'6.29"W P
8 3 Estrada Pedras- 20°16'15.45"S / N0 Impactada
Gesteira 43°9'6.53"W P
9 4 Gesteira 20°15'46.61"S / Impactada
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43°8'11.42"W

. 20°15'47.27"S | x
10 4 Gesteira 43°8'14.26"W N&o Impactada

Ninhos-armadilha

Os ninhos-armadilha consistem em blocos de madeira com furos (cavidades) de 10 cm
de profundidade, envolvidos por canudos de papel-cartdo preto de mesmo tamanho e
diametro. Cada ponto amostral contém um conjunto de ninhos-armadilha, com um total de
135 cavidades de diferentes diametros — 6 mm, 9 mm e 12 mm —, em igual nimero e posi¢des

aleatorias (fig. 3)

Figura 3: Conjunto de ninhos armadilha. As abelhas e vespas que nidificam em cavidades
pré-existentes, constroem seus ninhos nas cavidades criadas nos blocos de madeira, as quais
foram coletadas periodicamente.

Triagem das partes de interesse dos ninhos de abelhas e vespas (pupas, substrato,
alimento de provisdo das larvas) e armazenamento das amostras

O substrato utilizado na construgdo dos ninhos, o alimento de provisdo das larvas e
duas pupas das abelhas/vespas foram triados de cada ninho (fig. 4), e os individuos restantes
foram mantidos em tubos de vidro fechados para a identificagdo das especies dos adultos
emergentes , para realizagdo posterior de digestdo acida e anélise elementar no ICP-MS. As

amostras foram armazenadas no Laboratério de Biodiversidade da Universidade Federal de
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Ouro Preto, em Eppendorfs, em um freezer. Posteriormente foi realizada a secagem das

mesmas a 40 °C em estufa, por 72h, e as mesmas foram armazenadas a temperatura ambiente.

Figura 4. Ninho coletado a esquerda e pupas a direita. Os ninhos sdo subdivididos em
camaras de cria que contém, em cada uma, uma larva e o alimento necessario para 0 seu
desenvolvimento em adulto. Os ninhos podem ser construidos com substratos como solo
superficial ou material vegetal. No caso, o ninho foi construido com barro.

Anélises em laboratério

Foram analisados um total de 93 amostras sendo 37 de vespas imaturas (pupas), 30 de
abelhas imaturas, 12 amostras de provisdo de vespa, 10 amostras de provisdo de abelha e
quatro parasitoides, provenientes de 40 amostras de ninhos em éreas impactadas e 53 de areas
ndo impactadas. Em relacdo a cada localidade (veja tabela para cdigos e nomes) foram 16
amostras provenientes da localidade 1, 36 da localidade 2, 21 amostras da localidade 3 e 20
amostras da localidade 4. Foram identificados, dos adultos emergentes dos ninhos, duas
espécies de vespas dos género Trypoxilon e duas do género Pachodynerus, trés espécies de
abelhas (dos géneros Centris, Megachile e Tetrapedia) e uma espécie de parasitoide da familia
Bombyliidae. As amostras das provisdes (os alimentos larvais) das vespas foram
representadas apenas por aranhas, e das abelhas uma mistura de 6leos vegetais, polen e néctar,
que ndo foram identificados.

As amostras foram submetidas a digestdo acida em um bloco digestor (modelo

DigPrep jr), para a realizacdo da oxidagdo das matrizes organicas e solubilizagdo dos
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elementos. Posteriormente foi realizada a determinacdo das concentragOes dos elementos Al,
Mn, Fe, Zn, Ba, Cu, Ni, V, Pb, Cr, As e Cd com o uso de um Espectrometro de Massa com
Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-MS, modelo AGILENT 7700X).

Antes da digestdo as amostras foram secas em estufa a 105 °C por trés horas, e em
sequida foi aferido o peso seco. As amostras de invertebrados foram preparadas seguindo o
procedimento previamente descrito por Nummelin et al. (2007), onde foram adicionados 5 ml
de acido nitrico (65%) em cada amostra, as quais foram inicialmente aquecidas por 2h a 50
°C. Em seguida, os tubos contendo as amostras foram tampados e aquecidos por mais 16h a
110 °C. Apds o resfriamento dos tubos, foram adicionados 5 ml de peroxido de hidrogénio
(30%), em cada um, e os tubos foram tampados e aquecidos por 8h a 110 °C. Por fim, as
amostras foram diluidas até completar um volume de aproximadamente 15 ml com agua
Milli-Q e filtradas.

As amostras de pdlen foram preparadas de acordo com o procedimento descrito por
Oliveira et al. (2017) e Nascimento et al. (2018), com adaptacGes para 0 uso de um bloco
digestor. As amostras previamente pesadas foram submetidas a digestdo acida, adicionando-se
7 ml de acido nitrico (65%) e 1 ml de perdxido de hidrogénio (30%) nos tubos do bloco
digestor contendo as amostras. Ap6s adi¢do dos acidos, inicialmente, as amostras ficaram em
contato com o0s reagentes durante aproximadamente 16h, com os tubos fechados, sem
aquecimento. Em seguida, os tubos fechados foram aquecidos a 110 °C por 20h. Apo6s atingir
a temperatura ambiente, os tubos foram abertos e as amostras foram diluidas até o volume
final de aproximadamente 15 ml, e, por fim, foram filtradas.

Uma amostra em branco foi preparada, seguindo o mesmo procedimento das outras
amostras, a cada ciclo de digestdo, para avaliar possiveis contaminacdes durante o
procedimento. Todos os reagentes utilizados foram ultrapuros (Suprapur, Merck, Alemanha).
A precisdo da aferéncia das concentracGes dos elementos em cada amostra foi avaliada pelo

coeficiente de variagdo de trés leituras realizadas no ICP-MS.
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Analises estatisticas

Modelos lineares generalizados com efeitos mistos com distribuicdo de erros
gaussiana foram construidos para avaliar se as concentra¢fes dos elementos quimicos variam
entre areas impactadas e ndo impactadas, entre localidades e entre as matrizes (a partir de
agora chamados de nivel tro6fico). Na teia alimentar de vespas consideramos as provisdes
como primeiro nivel tréfico, os imaturos ou adultos recém-formados como segundo nivel
tréfico e os parasitoides terceiro nivel. Na teia alimentar de abelhas a massa de poélen foi
considerada o primeiro nivel, os imaturos ou adultos recém-formados o segundo nivel e o0s
parasitoides o terceiro nivel.

O Escalonamento Multidimensional Ndo Métrico (NMDS) foi construido, baseado na
distancia de Bray-Curtis, para avaliar espacialmente as concentracdes de metais nos niveis
tréficos das cadeias alimentares de abelhas e vespas em relacdo as areas amostradas com e

sem impacto.

RESULTADOS

As concentragdes dos 12 elementos estudados, obtidas em cada amostra analisada,
estdo apresentadas no material suplementar (tabela 8). As médias dos valores das
concentragfes dos elementos quimicos entre as areas impactadas e ndo impactadas estdo
representadas na Tab. 2. Ndo foram encontradas diferencas significativas nas concentragoes
dos 12 elementos quimicos selecionados entre os ninhos localizados em &reas impactadas e
ndo impactadas (Tab. 3). No entanto, a concentragdo de As pode ser considerada
marginalmente significativa (p = 0,06), nota-se que as concentracdes medias foram
consideravelmente maiores nas areas impactadas (1,13 + 1,59 versus 0,28 + 0,40 mg/kg),
apesar da alta variabilidade observada. Embora né&o foi encontrada diferenca estatisticamente
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significativa entre as concentragdes médias de Fe das &reas impactadas e ndo impactadas,
pode-se notar também que a média das concentragdes nas areas impactadas foi

consideravelmente maior (5861,1 + 10478,0 versus 2433,1 + 4499,2 mg/kg).

Tabela 2. Concentracdo dos elementos quimicos (mg/kg) analisados nas matrizes da cadeia
alimentar de abelhas e vespas nas areas impactadas e ndo impactadas entre Paracatu de Baixo
e Gesteira. Média * desvio-padréo.

Concentracdo media dos elementos nos componentes das cadeias troficas de
abelhas e vespas solitarias (mg/kg)

Elemento

Areas ndo impactadas Areas impactadas
Al 1338,6 + 1604,4 13135 + 1729,6
As 0,28 + 0,40 1,13 + 1,59
Ba 6,58 + 8,46 5,36 + 5.74
Cd 0,30 + 0,35 0,40 + 0,35
Cr 4,08 + 5,69 5,03 + 8,64
Cu 44,9 + 68,05 42,00 + 36,51
Fe 2433,1 + 4499,2 5861,1 + 10478,0
Mn 90,2 + 141,2 94,2 + 154,6
Ni 2,76 + 3,81 2,57 +2,96
Pb 1,16 +1,38 1,37 + 1,50
v 2,58 + 3,84 2,20+ 4,31
Zn 186,2 + 220,7 155,7 + 85,0
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Foram encontradas diferengas significativas nas concentragdes dos elementos
quimicos nos niveis troficos das teias de abelhas e vespas (tab. 3). De forma geral, foram
encontradas concentracfes mais altas de todos os elementos nas provisdes e nos individuos
imaturos dos ninhos de vespas, exceto 0 Ba, que apresentou maior concentracdo na proviséo
das abelhas (massa de pdlen).

Nas teias troficas dos ninhos das vespas, maiores concentrages de Cu, Ni e Zn foram
encontradas nas provisdes das vespas quando comparados com 0s imaturos. Ao contrario,
maiores concentragfes de Al, Fe, Mn, Pb, As, Cr e V foram verificadas nos imaturos de
vespas (fig. 5).

J& nos ninhos das abelhas, encontramos concentragdes maiores de Fe, Al, Ba, Cr, Mn,
Ni e V na provisdo das abelhas quando comparados com os imaturos. Por outro lado,
concentracdes maiores de As, Cd e Pb foram observadas nas abelhas imaturas.

As concentragdes de Al, V, Cr, Ni, Cu, Zn, Cd e Pb foram mais altas nos parasitoides
qguando comparados com os imaturos de abelhas. No entanto, quando comparadas as
concentragdes entre os parasitoides e 0s imaturos de vespas, todos 0s elementos apresentaram
concentracdo menores nos parasitoides, exceto Cd que as concentracfes foram semelhantes.

No modelo que considera a interacdo entre os niveis troficos e as areas impactadas e
ndo impactadas encontramos variacéo significativa das concentragdes de 9 dos 12 elementos.
Quando usamos o0 modelo considerando a localidade e impacto encontramos diferencas nas

concentragOes de As, Cr, Fe, Mn, V e Zn (tab. 3).
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Tabela 3. Resultados dos modelos lineares de efeitos mistos, mostrando os efeitos da
categoria de impacto, da categoria tréfica, da interacdo entre as categorias de impacto e trofica
e da interacdo entre a categoria de impacto e a localidade, sobre as concentracGes dos
metais/metaloides analisados.

Variavel

Variavel fixa

gt X> GL  Deviance P
resposta explanatéria

Al Categoria de impacto 0,26 1 16144 0.609
VvV 0,43 1 508,4 0,507
Cr 0,09 1 618,5 0,760
Mn 2 1 1177,4 0,988
Fe 1,120 1 1894,3 0,289
Ni 0,006 1 474,47 0,935
Cu 0,001 1 1007,2 0,973
Zn 0,57 1 1195,9 0,449
As 3,51 1 195,9 0,060*
Cd 1,10 1 39,1 0,293
Ba 0,69 1 615,3 0,404
Pb 0,30 1 326,1 0,583
Al Categoria tréfica 17,16 4 1597,5 0,001*
V 22,97 4 485,9 <0,001*
Cr 21,01 4 597,5 <0,001*
Mn 7,79 4 1169,6 0,099
Fe 25,18 4 1870,3 <0,001*
Ni 7,55 4 466,9 0,109
Cu 30,27 4 976,9 <0,001*
Zn 43,94 4 1152,5 <0,001*
As 1432 4 185,1 0,006*
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Cd 20,44 4 19,7 <0,001*
Ba 11,36 4 604,7 0,022*
Pb 6,79 4 319,67 0,147
Interacdo entre cat. de 17,33 1597,3
Al impacto e cat. Tréfica 5 0,003*
\ 2325 5 485,6 <0,001*
Cr 2133 5 597,2 <0,001*
Mn 14,06 9 1163,3 0,120
Fe 28,07 5 1867,4 <0,001*
Ni 7,57 5 466,9 0,181
Cu 30,33 5 976,8 <0,001*
Zn 46,12 5 1150,4 <0,001*
As 18,29 5 181,1 0,002*
Cd 20,67 5 19,5 <0,001*
Ba 1166 5 604,4 0,039*
Pb 7,11 5 319,3 0,212
Interacdo entre cat. de 8,44 1606,2
Al impacto e localidade 4 0,076
\Y 13,05 4 495,8 0,011*
Cr 15,68 4 602,9 0,003*
Mn 2259 4 1152,1 <0,001*
Fe 13,32 4 1882,1 0,009*
Ni 5,34 6 469,1 0,499
Cu 7,92 4 999,2 0,094
Zn 11,12 4 1185,4 0,025*
As 1359 4 185,8 0,008*
Cd 5,55 4 34,6 0,235
Ba 8,39 6 607,6 0,210
Pb 6,38 6 320,0 0,381

A significancia foi testada por ANOVA, comparando-se 0os modelos completos (e
reduzidos) com um modelo nulo, considerando-se diferenca estatistica quando p<0,05. A

variavel aleatdria foi o ninho capturado.

Tabela 4. Representacdo da concentracdo geral dos elementos quimicos (mg/kg) analisados
nas matrizes da cadeia alimentar de abelhas e vespas ao longo de um gradiente de impacto de
montante (Paracatu de Baixo) para jusante (Gesteira). Média + desvio-padréo.

Localidade
Elemento
Estrada Pedras-
Paracatu de Baixo Pedras Gesteira Gesteira
1803.66 +
Al 1729.09 1828.49 + 1981.54 762.68 +1309.76 666.31 +590.08
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As
Ba
Cd
Cr
Cu

Fe
Mn
Ni
Pb
Zn

0.34+0.44
5.04 +5.38
0.38 +0.47
3.01+£2.85
71.26 +112.23

4264.95 +
7332.15

57.61 +53.79
3.39+5.31
1.42 +1.52

353.37 £ 339.52
2.22 +2.63

094 +141
8.72 £8.59
0.32 +0.27
8.11 +£9.83
51.89 +41.26

6904.90 +
10552.56

185.23 + 198.09
2.86 + 3.27
1.38 +1.46

156.17 + 102.74
4.35+5.35

0.19+0.29
6.20 £ 9.44
0.38 +0.42
2.29 +3.62
32.05+29.75

1023.26 +
1769.46

32.68 + 29.32
2.16 +2.25
0.74+£0.75

118.47 + 71.44
1.28 +2.60

0.17+0.17
197 +1.24
0.02+0.01
1.42 +0.72
19.32 +6.33

1083.23 +
2112.69

13.78 £ 16.26
2.35+3.29
142 +1.78

118.32 + 35.75
0.32+0.26

stress = 0,033 R2=0,84; | stress =0,04 R2=0,80) (fig. 6).

O resultado do NMDS foi significativo na regido impactada e ndo impactada (SI-
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Figura 6. Representacio NMDS das concentragdes dos elementos quimicos nos niveis
troficos, por area amostrada, nas regiées com impacto (A) e sem impacto (B).

DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que néo existe diferenca significativa na concentragédo dos
elementos quimicos analisados entre as areas impactadas e ndo impactadas pelo rompimento
da barragem para a maioria dos elementos quimicos estudados. Para todos os elementos

observa-se uma ampla variacdo nas concentragdes em relacdo ao valor da média. No entanto,
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verificamos que as concentrac0es dos elementos diferem entre as regides amostradas e
também entre os diferentes niveis troficos das teias alimentares de abelhas e vespas. Estes
resultados mostram que abelhas e vespas que nidificam em cavidades pré-existentes podem
ser utilizados como indicadores da presenca de diferentes metais/metaloides em &reas
impactadas pela mineragéo.

Sabe-se que o0s organismos podem ser expostos a contaminantes por diversas rotas.
Embora o caminho mais conhecido seja por meio da interface solo-plantas, poluentes
presentes na matéria particulada atmosférica também podem ser absorvidos pelos organismos
pela alimentacdo, ou através da superficie corporal (Tyler et al., 1989; Chapman, 2008).
Apesar da matéria particulada na atmosfera ser um contaminante que se difunde no ar, tem
recebido relativa baixa atencdo, em relagdo ao impacto na salde dos insetos em geral e
consequentemente sobre as teias alimentares dos quais fazem parte. Insetos podem ingerir
particulas finas de matéria particulada via o alimento, por exemplo, no néctar, pélen ou nas
presas. Em insetos como abelhas e vespas a coleta de matéria particulada fina durante o
forrageamento pode ser traduzido em um acumulo de xenobiéticos na massa de pdlen
(Nascimento et al., 2018) e nas provisdes oferecidas pelas vespas as suas larvas (Vanderstock
etal., 2019).

Ao contrario do esperado, ndo encontramos diferencas nas concentragfes da maioria
dos elementos quimicos avaliados nas matrizes provenientes de ninhos instalados em éareas
impactadas e ndo impactadas e isso pode ser explicado pelo tipo de solo na regido, que
naturalmente apresenta alguns elementos em concentracbes maiores. Para As e Fe,
verificamos concentracdes maiores nas matrizes provenientes de ninhos situadas nas &areas
impactadas, principalmente na regido de Pedras onde foi encontrada a concentracdo média de
As quase sete vezes maior do que o encontrado na area nao impactada (2,14 + 1,88 versus
0,31 £ 0,45 mg/kg). O rejeito que foi depositado nos solos apresenta altas concentracdes de

Fe. Ja As, embora estudos mostrando que o teor de As no rejeito original € baixo, a onda de

88



rejeito revolveu bastante os solos e 0s sedimentos ao longo do rio Gualaxo do Norte, podendo
trazer para a superficie o As que estava inerte (Hatje et al., 2017; Davila et al., 2019).

Quando analisamos as concentragbes dos elementos considerando as regides
estudadas, verificamos diferencas significativas nas concentracfes de As, Cr, Fe, Mn, V, Zn
com um declinio das concentra¢des de montante para jusante, isso pode ser explicado tanto
pela variacdo geoldgica das rochas ao longo do gradiente de distancia (Costa, 2001), como
pelo efeito do derramamento do rejeito que pode resultar em um maior acumulo de metais nas
areas mais proximas a fonte (a barragem). As concentracdes da maioria dos elementos foram
maiores nas matrizes coletadas nos pontos mais a montante (Paracatu de Baixo) e foram
diminuindo para jusante (Gesteira). O acimulo de metais pesados durante o forrageamento
vem sendo documentado em gradientes de contaminagdo ambiental. Os niveis de polui¢do no
polen estocado por abelhas é positivamente correlacionado com a poluigdo por metais
pesados, assim como o conteudo no corpo de abelhas, operarias de formigas, material de
construcdo do ninho (Skaldina et al., 2018; veja revisdo em Feldhaar and Otti, 2020).

Em dois gradientes de contaminacdo independentes, na Pol6nia e no Reino Unido,
Moron et al. (2014) revelaram maiores concentragdes de Cu, Pb e Zn, no alimento larval e em
abelhas solitéarias adultas (Osmia rufa), em areas mais proximas a industrias de fundicdo de
Zn e Pb do que em éareas mais distantes. Também, as vespas sociais (Vespula vulgaris,
“yellowjacket”) apresentaram concentracdes decrescentes de As, Cd, Cu, Ni e Pb, com o
aumento na distancia de uma inddstria de fundicdo de Cu-Ni, na Finlandia (Skaldina et al.,
2020). Outra vespa social, Polistes dominulus, também apresentou concentragdes de Pb nas
vespas adultas e nas massas fecais larvais, maiores em areas urbanas do que em areas rurais
(Urbini et al., 2006).

Anélises de correlagdo vém mostrando ainda que com o aumento da poluigédo por
metais pesados (Cd, Pb e Zn), a mortalidade de abelhas solitarias aumenta (Moron et al 2012,

2014). Embora ndo tenhamos testado os efeitos da contaminacdo sobre a sobrevivéncia,
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estudos mostram (veja revisao em Feldhaar and Otti, 2020) que o acumulo de metais afetam a
fisiologia (por exemplo, obstrugdo de tubulos de Malphigi) e o sistema imune (reducéo da
resposta imune). Du et al. (2019) mostraram que o predador Cryptolaemus montrouzieri tem o
metabolismo energético e sistema imunoldgico alterados ao se alimentar de cochonilhas
contaminadas.

Conforme esperado, houve variacdo da concentracdo dos elementos entre 0s niveis
troficos das cadeias alimentares de abelhas e vespas. No entanto, vespas parecem acumular
mais metais pesados do que abelhas, pois concentragdes mais altas de todos os elementos
foram verificadas nos componentes da sua cadeia trofica. Para a maioria dos elementos, as
vespas que nasceram dos ninhos apresentaram concentra¢fes mais altas do que suas presas. Ja
no sistema polen-abelhas, as concentracdes médias dos elementos entre as massas de pélen e
as abelhas, praticamente ndo diferiu, 0 que pode indicar que embora os elementos sejam
transferidos, ndo ocorre biomagnificacao.

Os resultados dos estudos sobre biotransferéncia de metais ao longo das cadeias
alimentares terrestres até invertebrados predadores fornecem evidéncias conflitantes de
bioacumulagdo, indicando potenciais variados de acumulagdo na cadeia alimentar,
dependendo das espécies e dos elementos estudados. Agora esta claro que a fisiologia
determina o acimulo de metais (Migula et al., 2013) e ndo o nivel trofico, e alguns predadores
de invertebrados desenvolveram mecanismos fisioldgicos para excretar com eficiéncia os
vestigios de metais consumidos em suas presas (Mann et al., 2011).

Por exemplo, a aranha predadora Dysdera crocata, que caga isbpodes com altos teores
corporais de Cd, excreta o Cd efetivamente (Hopkin, 1989). Também, a vespa social Polistes
dominulus, que alimenta suas larvas com insetos herbivoros, revelou que as concentracdes de
Pb nas massas fecais das larvas chegam a superar as concentragdes no corpo dos adultos em
até 36 vezes, indicando a existéncia de mecanismos de excre¢do ou barreiras de absorcdo de

Pb eficientes (Urbini et al 2006). Judd et al (2017) determinaram as concentracdes totais de
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Cu, Fe, Mn e Zn em larvas e pulpas da vespa solitaria Trypoxylon lactitarse e revelam, para
todos os elementos, maiores concentragdes nas larvas do que nas pupas.

Em contraste, aranhas-lobo (Pirata piraticus) assimilaram quase 70% do Cd de presas
contaminadas (Hendrickx et al., 2003). Estudos sugerem que em alguns invertebrados, a
tolerdncia até determinados niveis de alguns metais como Cu, Zn e Cd esté relacionada a
producdo de metalotioneinas, cuja funcdo é manter a homeostase de metais e a desintoxicacéo
(Janssens et al., 2009). Pura¢ et al. (2018), mostraram que em Apis mellifera metalotioneinas
sdo expressas em uma relacdo dose-dependente das concentracfes de Cu, Cd e Pb no
alimento, sugerindo um papel da mesma na desintoxicacdo de metais e na tolerancia. Esses
achados contrastantes ilustram que existem variacdes na fisiologia de espécies individuais e
diferentes estratégias evolutivas surgiram em face a exposi¢do dos organismos em ambientes
que contém niveis elevados de metais e, portanto, generalizagdes sobre o acimulo de metais

ndo podem ser feitas com base em estreita relacao trofica.

CONCLUSAO

No6s demonstramos que os elementos da cadeia trofica de abelhas e vespas solitarias
que nidificam em cavidades pré-existentes podem ser utilizados como indicadores da presenca
de metais e metaloides em areas sujeitas aos impactos da mineracdo. Entretanto, o potencial
para acumular metais difere entre os dois grupos. Assim, sua capacidade de discriminar
diferentes metais/metaloides poluentes diferem e mais estudos sdo necessarios para detectar
diferencas na eficiéncia de diferentes grupos de insetos para acumular diferentes

metais/metaloides.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table S1: Average relative standard deviation of the determination of each element in
the samples of honey and pollen and the limits of quantification of the elements (in mg /
kg). The readings of the samples of each matrix in the ICP-MS were performed in two days
so two limits of quantification (LQ) are reported for each matrix (each one referring to the
limit of quantification of the equipment on its day of operation). The elements Al, Fe, Mn,
Cu, Zn and Ba in the pollen samples were determined in ICP-OES and the other elements in
ICP-MS; and in the honey samples, all elements were determined in the ICP-MS. NA = does

not apply.

Elemento RSD

Table S2: Certified, observed values (in mg / kg) and recovery rate of the elements in the
standard reference material NIST 1515 (n = 2, mean + standard deviation).

Elemento
Al
Ba
Cd
Cr
Cu
Fe
Mn
Ni
Pb
Zn
\V

Al
Fe
Mn
Cu
Zn
Ba
\Y
Cr
Ni
As
Cd
Pb

(%0)
1,0
1,5
0,6
1,1
04
03
35
4,6
2,5
93
6,1
8,3

POLEN
LQ:

11,37
2,61
0,32
0,76
0,54
0,06

0,0066
0,0096
0,0078
0,0112
0,0012
0,0022

NIST1515¢cerTIFIED

2845+538
48.8+2.3

0.0132 + 0.0015

0.3
5.69+0.13
82.7+2.6
541+11
0.936 + 0.094

0.47 £ 0.024

12.45 +0.43
0.254 + 0.027

LQ:

NA
NA
NA
NA
NA
NA
0,0034
0,0098
0,0052
0,0068
0,0014
0,0108

NIST151508serVED

RSD
(%)
4.4
2,2
2,0
2,9
3,0
2,1
5,0
9,0
3,9
12,6
10,8
9,5

2655+ 11.2

46.7 +1.48

0.0149 £ 0.002
0.35+0.05
5.43 +0.27
79.8 + 2.67
52.89 +2.23
0.955 + 0.05
0.41+0.01
12.05 +0.53
0.226 +0.01

MEL
LQs

0,2798
0,0607
0,0054
0,0025
0,0325
0,0017
0,0007
0,0034
0,0049
0,0033
0,0004
0,0021

Recovery (%)

LQ:

0,0347
0,0360
0,0011
0,0167
0,0761
0,0042
0,0009
0,0024
0,0711
0,0011
0,0008
0,0016

93.3
95.8
113.1
118.2
954
96.5
97.7
102.1
87.3
96.7
89.3
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Table S3: Overall mean concentration (mg/kg) and standard deviation (SD) of each metal/metalloid in the honey samples found in the present research
and other works in Minas Gerais, in other regions of Brazil and of the world. *SD value is not avaible; LD = Limit of Detection.

The present study  Oliveira et al. Oliveiraetal.  Magalhdes (2010) Batista etal. (2012) Nascimentoet  Dourado et al. Formick et al. Diaz et
(2017) (2020) al. (2018b) (2019) (2012) al.
(2019)*
Minas Gerais, Iron Quadrangle,  Iron Minas Gerais, Various regions of  Bahia, Brazil Pard, Brazil Southern Poland Tenerife,
Brazil Minas Gerais, Quadrangle, Brazil Brazil Spain
Brazil Minas Gerais,
Brazil
Al 0.97+0.95 - 8.33+5.71 411+0.95 1.39+1.19 - 2.46 £2.23 - -
\% 0.0033 + 0.0020 - <LD - 0.0068 +0.0079 - - - -
Cr  0.0396 +0.0368 - - 0.5425 +0.1017 - 0.4143 +0.1168 0.0200 - -
Mn 2.50+ 1.66 - 12.55 + 10.66 3.32+3.75 4.30+4.40 0.58+0.36 0.43+0.23 - 0.91
Fe 1.85+1.78 - 22,41 +23.93 8.01+1.10 3.50+2.70 2.16 +£0.88 2.94 +4.02 0.0010 + 0.0005 1.95
Ni 0.06 £ 0.04 - 0.18 £ 0.26 - 0.04 £ 0.06 0.017 +£0.003 0.26 £ 0.07 2.29+0.91 -
Cu 0.16 +0.17 - 0.66 + 0.94 0.61+0.18 0.20+0.10 0.4+0.14 - - 0.59
Zn 0.59+£0.79 - 1.42+0.59 2.89+£0.62 150+ 1.20 0.78 £0.20 - 3.45+1.40 1.91
As  0.0021+0.0014  0.0046 + 0.0052 - - 0.0030 + 0.0032 - - - -
Cd 0.00037 +0.00029 0.00015 + 0.00008 - 0.40750 + 0.02753 0.00033 + 0.00028 0.00100 0.02533+0.01619 0.00378 + 0.00216 0.00200
Ba 0.25+0.11 - 0.30+0.28 0.57+0.19 0.37+£0.44 - 0.50+0.75 - -
Pb  0.0013 +0.0012 <LD - - 0.0087 + 0.0072 0.0007 - 0.0938£0.0226  0.0400
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Table S4: Overall mean concentration (mg/kg) and standard deviation (SD) of each metal/metalloid in the pollen samples found in the present research

and other works in Minas Gerais, in other regions of Brazil and of the world. LQ = Limit of Quantification.

The present  Oliveiraet  Oliveira et Nascimento  Magalhdes Morganoet  Morganoet  Siqueiraet  Sattler et al. Altunatmaz Yang et
study al. (2017) al. (2020) et al. (2010) al. (2010) al. (2012) al. (2017) (2016) et al. al.
(2018a) (2017) (2013)
Minas Minas Minas Minas Minas Minas Minas Parj, Rio Grande Turkey China
Gerais, Gerais, Gerais, Gerais, Gerais, Gerais, Gerais, Brazil do Sul,
Brazil Brazil Brazil Brazil Brazil Brazil Brazil Brazil
Al 57.53 + - 1555+ 251.84 + 81.84 143.10 £ - - - - 129.24 £
44.55 12.45 177.59 13.27 122.50 32.77
\ 0.09 £ 0.07 - 0.20£0.16 - - - - - 4.43 £0.03 - -
Cr 0.13+0.08 - - 1.64+161 154+112 0.39+0.27 - - 10.00 £ 0.00 0.79 £ 0.36 -
Mn 66.07 + - 12.95 + 9.57 50.85 30.63 £ - 40.90 + 65.95 + 40.00 + 0.00 29.3+ 70.22 +
69.39 20.99 18.34 14.60 64.20 41.55 99.64
Fe 127.63 £ - 2411 + 451.77 + 119.23 £ - 202.00 = 22.63 % 134.00 £ 203.1 % 119.28 £
89.55 22.83 138.48 35.02 135.00 18.61 1.00 183.21 38.74
Ni 0.76 £ 0.43 - 1.17£0.93 1.03x1.10 - 1.75+£1.97 - - - 0.51+£0.56 133+
1.05
Cu 10.33+3.17 - 290+207 465+241 10.64+3.69 - 11.31£6.00 - 8.7+£0.00 1041+ 17.34 £
3.05 4.45
Zn  36.45+6.84 - 1.60+045 3501+456 39.54+8.93 - 41.10 + 4241 + 35.00 £ 0.00 29.15+ 45.09 +
15.30 16.86 6.60 10.66
As 0.0133 0.1685 + - 0.0715 + - 0.36 £ 0.47 - - - 0.3908 +  7.9525+
0.0083 0.1649 0.0471 0.4278 5.0424
Cd 0.0266 + - - <LQ 0.6990 + 0.0230 + - - 0.0910 = 0.0691+ 02733 %
0.0155 0.3492 0.0180 0.0010 0.0391 0.0953
Ba 9.63+6.30 - 395+412 532+487 572+367 5.39%+2.80 - - 7.44 £ 0.07 - -
Pb 0.0368 + 0.1475 + - 0.3632 - 0.1100 + - - 0.1500 + 0.1925+ 05218 +
0.0360 0.1843 0.1200 0.0100 0.1259 0.4491
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Table S5: concentration (mg/kg) of each metal/metalloid in each of the pollen samples we found in the present research. This was the data set used in

the statistical analysis. | = impacted; NI = non-impacted. SD = Standard-deviation.

Sampl Sar_nplin Locality Disturbanc | Al V Cr Mn Fe Cu Zn Ba Cd Pb Ni As

i glslte Paracatu de Cima f 1.074 | 0.002 | 0.101 | 3.006 |1.606 | 0.097 | 0.184 | 0.152 | 0.000 | 0.003 | 0.021 | 0.001
2 pl Paracatu de Cima | | 1.102 | 0.002 | 0.039 | 2979 |1.106 | 0.090 |0.240 | 0.139 g.OOO é.OOO 0.017 8.001
3 pl Paracatu de Cima | | 1.104 | 0.003 | 0.051 |2.883 | 1.650 | 0.048 | 0.202 | 0.135 3.001 g.OOO 0.022 (5).001
4 p2 Paracatu de Cima | NI 0.140 | 0.002 | 0.038 |2.309 |0.886 |0.089 |0.260 |O0.174 8.000 2.000 0.024 (5).001
5 p2 Paracatu de Cima | NI 0.140 | 0.002 | 0.046 |2.243 |0.933 | 0.124 | 0.790 | 0.178 S.OOO g.OOO 0.053 (5).001
6 p2 Paracatu de Cima | NI 0.140 |0.002 |0.168 | 2431 |0.827 | 0.127 | 0.363 | 0.196 8.000 2.002 0.037 (5).001
7 p9 Barra Longa I 0.140 | 0.002 | 0.060 |0.504 | 0.955 |0.091 |0.185 | 0.256 S.OOO (7).000 0.030 (5).001
8 p9 Barra Longa | 0.140 | 0.002 |0.073 |0.498 | 1.042 | 0.067 | 0.866 | 0.263 8.000 2.003 0.058 (5).001
9 p9 Barra Longa I 0.140 | 0.002 | 0.071 |0.495 |0.018 | 0.057 | 0.338 | 0.257 (2).000 8.000 0.028 g.OOl
10 p4 Paracatu de NI 0.140 | 0.002 |0.064 | 1548 | 0.018 | 0.196 | 0.338 | 0.147 ?).000 8.000 0.048 (5).001
11 p4 E:;:gatu de NI 0.140 | 0.002 | 0.060 |1.634 |0.018 | 0.112 | 0.343 | 0.130 (2).000 g.OOO 0.080 g.OOl
12 p4 E:E:(?atu de NI 0.140 | 0.002 | 0.040 |1.686 | 0.018 | 0.095 | 0.309 | 0.136 ?).000 8.000 0.051 (5).001
13 p7 g?s);gi ra I 0.140 | 0.002 | 0.047 |1.896 | 3.278 | 0.082 | 0.336 | 0.286 ?).000 3.000 0.041 3.004
14 p7 Gesteira | 0.140 | 0.003 | 0.094 |1.893 | 1.886 | 0.201 | 0.404 | 0.290 (2).000 g.OOO 0.056 g.OOl
15 p7 Gesteira I 0.356 | 0.003 | 0.079 |1.853 |1.556 | 0.398 | 0.418 | 0.279 g).OOO §.000 0.074 §.001
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16 p8 Gesteira NI 0.995 | 0.004 | 0.110 |4.219 |1.811 | 0.220 | 0.503 | 0.340 | 0.000 | 0.000 | 0.169 | 0.003
2 8 9

17 p8 Gesteira NI 1.743 | 0.004 | 0.061 |4.204 | 1.385 | 0.294 | 0.615 | 0.350 | 0.000 | 0.006 | 0.140 | 0.001
2 4 5

18 p8 Gesteira NI 1.056 | 0.004 | 0.077 |3.999 |5.043 | 0.211 | 0.483 | 0.345 | 0.000 | 0.000 | 0.113 | 0.001
2 8 5

19 p7 Gesteira | 0.214 | 0.003 | 0.109 |1.496 |1.643 | 0.103 | 0.566 | 0.417 | 0.000 | 0.000 | 0.054 | 0.005
2 8 2

20 p7 Gesteira | 1.286 | 0.002 | 0.054 | 1.458 | 1.846 | 0.111 | 0.606 | 0.457 | 0.000 | 0.003 | 0.049 | 0.005
5 5 4

21 p7 Gesteira | 0.771 | 0.003 | 0.050 |1.503 |1.806 | 0.097 | 0.477 | 0.401 | 0.000 | 0.000 | 0.044 | 0.005
8 8 1

22 p10 Barra Longa NI 0.140 | 0.004 | 0.053 | 0.712 | 0.827 | 0.243 | 0.494 | 0.232 | 0.000 | 0.000 | 0.127 | 0.005
6 8 0

23 p10 Barra Longa NI 0.140 | 0.004 | 0.051 |0.751 |1.295 | 0.252 | 0532 |0.214 | 0.000 | 0.000 | 0.127 | 0.004
7 8 8

24 p10 Barra Longa NI 0.140 | 0.004 | 0.053 | 0.725 |1.179 | 0.250 | 0.585 | 0.232 | 0.000 | 0.000 | 0.131 | 0.005
2 8 1

25 p8 Gesteira NI 0.229 | 0.004 | 0.067 | 2.607 |3.009 |0.179 | 0901 |0.495 | 0.000 | 0.004 |0.098 | 0.001
8 0 5

26 p8 Gesteira NI 0.594 | 0.003 | 0.072 |2.635 |2.160 | 0.141 | 0.462 | 0.453 | 0.000 | 0.000 | 0.096 | 0.003
8 8 3

27 p8 Gesteira NI 0.982 | 0.003 | 0.004 | 2532 |1.137 |0.075 |0.223 |0.323 | 0.000 | 0.000 |na 0.002
2 8 2

28 p6 Paracatu de | 1.906 | 0.003 | 0.006 | 4.980 | 4.856 | 0.158 | 0.415 | 0.279 | 0.000 | 0.000 | na 0.000
Baixo 2 8 6

29 p6 Paracatu de | 2.134 | 0.004 | 0.007 | 5.106 | 3.283 | 0.168 | 0.388 | 0.280 | 0.000 | 0.000 | na 0.001
Baixo 2 8 5

30 p6 Paracatu de | 1.787 | 0.003 | 0.007 |5.025 |3.374 | 0.230 | 0.338 | 0.280 | 0.000 | 0.000 | na 0.001
Baixo 2 8 4

31 p5 Paracatu de NI 1525 | 0.004 | 0.005 |5501 |2.168 |0.199 | 0.661 | 0.199 | 0.000 | 0.002 | na 0.001
Baixo 4 6 8

32 p5 Paracatu de NI 1.628 | 0.004 | 0.004 | 5.406 | 2.929 | 0.207 | 0.600 | 0.199 | 0.000 | 0.002 | na 0.001
Baixo 2 5 5
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33 p5 Paracatu de NI 1519 | 0.004 | 0.005 |5.110 |1.357 |0.181 | 0.522 | 0.188 | 0.000 | 0.000 | na 0.001
Baixo 2 8 9

34 pl Paracatu de Cima | | 0.742 | 0.002 | 0.001 |1.457 |1.001 |0.061 |0.834 |0.148 | 0.000 | 0.000 | na 0.001
2 8 4

35 pl Paracatu de Cima | | 0.674 | 0.002 | 0.001 |1.371 | 0.018 | 0.052 |0.711 | 0.161 | 0.000 | 0.000 | na 0.001
5 8 3

36 pl Paracatu de Cima | | 1.741 | 0.003 | 0.005 | 1.429 | 1.192 | 0.103 | 0.788 | 0.213 | 0.000 | 0.000 | 0.072 | 0.002
2 8 7

37 p4 Paracatu de NI 0.141 | 0.002 | 0.003 | 0.488 | 0.027 | 0.026 | 0.132 | 0.094 | 0.000 | 0.000 | na 0.001
Baixo 2 8 4

38 p4 Paracatu de NI 0.253 | 0.001 | 0.006 |0.481 |0.018 | 0.033 | 0.122 |0.101 | 0.000 | 0.000 | na 0.000
Baixo 5 8 6

39 p4 Paracatu de NI 0.274 | 0.002 | 0.004 | 0512 | 0.039 | 0.031 | 0.187 | 0.099 | 0.000 | 0.000 | na 0.000
Baixo 9 8 6

40 p2 Paracatu de Cima | NI 1.417 | 0.003 | 0.005 | 0.813 | 1.602 | 0.039 | 0.144 | 0.055 | 0.000 | 0.000 | na 0.000
5 8 6

41 p2 Paracatu de Cima | NI 0.961 | 0.002 | 0.004 | 0.649 | 0.018 | 0.034 | 0.248 | 0.057 | 0.000 | 0.000 | na 0.000
2 8 6

42 p2 Paracatu de Cima | NI 0.748 | 0.002 | 0.005 | 0.654 | 0.285 | 0.020 | 0.164 | 0.083 | 0.000 | 0.000 | na 0.000
2 8 6

43 p9 Barra Longa | 1.407 | 0.004 | 0.003 | 0.326 |1.427 | 0.027 | 0.200 | 0.281 | 0.000 | 0.000 | na 0.001
2 8 6

44 p9 Barra Longa | 2.530 | 0.006 | 0.006 | 0.343 | 2.115 | 0.023 | 0.220 | 0.296 | 0.000 | 0.000 | na 0.002
2 8 1

45 p6 Paracatu de I 0.483 | 0.003 | 0.005 |3.736 | 0.461 | 0.077 | 0.123 | 0.268 | 0.000 | 0.003 | na 0.000
Baixo 2 0 6

46 p6 Paracatu de | 0.481 | 0.003 | 0.009 |3.822 |0.525 | 0.079 |0.087 |0.256 | 0.000 | 0.000 |na 0.001
Baixo 2 8 4

47 p6 Paracatu de I 1.055 | 0.003 | 0.006 |3.849 |1.260 | 0.087 | 0.124 | 0.319 | 0.000 | 0.000 | na 0.001
Baixo 2 8 9

48 p5 Paracatu de NI na na 0.071 | 4.256 |5.061 | 0.193 | 0.419 | 0.613 | 0.000 | na na 0.004
Baixo 2 2

49 p5 Paracatu de NI 1.881 | 0.004 | 0.011 |4.228 |2.190 |0.175 | 0.351 | 0.365 | 0.000 | 0.000 | na 0.001
Baixo 2 8 5
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50 p5 Paracatu de NI na 0.012 | 0.023 |4.282 |3.389 | 0.177 | 0.532 |0.380 | 0.000 | 0.004 | na 0.002
Baixo 2 8 2

51 p0 Origem Controle 3.288 | 0.008 | 0.029 | 4.739 |6.298 | 0.801 | 4.142 | 0.258 | 0.001 | 0.000 | 0.074 | 0.003
2 8 8

52 p0 Origem Controle 4343 | 0.010 | 0.051 |4.665 | 7.686 |0.773 | 3.287 | 0.311 | 0.000 | 0.000 | 0.074 | 0.003
2 8 2

53 p0 Origem Controle 3.487 | 0.008 | 0.030 |4.771 |6.797 | 0.802 | 3.603 | 0.229 | 0.001 | 0.000 | 0.087 | 0.004
4 8 1

MEAN 0.978 | 0.003 | 0.040 | 2.504 | 1.855 |0.166 | 0.592 | 0.251 | 0.000 | 0.001 | 0.070 | 0.002
4 3 2

SD 0.956 | 0.002 | 0.037 |1666 | 1.783 | 0.174 | 0.796 | 0.116 | 0.000 | 0.001 | 0.040 | 0.001
3 2 4
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Table S6: concentration (mg/kg) of each metal/metalloid in each of the honey samples we found in the present research. This was the data set used in

the statistical analysis. | = impacted; NI = non-impacted. SD = Standard-deviation.

Sampl | Samplin | Locality Disturbanc | V Cr Ni As Cd Ba Pb Cu Zn Mn Al Fe

e g site e

1 p8 Gesteira NI 0.072 | 0.081 | 0.48 0.0055 | 0.0511 | 17.08 | 0.0227 | 15.21 | 4458 |54.82 |44.35 | 12051

2 p8 Gesteira NI 0.041 |0.261 |0.48 0.0055 | 0.0498 | 15.84 | 0.0123 | 15.33 | 43.40 |4850 |22.74 |102.18

3 p8 Gesteira NI 0.076 |0.091 | 0.49 0.0055 | 0.0465 | 16.97 | 0.0289 | 14.32 |41.46 |48.86 |47.33 | 122.22

4 p2 Paracatu de | NI 0.065 |0.084 |0.73 0.0129 | 0.0149 | 9.99 0.0293 | 9.87 35.37 | 129.25 | 56.24 | 161.72
Cima

5 pl Paracatu de | 0.084 |0.393 |0.88 0.0055 | 0.0268 | 3.34 0.0264 | 9.55 41.60 | 320.00 | 74.24 | 167.93
Cima

6 pl Paracatude | | 0.090 |0.124 |0.99 0.0055 | 0.0316 | 1.50 0.0649 | 9.93 43.88 | 355.08 | 79.88 | 166.22
Cima

7 pl Paracatu de | 0.162 | 0.328 | 0.93 0.0187 | 0.0304 | 4.36 0.0445 | 9.29 40.27 | 309.37 | 139.35 | 256.48
Cima

8 pl0 Barra Longa | NI 0.198 | 0.255 | 0.47 0.0293 | 0.0435 | 5.65 0.0848 | 9.94 38.22 |38.84 |126.39 | 164.22

9 p10 Barra Longa | NI 0.117 |0.185 | 0.44 0.0389 | 0.0388 | 6.37 0.0413 | 1194 |33.48 |40.02 | 7430 |112.99

10 p10 Barra Longa | NI 0.063 | 0.205 | 1.16 0.0177 | 0.0487 | 4.35 0.0315 | 1499 |41.26 |48.21 | 38.18 | 83.27

11 p9 BarraLonga || 0.023 |0.112 | 152 0.0055 | 0.0172 | 10.17 | 0.0054 | 10.59 | 36.27 |30.72 |10.03 | 48381

12 p9 Barra Longa | | 0.028 |0.119 |141 0.0055 | 0.0184 | 13.46 | 0.0046 | 10.97 |34.65 |30.44 |10.58 |47.26

13 p9 Barra Longa | | 0.072 |0.185 | 1.62 0.0156 | 0.0327 | 10.11 | 0.0219 | 10.66 |44.49 |33.23 |40.81 | 78.16

14 p7 Gesteira | 0.091 |0.189 | 1.00 0.0055 | 0.0622 | 23.48 | 0.0205 | 13.83 | 50.15 |59.87 |46.86 | 169.91

15 p7 Gesteira I 0.049 |0.133 |1.13 0.0055 | 0.0597 | 20.46 | 0.0035 | 13.13 |53.87 |56.95 |24.29 |90.34

16 p7 Gesteira | 0.159 | 0.248 | 0.87 0.0192 | 0.0188 | 12.10 | 0.0297 | 8.83 35.19 | 3443 | 104.70 | 258.49

17 p2 Paracatu de | NI 0.076 |0.184 |0.70 0.0245 | 0.0265 | 16.51 | 0.0253 | 6.43 31.78 | 68.44 |53.08 |192.70
Cima

18 p2 Paracatu de NI 0.120 | 0.190 | 0.78 0.0154 | 0.0206 | 15.87 | 0.0311 | 7.28 32.69 |64.78 | 78.06 | 235.03
Cima

19 p2 Paracatu de NI 0.058 | 0.155 | 0.76 0.0147 | 0.0091 | 10.98 | 0.0274 | 9.97 4096 |52.85 |44.34 | 157.67
Cima

20 pl Paracatu de | 0.038 | 0.115 | 0.58 0.0158 | 0.0182 | 7.38 0.0175 | 7.18 3581 | 77.69 | 2598 | 105.76
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Cima

21 pl Paracatu de I 0.032 | 0.120 | 0.68 0.0134 | 0.0169 | 5.67 0.0183 | 6.47 42.22 | 67.07 | 25.80 |94.21
Cima

22 pl Paracatu de I 0.042 | 0.130 | 0.57 0.0157 | 0.0170 | 6.54 0.0193 | 8.33 37.22 | 6553 |30.64 | 118.63
Cima

23 P9 Barra Longa | | 0.092 | 0.202 | 0.77 0.0259 | 0.0089 | 3.82 0.0790 | 9.61 31.86 |37.91 |55.26 | 127.66

24 p9 Barra Longa | | 0.046 | 0.147 | 0.67 0.0055 | 0.0181 | 11.00 | 0.0242 | 14.01 | 31.47 |30.29 | 25.34 | 74.89

25 P9 Barra Longa | | 0.115 | 0.217 | 1.26 0.0177 | 0.0148 | 5.48 0.0800 | 10.79 | 29.05 |34.71 |72.23 | 132.30

26 p4 Paracatu de NI 0.043 | 0.146 | 0.42 0.0055 | 0.0338 | 9.55 0.0296 | 7.23 43.14 |61.33 | 27.26 | 111.05
Baixo

27 p4 Paracatu de NI 0.037 | 0.138 | 0.34 0.0055 | 0.0495 | 10.30 | 0.0230 | 6.57 36.89 |81.38 |28.71 | 106.48
Baixo

28 p4 Paracatu de NI 0.029 | 0.047 | 0.26 0.0055 | 0.0673 | 11.14 | 0.0156 | 5.55 32.81 |88.34 |17.94 | 85.68
Baixo

29 p7 Gesteira I 0.044 | 0.070 |2.77 0.0290 | 0.0114 | 39.12 | 0.0300 | 14.75 |33.30 |19.17 | 1484 | 78.05

30 p7 Gesteira I 0.030 | 0.052 | 1.40 0.0123 | 0.0156 | 13.66 | 0.0660 | 8.57 36.73 | 71.31 | 15.47 | 66.92

31 p7 Gesteira I 0.157 | 0.265 | 0.42 0.0285 | 0.0074 | 7.32 0.0370 | 9.59 36.07 | 113.91 | 91.99 | 505.85

32 p5 Paracatu de NI 0.032 | 0.056 | 1.33 0.0210 | 0.0160 | 16.12 | 0.0092 | 9.61 40.82 | 53.90 | 19.00 | 141.48
Baixo

33 p5 Paracatu de NI 0.082 | 0.114 | 0.44 0.0176 | 0.0150 | 9.71 0.0258 | 8.25 42.06 | 128.93 | 51.44 | 403.47
Baixo

34 p5 Paracatu de NI 0.081 | 0.102 | 0.53 0.0174 | 0.0094 | 11.74 | 0.0617 | 8.30 43.16 | 133.49 | 56.31 | 368.66
Baixo

35 p8 Gesteira NI 0.003 | 0.021 | 0.86 0.0075 | 0.0252 | 12.23 | 0.0179 | 8.58 4268 |62.99 |6.62 54.09

36 p8 Gesteira NI 0.008 | 0.021 |0.76 0.0034 | 0.0241 | 11.08 | 0.0054 | 6.87 51.61 |6751 |7.81 63.71

37 p8 Gesteira NI 0.014 | 0.025 | 1.19 0.0034 | 0.0299 | 1357 | 0.0054 | 12.97 | 43.37 | 30.04 | 10.27 | 70.87

38 p10 Barra Longa | NI 0.044 | 0.070 | 0.43 0.0168 | 0.0205 | 4.81 0.0207 | 5.71 33.63 | 35.73 | 27.18 | 62.86

39 pl0 Barra Longa | NI 0.068 | 0.089 | 0.58 0.0134 | 0.0125 | 5.55 0.0289 | 4.84 26.79 | 29.22 | 4420 | 63.00

40 p10 Barra Longa | NI 0.083 | 0.084 |0.44 0.0147 | 0.0647 | 9.45 0.0231 | 5.11 33.24 |62.33 |53.30 | 78.87

41 p0 Origin Control 0.064 | 0.079 | 0.25 0.0034 | 0.0079 | 2.59 0.0121 | 15.86 | 17.06 | 1154 |33.31 |52.75

42 p0 Origin Control 0.051 | 0.030 | 0.46 0.0034 | 0.0106 | 3.59 0.0054 | 11.89 | 25.63 |19.68 |17.78 | 47.26
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43 p0 Origin Control 0.022 | 0.023 |0.28 0.0034 | 0.0100 | 4.09 0.0054 | 12.37 | 26.44 |18.97 | 23.86 | 38.96
44 p0 Origin Control 0.192 | 0.184 | 0.86 0.0177 | 0.0237 | 7.56 0.1530 | 15.71 | 37.53 | 31.08 | 133.64 | 122.33
45 p0 Origin Control 0.228 | 0.204 |0.51 0.0225 | 0.0277 | 6.76 0.1957 | 1590 | 36.19 | 28.03 | 163.94 | 134.11
46 p0 Origin Control 0.040 | 0.036 | 0.38 0.0034 | 0.0104 | 4.08 0.0137 | 1293 | 26.20 |19.31 |22.61 |42.90
47 p0 Origin Control 0.336 | 0.246 | 0.65 0.0204 | 0.0230 | 6.63 0.0979 | 9.14 30.62 | 24.73 | 198.14 | 151.73
48 p0 Origin Control 0.206 | 0.169 | 0.80 0.0140 | 0.0269 | 10.34 | 0.0558 | 9.73 30.96 | 47.29 | 119.84 | 113.88
49 p0 Origin Control 0.382 |0.149 |0.71 0.0169 | 0.0289 | 9.32 0.0628 | 10.51 | 30.50 | 42.15 | 119.45 | 120.42
50 p0 Origin Control 0.037 | 0.057 | 0.37 0.0034 | 0.0171 | 6.21 0.0054 | 9.82 32.58 | 3179 |34.04 |47.27
51 p0 Origin Control 0.150 | 0.080 | 0.48 0.0088 | 0.0355 | 2.09 0.0208 | 5.94 3492 |29.20 | 73.92 |94.48
52 p0 Origin Control 0.069 | 0.068 | 0.57 0.0072 | 0.0240 | 5.20 0.0204 | 7.20 35.08 |30.16 |47.55 | 61.67
53 p0 Origin Control 0.131 | 0.119 |0.78 0.0137 | 0.0189 | 5.55 0.0315 | 10.34 | 28.73 |31.01 |91.92 | 84.56
54 p0 Origin Control 0.214 |0.189 | 0.50 0.0214 | 0.0260 | 6.15 0.0853 | 16.18 | 32.10 | 45.99 | 140.14 | 134.87
55 p0 Origin Control 0.183 | 0.163 | 0.49 0.0179 | 0.0269 | 5.66 0.0639 | 13.93 | 32.65 |45.52 |120.44 | 121.98
MEAN 0.092 | 0.137 | 0.76 0.0133 | 0.0266 | 9.63 0.0368 | 10.33 | 36.45 |66.07 |57.53 | 127.63
SD 0.078 | 0.081 | 0.43 0.0083 | 0.0155 | 6.30 0.0360 | 3.17 6.84 69.39 | 4455 | 89.55
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Table S7: Concentrations (mg/kg) of the 12 studied metals/metalloids found in the blank samples prepared during the digestion cycles of the honey

and pollen samples.

POLLEN BLANKS

Blank sample | Al \Y Cr Mn Fe Cu Zn | Ba Cd Pb Ni As

1 <11.37 | <0.0034 | 0.0178 | <0.32 <2.61 | <0.76 0.55 | <0.0144 | <0.0012 | 0.0034 | 0.009 <0.011
2 <11.37 | <0.0034 | 0.0639 | <0.32 <2.61 | <0.76 0.96 | <0.0144 | 0.0046 | <0.0020 | <0.008 | <0.011
3 <11.37 | <0.0034 | 0.0679 | <0.32 <2.61 | <0.76 0.87 | <0.0144 | 0.0053 | <0.0020 | <0.008 | <0.011
4 <11.37 | <0.0034 | 0.0662 | <0.32 <2.61 | <0.76 0.82 | <0.0144 | 0.0048 | <0.0020 | <0.008 | <0.011
5 <11.37 | <0.0066 | <0.0098 | <0.32 <2.61 | <0.76 0.78 | 0.01 0.0048 | <0.0108 | 0.014 <0.007
6 <11.37 | <0.0066 | <0.0098 | <0.32 <2.61 | <0.76 0.83 | 0.01 0.0052 | <0.0108 | 0.023 <0.007
7 <11.37 | <0.0066 | 0.0204 | <0.32 <2.61 | <0.76 0.85 | 0.01 0.0050 | <0.0108 | 0.016 <0.007
HONEY BLANKS

Blank sample | Al Vv Cr Mn Fe Cu Zn | Ba Cd Pb Ni As

1 0.04 0.0016 | 0.0041 | 0.01 0.81 | 0.02 0.20 | 0.01 0.0022 | 0.0062 | <0.0711 | <0.0044
2 0.24 0.0019 | 0.0043 | 0.02 2.09 |0.03 0.22 | 0.01 0.0022 | 0.0033 | <0.0711 | <0.0044
3 0.14 0.0012 | <0.0024 | 0.02 0.65 |0.04 0.32 | 0.05 0.0023 | 0.0079 | <0.0711 | <0.0044
4 0.18 <0.0009 | 0.0035 | 0.03 1.43 | 0.04 0.30 | 0.04 0.0025 | 0.0045 | <0.0711 | <0.0044
5 <0.0347 | <0.0009 | 0.0092 | <0.0011 | 0.88 | <0.0167 | 0.15 | 0.01 0.0026 | 0.0024 | <0.0711 | <0.0044
6 0.59 <0.0009 | 0.0050 | 0.02 1.12 | <0.0167 | 0.39 | 0.06 0.0034 | 0.0083 | 0.144 <0.0044
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Table S8: Concentracbes (mg/kg) dos 12 metais/metaloides estudados nas amostras dos componentes das cadeias alimentares de abelhas e vespas
solitarias que nidificam em cavidades pré-existentes, da regido impactada pelo rompimento da barragem de rejeitos de Funddo (Minas Gerais, Brasil).

Amos | Matriz | Identifica¢ | Cod | Pon | Local Catego | Al \Y Cr | Mn |Fe Ni | Cu Zn As Cd Ba | Pb

tra do . to ria

nin
ho

1 aranha | - 1 p8 | Estrada_Pedras_ G | NI 4408 (0.1 |07 |251 |23213 |20 |772 |171.3 |0.17 |061 |42 |04
esteira 1 9 5 1 5 2 64 01 1 8
2 vespa Trypoxilo |1 p8 | Estrada_Pedras_ G | NI 3643. | 9.8 | 10. | 76.3 |4995.8 | 3.0 |57.6 |189.2 | 0.52 | 0.56 |10. |2.3
nsp.l esteira 64 9 02 |6 2 2 6 2 37 54 66 |0
3 vespa Trypoxilo | 1 p8 | Estrada_Pedras G | NI 1468 |01 |04 |139 |84.18 |22 |14.7 | 9430 [0.09 |0.15 [1.0 |04
nsp.1 esteira 0 4 7 2 6 26 75 6 7
4 aranha | - 2 p8 | Estrada_Pedras_G | NI 2462. | 6.3 | 7.0 |52.1 |31196 |3.7 |56.6 |144.1 | 032 | 040 |46 |18
esteira 21 7 1 8 0 7 4 5 62 26 8 4
5 vespa - 2 p8 | Estrada_Pedras_G | NI 16.30 | 0.0 |04 |26.3 |184.65 |13 |53.6 |1684 [0.16 | 056 |21 |04
esteira 6 1 8 0 4 8 16 32 5 3
6 vespa - 2 p8 | Estrada_Pedras_ G | NI 68.27 | 0.2 | 1.0 395 |281.22 7.0 |731 [2173 |0.12 |0.79 |36 |18
esteira 8 5 5 3 3 9 44 48 6 1
7 vespa - 2 p8 | Estrada_Pedras_G | NI 79.16 |03 |14 | 478 |38155|85 |785 [2335 |0.16 |[084 |38 |18
esteira 2 6 6 6 0 6 82 81 6 4
8 aranha | - 3 p5 | Pedras I 1776 |04 |16 |135 |30352 |18 |139. | 3342 |094 | 040 |55 |06
3 2 2 99 4 8 77 6 08 34 4 1
9 vespa Trypoxilo | 3 p5 | Pedras I 909.2 |19 |14. |152. |12691. |15 |112. | 255.0 | 1.64 | 056 |86 |12
nsp.2 3 8 37 |59 45 4 23 7 01 94 2 4
10 vespa | Trypoxilo |3 p5 | Pedras [ 1234. | 2.7 |84 |423. |22589. |18 [51.3 [139.4 |1.98 |0.15 |14. [ 1.9
nsp.2 37 8 4 45 96 1 0 9 11 99 87 |7
11 aranha | - 5 p4 | Paracatu_de_Baix | NI 4830. | 7.9 |27 |381 |43115 |17 (829 |2609 |046 |032 |18 |0.6
0 15 8 6 3 0 2 9 8 60 96 9 8
12 vespa - 5 p4 | Paracatu_de_Baix | NI 4735. |75 |28 | 726 |41090 |13 | 785 |279.6 |043 | 036 |20 |0.6
0 93 4 7 9 7 5 8 8 32 44 6 1
13 vespa - 5 p4 | Paracatu_de_Baix | NI 3289. |51 |20 [344 |28422 |17 |84.9 |2485 |0.28 |059 |20 |6.2
0 52 5 6 6 4 1 5 2 68 15 2 9
14 vespa - 8 p6 Pedras NI 4542. | 14. | 18. | 371. | 7580.0 | 46 |80.6 |2344 | 059 |043 |13. |6.1
91 11 |35 |02 3 4 7 2 25 93 29 |0
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15 vespa - 8 p6 Pedras NI 3477. | 11. | 14. | 209. | 59895 |33 |66.1 | 2558 |0.43 |0.37 |58 |23
74 26 |17 |22 8 3 5 2 12 97 9 8

16 abelha | - 18 | p8 | Estrada_Pedras_ G | NI 20.35 |00 |02 | 256 |5794 |06 |[895 |5495 |0.02 |NA |00 |01
esteira 4 4 0 86 9 7

17 abelha | - 18 | p8 | Estrada Pedras G | NI 1773 |00 | 0.2 |3.01 [76.90 |04 |956 |5097 |0.02 |[NA |01 |01
esteira 3 4 8 19 0 4

18 abelha | - 9 p6 | Pedras NI 3549 | 0.8 |15 |644. | 17168 |13 |11.7 |46.96 | 1.67 | NA |33. |05
8 3 5 31 9 9 5 75 36 |7

19 abelha | - 9 p6 | Pedras NI 3469 | 0.8 |16 |675 |18143 |15 |[119 |4573 |165 |0.01 |34. |05
9 5 3 49 8 7 4 76 07 16 |9

20 abelha | - 9 p6 | Pedras NI 27.79 |00 | 0.2 | 618 |267.47 |04 |9.44 |50.68 | 0.39 | NA |56 |01
6 5 1 1 29 1 7

21 vespa - 12 | p6 | Pedras NI 3984. | 8.1 |14. |80.7 | 4952.7 |29 (582 |2103 |045 |051 |43 |15
18 2 38 |6 5 8 2 0 64 31 9 2

22 vespa - 12 | p6 | Pedras NI 3379. | 6.9 |10. |[65.9 |42918 |26 |73.0 [197.3 |034 |047 |29 |11
10 8 79 |0 4 9 7 5 80 12 1 9

23 aranha | - 30 | p6 | Pedras NI 1317. | 3.7 | 6.2 | 811 |20179 |34 |108. | 2556 [0.24 |0.16 |89 |13
72 5 6 4 5 6 84 6 62 92 1 9

24 vespa Trypoxilo | 30 | p6 | Pedras NI 3137. | 11. | 18. | 149. | 5947.3 | 5.0 |102. | 1943 | 0.30 | 0.32 | 10. | 3.7
nsp.2 98 89 |02 |51 4 7 33 6 64 95 34 |8

25 vespa Trypoxilo | 30 | p6 | Pedras NI 3013. | 9.7 |16. | 116. |5018.0 | 5.1 | 105. | 2354 |0.32 | 0.73 |87 |3.0
nsp.2 78 5 20 |93 6 3 61 0 59 72 6 9

26 aranha | - 24 | p4 | Paracatu_de Baix | NI 181.8 | 0.2 | 1.7 |101. | 21775 |23 |469. |1066. | 0.17 |1.75 |17 |11
0 0 3 8 65 1 4 16 52 26 18 3 7

27 vespa - 24 p4 Paracatu_de Baix | NI 1167. | 1.8 | 3.8 |147. | 16997. | 1.0 | 625 | 1951 (101 |0.26 |6.7 |11
0 71 2 2 17 17 8 1 0 17 50 4 1

28 vespa - 24 | p4 | Paracatu_de Baix | NI 1864. | 3.0 | 6.1 |196. |27228. |14 |814 |267.3 |160 |0.27 |83 |14
0 49 3 0 70 60 4 6 2 65 01 3 6

29 aranha | - 14 | p5 | Pedras I 1282. | 1.3 |25 |135. | 3505.1 | 2.8 | 115. | 349.3 | 045 | 057 [ 6.8 |0.6
69 6 7 80 4 5 84 5 57 04 3 8

30 vespa - 14 | p5 | Pedras I 6185. | 13. | 20. | 634. | 18590. | 5.3 |67.6 |188.1 | 444 | 031 |14. |40
86 25 |57 |67 13 3 5 2 53 19 35 |8

31 vespa - 14 p5 Pedras | 5782. | 12. | 17. | 326. | 19594. | 4.7 |55.3 |216.8 | 415 | 0.26 |13. | 3.6
91 69 |94 |41 94 7 5 0 42 76 75 |5
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32 vespa - 16 | p5 | Pedras I 1259. | 2.7 | 7.7 | 425. |33498. | 1.8 |56.5 |198.2 | 3.66 | 0.88 |17. |17
97 5 3 18 19 9 8 2 91 77 49 |4

33 vespa - 16 | p5 | Pedras I 1366. | 28 | 7.3 |213. | 33032. | 1.8 |36.6 | 1553 [ 187 |0.33 |12. |16
17 5 5 04 51 0 2 7 02 89 30 |6

34 aranha | - 28 | p5 | Pedras I 85.63 0.1 |06 |41.3 |31269 |14 |889 |259.0 |024 |025 |16 |03
4 4 8 2 0 0 91 02 5 1

35 vespa - 28 | p5 Pedras I 3280. |46 |81 |541 |3117.3 4.1 |106. | 3325 |0.36 | 038 |65 |0.7
07 9 8 0 7 0 95 6 48 61 8 8

36 aranha | - 29 | p5 | Pedras I 1127. | 1.1 |19 |52.6 |90159 |15 |723 |247.7 {031 |0.61 |3.0 [0.3
09 7 9 9 9 2 8 29 23 6 0

37 vespa - 29 | p5 | Pedras I 6500. | 8.2 |12. | 106. | 6077.3 |53 |96.4 |259.2 {091 |[059 |83 |10
05 3 81 |26 8 1 2 2 06 86 9 6

38 aranha | - 6 p4 | Paracatu_de Baix | NI 2202. |18 |85 |60.4 |13758 |14. |27.0 |877.6 | 0.16 | 029 |50 |21
0 19 7 1 2 8 9% |0 1 82 36 9 9

39 aranha | - 6 p4 | Paracatu_de_Baix | NI 2200. |19 |87 |622 |1470.0 |17. | 276 |8385 |0.21 |0.15 |51 |27
0 74 3 2 9 7 14 |3 2 25 40 9 1

40 vespa - 6 p4 | Paracatu_de Baix | NI 7858 | 0.2 |05 |53.6 |576.40 |14 |126. |526.2 |0.04 | 057 |52 |06
0 4 5 2 6 0 15 7 75 29 5 5

41 abelha | Centris 22 | p3 | Paracatu_de Baix | | 12.71 |00 | 0.1 |241 |14212 |03 |7.49 |3859 [0.03 |[NA |00 [0.0
sp. 0 1 0 2 13 6 8

42 abelha | Centris 22 | p3 Paracatu_de Baix | | 11.18 | 0.0 | 0.2 | 274 |59.46 |04 |6.81 |37.45 |0.07 |[NA |00 |01
sp. 0 1 2 0 14 5 4

43 abelha | Centris 31 | p6 | Pedras NI 1451 |00 |01 |1.96 |4069 |02 |4.98 |27.16 |0.00 | NA |00 [0.0
sp. 1 3 7 60 4 6

44 abelha | Centris 31 | p6 | Pedras NI 4412 | 0.0 |03 |[243 | 25535 |03 [6.88 [29.27 |0.01 |NA |01 |01
sp. 6 4 7 72 2 0

45 abelha | - 20 | p8 | Estrada_Pedras_G | NI 2193 |01 |04 |47.1 |128.08 |25 |843 [80.92 | NA |0.04 |27. |01
esteira 2 6 6 3 1 93 95 |6

46 abelha | - 20 | p8 | Estrada_Pedras_G | NI 190.1 | 0.0 | 0.3 |49.8 |230.05|15 |881 |1109 | NA |[0.05 |21. |02
esteira 2 7 4 1 5 9 30 44 | 4

47 abelha | - 21 | p8 | Estrada_Pedras_G | NI 132.7 |00 | 0.2 |1.86 |97.03 |0.2 |589 |36.87 001 [0.00 |0.1 [0.0
esteira 0 9 4 7 16 32 4 9

48 abelha | - 21 | p8 | Estrada Pedras_ G | NI 1460. | 1.7 | 3.4 |59.2 |1306.8 | 1.7 |8.20 | 1019 [0.09 [0.00 |21 |0.7
esteira 56 6 3 9 4 3 4 46 81 7 6
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49 aranha | - 25 | p2 | Paracatu_de Baix | NI 4580. | 3.8 | 6.1 |75.2 |28294 |55 [18.2 |690.7 |0.16 |0.04 |22. |25
0 31 3 6 0 8 3 1 3 38 31 00 |9

50 abelha | Tetrapedi | 201 | p10 | Gesteira I 1391. |08 |31 |176 |96245|3.0 | 321 |160.1 [054 | NA |29 |15
a sp. 30 4 6 4 4 8 5 2 92 0 3

51 abelha | Tetrapedi | 201 | p10 | Gesteira I 717.0 |05 |24 |954 |3161.7 | 3.1 |196 |121.4 |0.11 |[NA |15 |09
a sp. 2 2 8 3 1 3 7 92 4 5

52 vespa - 202 | p4 | Paracatu_de Baix | NI 537.8 | 0.3 |12 |593 |1986.1 |07 |244 |1724 |NA | NA |13 |12
0 8 1 1 7 6 7 5 7 3

53 vespa - 202 | p4 | Paracatu_de Baix | NI 2141 |00 |16 |123 |334.60 | NA |26.6 |1035 |NA |[NA |29 |09
0 8 7 7 5 8 8 3

54 vespa - 203 | p7 | Estrada_Pedras_G | | 9543 | 0.1 | 0.7 |352 [430.75|0.9 |84.1 |2522 |0.11 |1.23 |32 |0.7
esteira 6 4 2 2 1 9 97 11 5 9

55 vespa - 203 | p7 | Estrada_Pedras G | | 4837. | 5.2 | 14. | 116. | 66298 |49 |63.0 |213.7 | 121 |111 |11. |22
esteira 89 3 03 |34 0 9 5 6 50 10 76 |8

56 abelha | - 19 | p8 | Estrada_Pedras G | NI 7485 |05 |13 |3.83 | 17504 |05 | 109 |[44.04 |0.13 |[NA |05 |03
esteira 0 7 3 0 2 0 80 8 0

57 abelha | - 19 | p8 | Estrada_Pedras_G | NI 546.9 |04 | 1.0 | 280 |540.95|0.3 |9.61 |36.85 |0.06 | NA |03 |03
esteira 3 0 9 5 13 2 2

58 vespa - 27 | p9 | Gesteira I 1830. | 0.7 |18 |4.83 |81395 |21 |13.1 |80.14 [0.12 | NA |13 |06
73 8 2 4 1 89 7 7

59 vespa - 27 | p9 | Gesteira I 7573 |00 |02 294 [3731 |01 |589 [3434 |[NA |[NA |02 |02
2 5 9 0 3

60 abelha | - 7 p6 | Pedras NI 4532 | 0.0 |04 |729 |14337 |05 |[134 |[86.99 |0.03 |[0.00 |05 |03
9 8 1 6 3 2 41 34 2 4

61 abelha | - 7 p6 | Pedras NI 1180 |00 |01 |17.1 | 8103 |[0.1 |4.99 |4535 (001 [0.02 |[0.2 0.0
0 5 7 4 5 20 23 0 7

62 vespa Pachodyn | 26 | p8 | Estrada Pedras G | NI 1486 | 0.0 | 0.7 |589 |14247 |03 |11.7 | 7511 | NA |0.01 {03 |0.3
erus sp.2 esteira 0 5 4 4 1 90 3 9

63 vespa Pachodyn | 26 | p8 | Estrada_Pedras_G | NI 3295 (0.0 |10 |505 |11493 |05 | 101 | 5582 |NA |001 |02 |0.2
erus sp.2 esteira 4 3 3 6 4 25 8 6

64 abelha | - 11 | p6 | Pedras NI 20.20 {00 | 0.3 | 459 6942 |0.2 |7.12 |36.,50 |0.05 |0.00 |02 |01
2 3 5 3 65 40 0 6

65 abelha | - 11 | p6 | Pedras NI 2170 |01 |06 |6.41 |176.32 0.3 |7.10 |4287 | 0.10 |[NA |03 |02
5 4 6 0 06 1 6
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66 abelha | - 204 | p10 | Gesteira I 9705 |04 |13 |861 |573.32|0.7 | 255 [1338 |NA |0.04 |11 |34
9 6 3 4 5 2 38 2 4
67 vespa - 15 | p5 Pedras I NA 20. | 46. | 486. |40909. | 11. | 775 | 1814 | 566 |0.24 |25 |3.0
22 |86 |38 43 23 |7 5 33 35 12 |1
68 abelha | Tetrapedi | 205 | p10 | Gesteira I 1034 | 0.0 | 0.6 |13.1 |603.67 | NA | 222 | 1018 |0.17 | NA [0.7 |05
a sp. 9 7 5 5 1 7 58 7 6
69 abelha | Tetrapedi | 205 | p10 | Gesteira I 1576. | 0.1 |15 | 135 |48958 |21 |188 | 64.40 |[NA |[NA |25 |10
a sp. 37 5 3 1 5 6 2 0
70 abelha | - 206 | p10 | Gesteira I 2193 |01 |04 | 776 |57434 0.9 |180 |75.60 |0.05 |0.00 |11 |0.6
6 9 8 9 3 5 20 99 1 0
71 vespa - 207 | p10 | Gesteira I 1347 | 0.1 |08 |555 |21228 |25 |19.7 | 1127 |[NA |NA |06 |08
3 2 3 9 6 7 9 6
72 vespa - 207 | p10 | Gesteira I 1200. | 0.2 |16 |6.49 |50258 | 3.3 |30.0 | 1350 [ NA |NA |19 |13
82 2 6 6 9 4 9 2
73 parasito | - 30 | p6 | Pedras NI 2397. | 28 |57 |108. | 19286 |29 |27.7 | 2058 |0.10 |[092 |57 |14
ide 39 6 1 60 0 8 6 5 62 00 1 8
74 parasito | Bombyliid | 201 | p10 | Gesteira I 1431. |05 |18 |8.76 | 76045 |22 |225 |180.9 [ NA |NA |30 |13
ide ae 50 4 1 0 0 5 4 5
75 parasito | Bombyliid | 210 | p10 | Gesteira I 1235 |01 |15 |7.81 |187.98 | NA | 125 |1236 | NA |NA |18 |12
ide ae 4 1 6 9 7 3 8
76 parasito | Drosophil | 210 | p10 | Gesteira I 1349 |01 |19 |841 | 27496 |10 |13.7 | 1300 | NA |0.03 |11 |13
ide a 1 3 2 5 9 4 01 0 0
Bombilide
a
77 abelha | - 209 | pl0 | Gesteira I 9554 | 0.1 |08 |6.79 |169.72 | 0.7 | 158 | 1125 | NA |NA |39 |07
0 0 6 9 4 2 7
78 abelha | Tetrapedi | 210 | p10 | Gesteira I 739.0 |06 |16 |135 |[10743 |15 |19.1 |171.7 |[NA |NA |23 |11
asp. 4 6 1 9 2 7 4 4 2 9
79 abelha | Tetrapedi | 210 | p10 | Gesteira I 320.7 | 0.3 |13 [9.42 |421.08 |05 [20.7 |138.0 | NA |NA |18 |08
a sp. 6 5 9 8 5 3 5 6
80 abelha | Tetrapedi | 211 | p10 | Gesteira I 9058 |06 |22 |16.3 |711.69 |14. |28.2 | 1456 | NA |NA |24 |85
a sp. 3 5 4 7 91 |2 4 7 0
81 abelha | Megachile | 212 | p10 | Gesteira I 1042 |00 |09 |7.49 |21328 |0.7 |14.4 |1094 | NA |NA |52 |05
sp. 1 8 7 2 9 7 5 1
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82 vespa Pachodyn | 213 | p10 | Gesteira I 185.1 | 0.1 | 0.6 |6.03 |508.08 |03 |174 |129.1 [0.04 |NA [04 |05
erus sp.1 3 3 4 6 7 2 78 9 1

83 vespa Pachodyn | 213 | p10 | Gesteira I 1065. |04 |13 |311 |749.80 |20 |16.3 |1056 [0.14 | NA |29 |10
erus sp.1 64 7 7 4 1 2 8 43 7 8

84 polen - 4 p3 | Paracatu_de_Baix | | 1887. | 1.3 | 1.0 |34.0 | 15156 |05 |8.43 |24.27 |0.15 | 0.00 |58 |0.6
0 69 1 9 2 0 8 54 65 0 7

85 polen - 11 | p6 | Pedras NI 651.6 | 0.7 |15 |134. | 647.06 | 1.1 |28.3 |[3598 | 0.10 |0.00 |20 |0.6
1 1 1 96 0 2 87 61 9 9

86 polen - 13 | p6 | Pedras NI 4157 | 0.2 | 0.7 | 253 |157.72 |08 [8.85 |36.39 |0.01 |[0.00 |38 |0.0
3 9 0 3 9 98 55 7 9

87 polen - 13 | p6 | Pedras NI 2983 [ 0.2 | 0.8 |269 |11829 |05 |9.12 |32.67 |0.01 |0.00 |3.0 |0.1
2 8 0 1 6 41 32 2 7

88 polen - 13 | p6 | Pedras NI 289.0 0.2 | 0.6 |37.3 |108.10 | 0.6 |9.47 |39.77 | 0.02 |0.00 |42 |0.1
1 1 4 2 1 73 56 4 3

89 polen - 13 | p6 | Pedras NI 9772 |10 |26 |729 |689.04 |19 |129 |66.82 |0.07 |0.01 |76 |05
4 1 3 4 2 8 75 06 8 2

91 polen - 17 | p8 | Estrada_Pedras_G | NI 683.6 |09 |19 |33.7 | 46538 |17 |816 |44.62 |0.02 |0.02 |24. |03
esteira 9 3 3 1 6 57 87 58 |0

91 polen - 21 | p8 | Estrada_Pedras_G | NI 256.7 {03 |12 |383 |23793 |09 |141 |1103 |0.03 |0.01 |71 |0.3
esteira 6 1 0 4 3 6 9 67 11 0 6

92 polen - 23 | p3 | Paracatu_de Baix | | 549.0 | 0.2 | 0.6 |22.0 |28338|0.2 |7.72 |26.34 |0.02 |0.00 |10. |0.2
0 5 3 4 1 5 85 51 22 |4

93 polen Centris 31 | p6 | Pedras NI 5325. | 10. | 25. | 471. | 6709.3 | 16. | 21.7 [93.20 | 0.26 | NA |19. | 338
sp. 94 90 |36 |49 1 93 |3 79 82 |9
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