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RESUMO

BOEIRA, Luana M. Qual é o impacto dos fungos entomopatogénicos sobre
operarias forrageiras de Apis mellifera africanizada? 2019. 48 f. Trabalho
de Conclusdo de Curso — Bacharelado em Engenharia Florestal, Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Dois Vizinhos, 2019.

As abelhas Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) sdo insetos sociais que
polinizam mais de 80% das espécies vegetais, além de serem produtoras de
mel, geleia real, cera, propolis e apitoxina. Entretanto, estas abelhas estédo
desaparecendo e isso esta sendo relacionado, principalmente, com a utilizacéo
de inseticidas quimicos sintéticos, porém, pouco se sabe sobre o efeito dos
entomopatdégenos utilizados no controle bioldgico de insetos praga. Desta
forma, o trabalho teve como objetivo avaliar o impacto dos fungos
entomopatogénicos, Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, sobre
operarias forrageiras de A. mellifera africanizadas. Para isto, estes fungos, na
concentragéo de 1x108 conidios.ml-!, foram testados sobre operarias forrageiras
de A. mellifera. Foram realizados dois bioensaios: 1) contato de A. mellifera
com folhas de eucalipto imersas em cada solugao e 2) contato com superficie
vitrea pulverizada com os tratamentos. Para a testemunha utilizou-se agua
destilada esterilizada contendo Tween 80® (0,01%). Apds o contato, as
operarias foram transferidas em grupo de 20 individuos para gaiolas de PVC,
cobertas com voil. Cada tratamento foi composto por cinco repeticoes (gaiolas
de PVC), com 20 abelhas por repeticdo. Estas foram acondicionadas em sala
climatizada (27 + 2°C, U.R de 70 + 10% e fotofase de 12 horas). A
sobrevivéncia/mortalidade das operarias foi avaliada a partir de 1 até 240
horas. As abelhas que sobreviveram expostas aos fungos apds 24 horas, foram
submetidas a anadlise voo e retomada de voo (queda), que foi conduzido em
uma sala escura. Foram utilizadas 10 abelhas por tratamento para cada teste.
Os fungos B. bassiana e M. anisopliae nas concentragdes utilizadas néao
reduziram a sobrevivéncia das forrageiras de A. mellifera quando em contato
com a superficie vitrea. Quando testadas em contato com as folhas de
eucalipto, apenas o fungo M. anisopliae reduziu a sobrevivéncia das abelhas.
Na analise de voo e retomada de voo néo houve diferenga significativa entre as
operarias provenientes da testemunha e as dos tratamentos com os fungos B.
bassiana e M. anisopliae, comprovando que os usos destes entomopatdogenos
nao afetam o voo de A. mellifera. Apenas o fungo M. anisopliae provocou
impacto negativo na sobrevivéncia de forrageiras de A. mellifera quando as
mesmas entraram em contato com o produto em folhas de eucalipto. Ademais,
conforme os testes realizados, os fungos entomopatogénicos aqui testados nao
impactaram negativamente as operarias forrageiras de A. mellifera
africanizada.

Palavras-chave: Abelha Africanizada. Controle biolégico. Entomopatdégenos
Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae. Organismos nao-alvo.



ABSTRACT

BOEIRA, Luana M. What is the impact of entomopathogenic fungi on
forage workers of Africanized Apis mellifera? 2019. 48 f. Trabalho de
Conclusdo de Curso — Bacharelado em Engenharia Florestal, Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Dois Vizinhos, 2019.

Apis mellifera bees (Hymenoptera: Apidae) are social insects that pollinate over
80% of plant species, in addition to producing honey, royal jelly, wax, propolis
and apitoxin. However, these bees are disappearing and this is mainly related
to the use of synthetic chemical insecticides, but little is known about the effect
of entomopathogens used in the biological control of insect pests. Thus, the
work aimed to evaluate the impact of entomopathogenic fungi, Beauveria
bassiana and Metarhizium anisopliae on Africanized A. mellifera forage
workers. For this, these fungi, at a concentration of 1x108 conidia.ml"!, were
tested on A. mellifera forage workers. Two bioassays were carried out: 1)
contact of A. mellifera with eucalyptus leaves immersed in each solution and 2)
contact of sprayed glass surface with the treatments. For control, sterile distilled
water containing Tween 80® (0.01%) was used. After contact, the workers were
transferred in a group of 20 individuals to PVC cages, covered with voile. Each
treatment consisted of five repetitions (PVC cages) with 20 bees per repetition.
These were stored in a climate-controlled room (27 + 2°C, 70 £ 10% U.R and 12
hour photophase). Worker survival / mortality were assessed from 1 to 240
hours. The bees that survived exposed to the fungi after 24 hours were
submitted to flight analysis and resumed flight (fall), performed in a dark room.
Ten bees were used per treatment for each test. The fungi B. bassiana and M.
anisopliae in the concentration used do not reduced the surival of Africanized A.
mellifera when in contact with Petri dishes. When tested in contact with
eucalyptus leaves, only M. anisopliae fungus reduced bee survival. In the flight
analysis and flight resumption, there was no significant difference between the
workers from the control and those from the treatments with the fungus B.
bassiana and M. anisopliae, proving that the use of these entomopathogens
does not affect the flight of A. mellifera. In the flight analysis and flight
resumption, there was no significant difference between the workers from the
control and those from the treatments with the fungus B. bassiana and M.
anisopliae, proving that the use of these entomopathogens does not affect the
flight of A. mellifera. Only the fungus M. anisopliae negatively impacts the
survival of A. mellifera forages when they came into contact with the product in
eucalyptus leaves. Furthermore, according to the tests performed, the
entomopathogenic fungi tested here do not negatively affect the forage workers
of Africanized A. mellifera.

Keywords: Africanized Bee. Biological control. Entomopathogens Beauveria
bassiana Metarhizium anisopliae. Non-target organisms.
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1 INTRODUGAO

A maioria das espécies vegetais é polinizada por insetos, sendo as
abelhas Apis mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera: Apidae) os mais
importantes polinizadores nos ecossistemas. As abelhas sdo responsaveis pela
polinizagdo de mais de 78% das espécies vegetais (IMPERATRIZ-FONSECA
et al., 2012), além de produzirem mel, propolis, geleia real, cera e apitoxina
(WIESE, 2005; TAUTZ, 2010; OLINTO, 2015; PEGORARO et al., 2017).

Uma coldnia de abelhas é composta por uma rainha, por operarias e
zangodes, todas as castas séo responsaveis por uma fungdo dentro da colmeia.
As operarias sao responsaveis pela limpeza da colbnia, protecédo e alimentagao
das crias, pelo forrageamento fora da colmeia, trazendo para esta, polen, agua
e néctar (PEREIRA et al., 2003; RAMOS; CARVALHO, 2006; TAUTZ, 2010).

Segundo Fries e Camazine (2001) é no momento do forrageamento
que as operarias entram em contato com inseticidas quimicos sintéticos, ou
com outros micro-organismos como fungos, bactérias e virus. Dessa maneira,
podem ser contaminadas e ainda disseminar estes agentes para dentro da
colbnia, acarretando na mortalidade e até no desaparecimento das abelhas.

A diminuicao das abelhas, ocasionada especialmente pela mortalidade,
pode estar relacionada ha alguns aspectos como alteragbes/fragmentacdes
dos ecossistemas, plantagdes de monocultura, redugdo de alimento e de
abrigo. Porém, o principal fator € a utilizagao de inseticidas quimicos sintéticos
com ingredientes a base de neonicotinoides (tiametoxam) e pirazol (fipronil).
Estes sdo utilizados em larga escala nas culturas e apresentam alta toxicidade
aos insetos, incluindo organismos nao-alvo, como as abelhas (CARVALHO,
2009; BOVI et al, 2018; SOUZA, 2019).

As abelhas que sado expostas a contaminantes tém algumas
capacidades afetadas, como fungdes motoras basicas. Com isso, acabam
prejudicando o comportamento de voo e, provavelmente, a atividade de
forrageamento, impedindo o correto funcionamento da col6nia, bem como o
servico de polinizagdo realizado por esses insetos (BAINES et al.,, 2017;
GOMES, 2017).



No ano de 2006 o fendmeno conhecido como Desordem do Colapso
das Colbnias (DCC) de A. mellifera foi alertado pelos apicultores dos Estados
Unidos da América, onde milhares de colbénias desapareceram em poucas
semanas, com isso a agricultura sofreu grandes danos em fungéo da falta de
polinizagdo das abelhas. No Brasil a mortalidade das abelhas foi relatada em
2008 no estado de Sao Paulo (WILLIAMS et al 2010; GONCALVES, 2012).

Diversas causas podem estar associadas ao DCC e a mortalidade das
abelhas, mas a utilizacdo de quimicos sintéticos no Brasil € um dos fatores que
pode intensificar este processo (COSTA-MAIA; LINO-LOURENCO; TOLEDO,
2010; MESSAGE et al., 2011; GONCALVES, 2012). Desta maneira, séo
necessarias algumas técnicas de controle de insetos-praga que sejam
considerados menos prejudiciais as abelhas, reduzindo ou evitando as
consequéncias do DCC e da mortalidade das abelhas.

. Dentre essas, a sensibilizagado para que os inseticidas quimicos sejam
utilizados de forma correta, sendo associados a produtos de controle biolégico
com a utilizagdo de fungos entomopatogénicos, que € uma alternativa viavel
para controlar insetos em areas onde ocorre a polinizacdo pelas abelhas
(ALVES, 1998; MALASPINA et al., 2008; OLIVEIRA, 2015).

Os fungos dispdem de um largo espectro de insetos hospedeiros,
devido a sua penetragcao ser através do tegumento e por possuirem uma
variabilidade genética. Além disso, existem inumeros bioinseticidas a base de
fungos entomopatogénicos que sao preparados, registrados e vendidos
comercialmente, pois estes controlam insetos-pragas como gorgulho do
eucalipto, broca-do-café, percevejos, mosca branca, larvas de lepidopteros e
acaros (ALVES, 1998; BUENO et al, 2015; AGROFIT, 2018). Desta forma,
estudos tém sido feitos com o intuito de verificar os possiveis impactos desses
entomopatdgenos, especialmente Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae, sobre A. mellifera.

Kanga, Jones e James (2003) verificaram o potencial do fungo M.
anisopliae para controlar o acaro Varroa destructor (Mesostigmata: Varroidae)
em colbnias de abelhas adultas de A. mellifera, o qual foi inofensivo para as
abelhas e eficaz no controle do acaro. Em trabalhos de Al Mazra’awi et al.,
(2006) os autores verificaram trés isolados de B. bassiana ARSEF 3769 (ARK),



NY (NY; BB008, SCPFRC, Londres, Ontario, Canada) e o isolado comercial
GHA (BotaniGard WP; Emerald BioAgriculture, Salt Lake City, UT) os quais n&o
ocasionaram mortalidade em A. mellifera, sendo seletivos a estas.

O controle biologico apresenta vantagens, como a seletividade, em
relacdo aos produtos quimicos sintéticos, mas € essencial testar a toxicidade
sobre organismos nao-alvos, como as abelhas A. mellifera (GALLO et al., 2002;
SILVA, 2014; OLIVEIRA, 2015; POTRICH et al., 2018).

Destaca-se a importancia de testar sobre as abelhas, pois as mesmas
desempenham um papel fundamental na polinizacdo das espécies. Entretanto,
esta polinizacdo esta comprometida devido a mortalidade das abelhas,
ocasionada pelo uso excessivo e incorreto de inseticidas quimicos sintéticos. E
indispensavel uma atitude que preserve as abelhas e demais polinizadores,
reduzindo a utilizacdo de inseticidas quimicos sintéticos. Uma alternativa é o
uso de produtos que diminua o impacto causado a estes organismos n&o-alvos,
como fungos entomopatogénicos. A fim de atestar a seguranga desses
agentes, este trabalho objetivou avaliar o impacto dos fungos
entomopatogénicos, B. bassiana e M. anisopliae, na sobrevivéncia, no voo € na

queda (retomada de voo) de operarias forrageiras de A. mellifera africanizadas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 APICULTURA

A apicultura é ciéncia que se refere a criacdo de abelhas, praticas e
manejos adequados para obter maior produgdo de mel e cera de abelha
(GALLO et al.,, 2002; COUTO; COUTO, 2006). A atividade apicola é uma
pratica antiga e de importancia para a humanidade, pois disponibiliza uma
ampla contribuicdo ao homem através da polinizagao, producao de mel, pélen,
geleia real, propolis, cera e apitoxina (WIESE, 2005; COSTA-MAIA; LINO-
LOURENCO; TOLEDO, 2010; TAUTZ, 2010; OLINTO, 2015; PEGORARO et
al., 2017). Houve uma motivacado global para a pratica apicola com o objetivo
de aumentar a producgao agricola (GALLO et al., 2002; SOUZA et al., 2016).

A apicultura brasileira foi demarcada por duas etapas importantes, uma
antes das abelhas africanas e outra apds. Na primeira etapa as abelhas eram
na sua maioria de ragas italiana, europeia ou carnica, sendo puras ou mesticas.
A segunda etapa ocorreu apds o ano de 1956, no qual foram introduzidas no
pais as abelhas Apis mellifera scutellata (abelhas africanas) utilizadas com o
intuito de executar um programa de melhoramento genético que fosse capaz
de aumentar a produgcdo de mel do pais (RAMOS; CARVALHO, 2007;
PEGORARO et al., 2017).

Devido a um acidente, 26 colénias com suas rainhas acabaram
escapando do cativeiro, essas rainhas africanas enxamearam e cruzaram com
as abelhas europeias ja existentes no Brasil, originando as abelhas
africanizadas, que por sua rapidez em se dispersar iniciaram a africanizagao
em todo o pais (VIEIRA, 1986; SOARES, 2012). As abelhas antes chamadas
de europeias, hoje sdao denominadas A. mellifera africanizada. Ha registros que
esse cruzamento ocorreu na América do Sul, na América central e em alguns
paises norte-americanos (COUTO; COUTO, 2006).

As abelhas africanizadas possuem alguns beneficios quando
comparadas com as de origem europeia: possuem alta capacidade de defesa,
maior produgao de mel, trabalham de forma acelerada e com isso apresentam

maior aproveitamento de seu tempo (PEGORARO et al.,, 2017). Devido a



agilidade das africanizadas, a limpeza de suas colmeias € mais eficiente,
retirando abelhas mortas e sujeiras no local, evitando contaminagdes e acaros.
Possuem um ciclo de vida mais curto, com maior produgao de ovos, chegando
a postura de 2000 ovos por dia, enquanto as europeias fazem a postura de
1000 ovos (COUTO; COUTO, 2006). Elas possuem alguns aspectos negativos
como o comportamento de maior agressividade, e devido a elas formarem
ninhos tanto em areas urbanas e rurais, favorece a ocorréncia de acidentes
tanto com humanos, quanto com animais. Sendo assim, o setor da apicultura
readaptou suas técnicas e praticas para trabalhar com estas abelhas. Técnicas
essas que tiveram o auxilio técnico-cientifico para identificar a biologia e o
comportamento das abelhas, para que houvesse uma diminuicdo nos efeitos
negativos que elas apresentavam como a sua agressividade (SANTOS,
MENDES, 2016).

A partir do surgimento das abelhas A. mellifera africanizada, a
apicultura nacional tem demostrado um crescimento significativo na producao
de mel, devido a ampla propor¢cao do territério nacional, flora bastante
diversificada e condicbes climaticas favoraveis, que permitem uma alta
producédo ao longo de todo ano. No Brasil, a abelha africanizada é espécie
mais importante para a apicultura (GALLO et al., 2002; A.B.E.L.H.A., 2015).
onde as colénias de A. mellifera, constantemente, sdo usadas para polinizagao
de culturas agricolas e florestais (SANTOS, 2017).

A produgdo de mel no Brasil tem apresentado destaque para a
economia brasileira. De acordo com a Associagao Brasileira dos Exportadores
de Mel (ABEMEL), o Brasil teve um faturamento no setor exportador de
US$98,5 milhdes no ano de 2014, colocando o Brasil no posto de oitavo maior
exportador de mel, exportando 38,4 toneladas de mel. No ano de 2015 faturou
US$81,7 milhdes, exportando 37,8 toneladas de mel, sendo este o segundo
melhor ano de exportacdes do Brasil (ABEMEL, 2017).

De acordo com a Secretaria da Agricultura e do Abastecimento (SEAB)
e com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o Brasil produziu
no ano de 2016, 39.589 toneladas de mel. Ja no ano de 2017 o IBGE de 2018,
a producao de mel no Brasil aumentou 1,6% em relacdo ao ano anterior 2016,
0 pais chegou a produzir 42,3 toneladas de mel, sendo o estado do Rio Grande
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do Sul o maior produtor de mel de abelha produzindo 6,4 toneladas anuais,
representando (15,2%), em segundo lugar o Parana com 6,3 toneladas de mel
(14,9%).

De acordo com Cario et al. (2015), o Parana tem apresentado um
avango na cadeia produtiva nos segmentos produtores: fornecedor e
processador de mel, em funcdo do melhoramento do processo produtivo. Para
isso, foram introduzidas técnicas inovadoras como localizacdo, espacamento
entre colmeias, limite maximo de colmeia por apiario, utilizacdo de
sombreamento e inclusdo de apiarios proximos a fonte de agua.

Além da compra de equipamentos modernos inoxidaveis em
substituicdo aos de folhas de flandres, pois antes passavam chumbo, 6xido de
ferro e outros elementos para o produto, prejudicando sua qualidade, além de
melhoras durante o processamento e diversidade de produtos (CARIO et al.,
2015). No entanto, o mesmo autor ainda cita que existem alguns pontos que
estao restringindo um desempenho maior, como a baixa especializagao dos
produtores, baixo conhecimento sobre a atividade, manejo de forma
inadequada, falsificagao de produto como o mel e oportunismo na negociagao.

As colbnias de A. mellifera, constantemente sao usadas para
polinizacdo de culturas agricolas e florestais (SANTOS, 2017). Algumas das
espécies em que as abelhas A. mellifera sao de grande importancia:
Eucalyptus spp., Citrus spp., Eugenia uniflora, Anadenanthera colubrina e
Psidium guajava (MARCHINI et al., 2001; SANTANA, 2003). As florestas
plantadas com eucalipto sdo frequentemente visitadas durante as floradas por
A. mellifera (KOMATSU, MARCHINI, MORET]I; 2002).

As abelhas A. mellifera sdao de extrema importancia para o setor
florestal, pois através da polinizacdo surge um aumento na producédo de
diversas espécies de valor comercial. Segundo Silva, Oliveira (2003) as
abelhas A. mellifera tém papel essencial na polinizagao de eucalipto, a partir da
polinizacdo cruzada, que ocorrem entre individuos diferentes, o aparecimento
delas em florestas plantadas aumentam a quantidade de sementes por
quilograma.

Outra possibilidade de obter renda com a apicultura é a utilizagcao de
colmeias para a produgcao de mel, em locais que antes eram impossibilitadas
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ou protegidas por lei como em Unidades de Conservagdo (UC), em Areas de
Preservacao Permanente (APP) e em Reservas Legais nas propriedades, além
de beneficiar o ambiente através da polinizagdo das abelhas, beneficia os
produtores familiares e faz o uso sustentavel destas areas (LINS; 2009;
LAZAROTTO; CERICARO, 2014).

2.2 BIOLOGIA E CARACTERIZACAO DE A. mellifera AFRICANIZADA

As abelhas da espécie Apis mellifera Linnaeus, 1758, sdo consideradas
0s mais importantes insetos uteis pelo fato de realizarem a coleta de pdlen,
néctar e agua das plantas, principalmente das flores, auxiliando na polinizagao
(RAMOS; CARVALHO, 2007; COSTA-MAIA; LINO-LOURENCO; TOLEDO,
2010).

Assim como todos os insetos, as abelhas possuem seu corpo dividido
em trés partes: cabega, térax e abdémen (COUTO; COUTO, 2006; RAMOS,
CARVALHO, 2007). Elas sao revestidas por uma camada externa chamada
exoesqueleto, que é composto por quitina, o qual fornece protecdo aos 6rgaos
internos, sustentagao para os musculos, além de proteger contra predadores e
perda de agua (PEREIRA et al., 2003).

As abelhas possuem na cabega Org&dos sensoriais, como antenas,
olhos simples (ocelos) e olhos compostos, que permitem a percepg¢ao do
ambiente. As antenas sao encarregadas pelos sentidos da audicéo, tato e
olfato, fundamentais quando a colmeia esta no escuro, e para detectar
companheiras e inimigos. Os olhos compostos possuem a funcédo de
percepgao de luz, movimentos e cores, orientando durante os voos (ITAGIBA,
1997).

Possuem aparelho bucal do tipo lambedor, que consiste de duas
mandibulas e a probdscide formada pela lingua (glossa) e pelas maxilas
(COUTO; COUTO, 2006). A mandibula serve para fazer a coleta do pdlen,
mastigacao da cera, além de ser responsavel pela limpeza do ninho, retirando
abelhas mortas, auxilia na alimentagao da cria e ajudam na defesa. A funcéo
da lingua é a coleta e ingestdao de liquidos, transferéncia de alimentos na
desidratacdo do néctar e na evaporagado da agua para controlar a temperatura
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do ninho (PEREIRA et al., 2003). As abelhas possuem diferentes mecanismos
de comunicacdo representados através de dangas, sons e substancias
quimicas que sdo chamados de feroménios (ITAGIBA, 1997).

O torax possui trés segmentos, no qual estao localizados os apéndices
locomotores pernas e asas. Em cada segmento estd presente um par de
pernas e nos dois segmentos posteriores apresentam as asas. Cada par de
pernas é responsavel por uma fungao peculiar, sendo o primeiro, as pernas
anteriores, encarregado da limpeza dos olhos, antenas, lingua e mandibula. No
segundo segmento estdo as pernas medianas e sua fung¢ao é limpar as asas e
retirar o pdlen acumulado nas pernas posteriores, o terceiro par que sao
adaptadas para o transporte de podlen e resinas denominadas corbiculas
(ITAGIBA, 1997).

O abdbémen contém a maioria dos 6rgaos que sao responsaveis pelo
funcionamento do corpo, como sistema digestivo, circulatorio, respiratério,
nervoso, glandular e reprodutivo. Ainda no abdémen esta localizada a vesicula
melifera, que € utilizada para o transporte de agua para a colmeia e transforma
o néctar em mel; as glandulas cerigenas, e os 6rgaos exclusivos de rainhas,
operarias e zangoes.

Nas fémeas existem sete segmentos e nos machos oito. Nas operarias
e nas rainhas existe o ferréo, que é utilizado para a sua defesa, ele € composto
de quitina e pelo musculo que exerce a fungao de introduzir o ferrdo e injetar o
veneno. Além disso, estao situados também os 6rgaos do sistema reprodutivo
(PEREIRA et al., 2003). O zangao nao possui ferrdo, no seu abdémen esta seu
orgéao reprodutor, que constitui de um par de testiculos, glandulas de muco e
falo (WIESE, 2005).

O ovo das abelhas é cilindrico, medindo 1,6 x 0,4 milimetros. Possui
uma abertura pequena na parte anterior, chamado de microdpila, que € por onde
os espermatozoides penetram. A larva das abelhas é vermiforme, ndo possui
pernas externas ou asas, possui uma cabecga pequena e 13 segmentos que
nao sao diferenciados em térax e abddbmen e durante esse estagio estoca
substancias nutritivas em seu corpo gorduroso (COUTO; COUTO, 2006). A
larva passa por cinco estadios de desenvolvimento antes de se tornar pupa e
antes da ultima troca, ela tece seu casulo. Durante a fase de pupa, ocorre a
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constricdo e separacao da cabeca, térax e abdome, as antenas, asas e pernas
sdo evertidas, seus olhos compostos e pegas bucais se distinguem (COUTO;
COUTO, 2006).

2.3 ORGANIZACAO SOCIAL DE A. mellifera AFRICANIZADA

As abelhas se caracterizam por viver numa sociedade organizada em
castas, o trabalho é dividido e cada individuo possui diferentes fungdes, que
sdo executadas objetivando a sobrevivéncia e manutengdo da colmeia. Em
condi¢gdes normais, uma colonia de A. mellifera possui uma rainha, cerca de
5.000 a 100.000 operarias e de 0 a 400 zangdes. Sao insetos holometabolos,
que apresentam metamorfose completa em seu desenvolvimento, passando
pela fase de ovo, larva, pupa e adulto (PEREIRA et al., 2003) (Quadro 1).

Quadro 1 - Ciclo evolutivo, em dias, de rainhas, operarias e zangbes de Apis mellifera.

Fases / Casta Rainha (dias) Operaria (dias) Zangao (dias)
Ovo 3 3 3
Larva 5 6 6,5
Pupa 7 12 14,5
Total (dias) 15 21 24

Fonte: GALLO et al, 2002.

A rainha jovem, com mais ou menos cinco dias de idade, inicia o voo
de orientagdo proxima das colmeias atraindo os zangdes a uma distancia de
até cinco quilémetros. A fecundacgao natural da rainha ocorre préximo aos nove
dias da sua vida adulta e em uma unica vez durante o voo nupcial, podendo ser
fecundada por até 17 zangbes e o sémen é armazenado na espermateca, com
espermatozoides para toda a sua vida reprodutiva (GALLO et al., 2002;
WIESE, 2005; COUTO; COUTO, 2006).

Esses voos acontecem de preferéncia pela manha, a altura de 8 a 20
metros do solo. Depois de trés dias da copula, ocorre a postura dos ovos em
cada alvéolo, por um periodo de até cinco anos. Através de seu feromdnio

produzido pelas glandulas mandibulares, a rainha executa a fungao de impedir
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a formagédo de novas rainhas e de manter a colonia em equilibrio (GALLO et
al., 2002; WIESE, 2005).

Ao iniciar a postura dos ovos, a rainha inicia o ciclo evolutivo continuo
na colmeia, cerca de trés dias apds a postura, a pelicula onde o embrido se
desenvolve se rompe e eclode a larva. Algumas larvas recebem geleia real
durante seu desenvolvimento, estas seréo as rainhas formadas nas realeiras e
as larvas que, a partir do 2° dia recebem mel e pdlen dar&o origem as operarias
e zangdes (COUTO; COUTO, 2006; GALLO et al., 2002).

Os zangbes sao os individuos machos da colénia. A principal fungao
deles é fecundar a rainha durante o voo nupcial, que ocorre, aproximadamente,
no 12° dia de vida, quando eles atingem a maturidade sexual. Logo apés a
codpula o zangédo morre devido a seu 6rgao genital ficar preso no 6rgao genital
da fémea (COUTO; COUTO, 2006, STRAUB et al., 2016).

As operarias sao individuos do sexo feminino, mas se diferem da
rainha por possuirem 6rgao reprodutor atrofiado e transformacgao do ovipositor
em ferrdo, seu 6rgao de defesa (GALLO et al., 2002; RAMOS; CARVALHO,
2007). Todos os trabalhos desenvolvidos dentro da colmeia s&o tarefas das
operarias, que possuem glandulas e estruturas anatdmicas especializadas
(ITAGIBA, 1997; COUTO; COUTO, 2006, RAMOS; CARVALHO, 2007).

O controle da umidade e temperatura dentro das colénias € essencial
para a fermentagdo do pdlen e do mel, para o desenvolvimento da cria e
manutencdo da saude da col6nia e, para isto, as abelhas possuem um
mecanismo especial. Nos dias quentes, elas carregam mais agua para o
interior da col6nia e criam fluxos de ar a partir da vibragdo de suas asas, desta
forma diminuindo a temperatura. E nos dias frios, elas se agrupam dentro do
ninho, pois 0 metabolismo das abelhas é acelerado e auxilia no aquecimento
interno da colénia (PALUDO, 2017).

A divisdo do trabalho, normalmente, depende da idade da operaria,

mas caso haja necessidade da colénia, podem existir mudancas (Quadro 2).
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Quadro 2 - Ciclo de trabalho das operarias de Apis mellifera.

IDADE (dias) | FUNCOES

1a3 Faxineiras: fazem a limpeza e reforma polindo os alvéolos.
3a7 Nutrizes: alimentam com mel e polen as larvas com mais de 3 dias.
7a14 Alimentam as larvas com idade inferior a 3 dias com geleia real.

Neste periodo algumas cuidam da rainha, as chamadas amas.

12a18 Fazem a limpeza do lixo da colmeia.
14a20 Engenheiras: segregam a cera e constroem os favos.
18 a 20 Guardas: defendem a colmeia contra inimigos e contra apicultor

desprevenido.

A partir dos 21 | Operarias: trazem néctar, pélen, agua e propolis até a morte.

Fonte: Ramos; Carvalho, 2007.

No inicio da vida adulta das abelhas operarias elas auxiliam de varias
formas dentro e fora da colénia. Ajudam na limpeza, na protecdo do ninho, na
alimentacdo das crias e na construcdo de favos. Apds os vinte e um dias de
vida adulta elas iniciam as o trabalho de forrageamento trazendo agua, néctar e
polen de fora da colmeia trazendo para dentro do ninho (PEREIRA et al., 2003;
RAMOS; CARVALHO, 2007). E justamente, nesse instante que elas ficam
expostas e propensa a contaminagao através de produtos quimicos e
possivelmente acabam infectando a colbénia (FRIES; CAMAZINE, 2001;
FREITAS; PINHEIRO, 2012).

2.4 DESORDEM DO COLAPSO DAS COLONIAS E MORTALIDADE DE
ABELHAS

Nos ultimos anos um grave problema tem colocado a agricultura em
alerta. Trata-se do desaparecimento das abelhas, fenbmeno também chamado
de Desordem do Colapso das Colbnias (DCC) ou Colony Collapse Disorder
(CCD) de A. mellifera (VanENGELSDORP et al., 2007; COSTA-MAIA; LINO-
LOURENGCO; TOLEDO, 2010; WILLIAMS et al 2010; GONCALVES, 2012). O
DCC ¢ a reducao e o desaparecimento subito de populacdes de abelhas, perda
rapida de individuos adultos das coldénias em poucos dias ou semanas e elas
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somem sem deixar vestigios de morte dentro ou fora das col6nias
(GONCALVES, 2012; IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2012).

No ano de 2006, a apicultura dos Estados Unidos da América foi
alarmada em funcdo da dizimacdo de milhares de coldnias causando grande
prejuizo para a agricultura devido a falta de polinizagado (VanENGELSDORP et
al., 2007; COSTA-MAIA; LINO-LOURENCO; TOLEDO, 2010; PIRES et al.,
2016). De acordo com a Confederagéo Brasileira de Apicultura (CBA), os EUA
perderam cerca de um milhdo de abelhas, as perdas foram registradas em 21
estados norte-americanos (VanENGELSDORP et al., 2007; NICOLETTI, 2013).

Segundo VanEngelsdorp et al. (2007) dados avaliados com apicultores
entre 2006 e 2010, os EUA apresentou um grande declinio das popula¢des de
A. mellifera com perdas médias de 30% das colbnias durante o inverno de
2006/2007. O fendmeno DCC é o maior problema para a apicultura mundial e
tem surgido em muitos locais do mundo, até em algumas areas do Brasil
(IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2012).

No ano de 2008 foram registrados os primeiros relatos semelhantes ao
DCC no Brasil, na cidade de Altindpolis, no estado de Sdo Paulo. No local
haviam poucas crias e abelhas adultas, muito mel e pdlen, presenca de rainha
e desaparecimento de crias doentes. No ano de 2010 na cidade de Ribeirdo
Preto, SP, também foi registrado a perda de colénias com sinais similares aos
DCC, com alta existéncia de crias anédmalas e morte das abelhas adultas. Nos
ultimos anos, foram confirmadas por apicultores, perdas de colénias nos
estados de Sao Paulo, Parana, Santa Catarina e em Minas gerais (MESSAGE
et al., 2011; GONCALVES, 2012; PIRES et al., 2016).

Em agosto de 2010, um apicultor do estado de Minas Gerais, relatou
perdas que se assemelham ao DCC (MESSAGE; TEIXEIRA; JONG, 2012). Ja
no ano de 2012, alguns casos foram constatados em Florianépolis no estado
de Santa Catarina, onde apicultores apontaram perdas de 50% a 90% de suas
colénias no momento da polinizagdo, com graves prejuizos econdmicos
(GONCALVES, 2012).

Algumas das possiveis explicagdes para o DCC sao combinacdes de
varios fatores, como o uso de inseticidas quimicos sintéticos para controle de

pragas. Estes, que s&o utilizados em doses exageradas ou incorretas nas
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regides de ocorréncia (COSTA-MAIA; LINO-LOURENCO; TOLEDO, 2010;
WILLIAMS et al., 2010; MESSAGE et al., 2011).

Outros fatores também sado indicados pelos menos autores, como
perda de habitat devido ao desmatamento, mudancgas climaticas, variabilidade
genética baixa das rainhas, toxinas quimicas que podem estar presentes no
meio ambiente, desnutricdo das abelhas em funcdo das colbnias serem
conduzidas para polinizagdo de monoculturas, com acesso limitado a apenas
um tipo de pdlen de cada vez, ao aparecimento do acaro Varroa destructor e
patdogenos associados (COSTA-MAIA; LINO-LOURENCO; TOLEDO, 2010;
WILLIAMS et al., 2010; MESSAGE et al., 2011).

Estudos indicam que depois da introducéo de V. destructor nos EUA, a
perda das populagdes de abelhas foi agravada e as taxas de declinios
aumentaram. O acaro V. destructor alimenta-se da hemolinfa das larvas, pupas
e adultos, diminuindo a imunidade das abelhas e podendo transmitir varios
tipos de virus, como o deformador de asas (GALLAI et al, 2009; COSTA-MAIA;
LINO-LOURENGCO; TOLEDO, 2010, ELLIS; EVANS E PETTIS, 2010; ARAUJO
et al., 2015).

Muitas culturas agricolas apesar de proporcionarem ampla fonte de
néctar e polen, sado consideradas, na maior parte das vezes, como ameacgas as
abelhas, devido as praticas ecologicamente incorretas. Dentre essas praticas, o
uso incorreto de quimicos sintéticos € o principal fator, pois as abelhas
operarias, na hora da polinizagdo em busca de alimentos, ficam expostas a
contaminagao e, consequentemente, podem contaminar a colénia (FREITAS;
PINHEIRO, 2012). Nas abelhas os inseticidas afetam de diversas formas, como
por ingestdo, contato e fumigagdo, sendo que suas consequéncias podem
acarretar na reducéo da longevidade, ocasionar a morte por toxicidade e gerar
irregularidades no funcionamento da colénia (MALASPINA et al., 2008).

Barnett et al. (2007) verificaram entre os anos de 1989 e 2003, no
Reino Unido, que o declinio da populacdo de abelhas estava correlacionado
com aplicacbes de inseticidas carbamatos, organofosforados e piretroides.
Conforme avaliagdes feita por Sarto (2009), inseticidas a base de metamidofés
e abamectina sao toxicos para A. mellifera. Segundo Carvalho et al. (2009), os

inseticidas piretroides a base de abamectina, metidationa e tiametoxam sao
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extremamente téxicos para adultos de A. mellifera, por contato com superficies
contaminadas, ingeridas na alimentagdo e pulverizadas diretamente sobre os
insetos, reduzindo sua duragao de vida.

Baptista et al. (2009) avaliaram a toxicidade de inseticidas e acaricidas
usados em citros, sobre operarias de A. mellifera Linnaeus africanizadas,
através da pulverizagao, contato em superficies tratadas com folhas de citros e
em placas de Petri e através da contaminacdo da dieta, aplicando as doses
maximas indicada para a cultura. O inseticida em todas as formas de aplicacao
se mostrou altamente toxico as operarias de A. mellifera africanizadas. Ja os
acaricidas, o fungicida enxofre e os inseticidas que regulam o crescimento nao
apresentarem efeito toxico para as A. mellifera africanizada.

Estudos feitos por Efrom et al. (2012), testaram os efeitos colaterais de
pesticidas: Rotenat CE, Biopirol 7M, Pironat, Netuneem, neem organico e
enxofre de cal, em diferentes doses, utilizado em sistemas organicos de
producao de A. mellifera africanizada. De todos os produtos testados, somente
o Rotenat CE pela ingestdo e o enxofre de cal por via de contato afetaram a
sobrevivéncia das A. mellifera, os demais produtos ndo causaram mortalidade.

Gomes (2017) concluiu em seu trabalho que inseticidas comerciais
como tiametoxam, glifosato e 0 mancozeb sao téxicos as abelhas A. mellifera
abatendo parte destas. Ja as abelhas que sobrevivem, depois de expostas a
estes inseticidas, apresentam alteracbes na sua capacidade de voo,
interferindo diretamente no forrageamento e no equilibrio da colénia.

Foram avaliados os efeitos do inseticida neonicotinoide em dose
comercial e sua acgao isolada e em conjunto com fungicida estrobilurina,
incorporado a pasta candi de A. mellifera africanizada na fase larval. A dieta foi
contaminada com 0,2364 ng de inseticida/larva e 23,63 ng fungicida/larva. As
larvas de A. mellifera expostas a ambos os tratamentos apontaram alteragbes
no comportamento e redugdo na longevidade das larvas, principalmente
quando foram expostas ao inseticida isoladamente. Além disso, as larvas
apresentaram efeitos posteriores a emergéncia, favorecendo a reducao da
populagao das abelhas (TADEI et al., 2019).

Houve uma reducao significativa na producdo de alimentos, apds a
desordem do colapso de colbénias, dessa forma a importancia das abelhas A.
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mellifera para manter a sustentabilidade da agricultura é evidente, pois grande
parte da nossa alimentagéo procede da polinizagcédo delas (GALLAI et al. 2009;
IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2012).

Em estudos desenvolvidos no Brasil com Pires et al. (2016), utilizando
exemplares de A. mellifera africanizadas, da qual as colbénias indicavam
enfraquecimento e queda repentina na producdo foram feitos estudos
abordando agrotéxicos, parasitas e patdégenos. Os dados da presenga de
patégenos e das caracteristicas analisadas, ndo apontaram resultados de que
a mortalidade registrada nos apiarios brasileiros estivesse associada a DCC.
Os referidos autores apontaram que os agrotéxicos foram os principais
responsaveis por esse colapso causando a mortalidade das abelhas A.
mellifera, e ainda informaram que sa&o0 necessarias mais pesquisas neste
sentido.

A mortalidade das abelhas no Brasil se difere do CCD, fenédmeno
registrado nos EUA em 2006, pois ndo apresenta os sintomas caracteristicos
do CCD, como a desorganizagao das colmeias, lixos, abandono ou diminuicéo
dos individuos, sem a existéncia de abelhas mortas, mas com reducao dos
individuos, tornando inviavel a subsisténcia da colmeia (COLMEIA VIVA, 2016).

Desta forma, algumas técnicas séo utilizadas para reduzir ou evitar as
consequéncias da DCC e da mortalidade das abelhas causada pelos produtos
fitossanitarios sintéticos. Dentre essas, esta a sensibilizagdo para que os
inseticidas sintéticos sejam utilizados de forma correta, sendo associados a
produtos de controle biolégico que € uma alternativa viavel para controlar
insetos em areas onde ocorre a polinizacdo pelas abelhas, além da
recuperacao de areas degradadas através de reflorestamento e preservagao
de cursos e nascentes de agua. O controle biolégico € considerado como mais
seguro, provocando pouco ou nenhum impacto para o meio ambiente
(MALASPINA et al., 2008; OLIVEIRA, 2015).

2.5 CONTROLE BIOLOGICO COM FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

O controle biolégico € um fendbmeno natural, pois quase todas as

especies possuem inimigos naturais que auxiliam na regulacdo de suas
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populagdes e também é considerada uma técnica com funcdo de controlar
insetos-praga através de seus inimigos naturais, o qual se baseia na utilizagdo
de parasitoides, predadores e entomopatdégenos, que sao os fungos, bactérias,
virus e nematoides (ALVES, 1998; MELO; AZEVEDO, 2000; GALLO et al.,
2002; PARRA et al., 2002).

Esse tipo de controle atua em harmonia com a natureza, sendo mais
seguro ao meio ambiente, quando comparado ao controle quimico. O controle
biolégico é capaz de reduzir a populagdo de insetos-praga e conservar os
inimigos naturais e outros organismos nao-alvos presentes no ecossistema
(ALVES, 1998; MELO; AZEVEDO, 2000; GALLO et al., 2002; PARRA et al.,
2002).

Outro beneficio do controle biolégico é a qualidade dos alimentos,
tornando-os mais saudaveis. Esse controle introduz os inimigos naturais no
ambiente, causando equilibrio natural (ALVES, 1998; MELO; AZEVEDO, 2000;
GALLO et al., 2002; PARRA et al., 2002).

Os fungos entomopatogénicos apresentam beneficios quanto ao seu
uso, como multiplicacdo, dispersdo e producdo no meio ambiente,
especificidade em relagéo a outros agentes, resultados secundarios, sendo n&o
poluentes e nao téxicos ao ambiente (ALVES, 1998). No entanto, sao
essenciais e necessarios estudos para testar possiveis impactos a organismos
nao-alvos, como as abelhas A. mellifera.

A contaminagdo do inseto pelo fungo depende de uma cadeia de
eventos mecanicos e bioquimicos sincronizados e s6 acontece quando possui
condi¢cbes favoraveis de temperatura, umidade, oxigénio, nutricido e pH.
Através do contato, os conidios do fungo aderem e germinam sobre a cuticula
do inseto, fazendo a penetragdo. Posteriormente as hifas, que atravessam a
cuticula do hospedeiro, engrossam e se ramificam, multiplicando-se na parte
interna do inseto, contendo massa hifal em sua hemocele, originando a
colonizagao (ALVES, 1998; ORLANDELLI; PAMPHILE, 2011).

Os fungos colonizam os insetos penetrando em sua cuticula. Dentro
dos insetos, eles rapidamente se multiplicam e absorvem os nutrientes dos
insetos, fazendo com que eles parem de se alimentar e fiquem lentos. Em

seguida, os fungos produzem toxinas que destroem as células hospedeiras,
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dando inicio ao processo de colonizagao e, por conseguinte, levando os insetos
a morte (GRAVENA, 2000; BUENO et al, 2015).

Os fungos que emergem do corpo dos insetos para a produgdo de
esporos podem ser disseminados pela chuva, pelo vento ou através do contato
com outros insetos. O fungo entomopatogénico possui vantagens em relagéo
aos outros entomopatogenos, pois ele dispbe de um largo espectro, podendo
afetar uma grande quantidade de insetos fitéfagos e aquaticos em todos os
estagios de desenvolvimento de seu hospedeiro (ALVES, 1998; GRAVENA,
2000; BUENO et al, 2015).

Os fungos mais utilizados para o controle de insetos no Brasil sédo
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill, 1912 e Metarhizium anisopliae (Metschn.)
Sorok., devido a incidéncia de ambos em condi¢gdes naturais. O fungo B.
bassiana é uma das espécies mais estudadas e utilizadas no mundo para o
controle microbiano, provavel que seja devido a sua ocorréncia generalizada e
a grande variedade de hospedeiros, sendo o mais frequente em insetos, €&
conhecido como fungo branco muscardino porque os insetos infectados se
tornam brancos (ALVES, 1998).

A lista de pragas sobre as quais esse fungo atua é extensa, mas
infelizmente esse isolado de B. bassiana (Bals.) Vuill, 1912 nao foi seletivo a
inimigos naturais (ALVES, 1998; GRAVENA, 2000). Por isso, é de grande
relevancia que sejam feitos novos estudos para testar novos isolados.

O fungo M. anisopliae € um importante fungo que vem sendo usado no
Brasil, ele tem a capacidade de controlar uma larga faixa de insetos praga.
Este entomopatégeno se destaca por ser de facil aplicagdo no campo e possuir
baixo risco para o ambiente (ORLANDELLI; PAMPHILE, 2011). E utilizado no
controle de cigarrinhas das pastagens e cana de agucar (ALVES, 1998;
GRAVENA, 2000; SILVA et al, 2010). A utlizagdo de fungos
entomopatogénicos € um recurso importante para o manejo de insetos pragas,
sendo util tanto para cultivos organicos quanto para cultivos convencionais
(ALVES, 1998; GRAVENA, 2000).

2.6 SELETIVIDADE DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS A Apis mellifera
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A seletividade dos agentes biolégicos de controle € estabelecida com
sucesso quando os entomopatdgenos controlam o inseto considerado praga e
ndo impactam nos insetos n&o-alvos como as abelhas (SILVA, 2014;
YAMAMOTO; BASSANESI, 2003).

O controle biolégico encontrava alguns problemas, como a falta de
estudos das relagdes entre hospedeiro e inimigo natural, fisiologia e nutricdo
dos entomopatégenos, e falta de anadlises de impactos ambientais sobre os
possiveis danos que podem causar aos insetos ndo-alvos (PARRA et al.,
2002). Devido a estes problemas, varios estudiosos direcionaram suas
pesquisas para a area de seletividade de produtos bioldgicos a inimigos
naturais e/ou polinizadores.

Hokkanen et al. (2003) avaliaram os impactos de M. anisopliae em
zangdes de Bombus lucorum L. (1758) e Bombus lapidarius L. (1758) ambos
da ordem Hymenoptera e familia Apidae, através de diferentes métodos de
aplicagdo, como pulverizagdo e contato direto em abelhas. Os autores
relataram que o fungo M. anisopliae (107 conidios.mL') apresentou baixa
toxicidade as abelhas, ja na concentragdo mais alta (108 conidios.mL"), as
abelhas foram suscetiveis ao fungo M. anisopliae.

Trés isolados de B. bassiana foram avaliados quanto ao potencial de
controle de Lygus lineolaris (Hemiptera: Miridae) e a seletividade a A. mellifera
(Al Mazra’awi et al., 2006). Os trés isolados [ARSEF 3769 (ARK), NY (NY;
BB008, SCPFRC, Londres, Ontario, Canada) e o isolado comercial GHA
(BotaniGard WP; Emerald BioAgriculture, Salt Lake City, UT], ndo causaram
mortalidade nas abelhas e controlaram com eficiéncia o hemiptero.

O fungo B. bassiana na concentragdo de 10° conidios.ml"' causou
mortalidade das operarias de Melipona scutellaris Latreille, 1811 (Bals)
(Hymenoptera: Apidae) quando aplicado em abelhas recém-emergidas
(CONCEICAQ et al., 2014). Existem poucos trabalhos realizados envolvendo
fungos entomopatogénicos comerciais sobre abelhas A. mellifera africanizada.
No entanto, € necessario avaliar se esses agentes de controle biolégico podem
causar algum efeito negativo sobre as abelhas, pois frequentemente surgem

novas formulacdes e isolados no comércio e € fundamental a seguranga e
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seletividade a estas abelhas. Kanga, Jones e James (2003), avaliaram o
potencial do fungo M. anisopliae para controlar o acaro parasita Varroa
destructor, em col6nias de Apis mellifera (L.) adultas. O fungo M. anisopliae
ndo causou mortalidade nas abelhas e controlou 98% dos acaros.

Hamiduzzaman et al. (2012) fizeram testes para avaliar o controle de
acaro V. destructor e a seletividade de A. mellifera a trés isolados dos fungos
entomopatogénicos B. bassiana, M. anosipliae e Clonostachys rosea. O teste
foi feito a partir da imersdo do acaro na solugéo contendo esporos, logo apos
foram colocados em contato com as abelhas. Os fungos B. bassiana e C. rosea
controlaram a acaro V. destructor, mas causaram 59% de mortalidade as
abelhas. Ja o fungo M. anisopliae foi eficiente no controle do acaro e causou
24% de mortalidade a A. mellifera.

Potrich et al. (2018) avaliaram os efeitos de fungos entomopatogénicos
utilizados comercialmente M. anisopliae E9 (10° conidios.mL ') e B. bassiana
PL63 (108 conidios.mL") sobre abelhas A. mellifera africanizadas através da
pulverizagao direta, pulverizacdo em superficie lisa, pulverizagao em folhas de
soja e por ingestao. Os fungos entomopatogénicos M. anisopliae e B. bassiana
diminuiram a sobrevivéncia de A. mellifera, quando comparados com a
testemunha.

O controle de pragas utilizando agentes entomopatogénicos € utilizado
com o intuito de diminuir a utilizagdo de agroquimicos, com a vantagem de nao
serem menos toxicos ao ecossistema. Estes agentes podem ser usados por
varios periodos gerando baixos impactos ambientais. Entretanto, é fundamental
que sejam feitos estudos para avaliar a toxicidade de fungos
entomopatogénicos e a seletividade aos organismos nao-alvos como as

abelhas.
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Controle Biologico | e I, e na
Unidade de Ensino e Pesquisa Apicultura (UNEPE — APICULTURA) da
Universidade Tecnolégica Federal do Parana, Campus Dois Vizinhos (UTFPR
— DV). Foram realizados dois bioensaios para avaliar os possiveis impactos
dos entomopatdgenos B. bassiana e M. anisopliae sobre operarias forrageiras
de A. mellifera africanizada, através do contato com folhas de eucalipto e em
placa de Petri. Apos 24 horas do contato em superficie vitrea as operarias
foram submetidas aos testes de voo e de retomada de voo. Esses testes tem a
finalidade de avaliar se as abelhas possuem a capacidade de realizar o voo
apos entrar em contato com fungos entomopatogénicos que sao utilizados no

controle de insetos praga.

3.1 OBTENGAO DOS FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

Para os tratamentos foram utilizados os fungos entomopatogénicos B.
bassiana (0,37g em 200 mL de agua) e M. anisopliae (1,79 em 200 mL de
agua), ambos na concentragdo recomendada pelo fabricante de 1,0 x 108
conidios.mL'. Estes foram disponibilizados pela empresa Simbiose em
formulagdes comerciais, pois estes ja sdo empregados em diversas culturas no
controle de insetos-praga. A testemunha foi composta por agua destilada

esterilizada contendo Tween 80® (0,01%).

3.2 OBTENGAO DAS ABELHAS Apis mellifera

As operarias forrageiras de A. mellifera foram obtidas através de
colmeias procedentes da UNEPE — APICULTURA inserida na UTFPR-DV. Foi
utilizado operarias forrageiras, devido a estas sairem frequentemente da
colmeia para coletar polén, néctar e agua e algumas vezes voltarem para a
colmeia com algum agente possivelmente contaminante.

As abelhas foram capturadas na entrada da colmeia quando chegavam
do forrageamento, e foram engaioladas em tubos de PVC (Policloreto de vinilo)



25

(20 cm de altura x 15 cm de ). Posteriormente, os tubos de PVC contendo as
abelhas foram vedados com voile e transportados para o laboratério de
controle bioldgico |, onde foram submetidas aos testes. Para os experimentos

foram utilizadas 600 abelhas.

3.3 BIOENSAIO 1: EFEITO DE B. bassiana E M. anisopliae SOBRE
OPERARIAS FORRAGEIRAS DE A. mellifera POR CONTATO, EM FOLHAS
DE EUCALIPTO

Neste bioensaio foram utilizadas folhas de eucalipto da espécie
Eucalyptus dunni. As folhas de eucalipto em perfeitas condigdes sanitarias,
sem tratamento fitossanitario, foram coletadas na UNEPE Povoamentos
Florestais localizada na UTFPR- DV e devidamente higienizadas e esterilizadas
com hipoclorito de sddio (NaClO). Em seguida, elas foram imersas por 5
segundos no tratamento contendo os fungos entomopatogénicos B. bassiana
ou M. anisopliae, e na testemunha. Na sequéncia, foram colocadas em camara
de fluxo laminar horizontal para evaporacdo completa da agua, conforme
metodologia adaptada de Potrich et al.,2018.

As folhas contendo os tratamentos foram dispostas em caixas gerbox,
onde em seguida, as operarias de A. mellifera foram anestesiadas com CO:
por 120 segundos e, colocadas em contato com as folhas por duas horas,
totalizando 10 abelhas em cada caixa. Depois foram transferidas para gaiolas
de PVC (20 cm de altura x 15 cm de ), esterilizadas, cobertas com tecido
voile. Em cima do tecido foi fornecido algoddo embebido em agua destilada
esterilizada, que foi umedecido periodicamente para evitar ressecamento e
como alimento foi fornecida pasta Candi (agucar de confeiteiro e mel) (FIGURA
1). Cada tratamento foi composto por cinco repeticbes, com 20 abelhas por
repeticdo. O procedimento foi repetido para cada tratamento contendo os

fungos e com a testemunha.

Figura 1- a) Folhas de eucalipto imersas em solugédo contendo os fungos B. bassiana e M.
anisopliae. b) Secagem das folhas em camara de fluxo laminar unidirecional. c) Operarias A.

mellifera africanizada em contato com as folhas tratadas com os fungos entomopatogénicos. d)
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Operarias A. mellifera africanizada alocadas em gaiolas de PVC na sala de criagdo climatizada
(27 £ 2°C, U.R de 70 = 10% e fotofase de 12 horas).

—

k n:qT_: .._':'I,‘;"' .

Fonte: Autora, 2019.

As gaiolas contendo as operarias foram acondicionadas em sala
climatizada (27 + 2°C, U.R de 70 + 10% e fotofase de 12 horas). A
mortalidade/sobrevivéncia das operarias foi avaliada nas seguintes horas apos
a montagem do experimento 1, 8, 16, 24, 32, 40, 48, 56, 72 e a partir desta foi
avaliado a cada 24 horas até completar 240 horas totais do experimento.

Foram consideradas mortas as abelhas eu ndo possuiam mais movimentos.

3.4 BIOENSAIO 2: EFEITO DE B. bassiana E M. anisopliae SOBRE
OPERARIAS DE A. mellifera POR CONTATO, EM PLACAS DE PETRI

Foram pulverizados 290 uyL dos tratamentos em placas de Petri,
utilizando-se um aerografo Pneumatic Sagyma® acoplado a uma bomba
Fanem® de pressdo constante (1,2 kgf/cm?). Em seguida, as placas foram
dispostas em camara de fluxo laminar horizontal para a evaporagao completa

da agua.
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As operarias de A. mellifera foram anestesiadas e colocadas no interior
de cada placa de Petri, onde permaneceram por duas horas. Em seguida, as
operarias foram transferidas para as gaiolas de PVC (20 cm de altura x 15 cm
de d), que foram acondicionadas e avaliadas conforme os procedimentos
descritos no item 3.3, conforme metodologia adaptada de Potrich et al.,2018.
(FIGURA 2) Cada tratamento foi composto por cinco repeticbes, com 20

abelhas por repeticao.

Figura 2- a) Bomba de pressdo com aerégrafo acoplado utilizado para pulverizagdo dos
tratamentos nas placas de Petri. b) Secagem das placas em camara de fluxo laminar
unidirecional. c) Operarias de A. mellifera africanizada em contato com as placas de Petri que
receberam os tratamentos com os fungos entomopatogénicos e testemunha, durante duas
horas. d) Operarias de A. mellifera africanizada alocadas em gaiolas de PVC e) Gaiolas de
PVC contendo pasta Candi (a cima) e dois algoddes embebido em agua destilada (abaixo). f)
Operarias A. mellifera africanizada alocadas em gaiolas de PVC na sala de criagao climatizada
(27 £ 2°C, U.R de 70 = 10% e fotofase de 12 horas).
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Fonte: Autora, 2019.

3.5 BIOENSAIO 3: ANALISE DE VOO E RETOMADA DE VOO

Essa metodologia foi aplicada e adaptada a partir da metodologia de
Tomé et al. (2015). Foram realizados dois diferentes testes com as abelhas dos
bioensaios por contato em placa de Petri.

Os testes foram realizados 24 horas apds a exposi¢cao das operarias de
A. mellifera africanizadas aos fungos entomopatogénicos B. bassiana e M.
anisopliae e sobre a testemunha. Foram utilizadas 10 abelhas de forma
aleatdria por tratamento para cada teste. O experimento ocorreu em uma sala
escura. O primeiro teste foi analise do voo, verticalmente, das abelhas em
diregdo a uma fonte de luz.

As operarias foram colocadas uma por vez, na base da torre de voo
com o auxilio de uma pinga, na sequencia foi estabelecido um limite de tempo
de 60 segundos (avaliado com auxilio de cronbmetro) para avaliar a altura
maxima obtida pelas operarias. Elas foram soltas, uma por vez, na base da
torre de voo (0,35 m x 0,35 m de largura e 1,05 m de altura, aberta na parte
superior, contendo uma luminaria fluorescente instalada 10 cm acima da torre)
(Figura 3).

Figura 3 — Torre de Voo de 1,05 m de altura utilizada para teste de Voo e Retomada de Voo de

Apis mellifera, contendo uma luminaria ajustada na parte superior da torre.
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Fonte: Autora, 2019.

A torre de voo possui cinco niveis de altura: I, II, Ill, IV e V. O nivel |
demonstra que n&o ocorreu voo, isto €, a abelha permaneceu na base da torre
com 0 cm. O nivel Il que as abelhas voaram de 0 cm até 35 cm de altura. O
nivel lll que elas voaram de 35 até 70 cm de altura. O nivel IV que elas voaram
entre 70 e 105 cm de altura e por fim o nivel V se as abelhas voaram e
alcangaram a fonte de luz a 105 cm de altura (Figura 4). No caso das abelhas
que caminharam durante o teste, foram consideradas que estas voaram até o

estrato.

Figura 4 — Niveis de Altura da Torre de Voo, analise de voo, baseado em Tomé et al. (2015).

V —direto a luz

IV-70a105

IlM-35a70cm

lI-0a35cm

I-0cm - base
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Fonte: Sampaio, 2019'.

Simultaneamente a analise de voo, foi realizado o teste de retomada de
voo. Para isto, foram utilizadas 10 operarias de cada tratamento, distintas das
utilizadas no teste de voo. As operarias foram soltas, uma por vez, da parte
superior da torre, estratificada de tal maneira: O nivel | demonstra que nao
ocorreu voo, isto é, a abelha caiu direto na base da torre com 0 cm. O nivel Il
que as abelhas retomaram o voo de 0 cm até 35 cm de altura. O nivel Ill que
elas retomaram o voo aterrissando de 35 até 70 cm. O nivel IV que elas
retomaram o voo entre 70 e 105 cm de altura e por fim o nivel V se nao houve

a queda e as abelhas voaram diretamente a fonte de luz (Figura 5).

Figura 5 — Niveis de Altura da Torre de Voo, analise de retomada de voo, baseado em Tomé et
al. (2015).

V- direto a luz

IV-70a105

M-35a70cm

II-0a35cm

I-0cm = base

Fonte: Sampaio, 20192

' Amanda Roberta Sampaio. Engenheira Agrénoma. Informag&o pessoal.
2 Amanda Roberta Sampaio. Engenheira Agrébnoma. Informagao pessoal.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para os bioensaios com os fungos entomopatogénicos B. bassiana e
M. anisopliae através do contato em folhas de eucalipto e em placas de Petri,
foram realizados os testes de analise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, eles
foram comparados pelo teste de Log’Rank, com o auxilio do software
estatistico R® (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2018). Na sequéncia foi
realizada a analise de voo e retomada de voo com as abelhas sobreviventes
pelos Modelos Lineares Generalizados, regressao ordinal, através do teste de

teste de Wald (qui-quadrado), com o auxilio do software estatistico R®.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 BIOENSAIO 1: EFEITO DE B. bassiana E M. anisopliae SOBRE
OPERARIAS DE A. mellifera POR CONTATO, EM FOLHAS DE EUCALIPTO

O fungo entomopatogénico M. anisopliae, na formulagdo comercial
utilizada, quando aplicado em folhas de eucalipto, reduziu a sobrevivéncia das
operarias de A. mellifera africanizadas em 71,5%, depois de 150 horas de
experimento. O fungo B. bassiana reduziu a sobrevivéncia em 50% nas 150
horas posteriores ao contato com os tratamentos, enquanto a testemunha

reduziu em 45,3% essa sobrevivéncia (Figura 6, Figura 7).

Figura 6 — Sobrevivéncia de operarias de Apis mellifera africanizadas quando em contato com
folhas de eucalipto contendo os tratamentos testemunha (T1) e os fungos B. bassiana (T2) e
M. anisopliae (T3).

Sobrevivéncia de Apis mellifera
em Folhas de Eucalipto

100.0%

80.0% -
60.0% - 1 I
40.0% -
20.0% - :I 1 amm
0.0% - Al e p T3

100h 150h 175h 200h 240h
Tempo (horas)

Sobrevivéncia (%)

Legenda: T1 — Testemunha; T2 — Beauveria Bassiana e T3 — Metarhizium anisopliae.
Fonte: Autora, 2019.

Com 216 horas de experimento constatou-se que nenhum individuo
sobreviveu ao contato em folhas de eucalipto tratadas com o fungo M.
anisopliae. Ja as abelhas em contato com o fungo B. bassiana e as
provenientes do tratamento testemunha permaneceram vivas até o final do
experimento. No bioensaio com a testemunha, sobreviveram 5,8% das abelhas

e 3,9% em contato com fungo B. bassiana.
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Figura 7 — Niveis de sobrevivéncia de Kaplan-Meier adequada ao tempo em horas,
posteriormente ao contato de operarias de Apis mellifera africanizadas sobre folhas de
eucalipto contendo os tratamentos testemunha (T1) e os fungos B. bassiana (T2) e M.
anisopliae (T3).

Estimativa da S(t) de Kaplan-Meier para os dados de contato em Folha de Eucalipto
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Tempo até a morte (horas)

Legenda: T1 — Testemunha; T2 — Beauveria Bassiana e T3 — Metarhizium anisopliae.
Fonte: Autora, 2019.

Operarias recém-emergidas de A. mellifera africanizada em contato
com folhas de eucalipto tratadas com B. bassiana e M. anisopliae (COLOMBO,
2019) apresentaram resultados semelhantes aos observados nesse
experimento. O fungo M. anisopliae causou efeito negativo no referido trabalho
observado, reduziu em 90% a sobrevivéncia das abelhas recém-emergidas
apos o contato com as folhas de eucalipto, enquanto o fungo B. bassiana
causou uma redugao de 60% e a testemunha e 40%, na sobrevivéncia das
abelhas (COLOMBO, 2019). Destaca-se que tanto no trabalho de Colombo
(2019) quanto no presente trabalho os fungos entomopatogénicos foram
provenientes da mesma empresa de produtos biologicos.

Hokkanen et al. (2003) avaliaram os impactos de M. anisopliae em
zangodes de Bombus lucorum L. (1758) e Bombus lapidarius L. (1758) ambos
da ordem Hymenoptera e familia Apidae, através de diferentes métodos de
aplicagédo, como pulverizagdo e contato direto em abelhas. Os autores
relataram que em ambos os métodos de aplicagdo, o fungo M. anisopliae (107
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conidios.mL™") apresentou baixa toxicidade as abelhas, j& na concentragédo
mais alta (10® conidios.mL"), as abelhas foram suscetiveis ao fungo M.
anisopliae.

Ja Potrich et al. (2018) avaliaram os efeitos dos fungos M. anisopliae e
B. bassiana sobre operarias recém emergidas de A. mellifera quando em
contato com folhas de soja e verificaram que o fungo B. bassiana reduziu a
sobrevivéncia dessas operarias quando comparado a M. anisopliae e a
testemunha. Esses resultados ndo corroboram com os observados no presente
trabalho. Entretanto, no trabalho de Potrich et al. (2018) foram utilizados fungos
entomopatogénicos oriundos de outra empresa de produtos biolégicos, além
disso, os testes foram realizados com operarias recém-emergidas, diferindo do
presente trabalho.

Quando verificamos o impacto dos fungos entomopatogénicos sobre A.
mellifera e o impacto dos inseticidas quimicos sintéticos, observa-se que os
fungos sdo mais seletivos e mais seguros. Um exemplo € o inseticida quimico
sintético acefato que na concentragdo 0,075 mL-' causou mortalidade em 90%
das operarias de A. mellifera africanizada, 20 horas apds as mesmas entrarem
em contato com o produto (BAPTISTA et al., 2009).

Portanto, a reducdo da sobrevivéncia das abelhas em contato com o
fungo entomopatogénico M. anisopliae e a reducgéo utilizando os inseticidas
quimicos sintéticos, verifica-se que o fungo causa uma reducdo discreta.
Sugere-se que estes fungos sejam testados a campo, através de outros

métodos de aplicagao.

4.2 BIOENSAIO 2: EFEITO DE B. bassiana E M. anisopliae SOBRE
OPERARIAS DE A. mellifera POR CONTATO, EM PLACAS DE PETRI

Os fungos entomopatogénicos M. anisopliae e B. bassiana,
pulverizados em placa de Petrii nao influenciaram negativamente a
sobrevivéncia das operarias de A. mellifera africanizada. Com 150 horas de
experimento verificou-se que 46,9% das abelhas oriundas da testemunha

estavam vivas, paralelamente 40,1% provenientes do tratamento com o fungo



35

B. bassiana e 39,1% das abelhas provenientes do tratamento com o fungo M.

anisopliae também estavam vivas (Figuras 8 e 9).

Figura 8 — Sobrevivéncia de operarias de Apis mellifera africanizadas sobre placas de Petri

contendo os tratamentos testemunha (T1) e os fungos B. bassiana (T2) e M. anisopliae (T3).

Sobrevivéncia de Apis mellifera
em Placa de Petri

100.0%
8 80.0% amTl
g 60.0% amT2
% 40.0% amT3
g 20.0%

0.0%

50h 100h 150h 175h 200h 240h
Tempo (horas)

Legenda: T1 — Testemunha; T2 — Beauveria Bassiana e T3 — Metarhizium anisopliae.
Fonte: Autora, 2019.

Figura 9 — Niveis de sobrevivéncia de Kaplan-Meyer adequada ao tempo em horas,
posteriormente ao contato de operarias de Apis mellifera africanizada em placas de Petri

contendo os tratamentos testemunha (T1) e os fungos B. bassiana (T2) e M. anisopliae (T3).

Estimativa da S(t) de Kaplan-Meier para os dados de contato em Placa de Petri

T a T2 a T3 a

100.0% 100% 7 100%
o
g
| =)
@ ) )
S 75.0% 75% 75% -
o
e}
o
wn
S =p0%- 50% 50% 1
S 50.
g
[
=
= 25% 1 5% 1
8 25.0% e
=
0

0% 1 0% -
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250

Tempo até a morte (horas)

Legenda: T1 — Testemunha; T2 — Beauveria Bassiana e T3 — Metarhizium anisopliae.
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Fonte: Autora, 2019.

Estudos realizados utilizando os fungos B. bassiana (Boveril® WP) e
M. anisopliae (Metarril® WP) sobre operarias recém-emergidas de A. mellifera
africanizada através do contato em placa de Petri demostraram que estes
isolados reduziram a sobrevivéncia dessas abelhas. O fungo B. bassiana
causou tempo letal médio (TLso) de 97,3 horas para agdo sobre A. mellifera,
enquanto M. anisopliae apresentou TLso 128,0 horas, contra 197,8 horas da
testemunha (POTRICH et al., 2018).

Resultados similares ao obtido no presente trabalho foram observados
por Colombo (2019), quando aplicado o fungo M. anisopliae sobre placas de
Petri e alocadas operarias recém-emergidas de A. mellifera para contato. As
operarias recém-emergidas que entraram em contato com este fungo
apresentaram menor taxa de sobrevivéncia (73,4 horas) quando comparado a
testemunha (90 horas) e ao fungo B. bassiana (95 horas).

Akkog, Karaca e Karaca (2019) obtiveram resultados semelhantes ao
deste trabalho. Os autores utilizaram os fungos B. bassiana e M. anisopliae
(volume de 5,0 pL) em placa de Petri e misturados em pasta Candi e
submeteram a A. mellifera africanizada e verificaram que apenas em contato
com placa de Petri e apenas o fungo M. anisopliae afetou a sobrevivéncia das
abelhas, porém menos de 30%, depois de 24 horas.

Entretanto, os resultados aqui obtidos com a toxicidade de inseticidas
quimicos sintético a A. mellifera, verifica-se que tiametoxam (classe dos
neonicotinoides), na concentragao de 0,2g/L, quando pulverizado em placa de
Petri, provocou alta mortalidade nas abelhas. Em menos que 3 horas o
inseticida reduziu em 45% a sobrevivéncia das abelhas e em 24 horas todas as
abelhas ja estavam mortas (GOMES, 2017).

4.3 BIOENSAIO 3: ANALISE DE VOO E RETOMADA DE VOO
Neste bioensaio os fungos entomopatogénicos B. bassiana e M.

anisopliae nao afetaram a capacidade de desempenho do voo e tampouco a

retomada deste nas operarias de A. mellifera africanizada. As abelhas expostas
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aos fungos foram capazes de atingir a fonte de luz nas duas metodologias de

avaliagéo de voo (Tabela 1).

Tabela 1 — Andlise de voo e retomada de voo pelo teste de Wald (qui-quadrado), 24 horas
apos o contato de operarias de Apis mellifera africanizada com placas de Petri e folhas de

eucalipto contendo os fungos B. bassiana e M. anisopliae e a testemunha.

VOO RETOMADA DO VOO
Tratamentos Médias Tratamentos Médias
T1- Testemunha 2,296 a T1- Testemunha 0,613 a
T2- B. bassiana 0,623 a T2- B. bassiana 0,541 a
T3- M. anisopliae 1,326 a T3- M. anisopliae 0,488 a

Fonte: Autora, 2019.

No teste de voo das operarias de A. mellifera expostas ao tratamento
utilizando o fungo B. bassiana (T2) 30% voaram diretamente até a luz (estrato
V), 60% voaram até o estrato IV (entre 70 e 105 cm) e 10% n&o algaram voo e
permaneceram no estrato | (base da torre). As operarias em contato com o
fungo M. anisopliae, 50% voaram diretamente a fonte de luz (estrato V), 40%
voaram ao estrato IV (entre 70 e 105 cm) e somente 10% das abelhas
permaneceram no estrato | (base da torre) (Figura 10). Ja as operarias
oriundas da testemunha (T1) 70% voaram diretamente a luz (estrato V) e 30%

voaram até o estrato IV (entre 70 e 105 cm).

Figura 10 — Porcentagem de operarias de A. mellifera em diferentes estratos conforme analise

de Voo.
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Fonte: Autora, 2019.
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No teste de retomada de voo (queda) 40% das operarias de A. mellifera
oriundas do tratamento contendo o fungo B. bassiana (T2) retomaram o voo
diretamente a luz (estrato V), 30% das operarias retomaram voo no estrato IV
(entre 70 e 105 cm), 10% das retomaram voo no estrato Il (entre 35 e 70 cm) e
20% delas nao retomaram voo e cairam diretamente ao estrato | (base da
torre). Das operarias de expostas ao fungo M. anisopliae, 40% retomaram o
voo diretamente a fonte de luz (estrato V), 30% retomaram voo no estrato IV
(entre 70 e 105 cm) e 30% nado retomaram voo e cairam na base da torre
(estrato 1) (Figura 11). Na testemunha (T1) 60% das operarias retomaram o voo
instantaneamente até a fonte de luz, 10% retomaram o voo no estrato IV (entre
70 e 105 cm), 10% retomaram voo até o estrato Ill (entre 35 e 70 cm) e 20%

nao retomaram o voo e cairam diretamente ao estrato | (base da torre).

Figura 11 — Porcentagem de operarias de A. mellifera em diferentes estratos conforme analise
de Retomada de Voo.
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Fonte: Autora, 2019.

Utilizando a mesma metodologia empregada no presente trabalho,
Tomé et al. (2015) analisaram o voo e a retomada de voo de abelhas sem
ferrdao das espécies Partamona helleri (Friese, 1900) e Scaptotrigona
xanthotrica (Moure, 1950) (Apidae: Meliponina) quando submetidas aos
inseticidas quimicos sintéticos a base de espinosade e imidaclopride e
verificaram que estes afetaram significativamente a capacidade e a retomada

do voo. As abelhas expostas aos respectivos inseticidas nao foram capazes de
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alcar voo e chegar até a fonte de luz, e consequentemente, podendo afetar a
atividade de forrageio das operarias.

Produtos a base de imidaclopride reduziram o voo das operarias
forrageiras de A. mellifera, quando foram testados através da alimentagdo com
pasta Candi (24 uL.kg"). Esta forma de aplicagéo dos produtos difere da forma
de exposicao presente nesse trabalho, porém verifica-se que o produto quimico
sintético afetou significativamente as fun¢des de forrageamento fora da colmeia
(DECOURTYE et al. 2004).

Operarias de A. mellifera em contato com placas de Petri pulverizadas
com os inseticidas imidaclopride e tiametoxam, em dose subletal 10 pL.kg”,
tiveram o voo prejudicado e outras fungbes motoras basicas debilitadas,
comprometendo o forrageamento a campo (WILLIAMSON et al., 2014).

Tosi, Burgio e Nieh (2017) relataram que o inseticida quimico sintético
a base de tiametoxam, mesmo na concentragdo baixa (1,34 uL / abelha),
quando em contato com placas de Petri e por exposicdo cronica com abelhas
A. mellifera, provocou alteracao significativa no voo das operarias. A exposi¢ao
cronica simulou que as operarias forrageiras fossem varios dias em locais
mantendo o contato ou buscado pdlen e néctar contaminado com o inseticida.
Nos dois métodos de aplicacdo o inseticida tiametoxam apresentou efeitos
toxicos a A. mellifera africanizada, demonstrando que esta exposicdo pode
afetar o forrageio e o retorno a colénia, consequentemente podendo ser um
dos fatores que estao acarretando a diminuicdo das abelhas.

Levando em consideracao a situagcao atual de declinio das populagdes
de abelhas, o impacto causado pelo uso excessivo e incorreto de inseticidas
quimicos sintéticos tem sido destacado como o principal agente causal (PIRES
et al., 2016). Ja, os fungos entomopatogénicos B. bassiana € M. anisopliae,
pelos resultados observados no presente estudo, ndo tém contribuido para este
declinio, uma vez que nao impactam ou pouco impactam na sobrevivéncia de
operarias de A. mellifera, além de nao interferirem no voo e na retomada do
voo. A atividade de voo é essencial para o que as operarias exercam a fungao
de forrageamento por meio do qual coletam néctar, polén e agua para a coldnia

e fazem o servigo de polinizagéo.
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Ainda assim, a utilizagdo de fungos entomopatogénicos € um método
que permite minimizar o impacto que os inseticidas quimicos sintéticos causam
sobre as abelhas, tendo um papel importante na preservacido das mesmas.

No setor florestal € comum a utilizacdo de métodos de controle que nao
sejam os quimicos, porém ainda pouco se utiliza o controle biolégico com o uso
de fungos entomopatogénicos. Além disso, em muitas florestas plantadas ou
proximo a estas, existem Apiarios comerciais. Neste sentido, destaca-se que a
possivel utilizagdo dos fungos entomopatogénicos, aqui testados, € uma
alternativa, que quando necessaria para o controle de insetos-praga nessas
florestas, € seguro para as operarias forrageiras de A. mellifera que possam vir

a entrar em contato, auxiliando assim na preservagao dessa espécie.
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5 CONCLUSAO

Os fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae, nas
formulagdes testadas, ndo causaram impacto negativo em operarias forrageiras
de A. mellifera africanizada quando em contato com superficie vitrea (placas de
Petri) e ndo interferiram no voo das mesmas.

Quando em contato com as folhas de eucalipto, apenas o fungo M.

anisopliae reduziu discretamente a sobrevivéncia das operarias.
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