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RESUMO

Apis mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera: Apidae) desempenha papel
essencial e econémica nos ecossistemas por sua fungao polinizadora na producao
de subprodutos. Contudo, o declinio populacional dessa espécie, associado a
multiplos fatores como uso indiscriminado de agrotoxicos e presenga de patdgenos,
tem motivado a busca por alternativas sustentaveis, entre elas o controle biolégico
de insetos praga. No Brasil, o controle biolégico realizado com fungos
entomopatogénicos tém sido frequentemente empregados na agricultura. Entretanto,
sdo escassas as informacbes sobre os possiveis efeitos do uso de tais agentes
sobre a abelha melifera africanizada. Neste sentido, esta pesquisa avaliou a
segurangca dos fungos Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., 1912, Metarhizium
anisopliae (Metschn.) Sorok., 1883, and Cordyceps fumosorosea (Wize) Kepler, B.
Shrestha & Spatafora, 2017 sobre operarias e rainhas de A. mellifera africanizada.
Foram realizados bioensaios de pulverizagcdo direta e alimentagdo em operarias,
além de avaliagao do deslocamento vertical (teste de voo e queda livre). Em rainhas,
larvas foram alimentadas com geleia real contendo os fungos e, apds emergéncia,
foram analisados parametros morfométricos. Os resultados indicaram que os trés
fungos testados reduziram a sobrevivéncia das operarias no ensaio de pulverizagéo
direta, quando comparadas ao controle negativo (agua destilada esterilizada),
enquanto no bioensaio de alimentagdo, apenas C. fumosorosea interferiu
negativamente. No entanto, em ambos os bioensaios, o controle positivo (CLso a 48
horas de imidacloprido) causou letalidade acentuada quando comparada aos demais
tratamentos. No teste de deslocamento vertical, operarias expostas através da
pulverizagdo a M. anisopliae e a C. fumosorosea, apresentaram alteragdes no
deslocamento vertical, sugerindo que estes causam alteragbes comportamentais. Na
producdo de rainhas, foi observada redugdo na aceitagdo e emergéncia no
tratamento utilizando M. anisopliae. Enquanto nas avaliagdes morfométricas, para
todos os tratamentos avaliados, ndo houve alteracédo no peso, comprimento total,
comprimento do abdome, comprimento e largura da asa. Porém, foi observado que
o fungo B. bassiana reduziu a largura do abdome e o comprimento e largura do
térax, quando comparado ao grupo controle e aos demais tratamentos. De forma
geral, os dados demonstram que os fungos entomopatogénicos podem afetar a
sobrevivéncia e o comportamento de operarias, especialmente através do contato
direto. Assim como, podem interferir na podem interferir na producéo e produtividade
de ovos de rainhas com consequéncias negativas para a col6nia. Isso ressalta a
importancia de estudos de seletividade e de avaliacdo de riscos antes da adogao
desses agentes como ferramentas no manejo integrado de pragas, especialmente
quando se considera a convivéncia com insetos polinizadores. O uso seguro e
responsavel de bioinseticidas requer compreender suas interagcbes com organismos
nao-alvo, como as abelhas, para garantir sustentabilidade ecoldgica e produtiva.

Palavras-chave: Abelhas meliferas; bioinseticidas; entomopatogenos; seletividade;
efeitos subletais.



ABSTRACT

Apis mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera: Apidae) plays an essential and
economic role in ecosystems due to its pollination function in the production of by-
products. However, the population decline of this species, associated with multiple
factors such as the indiscriminate use of pesticides and the presence of pathogens,
has driven the search for sustainable alternatives, among them the biological control
of insect pests. In Brazil, biological control with entomopathogenic fungi has been
frequently employed in agriculture. Nevertheless, information regarding the possible
effects of using such agents on Africanized honey bees is scarce. In this context, this
study evaluated the safety of the fungi Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., 1912,
Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorok., 1883, and Cordyceps fumosorosea (Wize)
Kepler, B. Shrestha & Spatafora, 2017 on Africanized A. mellifera workers and
queens. Bioassays of direct spray and feeding were conducted on workers, in
addition to the evaluation of vertical displacement (flight and free-fall test). For
queens, larvae were fed royal jelly containing the fungi and, after emergence,
morphometric parameters were analyzed. The results indicated that all three fungi
tested reduced the survival of workers in the direct spray assay when compared to
the negative control (sterile distilled water), whereas in the feeding bioassay only C.
fumosorosea had a negative effect. However, in both bioassays, the positive control
(imidacloprid, 48 h LCs,) caused markedly higher lethality compared to the other
treatments. In the vertical displacement test, workers exposed by spraying with M.
anisopliae and C. fumosorosea showed alterations in vertical movement, suggesting
behavioral changes. In queen production, a reduction in acceptance and emergence
was observed in the treatment with M. anisopliae. In the morphometric evaluations,
no changes were observed in weight, total length, abdomen length, or wing length
and width for any treatment. However, B. bassiana reduced abdomen width as well
as thorax length and width when compared to the control group and the other
treatments. Overall, the data demonstrate that entomopathogenic fungi can affect
worker survival and behavior, especially through direct contact. They can also
interfere with queen egg production and productivity, with negative consequences for
the colony. This highlights the importance of selectivity and risk assessment studies
before adopting these agents as tools in integrated pest management, particularly
when considering their coexistence with pollinating insects. The safe and responsible
use of biopesticides requires an understanding of their interactions with non-target
organisms, such as bees, to ensure ecological and productive sustainability.

Keywords: Honey bees; bioinsecticides; entomopathogens; selectivity; sublethal

effects.
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1 INTRODUGAO

As abelhas Apis mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera: Apidae) s&o insetos
sociais que possuem importancia econdmica devido a producdo de mel, prépolis,
geleia real, apitoxina, os quais sdo utilizados em industrias alimenticias e
farmacéuticas (BAVA et al., 2025; BROWN; WRIGHT, 2016; VIUDA-MARTOS et
al., 2008). Além disso, tem papel significativo nos ecossistemas como
bioindicadores ambientais (BARGANSKA; SLEBIODA; NAMIESNIK, 2015;
CATALANO et al.,, 2024; CELLI; MACCAGNANI, 2003; QUIGLEY; AMDAM;
HARWOOD, 2019). Seu destaque também ocorre por ser um dos principais
agentes polinizadores das angiospermas, garantindo a manutengao, a variabilidade
genética e o incremento produtivo tanto em ecossistemas naturais quanto artificiais
(AIZEN; HARDER, 2009; HUNG et al., 2018; WINFREE; GROSS; KREMEN, 2011).
Isso ocorre, em razdo do habito generalista de forrageamento das abelhas
operarias desta espécie (HUNG et al., 2018), além da necessidade de visitar varias
flores durante o dia em busca de podlen, néctar, resina e agua, a fim de garantir o
suprimento das necessidades individuais e da colbnia.

No entanto, durante a atividade de forrageamento, as operarias podem
entrar em contato com contaminantes ocasionando sua mortalidade. Abelhas
mortas contendo vestigios de agrotéxicos tém sido observadas com frequéncia,
especialmente no Brasil (GRIGORI, 2019; KNISS et al., 2025; MAP, 2017;
SALOMAO, 2023). Além disso, quando expostas a doses subletais de agrotoxicos
podem comprometer sua fisiologia e comportamento, ocasionando enfraquecimento
das col6nias a longo prazo (ABATI et al., 2021, 2023; BATTISTI et al., 2021, 2024;
DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH, 2007a; PALOSCHI et al., 2023).

Desde o ano de 2006, com o acentuado declinio de col6nias sem uma causa
especifica, houve um aumento no niumero de pesquisas com o objetivo de investigar
0s possiveis motivos deste efeito (ABATI et al., 2021). Este fendbmeno ficou conhecido
como Desordem do Colapso das Colonias (DCC), no qual ocorre o
desaparecimento repentino de abelhas operarias adultas, as quais abandonam a
rainha e as crias, nao sendo observada a invasdo de pragas e no qual ndo ha a
presenca de abelhas adultas mortas dentro ou nas proximidades da colbnia,

ocasionando assim, o enfraquecimento ou morte da colonia (KULHANEK et al.,
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2017; PIRK et al., 2014; STEINHAUER et al., 2018; VANENGELSDORP et al.,
2009; VANENGELSDORP; MEIXNER, 2010).

As investigacdes cientificas apontam para a probabilidade deste fendmeno
estar relacionado a um ou mais fatores e da possivel interrelacdo entre eles. A
presenca de patdogenos na coldnia, aliado a um ou mais estressores, como por
exemplo produtos toxicos a espécie; monoculturas, que causam estresse
nutricional; desmatamento; mudancgas climaticas; diminuicdo de fluxo génico;
reduzida variabilidade genética da rainha; manejo incorreto das colénias e o uso
incorreto de agrotoxicos, levam ao enfraquecimento da colbnia, e muitas vezes, ao
colapso de colénias (COSTA-MAIA; LOURENCO; TOLEDO, 2010; KINOSHITA et
al., 2006; NRCS, 2008; POTTS et al., 2015; SANCHEZ-BAYO et al., 2016;
STEINHAUER et al., 2018).

Além das perdas de polinizadores, a utilizacdo de inseticidas quimicos
sintéticos em excesso e de maneira incorreta, podem trazer danos aos
ecossistemas através da ressurgéncia de pragas e a resisténcia genética de alguns
insetos, além da contaminagdo da agua, solo, lengdis freaticos e alimentos
(HUBBARD; MURILLO, 2024; LI et al., 2024; PINTO et al., 2020; SINGH et al.,
2017; SOSA-GOMEZ; OMOTO, 2012; XIA et al., 2024). Em razdo destes e outros
fatores, pesquisas utilizando agentes de controle biolégico tém aumentado.
Ademais, também ha tendéncia no aumento da utilizagdo destes na agricultura, ja
que a Europa e a América do Norte tém exigido niveis cada vez mais baixos de
residuos de agrotdxicos nos alimentos e, na China, existem politicas publicas para
reducao na utilizagdo de produtos quimicos na agricultura (VAN LENTEREN et al.,
2018).

Como reducéao na utilizagcao de produtos quimicos, tem-se ampliado o uso de
agentes de controle bioldgico. O controle bioldgico € a ocorréncia de um organismo
vivo controlando seu inimigo natural, podendo este ser entomdéfago ou
entomopatogénico (LACEY et al., 2015). Dentre os entomopatdégenos, estdo os
fungos, bactérias, virus e nematoides. Alguns destes ja possuem registro comercial
e sao amplamente utilizados em cultivos organicos (AGROFIT, 2025). Os fungos
entomopatogénicos se destacam devido ao seu modo de agao por contato, o que
permite o controle de insetos em diferentes fases do ciclo de vida, incluindo os

sugadores, além de favorecer sua disseminagao entre as populagdes de insetos.
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Como agentes de controle bioldgico, os fungos com destaque pertencem a
ordem Hypocreales e as familias Cordycipitaceae e Clavicipitaceae, com énfase nos
géneros Beauveria, Cordyceps e Metarhizium, que ja possuem registro e sao
comercializados para aplicagbes em cultivos agricolas e florestais (AGROFIT, 2025).
Além disso, esses fungos tém potencial para o controle de Varroa destructor
Anderson e Trueman, 2000 (Parasitiformes: Varroidae) em colbénias de A. mellifera,
especialmente em paises da Europa (FERNANDEZ FERRARI et al.,, 2020;
HAMIDUZZAMAN et al., 2012; KANGA et al., 2010; MEIKLE et al., 2009). Embora
sejam mais seguros ao ambiente, sdo necessarios estudos sobre a seletividade,
alteragcdes comportamentais e bioquimicas ocasionadas por esses agentes em
operarias e rainhas de abelhas A. mellifera. I1sto ocorre devido ao comportamento e
estar estritamente relacionado ao desenvolvimento da colénia e a uma complexa
relagdo entre rainha e operarias e, por isso, devem estar em bom funcionamento
para que a colénia se mantenha em equilibrio. Assim, o objetivo dessa pesquisa foi
avaliar a seguranga de fungos entomopatogénicos sobre operarias e rainhas de A.

mellifera africanizada.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a seguranga de fungos entomopatogénicos na sobrevivéncia e
comportamento de operarias, bem como na produgao de rainhas de A. mellifera

africanizada.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar a acdo dos agentes Beauveria bassiana IBCB 66, Metarhizium
anisopliae 1BCB 425, e Cordyceps fumosorosea ESALQ 4778 na longevidade e
deslocamento vertical de abelhas operarias adultas;

- Analisar o efeito desses agentes na producao de rainhas;

- Verificar a agdo dos agentes na morfometria de rainhas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ABELHAS E SUA IMPORTANCIA ECOSSISTEMICA

As abelhas sao polinizadores essenciais e desempenham um papel crucial
na polinizagdo de muitas plantas, incluindo culturas agricolas (KLEIN et al., 2007),
tendo em vista sua capacidade de visitar variadas flores, em busca de poélen, néctar
e resina, a fim de suprir suas necessidades e da colénia (CALDERONE, 2012;
CALVETE et al., 2010; CHIARI et al., 2008; RUCKER; THURMAN, 2012). Mesmo
em espécies agricolas que possuem flores autdbgamas, nas quais nédo haveria a
necessidade de polinizadores, pode-se observar o incremento produtivo com a
presenca dos insetos, com destaque as abelhas. A cultura da soja (Glycine max (L.)
Merr.), quando polinizada por abelhas, apresenta aumento de até 37% na
produtividade de graos em relagcdo a soja ndo polinizada (CHIARI et al., 2008). Em
estudo realizado na cultura da canola (Brassica napus L.), também foi observado
aumento na producdo de sementes e melhoria na produtividade de plantas desta
espécie quando polinizadas por abelhas (ROSA; BLOCHTEIN; LIMA, 2011).

A polinizagado € essencial para o equilibrio e regulagdo dos ecossistemas
naturais e artificiais uma vez que esta garante a produgao de frutos e graos, além de
proporcionar a propagac¢ao, manutencao e variabilidade genética das plantas
(CALDERONE, 2012; GIANNINI et al., 2015; IPBES, 2016; POTTS et al., 2010). A
polinizagdo consiste, de maneira resumida, na transferéncia do pélen da estrutura
masculina, denominada antera, para a estrutura feminina das flores, chamada
estigma, propiciando, assim, a fecundacdo e viabilizando a reproducdo das
angiospermas. Por ser estatico, o pdlen necessita de agentes que realizem seu
transporte, podendo esse ocorrer por meio do vento, da agua, de vertebrados e de
alguns insetos (SIHAG, 2018).

Em geral, o servigo de polinizagao contribui em 35% do volume de produgao
de alimentos, sendo que este representa entre 5% a 8% do valor da producéao
mundial (IPBES, 2016). Além disso, a falta de agentes polinizadores interfere
negativamente na producao, na padronizagcao do aspecto, sabor, tamanho e formato
de graos e frutos e além disso pode ser fator limitante do rendimento e do lucro do
produtor (COBRA et al.,, 2015; FREITAS; SILVA, 2015; OLIVEIRA; NICODEMO;
OLIVEIRA, 2015).
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Dentre as espécies de abelhas, destaca-se A. mellifera, pois apresenta: a)
ampla distribuicdo geografica, sendo encontrada em diversos paises do mundo, b)
facilidade de manejo, quando comparada a outras espécies, c) capacidade de
nidificar em caixas, d) possuir habito de forrageamento generalista, visitando
variadas espécies de plantas (HUNG et al., 2018; LECLERCQ; GENGLER;
FRANCIS, 2018). Assim, esta espécie de abelha também é explorada pelos
apicultores devido a diversidade de produtos que podem ser obtidos, tais como mel,
propolis, apitoxina, cera e geleia real, conferindo renda aos produtores (VIUDA-
MARTOS et al., 2008).

3.2 CARACTERIZACAO DE Apis mellifera L. 1758 (HYMENOPTERA: APIDAE)

Apis mellifera € uma espécie de abelha pertencente a classe Insecta, ordem
Hymenoptera, superfamilia Apoidea, familia Apidae e subfamilia Apinae. No Brasil, a
ocorréncia é do polihibrido africanizada, sendo esta resultante do cruzamento das
subespécies europeia com a subespécie africana (COSTA-MAIA; LOURENCO;
TOLEDO, 2010). Uma vez que as abelhas de subespécies europeias, presentes no
Brasil até entdo, apresentavam susceptibilidade a doengas e pragas, que
comprometiam sua produtividade, a subespécie africana foi trazida ao Brasil para
estudos em relacdo a resisténcia e tolerAancia a doencas. No entanto, o
enxameamento ndo proposital proporcionou o cruzamento destas, resultando em
abelhas mais produtivas, mais resistentes a pragas e doencas, porém mais
defensivas Ramos; Carvalho (2007). Em razdo da alta produgdo de mel e
rusticidade, A. mellifera africanizada é a espécie exoética de maior ocorréncia no
Brasil, sendo amplamente criada pelos apicultores (COSTA-MAIA; LOURENCO;
TOLEDO, 2010).

A apicultura tem apresentado crescimento nacional. Segundo dados do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no ano de 2022 foram
registrados 101.797 estabelecimentos apicolas e 2.158.914 colmeias no Brasil. Este
fato possibilitou um recorde na producgéo nacional, chegando a aproximadamente 61
mil toneladas de mel, o que corresponde ao valor de R$ 957.811,00 (IBGE, 2023). A
regido nordeste se destacou como maior produtora, neste ultimo ano, no entanto, os
estados que lideram o ranking sado Rio Grande do Sul, Parana e Piaui representando

14,79%, 14,17% e 13,75% da produgdao nacional, respectivamente. Além da
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produgdo de mel, os demais subprodutos como propolis, geleia real e apitoxina
também sao comercializados, os quais sao utilizados em industrias farmacéuticas e
alimenticias, proporcionando incremento econémico aos apicultores (IMPERATRIZ-
FONSECA et al., 2012).

As abelhas desta espécie sdo eussociais, ou seja, dividem o trabalho
reprodutivo e nao reprodutivo, cooperam no cuidado da prole, além da ocorréncia da
sobreposicao de geragdes. Em razdo disso, se organizam em castas femininas,
sendo rainhas e operarias. As operarias possuem o 6rgao reprodutor atrofiado, e, no
local do ovipositor, ha a presenca de ferrdo utilizado para a defesa. Além destas, ha
a presenga de machos, denominados de zangbes. Cada individuo da colénia possui
funcdes distintas e complementares, e por isso, € necessaria a presenga de todos
para o equilibrio da col6nia. As colénias sdo formadas por uma rainha, a qual é
responsavel por manter o funcionamento harménico da colénia e impedir a formacao
de novas rainhas, através da liberacdo de feromodnio, além disso, realiza a
oviposicao nos alvéolos apds o voo nupcial. O numero de zangdes na coldnia varia
entre zero e 400. Eles sado responsaveis pela fecundagdo da abelha rainha e
aquecimento da colénia, morrendo apds a copula durante o voo nupcial. Por fim, o
numero de operarias pode variar de duas mil a 80 mil, sendo estas as responsaveis
pela execucdo de tarefas na colénia (COUTO; COUTO, 2006; GALLO et al., 2002;
TAUTZ, 2010).

As tarefas desempenhadas pelas abelhas operarias sao distribuidas
conforme a idade e o desenvolvimento glandular, no entanto, conforme a
necessidade da colbnia pode haver a sobreposi¢cdo nas atividades. De maneira
geral, a limpeza dos alvéolos e de abelhas recém-nascidas € realizada por operarias
durante o primeiro até o quinto dia de vida; do quinto ao décimo dia, as operarias
sao responsaveis pela nutricdo de larvas em desenvolvimento, além disso, durante
este periodo também passam por acentuado desenvolvimento das glandulas
hipofaringeanas e mandibulares, as quais estdo relacionadas com a producgéo de
geleia real; a partir do 11° ao 20° dia, sua fungéo é receber e desidratar o néctar que
as forrageiras trazem para a colbnia, elaborando assim o mel. Neste periodo,
também produzem cera para construgao de favos, devido ao desenvolvimento das
glandulas ceriferas; durante o 18° até o 21° dia atuam na defesa da coldnia e no

controle da temperatura interna; por fim, a partir do 22° dia até a morte realizam a
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coleta de néctar, pdlen, resina e agua para o suprimento da colénia (COUTO;
COUTO, 2006).

Durante a atividade de coleta, denominada forrageamento, as abelhas
entram contato com uma ampla diversidade de flores. Neste processo pode ocorrer
0 contato com diversos agentes contaminantes, que por vezes nao causam a morte
imediata da abelha, mas sao transportados consigo podendo causar o
enfraquecimento e até mesmo a morte da colénia a médio e longo prazo (AMARO;
GODINHO, 2012; CHIARI et al., 2008; DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH,
2007b; WATSON; STALLINS, 2016).

3.3 DECLINIO DAS ABELHAS

Os primeiros relatos de mortalidade de abelhas ocorreram entre as décadas
de 40 e 60, época na qual, houve intensificagdo das produgdes agricolas e,
consequentemente, aumento dos monocultivos, da utilizacdo de agrotoxicos e a
perda de habitat. No entanto, apenas a partir de 2006, com a acentuada redugao no
numero de colbnias de abelhas sem causa aparente, relatadas por apicultores dos
Estados Unidos da América, € que houve aumento nas investigagcbes sobre as
possiveis causas deste declinio (ABATI et al., 2021; KAPLAN, 2012).

Este fenbmeno foi denominado como Desordem do Colapso das Colbnias
(DCC), e é definido pelo desaparecimento repentino de abelhas operarias adultas,
as quais abandonam a rainha e as crias, ndo sendo observada a invasao de pragas
e sem a presenca de abelhas adultas mortas dentro ou nas proximidades da colbnia,
ocasionando assim, o enfraquecimento ou morte da colénia (KULHANEK et al.,
2017; VANENGELSDORRP et al., 2009; VANENGELSDORP; MEIXNER, 2010). Nos
anos seguintes relatos de perdas de colénias com as mesmas caracteristicas da
DCC foram realizados em paises da Europa e demais continentes, sendo que no
Brasil os primeiros registros de suspeita de DCC ocorreram no ano de 2010 (PIRES
et al., 2016). No entanto, segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), ndo existem evidéncias cientificas de que este fendbmeno
ocorra no Brasil (A.B.E.L.H.A, 2020).

As investigacdes cientificas apontam para a probabilidade deste fenémeno
estar relacionado a um ou mais fatores e da possivel inter-relagdo entre esses. A

presenca de patdégenos na coldnia, aliado a um ou mais estressores, como por
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exemplo monoculturas, que causam estresse nutricional, desmatamento; mudangas
climaticas; diminuicdo de fluxo génico; reduzida variabilidade genética da rainha;
manejo incorreto das colénias e o uso incorreto de agrotoxicos, levam ao
enfraquecimento da colbnia, e muitas vezes, ao colapso de colénias (BAPTISTA et
al., 2009; COSTA-MAIA; LOURENCO; TOLEDO, 2010; GOULSON et al., 2015;
KAPLAN, 2012; KINOSHITA et al., 2006; NRCS, 2008; POTTS, 2015).

Além da desordem do colapso das colbnias, a mortalidade de abelhas
também tem sido verificada de forma acentuada, especialmente no Brasil.
Diferentemente da DCC as abelhas tém sido encontradas mortas contendo tracos de
agrotoxicos, e também a presencga destes no mel ou na cera (ABATI et al., 2023;
CALATAYUD-VERNICH et al., 2018; MULLIN et al., 2010; PALOSCHI et al., 2023;
POHORECKA et al., 2017). Neste ano, foram relatados a morte de mais de 100
milhées de abelhas no estado do Mato Grosso, devido a uma Unica aplicagcédo area
de fipronil, no entanto, ndo € um fato isolado, pois vem ocorrendo nos ultimos anos
nos estados da Bahia, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul,
Minas Gerais e Mato Grosso do Sul (GRIGORI, 2019; MAP, 2017; SALOMAO, 2023)

Além de causar a mortalidade, quando em doses subletais podem ocasionar
danos no comportamento e na fisiologia das abelhas (ABATI et al., 2021; BATTISTI
et al., 2021; CATAE et al.,, 2018; CHARRETON et al.,, 2015; DESNEUX;
DECOURTYE; DELPUECH, 2007b; TOSI; NIEH, 2017). Além disso, podem atuar
sinergicamente com patdgenos ocasionando a mortalidade do individuo ou até
mesmo da coldnia, os quais isoladamente nao teriam tal impacto (BALBUENA et al.,
2023; DOUBLET et al.,, 2015; GOULSON et al., 2015; GRASSL et al.,, 2018;
O’'NEAL; ANDERSON; WU-SMART, 2018; PETTIS et al., 2012; SANCHEZ-BAYO;
GOKA, 2014).

3.4 PATOGENOS E Apis mellifera

Por serem eussociais, as abelhas da espécie A. mellifera possuem alto risco
de contaminagdo por patdgenos. Isso ocorre em virtude do estreito parentesco
genético e também por conviverem em grande numero de individuos na coldnia,
favorecendo a transmissédo de patdgenos e a ocorréncia de epizootias (EVANS et
al., 2006; GENERSCH, 2010)
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Diversos sédo os patdogenos que podem acometer as colonias de A. mellifera,
dentre eles, destacam-se os microsporidios Nosema ceranea Fries et al.,, 1996 e
Nosema apis Zander, 1909 que infectam o intestino das abelhas e podem causar
danos tanto individuais quanto em nivel de colénia (EVANS; SCHWARZ, 2011;
PASCA et al., 2019). A infecgao ocorre através da ingestdo de esporos, sejam eles,
presentes no alimento ou pelo habito de auto-limpeza (grooming), e podem ser
transmitidos para as demais por trofalaxia (GALAJDA et al., 2021).

Os esporos de Nosema spp. possuem morfologia ovoide e sdo de diferentes
tamanhos, sendo que N. apis possui tamanho ligeiramente menor quando
comparado a N. ceranea, porém sua diferenciagao so € visualizada em microscopio
(FRIES, 2010). Estes esporos sao inseridos na célula hospedeira através de um
tubulo polar formado apdés o contato inicial do esporo com a célula. Assim, esse
tubulo atua como um duto para transferéncia de esporoplasma, para o
desenvolvimento do pré-esporo. A fissdo ocasionada induz a produgdo de um
aglomerado de pré-esporos, com camada fina que permanece em contato com o
citoplasma da célula hospedeira. A célula infectada torna-se compactada com
parasitas, ocasionando o rompimento e a passagem dos esporos para o lumen
intestinal. Quando maduros, estes esporos podem continuar no intestino médio e
acarretar a infeccao de outras células, ou entdo, podem ser liberados diretamente
através das fezes, tornando-se in6culo para as demais abelhas (GALAJDA et al.,
2021; GOBLIRSCH, 2018; PASCA et al., 2019).

Estes microsporidios causam como sintoma principal a diarreia, uma vez
que utilizam os nutrientes presentes na microbiota intestinal. Além disso, causam
lesdes no intestino e nos tubulos de Malpighi, assim, ocasionam problemas
digestivos os quais podem reduzir a imunidade nas abelhas. Com isso, ocasiona
maior susceptibilidade a outros patdégenos, além de comprometer a atividade de
forrageamento e produgao de ferdbmonios, bem como, ocasionar a redugao no tempo
de vida das abelhas operarias (GRUPE; QUANDT, 2020; PARIS et al., 2018).
Embora estudos com produtos alternativos para o controle desta doenca existam, o
mais utilizado por apicultores é fumagilina (WILLIAMS et al., 2008).

Além dos microsporidios, outras doengas podem causar prejuizo as abelhas.
A cria giz ou ascoferiose é ocasionada pelo fungo esporocisto Ascosphaera apis
(Maassen ex Claussen) Olive & Spiltoir (SPILTOIR, 1955). A infecgdo ocasionada

por este fungo ocorre em abelhas durante a fase larval, apds ser ingerido, é ativado
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pelo aumento de CO2 no lumen do intestino, quando a colénia apresenta baixa
temperatura e alta umidade (ARONSTEIN; MURRAY, 2010).

Com o inicio da infecgdo, as larvas deixam de se alimentar e ficam inchadas,
0 micélio por sua vez, cresce levando a morte da larva. Estas larvas mortas,
diminuem de tamanho, mumificam, e apresentam coloragao cinza ou preta, devido a
formagado de esporos em sua cuticula (ARONSTEIN; MURRAY, 2010; JENSEN et
al., 2013). Apds isso, ocorre a transmissdo destes esporos dentro da col6nia por
cera ou abelhas contaminadas, ou entdo entre coldnias por manejo inadequado ou
coleta de pdélen contendo os esporos (VOJVODIC et al., 2012).

Além dos sintomas nas larvas mortas, pode ser observado também falhas
nos favos e perfuragcdo dos opérculos (JENSEN et al., 2013). Para controlar esta
doencga, as abelhas desenvolveram mecanismo comportamental, que ao identificar a
presengca do fungo, as operarias realizam o aumento da temperatura, que
desfavorece o progresso da doencga (STARKS; BLACKIE; SEELEY, 2000).

Além deste fungo, durante a fase de larval e de pupa, outros patdgenos
também podem ocasionar perdas nas colbnias, como as bactérias Paenibacillus
larvae White, 1906, causadora da doenga conhecida como cria putrida americana
(DJUKIC et al., 2014), e também Melissococcus plutonius Bailey & Collins, 1982
agente causal da doenga cria putrida europeia (FORSGREN, 2010). Paenibacillus
larvae € uma bactéria Gram-positiva, flagelada e formadora de esporos. Assim como
as demais doencas descritas anteriormente, a infecgcao das abelhas ocorre através
da ingestdo desta bactéria, sendo que os esporos germinam no intestino médio,
proliferando-se, inicialmente, sem ocasionar danos ao epitélio. Apdés a infecgéao,
ocorre o extravasamento para a hemocele, uma vez que estas bactérias rompem a
membrana quitino proteica do lumen e o epitélio intestinal. Concomitantemente ao
rompimento do epitélio, hd a morte larval (DJUKIC et al., 2014; FUNFHAUS;
EBELING; GENERSCH, 2018). O periodo de maior susceptibilidade das larvas para
P. larvae ocorre até as 36 horas de idade, apos esse tempo € necessario grande
numero de esporos para ocasionar a infeccdo (GENERSCH; ASHIRALIEVA; FRIES,
2005). Os sintomas apresentados pelas larvas mortas sao, inicialmente, a
consisténcia viscosa e a coloragdo marrom, apos isto, secam e grudam aos alveolos,
ocasionando aspecto de escamas e a lingua pupal fica aparente, além disso, sao

verificados também, falhas e perfuracées dos favos (DE GRAAF et al., 2006).
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Melissococcus plutonius € também uma bactéria Gram-positiva, mas
diferentemente de P. Jlarvae n&do produz esporos (FUNFHAUS; EBELING;
GENERSCH, 2018). A infeccdo também ocorre por ingestdo, sendo que ao atingir o
intestino médio, multiplica-se causando danos as células epiteliais e a matriz
peritréfica. Esta bactéria ocorre em conjunto com bactérias secundarias como
Enterococcus faecalis, Achromobacter euridice, Paenibacillus alvei e Brevibacillus
laterosporus (FORSGREN, 2010). A caracterizagdo de larvas infectadas por M.
pluton é pelo fechamento irregular da ninhada, irregularidade das células,
transparéncia das larvas jovens, as quais ficam sobre a parte inferior do alvéolo,
com traqueia exposta; quando mais velhas, ficam flacidas e encontram-se torcidas
nas paredes do alvéolo. Além disso, é possivel observar mudancas de cor das
larvas mortas, as quais ficam amarelas, depois marrom e quando decompostas preto
acinzentado (FORSGREN et al., 2013). As larvas de até 48 horas apresentam maior
susceptibilidade a esta bactéria (FUNFHAUS; EBELING; GENERSCH, 2018).
Ambas as doencas bacterianas descritas ocasionam a reducdo na viabilidade da
colbnia, o que acarreta menor produgdo de mel e, consequentemente, perda
econdmica aos apicultores.

Além destas, a presenca do acaro ectoparasita V. destructor € considerada a
maior causa de perdas nas colénias de A. mellifera, uma vez que seu parasitismo
em pupas e adultos reduz o volume de hemolinfa e, principalmente, por ser vetor de
virus causadores de doencgas nestas abelhas (CHEN; EVANS; FELDLAUFER, 2006;
MCMENAMIN; GENERSCH, 2015; NAZZI; LE CONTE, 2016). A transmissao de
doencgas por este acaro pode ser descrita em trés fases definidas como 1) aquisi¢ao
2) mobilidade e 3) transmissdo. Na primeira fase, V. destructor se alimenta dos
tecidos das abelhas, ingerindo patdgenos destes tecidos, na segunda, move-se
entre diferentes hospedeiros individuais e na terceira fase, durante a alimentacéo, o
acaro introduz o patégeno novamente no hospedeiro (TRAYNOR et al., 2020).

Dentre os virus associados ao acaro V. destructor, e que causam doencas
graves em abelhas, se destacam: Virus da Paralisia Aguda (Acute bee paralysis
virus - ABPV), Virus da Realeira Negra (Black queen cell virus - BQCV), Virus
Deformador da Asa (Deformed wing virus - DWV), Virus caxemira (Kashmir bee virus
- KBV) e Virus Israelense da Paralisia Aguda (Israeli acute paralysis virus - IAPV)
(BACANDRITSOS; ROINIOTI; PAPANASTASIOU, 2012). Alguns destes, ja estavam

presentes nas colbnias, porém, tornaram-se virulentos e capazes de colapsar
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colénias apos o estabelecimento do acaro V. destructor em colénias (KEVAN et al.,
2006; MCMENAMIN; GENERSCH, 2015).

O ABPV pertence ao género Triatovirus, familia Dicistroviridae, cujo genoma
€ composto por RNA poliadenilado, com fita simples de 9,5 kb e sentido positivo
(MIRANDA et al., 2013). Este virus causa a mortalidade de adultos, que quando
infectados, apresentam sintomas de paralisia, tremores, incapacidade de voar,
escurecimento do tegumento e perda de cerdas do térax e abdébmen, aparentando
cor cintilante (AZZAMI et al.,, 2012). ABPV se acumula no sistema nervoso,
citoplasma de células do corpo adiposo, cérebro e glandulas hipofaringeas
(BEAUREPAIRE et al., 2020).

O BQCV também pertencente ao género Triatovirus, familia Dicistroviridae,
sendo este um virus sem envelope, o qual possui genoma de RNA de unica fita de
9,5 kb, e sentido linear positivo (MIRANDA et al., 2013; SPURNY et al., 2017). Este
virus acomete larvas de rainhas, as quais apresentam como sintomas coloragio
amarelada, tegumento duro e aspero, porém a morte pode ocorrer no periodo pupal
(LEAT et al., 2000). A transmissao deste virus ocorre, principalmente através de
alimentagao de fezes, uma vez que o virus € encontrado no intestino das abelhas
(CHAGAS et al., 2020).

O DWV pertence ao género Iflavirus e a familia Iflaviridae possui RNA de
cadeia positiva de 10 kb (MIRANDA et al., 2013). Este virus afeta principalmente as
abelhas operarias, mas pode ser encontrado em todas as castas. Os sintomas sao
caracterizados em abelhas recém emergidas por asas amassadas ou auséncia de
asas, inchacgo e reducado e no tamanho do abdémen, descoloragdo (DE MIRANDA;
GENERSCH, 2010). Além disso, ocasiona redugcdo da longevidade e interfere
negativamente na atividade de forrageamento e na aprendizagem e memoria
(MARTIN; BRETTELL, 2019). DWV pode ser encontrado nos ovarios e corpo
gorduroso de rainhas, espermateca e vesiculas seminais do zangao, assim como,
na hemolinfa, intestino, asas, cabecga, térax, pernas de todas as castas (MARTIN;
BRETTELL, 2019; YUE et al., 2007). Por isso, além de ser transmitido pelo acaro,
pode ser transmitido via fecal-oral e via sexual.

O IAPV e KBV pertencem ao mesmo género e familia que ABPV e BQCV, e
com isso suas caracteristicas genémicas sdo semelhantes. Os sintomas também
sao parecidos, como tremores nas asas € no corpo, perda da capacidade de voo e
perda de pelos no térax e abdémen (DE MIRANDA; CORDONI; BUDGE, 2010).
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Estes virus podem causar a infeccdo e serem letais as abelhas infectadas. Tanto
IAPV como KBV podem estar presentes no cérebro, glandulas hipofaringeas e nas
fezes, o que permite a transmissdo do virus também ocorra via oral-fecal
(BEAUREPAIRE et al., 2020).

Além dos virus associados ao acaro varroa, outros considerados graves séo
Virus da Paralisia Cronica (Chronic bee paralysis virus - CBPV), Virus da Cria
Ensacada (Sacbrood virus - SBV) (BACANDRITSOS; ROINIOTI; PAPANASTASIOU,
2012). O CBPV ainda nao possui classificacdo, porém é um virus de RNA bipartido.
Os sintomas séo tremor das asas e do corpo, abdémen inchado, rastejamento,
incapacidade de voar, aglomeragdo de infectadas nas areas mais quentes da
colbénia, perda cerdas do abdébmen e térax, escurecimento de tegumento e tom
brilhante (BEAUREPAIRE et al., 2020). Assim, é capaz de interferir negativamente
na atividade de forrageamento e produgdo de mel, bem como, em altos niveis de
infestacdo, ocasiona o colapso da colénia (BAILEY; GIBBS; WOODS, 1968). Este
virus pode estar presente nos tecidos do sistema nervoso e digestivo, e também
glandulas mandibulares e hipofaringeas das abelhas, podendo ser transmitido via
oral-fecal e também por contato (AMIRI et al., 2014).

Ja o SBV pertence a familia /flaviridae, com genoma de 9 kb (MIRANDA et
al., 2013). Os sintomas s&o larvas inchadas com liquido da ecdise contendo
particulas virais. Este virus acarreta em falha na empupacdo, inducdo de
forrageamento precoce, diminuicdo da longevidade e do metabolismo de abelhas
adultas (BLANCHARD et al., 2014). Sao encontrados nas glandulas hipofaringeas
de abelhas operarias adultas, musculo e células da extremidade traqueal de larvas e
sua via de transmisséo é apenas oral-fecal (MIRANDA et al., 2013).

Como os virus descritos aqui, por comprometerem a saude de abelhas,
possuem como material genético o RNA, seu modo de agéo de maneira geral ocorre
apods a ligacao e penetracao destes virus nas células hospedeiras, onde se replicam
inoculando o RNA dentro do citoplasma. Em seguida, os ribossomos farédo a
transcricdo e produzirdo novas proteinas virais, as quais serdo unidas como
particula viral e com isso, serao liberadas da célula infectada para iniciar infecgao
em outras células.

Desta forma, as infecgcdes ocasionadas por virus podem interferir na
morfologia, fisiologia e comportamento de A. mellifera, podendo ocasionar letalidade
de abelhas e até mesmo o colapso da colénia (BEAUREPAIRE et al., 2020). O
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controle dos virus transmitidos por V. destructor sao feitos exclusivamente pelo
controle do vetor, e pode ser controle quimico, natural ou biolégico e também com
estratégias de manejo (HABER; STEINHAUER; VANENGELSDORP, 2019).

As informacbes sobre doencas em A. mellifera africanizada ainda séao
escassas no Brasil. Estudos recentes demonstram, que embora V. destructor tenha
sido relatado em 1977, com niveis de infestagdo variaveis ao longo dos anos, até o
ano de 2020 nao ocasionaram impacto negativo na apicultura nacional (CASTILHOS
et al., 2023). No entanto, dentre outros casos, ja foram observados sintomas de
virus em coldnias no Brasil, com destaque para IAPV e ABPV, sendo verificado
também a sobreposicao destes virus (PEIXOTO et al.,, 2021). Nosema ceranea e
BQPV também foram verificadas em colbénias dos estados de Santa Catarina e Rio
Grande do Sul, sendo que das 92 colbnias avaliadas, 23 apresentaram casos de
coinfeccao (CHAGAS et al., 2020). O clima tropical e subtropical do pais, aliado ao
baixo estresse nutricional, a genética adquirida pela abelha africanizada em raz&o
do cruzamento das duas subespécies de abelhas, dentre outros fatores, podem ser
fatores que favorecem os baixos niveis de infestacdo de V. destructor e
consequentemente, das doencgas ocasionadas por este (CASTILHOS et al., 2023).
Porém, ainda faltam dados concisos sobre esse tema. Além das doencgas que
acometem as colénias de abelha, os agentes entomopatogénicos, como fungos
utilizados para o controle de insetos-pragas nos cultivos agricolas, bem como para o

controle de varroa, podem ocasionar danos a saude das abelhas.

3.5 EFEITO DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS UTILIZADOS NO CONTROLE
BIOLOGICO DE PRAGAS EM Apis mellifera

As pesquisas e a tendéncia de utilizagdo de agentes de controle biolégico
sao crescentes em todo 0 mundo, uma vez que 0 usoO excessivo e incorreto de
agrotoxicos, especialmente inseticidas quimicos sintéticos, podem ocasionar danos
aos ecossistemas. Dentre esses danos, destaca-se a ressurgéncia de pragas e a
resisténcia genética de alguns insetos, contaminagédo da agua, solo, lencgois
freaticos, alimentos e seres humanos, bem como a perda de polinizadores ((ABATI
et al., 2021; HUBBARD; MURILLO, 2024; LI et al., 2024; PINTO et al., 2020; SINGH
et al., 2017; SOSA-GOMEZ; OMOTO, 2012; XIA et al., 2024). Além disso, paises da

Europa e da América do Norte tém exigido niveis cada vez mais baixos de residuos
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de agrotéxicos nos alimentos, e na China existem politicas publicas para redugao na
utilizagao de agrotoxicos na agricultura (VAN LENTEREN et al., 2018)

O controle biolégico é a ocorréncia de um organismo vivo controlando outro
ser vivo, podendo este ser entomofago ou entomopatogénico (LACEY et al., 2015).
Dentre os entomopatogénicos estdo os fungos, bactérias, virus e nematoides.
Destacam-se os fungos entomopatogénicos, tendo em vista que seu modo de agéo
ocorre por contato, possibilitando assim, o controle de insetos em diferentes estagios
de vida, inclusive de sugadores, bem como a facilidade de disseminacado entre
populacdes de insetos.

Os fungos utilizados como agentes de controle bioldgico, sdo pertencentes a
ordem Hypocreales, familias Cordicypitaceae e Clavicipitaceae, ressaltando-se os
géneros Beauveria, Cordyceps e Metarhizium, os quais ja possuem registro e sao
comercializados para cultivos agricolas e florestais (AGROFIT, 2025), e também tém
sido testados para o controle de V. destructor em colénias de A. mellifera,
especialmente em paises europeus (FERNANDEZ FERRARI et al.,, 2020;
HAMIDUZZAMAN et al., 2012; KANGA et al., 2010; MEIKLE et al., 2009).

O modo de agédo destes trés géneros de fungos ocorre de maneira
semelhante. Apdés o contato do conidio com a cuticula do inseto, ocorre a
germinagao do conidio e as hifas penetram no corpo do inseto através de forca
mecanica, juntamente com as enzimas proteases, lipases e quitinases. Com o
rompimento da cuticula do inseto, ha o contato com a hemocele e com isso inicia-se
a proliferagao dos blastésporos e o crescimento destas estruturas. Este crescimento
implica na caracteristica infectiva, uma vez que o sistema imunoldgico do inseto nao
a reconhece, e nao havendo interferéncia dos hemdcitos, possibilita o crescimento
acelerado. Com a colonizagdo do corpo do inseto, ocorre também a liberagao de
micotoxinas capazes de ocasionar mudangas comportamentais e fisiolégicas, e
consequentemente, a morte do inseto. Apos a morte, o inseto torna-se um
reservatorio do fungo entomopatogénico, os quais apresentam esporulagdo externa
através dos orificios do inseto, quando em condicdes ambientais favoraveis e com
isso, ocorre a disseminagdo para o ambiente, possibilitando assim, a infeccdo de
outros insetos (ALVES, 1998a; POTRICH et al., 2022; SOSA-GOMEZ;
ALESSANDRO, 2019; WANG; WANG, 2017).

Alguns isolados destes fungos podem ser utilizados, para o controle de

Bemisia tabaci Gennadius, 1889 (Hemiptera: Aleyrodidae) (mosca branca),
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Cosmopolites sordidus Germar, 1824 (Coleoptera: Curculionidae) (moleque da
bananeira), Dalbulus maidis DelLong & Wolcott, 1923 (Hemiptera: Cicadellidae)
(cigarrinha do milho), Deois flavopicta Stall, 1954 (Homoptera: Cercopidae)
(cigarrinha das pastagens), Diaphorina citri Kuwayama, 1908, (Hemiptera: Liviidea)
(psilideo), Euschistus heros Fabricius, 1798 (Hemiptera: Pentatomidae), (percevejo-
marrom), Mahanarva fimbriolata Stal, 1854 (Hemiptera: Cercopidae) (cigarrinha da
raiz), Sphenophorus levis Vaurie, 1978 (Coleoptera: Curculionidae) (gorgulho da
cana), dentre os insetos-praga (AGROFIT, 2025), além do controle de V. desctructor
(FERNANDEZ FERRARI et al., 2020; HAMIDUZZAMAN et al., 2012; KANGA et al.,
2010; MEIKLE et al., 2009). Embora conhega-se a agao destes sobre os insetos de
maneira geral, poucos sao os estudos avaliando a seguranga destes sobre as
abelhas.

Quando avaliada agéo de B. bassiana IBCB 66 (1,0 x 108 conidios.mL™") e
M. anisopliae IBCB 425 (1,0 x 108 conidios.mL™") na producgédo de rainhas, através
da alimentacédo de larvas com geleia real contendo os respectivos fungos, nao foi
verificado efeito negativo dos fungos entomopatogénicos no tempo de emergéncia,
peso a emergéncia, comprimento total, comprimento e largura do abdémen,
comprimento e largura da asa, comprimento, largura e altura do térax (COLOMBO et
al., 2020). Resultado semelhante foi verificado por Potrich et al. (2020), padrdes
morfométricos essenciais na produgcdo de rainha, apds incorporar B. bassiana em
tecido tipo gaze acondicionado no interior de minirrecrias, para contato de operarias,
as quais, posteriormente, tiveram contato com larvas de rainhas. Segundo a mesma
autora, B. bassiana apenas reduziu o tempo de emergéncia das rainhas, bem como
aumentou seu peso, sendo que os demais parametros nao foram alterados. Além
disso, foi verificado que as coldnias expostas aos fungos n&o apresentaram redugao
na area de cria, assim como as rainhas virgens produzidas nao apresentaram
alteracdo no meséntero e as operarias amas nao tiveram alteragdes nas glandulas
hipofaringeanas (POTRICH et al., 2020).

Alguns estudos com ensaios laboratoriais, simulam as possiveis forma de
exposicao de operarias de A. mellifera a produtos comerciais formulados com fungos
entomopatogénicos. Dentre as formas de exposicao estdo: pulverizagao direta dos
produtos sobre operarias; contato em superficie vitrea e/ou em folhas contendo os
produtos; e alimentagdo com incorporacdo dos produtos. Quando operarias recém

emergidas foram expostas aos produtos comerciais formulados com B. bassiana
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PL63 (1,0 x 108 conidios.mL™") e M. anisopliae E9 (1,0 x 10° conidios.mL™"), pode-se
observar que ambos os estomopatdogenos reduziram a sobrevivéncia das abelhas
quando expostas aos bioensaios de pulverizagao direta e de contato em superficie
vitrea, comparados ao grupo controle (POTRICH et al., 2018). Segundo os mesmos
autores, quando expostas ao contato com folhas de soja e na alimentagao, apenas
B. bassiana ocasionou redugao na longevidade das operarias. Além disso, nao
foram verificadas alteragdes no meséntero das operarias alimentadas com os
produtos.

Em estudo semelhante, utilizando B. bassiana IBCB 66 (1,0 x 108
conidios.mL™") e M. anisopliae IBCB 425 (1,0 x 108 conidios.mL™"), foi verificado que
estes isolados reduziram a longevidade das operarias recém emergidas, quando
expostas aos bioensaios de pulverizacdo direta e incorporados na alimentagao
(COLOMBO et al.,, 2020). Ademais, M. anisopliae reduziu a sobrevivéncia das
abelhas expostas ao contato com folhas de eucalipto contendo o entomopatdgeno.

Ao avaliar B. bassiana PL63 (1 x 10%® conidios.mL-'), M. anisopliae E9
(1,39 x 108 conidios.mL"') e C. fumosorosea 1296 (2,5 x 10° conidios.mL') foi
verificado, que quando incorporado a dieta B. bassiana e M. anisopliae ocasionaram
reducdo na longevidade das operarias, de maneira mais acentuada, quando
comparado as expostas a C. fumosorosea e ao grupo controle. No entanto, quando
avaliada a acdo no bioensaio de pulverizacado direta C. fumosorosea e M. anisopliae
reduziram a sobrevivéncia das operarias, comparando aos demais tratamentos,
enquanto no bioensaio de contato em superficie, B. bassiana e C. fumosorosea
ocasionaram diminui¢do na sobrevivéncia das operarias (LIBARDONI et al., 2023).
Os mesmos autores verificaram que em laboratério, B. bassiana e C. fumosorosea
permanecem com efeito residual durante seis dias em superficie contaminada,
ocasionando a redugao na sobrevivéncia das operarias. Além disso, ao realizarem
analise comportamental de caminhamento em placa, verificaram que nas condicoes
avaliadas, as operarias expostas a B. bassiana e C. fumosorosea apresentaram
menor velocidade média de caminhada, quando comparado ao controle e quando
em contato com B. bassiana e M. anisopliae percorreram menores distancias. Nas
métricas avaliando tempo de descanso e tempo de caminhada n&o houve diferenca
entre os tratamentos e o grupo controle, assim como, ndo foram observadas
alteracbes em bioensaios de deslocamento em direcdo a luz e de queda livre,

analises estas relacionada ao comportamento de voo.
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Operarias expostas a B. bassiana ATCC 74040, isolado do produto
comercial Naturallis, por aplicagdo topica apresentaram redugdo acentuada na
sobrevivéncia apos o sexto dia de exposi¢cado ao fungo, no entanto, nao foi verificado
aumento no consumo alimentar nas abelhas expostas ao fungo, quando comparado
ao grupo controle (CARLESSO et al., 2020). No entanto, os autores verificaram que
abelhas expostas a B. bassiana, tiveram alteracdo na capacidade de resposta a
sacarose e redugao na aprendizagem, quando submetidas ao protocolo de resposta
de extensdo da probdscide.

Por outro lado, quando col6nias de abelhas foram expostas a diferentes
concentragdes e diferentes isolados de M. anisopliae e B. bassiana para o controle
do acaro varroa, nao foi verificado impacto significativo sobre abelhas e no
desenvolvimento da colénia de maneira geral, podendo ser considerados bons
aliados no controle deste acaro (FERNANDEZ FERRARI et al., 2020;
HAMIDUZZAMAN et al., 2012; KANGA et al., 2010).

Além disso, alguns estudos demonstram que abelhas jovens sao mais
susceptiveis a esses fungos entomopatogénicos, do que abelhas adultas (ALVES et
al., 1996; BULL et al.,, 2012; ESPINOSA-ORTIZ et al.,, 2011). Isto em raz&o da
ativacao de genes relacionados a imunidade de A. mellifera em fase jovem (BULL et
al., 2012). No entanto, os efeitos patologicos de fungos entomopatogénicos
utilizados para o controle de pragas agricolas, ainda s&o inconclusivos em A.
mellifera dada a escassez de trabalhos sobre o tema.

Ademais, os testes realizados em laboratério com agentes de controle
biolégico em abelhas, sdo majoritariamente com as concentragdes recomendadas a
campo, diferentemente do que ocorre quando sdo testados agrotdxicos, onde se
utilizam concentragdes inferiores a recomendada a campo, dentre elas a
concentracao letal média ou dose letal média, bem como concentragdes minimas, as
quais representam a quantidade encontrada no pdlen e no néctar. Por isso, mais
estudos sao necessarios a fim de determinar a patogenicidade destes em abelhas.
De maneira geral, os patégenos de abelhas além de comprometer um individuo,
podem comprometer a colébnia como um todo, uma vez que podem alterar o
comportamento e a fisiologia das abelhas ocasionando, consequentemente, perdas
produtivas e na qualidade de seus subprodutos (mel, propolis, geleia real, apitoxina).
Uma das maneiras de reduzir a susceptibilidade a patégenos em A. mellifera é
através da suplementagcdo nutricional (ALAUX et al., 2010; BRODSCHNEIDER,;
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CRAILSHEIM, 2010). O néctar e o podlen, coletados durante a atividade de
forrageamento, sdo fontes de carboidrato e proteinas, respectivamente, além disso,
possuem vitaminas e minerais que beneficiam o sistema imune das abelhas tanto na
fase larval quanto adulta (DI PASQUALE et al., 2013). O pdlen, quando utilizado na
suplementacao artificial, tem a capacidade de diminuir a mortalidade de abelhas em
consequéncia das infecgbes por patdgenos, uma vez que atua diretamente na
padronizagao do sistema inato, além disso, as vitaminas e mineiras proporcionam
aumento na expectativa de vida das abelhas (DOLEZAL; TOTH, 2018). Assim,
coldnias bem nutridas possuem menor riscos de contagio por doengas e epizootias.

As abelhas, por sua vez, tém capacidade de farmacofagia e de farmacoforia,
ou seja, com os produtos adquiridos na atividade de forrageamento possuem a
capacidade de elaborar produtos eficientes contra patdgenos e parasitas, através de
glandulas especificas (ERLER; MORITZ, 2016). Ademais, como insetos sociais,
desenvolveram habilidades comportamentais de combate a doengas, tais como:
divisdo do trabalho; autolimpeza (grooming); n&o permitir a entrada de individuos
contaminados na colOnia; coletar substancias antimicrobianas no ambiente durante o
forrageamento; remocdo de cadaveres contaminados; encapsulamento de
patdgenos; remover ou canibalizar individuos jovens contaminados; abandonar
colénia contaminada; acasalamento de multiplas rainhas; aumentar recombinacao
genética; protecao individual da rainha; utilizagdo de secregbes microbianas;
construcdo de ninhos com materiais antimicrobianos; transferéncia de tragos
imunoldgicos (CREMER; ARMITAGE; SCHMID-HEMPEL, 2007; EVANS et al., 2006;
KENNA et al., 2019). Estas habilidades permitem redugéo do impacto causado pelos
patdgenos em colénias de A. mellifera.

A fim de mitigar o impacto de patdégenos sobre as abelhas Brosi et al. (2017)
sugerem utilizar fatores evolutivos para limitar a transmissdo de doencas, sendo
estas, realizadas através da reducéo do transporte de abelhas para polinizar areas;
busca de métodos mais sustentaveis para o manejo de doencgas; manter abelhas
susceptiveis vivas e permitir que as sobreviventes as doengas se propaguem;
aumentar a diversidade genotipica; resisténcia comportamental; estimulo da
diversidade e flexibilidade alimentar. No que diz respeito a efeitos de fungos
entomopatogénicos, também utilizados para o controle do patégeno V. destructor,
em A. mellifera, ainda sdo necessarios mais estudos sobre o comportamento e a

fisiologia deste inseto quando contaminado, além de outros estudos a campo
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utilizado a associacdo com outros fatores estressantes, ou em laboratério com

diferentes concentracdes e formulados.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos na Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana — Campus Dois Vizinhos (UTFPR — DV), nos Laboratérios de Controle
Bioldgico | e Il (LABCON), na Unidade de Ensino e Pesquisa em Apicultura (UNEPE

— Apicultura) e no Laboratério Multiusuario Central de Analises (LABCA).

4.1 TRATAMENTOS

Os produtos utilizados foram obtidos junto a uma empresa parceira, sendo
estes liberados e comercializados no Brasil (AGROFIT, 2025). Os produtos sao
formulados com os fungos entomopatogénicos: Beauveria bassiana |IBCB 66,
Metarhizium anisopliae IBCB 425 e Cordyceps fumosorosea ESALQ 4778’, os quais
foram diluidos e utilizados nas concentragbes 1x10%, 1x108 1x107, 1x108, 1x10°
conidios. mL-'. Como tratamento controle foi utilizado agua destilada esterilizada e
como controle positivo a CLso de 48 horas para A. mellifera, do inseticida sintético

neonicotinoide imidacloprido.

4.2 INTERFERENCIA DOS AGENTES EM OPERARIAS DE Apis mellifera

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizadas abelhas operarias
adultas da espécie A. mellifera africanizada, de idade nao identificada. Estas
abelhas foram coletadas em colmeias do tipo Langstroth, provenientes do apiario
experimental da UNEPE — Apicultura. As abelhas coletadas estavam aderidas aos
quadros laterais da colbnia e foram coletadas em cinco diferentes coldnias, para
reduzir efeito de colbnia, sendo estas alocadas em gaiolas de PVC (20 cm de altura
x 15 cm de didametro) distintas e identificadas, e transportadas ao LABCON | para

realizacao imediata dos experimentos.
4.2 1 Pulverizacao direta dos tratamentos sobre operarias de Apis mellifera
Para a realizacdo deste bioensaio, as operarias contidas nas gaiolas foram

anestesiadas com CO2 durante 120 segundos, para entdo serem transferidas para

placas de Petri de vidro (1,5 cm de altura x 15 cm de didmetro), previamente
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esterilizadas. As operarias foram agrupadas em dez abelhas por placa, com cinco
repeticdes por tratamento. Em seguida, utilizando uma torre de Potter, cada grupo
de abelhas recebeu a pulverizagao de 290 pL do respectivo tratamento (metodologia
adaptada de (COLOMBO et al., 2020)COLOMBO et al., 2020; POTRICH et al.,
2018). Estas abelhas foram entéo transferidas para gaiolas plasticas. Estas gaiolas
foram confeccionadas com recipientes plasticos (9,6 cm de altura x 9,8 cm de
didmetro) contendo ventilagdo e abertura na parte superior para a reposigéo de
alimento. A abertura maior foi apoiada em uma placa de Petri de vidro (1,5 cm de
altura x 15 cm de diadmetro), sendo a parte superior recoberta por uma placa de Petri
de vidro (1,5 cm de altura x 6 cm de didmetro) (FIGURA 1). Para alimentagao, foi
fornecida uma solugao de sacarose (1:1) em bebedouros plasticos (2 cm de altura x

2,8 cm de didametro) cobertos por tela, ad libitum.

FIGURA 1 — GAIOLAS UTILIZADAS PARA ACONDICIONAMENTO DE OPERARIAS PARA
AVALIACAO DE SOBREVIVENCIA

FONTE: A autora (2025)

As gaiolas foram acondicionas em estufas do tipo B.O.D (30 £ 2 °C; U.R.

60% * 10%; escuro), sendo realizada avaliagdo da sobrevivéncia das abelhas
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operarias a cada 24 horas, por um periodo de 120 horas (metodologia adaptada
OECD 213). Em cada avaliagao foi realizada a reposi¢ao de alimento e as abelhas
mortas expostas aos tratamentos contendo fungos entomopatogénicos, foram
retiradas das gaiolas e submetidas ao teste de camara umida para confirmacéo da
mortalidade pelos fungos testados. Apdés 120 horas de avaliagdo, as abelhas

sobreviventes foram submetidas as avaliagbes comportamentais.

4.2.2 Exposi¢cao aguda aos tratamentos através da alimentagao de operarias de

Apis mellifera

Para este bioensaio as abelhas operarias foram anestesiadas com CO:2
durante 120 segundos, e transferidas diretamente para as gaiolas plasticas, em
grupos de dez abelhas, totalizando cinco repeticées por tratamento. Estas abelhas
foram mantidas sem alimento e no escuro por duas horas.

Apos este periodo, foram fornecidos os tratamentos incorporados a solugao
de sacarose (1:1), por um periodo de duas horas. O consumo do alimento foi
avaliado através da pesagemantes e apds o fornecimento para as operarias.
Decorrido o periodo de alimentacdo com os tratamentos, os bebedouros foram
substituidos por outros limpos, contendo apenas solugao de sacarose.

Assim como no bioensaio de pulverizagao, as gaiolas foram alocadas em
estufas do tipo B.O.D (30 + 2 °C; U.R. 60% £ 10%; escuro), para a avaliacdo da
sobrevivéncia das abelhas operarias a cada 24 horas, por um periodo de 120 horas
(metodologia adaptada OECD 213), e seguindo os demais procedimentos descritos

anteriormente.

4.2.3 Avaliagao comportamental: Deslocamento vertical

O teste de altura foi realizado, a partir de metodologia adaptada Libardoni et
al., 2023 e Palosch et al., 2023. Foram utilizadas 20 abelhas de cada tratamento,
sendo 10 para o teste de voo, e 10 para o teste de retomada de voo, no qual cada
abelha corresponde a uma repeticdo. O teste foi realizado em uma sala com
auséncia de luz e utilizou-se uma torre de voo (35 cm x 35 cm de largura e 105 cm
de altura) de madeira, contendo um estimulo luminoso na parte superior (FIGURA

2). A torre de voo apresenta uma fita métrica no seu interior.
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FIGURA 2 — TORRE DE VOO UTILIZADA PARA O BIOENSAIO DE DESLOCAMENTO VERTICAL
(VOO E QUEDA LIVRE)

Fita métrica

FONTE: A autora (2025).

Para a realizacao deste experimento as abelhas foram alocadas na base da
torre, e com crondmetro foi avaliado o tempo que as abelhas levaram para atingir a
altura maxima de voo, durante o periodo de um minuto. Avaliou-se a permanéncia
da abelha na base da torre, a altura maxima obtida, bem como o voo diretamente da
base até o estimulo luminoso no topo da torre.

Complementar a este teste, foi realizado o teste de retomada de voo em
queda livre. Neste teste, as abelhas foram liberadas, uma a uma, na parte superior
da torre, e verificou-se a altura a qual a abelha apresentou a retomada de voo em
diregdo a luz. Foram consideradas as diferentes alturas, assim como queda

diretamente a base da torre, o ponto zero, e voo diretamente a luz.
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4.3 INTERFERENCIA DOS AGENTES EM RAINHAS DE Apis mellifera

Neste experimento foram produzidas rainhas pelo método de Doolittle
(1889), seguindo metodologia descrita por Colombo et al. (2020). Larvas de 0 a 24
horas de idade foram transferidas para cupulas individualizadas de acrilico contendo
geleia real. Na geleia real foram incorporados os produtos comerciais formulados
com os diferentes fungos na concentragdo de 1x108 conidios. mL-', as larvas do
grupo controle foram alimentadas com geleia real pura. A concentragdo de 1x108
conidios. mL™" foi utilizada em razdo das demais concentragbes, em testes prévios,
do presente trabalho, ndo terem efeito (p>0,05) na sobrevivéncia de operarias de A.
mellifera.

Para este experimento foram utilizadas larvas de cinco colénias como
matrizes, a fim de reduzir o efeito de colénia. O bioensaio contou com nove
repeticdes, onde em cada uma delas foram compostas por seis larvas alimentadas
com cada um dos tratamentos, correspondendo a 24 larvas por sarrafo, totalizando
assim, 54 larvas por tratamento. As transferéncias foram realizadas em temperatura
meédia de 30 °C e umidade relativa média de 70%. As cupulas acrilicas contendo as
larvas de operarias foram colocadas em um sarrafo, no nucleo superior de cada
mini-recria. Apés trés dias, as transferéncias de larvas foram verificadas quanto a
aceitacdo. Ao nono dia transcorrido da transferéncia das larvas, foram retiradas as
realeiras das mini-recrias, e alocadas em frascos de vidro de 20 mL esterilizados
(FIGURA 3), os frascos contendo as realeiras foram acondicionados em estufa do
tipo B.O.D (34 + 2°C e U. R. de 60 £ 5%) sob monitoramento ininterrupto de 10 em

10 minutos, até a emergéncia das rainhas.
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FIGURA 3 — REALEIRAS ALOCADAS EM FRASCOS DE VIDRO E ACONDICIONADAS EM
ESTUFA TIPO B.O.D PARA EMERGENCIA

FONTE: A autora (2025)

4.3.1 Avaliagbes morfométricas

A emergéncia, as rainhas foram pesadas em balanca de precisdo de 0,001
mg (SHIMADZU/ATX224, Filipinas); e mesuradas com paquimetro digital (Kingtools
502.150BL, Brasil) o comprimento total da abelha rainha (mm), o comprimento e a
largura de abdome (mm), o comprimento e a largura da asa direita (mm), o
comprimento, a largura, e a altura do térax (mm) (Figura 4).
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FIGURA 4 A — AFERIGAO DA MORFOMETRIA DE RAINHAS B — EXEMPLIFICAGAO DOS LOCAIS
DE MENSURACAO DAS VARIAVEIS MORFOMETRICAS EM RAINHAS
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FONTE: A — A autora (2025). B — Adaptado de Alves (2023)

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Para responder aos objetivos da pesquisa e considerando o design

experimental, realizou-se uma analise estatistica composta por cinco etapas:

4.4.1 Analise de Sobrevivéncia de Operarias

A sobrevivéncia de operarias foi avaliada para cada fungo, com base na
confirmagao da presenga dos mesmos quando realizada camara umida. Para esta

analise foi utilizado o modelo de riscos proporcionais de Cox com efeitos mistos, que
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permite considerar a estrutura hierarquica dos dados por meio da inclusdo de efeitos
aleatdrios. Neste caso, o efeito aleatdrio foi atribuido a gaiola, assumindo-se que
individuos mantidos na mesma unidade experimental possam compartilhar
condi¢cdes ndo observadas que influenciem o tempo até o evento (morte).

A formulagao geral do modelo foi:
h;;(t) = hy(t) - exp(B; - concentragio; + B, - método; + B - concentragdo x método); + b,

em que hy(t) representa a funcdo de risco basal, os parametros f referem-se aos

efeitos fixos das variaveis de interesse (concentracdo, método de exposicao e sua

interagdo), e b; ~ N(O, a?) representa o efeito aleatério associado a gaiola j,
conforme abordagem descrita por Therneau e Grambsch (2000).

A comparacao entre o modelo com efeito aleatério e o modelo com apenas
efeitos fixos foi realizada por meio de testes de razdo de verossimilhanga, com o
objetivo de verificar a significancia estatistica da variagéo atribuida as gaiolas. Como
o efeito aleatorio de gaiola ndo se mostrou estatisticamente significativo, foi adotado
o0 modelo com apenas efeitos fixos, priorizando a parcimbnia e a robustez da
inferéncia estatistica, conforme preconizado em analises de modelos hierarquicos.

Apds a selegdo do modelo mais adequado foi realizada a avaliagdo da
significancia estatistica dos efeitos principais dos tratamentos, a saber: método de
aplicagao, concentragao do fungo e a interagédo entre método e concentragao.

A significancia desses efeitos foi testada por meio do teste de Wald, com
nivel de significancia de 5%. Esse teste avalia se os coeficientes associados as
variaveis explicativas diferem significativamente de zero, utilizando a razéo entre a
estimativa do coeficiente e seu erro-padrdao. Sob a hipétese nula, essa razdo segue
uma distribuicdo qui-quadrado, sendo amplamente utilizado na inferéncia sobre
parametros em modelos lineares generalizados e modelos de sobrevivéncia Agresti
(2015).

Com base nos resultados de significancia obtidos pelo teste de Wald, as
curvas de sobrevivéncia foram geradas apenas para os tratamentos (ou
combinagdes de fatores) que apresentaram diferengcas estatisticamente
significativas, com o objetivo de facilitar a visualizacdo e a interpretacéo dos efeitos

identificados como relevantes.



39

A analise foi apresentada graficamente por meio da geragao de curvas de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier, estratificadas pelas covariaveis de interesse, de
modo a permitir a comparagéo visual entre os grupos experimentais (combinagdes
de tratamentos e condi¢des ambientais). As curvas de sobrevivéncia estimadas para
cada combinacdo de concentracdo e método de aplicagdo foram comparadas
utilizando o teste de log-rank em comparagdes pareadas (duas a duas), com nivel
de significancia de 5%, e ajuste dos valores de p pelo método de Bonferroni, para
controle do erro do tipo | em multiplas comparagdes.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando os pacotes

survival e survminer no software R Therneau (2023; Kassambara e Kosinski (2023).

4.4.2 Analise de voo e queda

Tanto para a analise de voo quanto de queda, a variavel resposta foi
continua, deslocamento vertical em centimetros, e os dados foram analisados com
modelos lineares de efeitos fixos (ANOVA) com os mesmos fatores e estrutura de
interacéo.

O modelo matematico utilizado foi:

Vijg =+ 1+ a5 + (@a); + &

Onde:

Yijkx: altura (deslocamento vertical) observada para a abelha k, sob a
concentragéo i e método j,

w: média geral,

7;: efeito da i-ésima concetragao de conidios,

a;: efeito do j-€simo método de aplicagéo,

(za)y;: interagdo entre concentragédo e método,

&ijk- erro aleatdrio, assumido com distribuigdo normal, média zero e variancia

constante.
A significancia estatistica dos efeitos principais e da interagdo foi avaliada

por Analise de Variancia (ANOVA) com soma de quadrados do tipo .
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Em casos nos quais a interagdo concentracdo x método nao foi significativa,
as comparagdes entre os niveis dos fatores principais foram realizadas de forma
independente, com ajuste de Tukey para multiplas comparagdes, garantindo controle
do erro do tipo I. As médias ajustadas (estimativas marginais) foram utilizadas para
facilitar a interpretacéo dos efeitos.

Procedimentos adicionais:

As analises foram conduzidas separadamente para cada fungo.

O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Graficos de barras ou caixas com letras indicativas de agrupamentos
estatisticos foram utilizados para apresentacao dos resultados.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando os seguintes pacotes do
R: tidyverse para organizagado, manipulagao e visualizagdo dos dados Wickham et
al. (2023); em means para obteng¢ao de estimativas marginais (médias ajustadas) e
realizacdo de comparagdes multiplas com correcdo de Tukey Lenth (2023); e
multcompView para geracdo de agrupamentos por letras nas comparagbes de
médias Halekoh (2016).

4 4.3 Analise de morfometria de rainhas

Todos os dados relacionados a morfometria de rainhas foram analisados
individualmente. Primeiramente, os dados foram verificados quanto a normalidade
Shapiro e Wilk, (1965) e homogeneidade Burr e Foster (1972). Quando nao
apresentaram distribuicdo normal e/ou homogénea, os dados foram submetidos a
analise de variancia ndo paramétrica de Kruskal-Wallis, enquanto os dados que
apresentaram significancia a 0,05 foram comparados pelo teste de Dunn, com nivel
de significancia de 5%. As analises foram realizadas com o software estatistico R
versao 4.0.5 (R Core Team, 2021).
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5 RESULTADOS

As analises estatisticas foram conduzidas, separadamente, para cada fungo
entomopatogénico (B. bassiana, M. anisopliae e C. fumosorosea), utilizando os
dados de mortalidade confirmada. Para cada espécie de fungo entomopatogénico,
também foram realizadas analises estatisticas separadamente para abelhas rainhas
e abelhas operarias. Essa estratégia foi adotada a fim de isolar os efeitos
especificos de cada agente entomopatogénico, permitindo avaliar de forma acurada
a influéncia da concentragdo e do método de exposi¢cdo (alimentagdo ou
pulverizagdo) sobre a sobrevivéncia e o comportamento dessas abelhas. A analise
independente por casta e por fungo favorece a identificacdo de padrées especificos
de susceptibilidade e de resposta fisico-comportamental, contribuindo para a
formulacdo de recomendag¢des mais seguras sobre o uso desses microrganismos

em praticas de manejo integrado de pragas.

5.1 INTERFERENCIA DOS AGENTES EM OPERARIAS DE Apis mellifera

O efeito aleatorio de gaiola foi testado e n&o foi significativo. Assim, adotou-

se em toda a analise, os modelos de efeitos fixos.
5.1.1 Sobrevivéncia de operarias expostas a Metarhizium anisopliae
Verificou-se que ha efeito significativo para o fator concentracdo aplicada

(TRAT) e para o método de aplicagdo (APLICACAQO) (TABELA 1), porém néao foi

observado efeito significativo da interagao entre esses dois fatores.
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TABELA 1 — TESTE DE WALD PARA SOBREVIVENCIA DE OPERARIAS ADULTAS DE A. mellifera
EXPOSTAS A Metarhizium anisopliae

fonte loglik Chisq Df  Pr(>|Chi|)
NULL -3.307,97281
TRAT -3.217,31046 181,32471 6 0,00000
APLICACAO -3.205,26414 24,09263 1 0,00000
TRAT:APLICACAO -3.201,67879 7,17071 6 0,30535

FONTE: A autora (2025).

Apesar da auséncia de interagao significativa, foram realizadas as seguintes
comparagoes adicionais para fins de interpretacdo detalhada dos efeitos:
Comparacbes entre as concentragdes dentro de cada método de aplicagao;
Comparacdes entre os métodos de aplicacdo dentro de cada concentracéo
especifica; Comparacdes entre os métodos de aplicacdo desconsiderando a
concentracao (média marginal dos métodos); Comparagdes entre as concentragdes,
independentemente do método de aplicagdo (média marginal das concentragoes).

Essa abordagem é justificada pelo interesse em identificar diferengas
especificas entre niveis dos fatores, que podem ser biologicamente relevantes,
mesmo quando a interacdo global entre os fatores ndo atinge significancia
estatistica. Em estudos com organismos vivos, a variabilidade biolégica pode levar a
efeitos localizados que n&do se manifestam como interagdes globais detectaveis no
modelo. Assim, a analise detalhada das comparagdes entre tratamentos permite
uma interpretacao mais completa e informada dos resultados experimentais.

No método de aplicagao por alimentagao, ndo houve diferengas significativas
na sobrevivéncia das operarias entre as concentracdes de M. anisopliae e o controle
negativo (0 conidios/mL), excetuando-se o controle positivo (CLso em 48 horas de
imidacloprido), que apresentou efeito distinto e resultou na letalidade total das
operarias em relagdo as operarias dos demais tratamentos (FIGURA 5). Por outro
lado, no método de aplicacao por pulverizagdo, bem como na analise global, foram
identificadas diferengas significativas entre todas as concentracbes testadas e o
controle negativo (0O conidios/mL) (FIGURA 5), indicando maior sensibilidade das
abelhas a esse tipo de exposicdo. No entanto, o controle positivo (CLso do

imidacloprido), também diferiu quando comparado aos tratamentos contendo M.
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anisopliae e ao controle negativo (0 conidios.mL), sendo que ao final das 120 horas
de avaliagdo, ainda havia operarias vivas oriundas da exposi¢cao a M. anisopliae, o
que ndo foi observado para as abelhas expostas ao imidacloprido_ (controle

positivo).
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FIGURA 5 — GRAFICO DE SOBREVIVENCIA DE OPERARIAS ADULTAS DE Apis mellifera, POR
KAPLAN-MEIER, AJUSTADO AO PERIODO (HORAS) APOS A EXPOSIGAO A DIFERENTES
CONCENTRAGOES DE Metarhizium anisopliae, CLso DE IMIDACLOPRIDO EM 48 HORAS E

CONTROLE. A) APOS ALIMENTADAS COM OS TRATAMENTOS B) APOS PULVERIZADAS COM
OS TRATAMENTOS C) ANALISE INDEPENDENTE DO METODO DE APLICAGAO. LETRAS
IGUAIS INDICAM QUE NAO HOUVE DIFERENGA SIGNIFICATIVA (p > 0,05)
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FONTE: A autora (2025)
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Ao realizar a comparagao entre os métodos de aplicagdo dentro de cada
concentragcdo especifica, observou-se diferenca entre os métodos de aplicagao
(alimentacdo e pulverizagdo) em todas as concentragdes testadas, exceto na
concentragdo 1 x 108 conidios/mL, e nos dois controles (controle negativo e controle
positivo) (FIGURA 6). Esses resultados indicam que, para a maioria das
concentracdes, 0 método de aplicagao via pulverizagao € o que mais influéncia a

sobrevivéncia das operarias.



46

FIGURA 6 — GRAFICO DE SOBREVIVENCIA DE OPERARIAS DE Apis mellifera, POR KAPLAN-
MEIER, AJUSTADO AO PERIODO (HORAS) APOS A EXPOSIGAO A Metarhizium anisopliae, CL50
DE IMIDACLOPRIDO E CONTROLE. LETRAS IGUAIS INDICAM QUE NAO HOUVE DIFERENGCA
SIGNIFICATIVA (p > 0,05)
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Quando se considerou a analise global, desconsiderando a estratificagéo por
concentragdo de M. anisopliae (FIGURA 6H), foi verificada diferenca entre os
métodos de aplicagéo, o que reforga a hipotese de que a via de exposi¢cado ao fungo
entomopatogénico exerce efeito independente e relevante sobre os pontos
avaliados. Além disso, o método de pulverizacdo apresentou efeitos mais
impactantes sobre a sobrevivéncia das abelhas quando comparado a via de
alimentagdo. Porém, ao comparar a sobrevivéncia das operarias expostas ao
entomopatdégeno e ao controle positivo, independentemente da via de exposicao,
verificou-se que, ao final das 120 horas, todas as abelhas submetidas ao
imidacloprido (controle positivo) estavam mortas, enquanto, entre as submetidas ao

entomopatdgeno, ainda havia, aproximadamente, 25% das operarias vivas.

5.1.2 Deslocamento vertical de operarias expostas a Metarhizium anisopliae

Tanto o fator concentragdo aplicada (trat) quanto o método de aplicagcao
(aplic) apresentaram efeito significativo sobre o deslocamento vertical (p < 0,05)
(TABELA 2). Em contrapartida, a interacao (trat:aplic) ndo apresentou significancia

(p = 0,92008). Desta forma, apenas os efeitos isolados foram estudados.

TABELA 2 - TESTE F PARA COMPARAGCAO DOS EFEITOS DOS TRATAMENTOS E
CONCENTRACAO APLICADA SOBRE O DESLOCAMENTO VERTICAL (VOO).

fonte Sum Sq Df F value Pr(>F)
trat 20.154,76667 5 2,29835 0,05001
aplic 14.300,83333 1 8,15397 0,00515
trat:aplic 2.504,66667 5 0,28562 0,92008
Residuals 189.415,60000 108

FONTE: A autora (2025)

Verifica-se diferenca entre os métodos, nos quais as abelhas pulverizadas
com M. anisopliae apresentam menor deslocamento vertical (voo) quando

comparadas as abelhas expostas via alimentagdo (FIGURA 7).
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FIGURA 7 — DESLOCAMENTO VERTICAL (VOO VERTICAL) DE OPERARIAS DE Apis mellifera
APOS EXPOSICAO A Metarhizium anisopliae VIA ALIMENTACAO E PULVERIZAGCAO. LETRAS
IGUAIS INDICAM QUE NAO HOUVE DIFERENGCA SIGNIFICATIVA (p > 0,05)
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FONTE: A autora (2025)

Quando comparadas as diferentes concentracdes, pode-se observar pouca
diferencga entre os tratamentos e o controle. Apenas a menor concentragdo (1 x 10%)
do produto formulado com M. anisopliae, demonstrou interferéncia na capacidade de

voo, quando comparado ao controle (0) (FIGURA 8).
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FIGURA 8 — DESLOCAMENTO VERTICAL (VOO VERTICAL) DE OPERARIAS DE Apis mellifera
APOS EXPOSICAO A Metarhizium anisopliae A DIFERENTES CONCENTRAGCOES (1x105, 1x108,
1x107, 1x108, 1x10° CONIDIOS.mL-) E AO CONTROLE (0). LETRAS IGUAIS INDICAM QUE NAO

HOUVE DIFERENCA SIGNIFICATIVA (p > 0,05)
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FONTE: A autora (2025)

anisopliae, demonstram que apenas o método de aplicagao (aplic) apresentou efeito

estatisticamente significativo sobre o deslocamento vertical (p < 0,05) (TABELA 3)

TABELA 3 — TESTE F PARA COMPARAGCAO DOS EFEITOS DOS TRATAMENTOS E
CONCENTRACAO APLICADA SOBRE O DESLOCAMENTO VERTICAL (QUEDA LIVRE).

fonte Sum Sq Df F value Pr(>F)
trat 18.658,26667 5 1,99402 0,08523
aplic 8.909,63333 1 4,76089 0,03128
trat:aplic 2.651,06667 5 0,28332 0,92136
Residuals 202.113,40000 108

FONTE: A autora (2025)

As abelhas expostas a M. anisopliae via pulverizagdo apresentaram
retomada de voo mais baixa, em relagdo as abelhas expostas ao mesmo fungo via
alimentacao (FIGURA 9).



50

FIGURA 9 — DESLOCAMENTO VERTICAL (QUEDA LIVRE) DE OPERARIAS DE Apis mellifera
APOS EXPOSICAO A Metarhizium anisopliae VIA ALIMENTACAO E PULVERIZACAO. LETRAS
IGUAIS INDICAM QUE NAO HOUVE DIFERENGA SIGNIFICATIVA (p > 0,05)
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FONTE: A autora (2025)

Apenas as abelhas expostas a concentragdo de 1 x 10° conidios.mL™",

tiveram retomada de voo em menor altura, diferindo do controle (0) (FIGURA 10).

FIGURA 10 - DESLOCAMENTO VERTICAL (QUEDA LIVRE) DE OPERARIAS DE Apis mellifera
APOS EXPOSICAO A Metarhizium anisopliae A DIFERENTES CONCENTRACOES (1x105, 1x108,
1x107, 1x108, 1x10° CONIDIOS.mL-) E AO CONTROLE (0). LETRAS IGUAIS INDICAM QUE NAO

HOUVE DIFERENCA SIGNIFICATIVA (p > 0,05)
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FONTE: A autora (2025)
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5.1.3 Sobrevivéncia de operarias expostas a Beauveria bassiana

Houve efeitos significativos para o fator concentracdo aplicada TRAT e para
o método de aplicacdo (APLICACAO) de B. bassiana, porém nao foi observado

efeito significativo da interagao entre esses dois fatores (TABELA 4).

TABELA 4 — TESTE DE WALD PARA SOBREVIVENCIA DE OPERARIAS EXPOSTAS A Beauveria
bassiana

fonte loglik Chisq Df  Pr(>|Chil|)
NULL -3.044,92528
TRAT -2.953,42256 183,00543 6 0,00000
APLICACAO -2.950,46802 5,90909 1 0,01506
TRAT:APLICACAO -2.949,73182 1,47240 6 0,96131

FONTE: A autora (2025)

Seguindo o mesmo procedimento adotado na analise de M. anisopliae,
foram realizadas comparacdes adicionais entre os niveis dos fatores principais, a fim
de detalhar as possiveis diferencas especificas entre tratamentos. Essas
comparagdes incluiram as concentragdes dentro de cada meétodo, os métodos
dentro de cada concentragcdo, bem como as comparagdoes independentes para
concentracdo e método de aplicacéao.

Verificou-se 0 mesmo padrdo de resposta de operarias de A. melifera
submetidas a B. bassiana quando comparado ao observado para M. anisopliae. No
método via alimentacdo ndo foram detectadas diferengas significativas na
sobrevivéncia das operarias entre as concentragcdes de B. bassiana e o controle
negativo (sem a presenga de B. bassiana). Por outro lado, houve reducé&o na
sobrevivéncia das operarias quando alimentadas com dieta contendo o controle
positivo (imidacloprido) (FIGURA 11A). Para o bioensaio de pulverizagdo (FIGURA
11B), bem como na analise global (FIGURA 11C), foram observadas diferencas
significativas, com reducdo na sobrevivéncia das operarias expostas a todas as
concentragdes do fungo entomopatogénico e ao controle negativo. Isso indica uma

maior sensibilidade das abelhas a exposigao por contato direto com os conidios.
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FIGURA 11 — GRAFICO DE SOBREVIVENCIA DE OPERARIAS DE Apis mellifera, POR KAPLAN-

MEIER, AJUSTADO AO PERIODO (HORAS) APOS A EXPOSIGAO A DIFERENTES

CONCENTRAGOES DE Beauveria bassiana, CL50 DE IMIDACLOPRIDO E CONTROLE. A) APOS
ALIMENTADAS COM OS TRATAMENTOS B) APOS PULVERIZADAS COM OS TRATAMENTOS C)
ANALISE INDEPENDENTE DO METODO DE APLICAGAO LETRAS IGUAIS INDICAM QUE NAO

A

HOUVE DIFERENCA SIGNIFICATIVA (p > 0,05)

Aplicagdo de B. Bassiana via alimentagéo

Concentragdes (conidios/mL) == 1e+05 (a) == 1e+07 (a) =+= 1e+09 (a) =+ CL50 imacloprido (b)
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Aplicacao de B. Bassiana via pulverizagéo

Concentragdes (conidios/mL) == 1e+05(a) =+ 1e+07 (a) =+ 1e+09 (a) =+ CL50 imacloprido (c)

+ controle positivo: —= 1e+06 (a) =~ 1e+08 (a) =+ O (b)
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Independente do método de aplicagao

Concentragdes (conidios/mL) == 1e+05(a) =+= 1e+07 (a) =+= 1e+09 (a) =+= CL50 imacloprido (c)

+ controle positivo: ~= 1e+06 (a) =+ 1e+08 (a) =+ 0 (b)
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FONTE: A autora (2025).
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Ao agrupar todas as concentracbes e comparar nao foram identificadas
diferengas na sobrevivéncia de operarias entre os métodos de aplicagdo (FIGURA
12).
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FIGURA 12 — GRAFICO DE SOBREVIVENCIA DE OPERARIAS DE Apis mellifera, POR KAPLAN-
MEIER, AJUSTADO AO PERIODO (HORAS) APOS A EXPOSICAQO A Beauveria bassiana, CLso DE

IMIDACLOPRIDO E CONTROLE. LETRAS IGUAIS INDICAM QUE NAO HOUVE DIFERENGA
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FONTE: A autora (2025).
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5.1.4 Deslocamento vertical de operarias expostas a Beauveria bassiana

Nao houve diferenca no deslocamento vertical das operarias expostas a B.
bassiana em ambos os métodos de exposicdo (TABELA 5). Além disso, ndo houve

diferenca no parametro entre as diferentes concentracoes a 5%.

TABELA 5 — TESTE F PARA COMPARAGAO DOS EFEITOS DOS TRATAMENTOS E

CONCENTRACAO APLICADA SOBRE O DESLOCAMENTO VERTICAL (VOO) EM Apis mellifera
EXPOSTAS A Beauveria bassiana

fonte Sum Sq Df F value Pr(>F)
trat 11.963,24167 5 1,44976 0,21242
aplic 1.003,40833 1 0,60799 0,43725
trat:aplic 1.054,44167 5 0,12778 0,98581
Residuals 178.240,50000 108

FONTE: A autora (2025).

As operarias mantiveram o padrdo de deslocamento vertical em direcéo a
luz em ambos os métodos de exposicdo métodos de exposicdo a B. bassiana

(FIGURA 13), bem como nas diferentes concentragées (FIGURA 14).
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FIGURA 13 — DESLOCAMENTO VERTICAL (VOO) DE OPERARIAS DE Apis mellifera APOS
EXPOSICAO A Beauveria bassiana VIA ALIMENTAGCAO E PULVERIZACAO. LETRAS IGUAIS
INDICAM QUE NAO HOUVE DIFERENGCA SIGNIFICATIVA (p > 0,05)

Alimentagéo Pulverizagao
Método de aplicacéo

— (o]
(=] (=)

Deslocamento vertical (cm)
N
o

FONTE: A autora (2025).

FIGURA 14 — DESLOCAMENTO VERTICAL (VOO VERTICAL) DE OPERARIAS DE Apis mellifera
APOS EXPOSICAO A Beauveria bassiana A DIFERENTES CONCENTRAGCOES (1x105, 1x10¢,
1x107, 1x108, 1x10° CONIDIOS.mL-") E AO CONTROLE (0). LETRAS IGUAIS INDICAM QUE NAO
HOUVE DIFERENCA SIGNIFICATIVA (p > 0,05)
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FONTE: A autora (2025).

O mesmo pode ser observado para os resultados de queda livre referentes ao
fungo B. bassiana (TABELA 6). Nota-se que, assim como para voo, nenhum dos

tratamentos é significativo.
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TABELA 6 - ~TESTE F PARA COMPARACAO DOS EFEITOS DOS TRATAMENTOS E
CONCENTRAGAO APLICADA SOBRE O DESLOCAMENTO VERTICAL (QUEDA LIVRE) EM Apis
mellifera EXPOSTAS A Beauveria bassiana

fonte Sum Sq Df F value Pr(>F)
trat 13.960,16667 5 1,62499 0,15950
aplic 396,03333 1 0,23049 0,63213
trat:aplic 2.320,86667 5 0,27015 0,92854
Residuals 185.564,40000 108

FONTE: A autora (2025).

Assim, pode-se afirmar que nao houve diferenga entre os diferentes modos de
exposicao do fungo B. bassiana as operarias de A. mellifera (FIGURA 15), assim
como nao houve diferengca entre as diferentes concentragcbes do produto,

comparados ao grupo controle (FIGURA 16).

FIGURA 15 — DESLOCAMENTO VERTICAL (QUEDA LIVRE) DE OPERARIAS~ DE Apis mellifera
APOS EXPOSICAO A Beauveria bassiana VIA ALIMENTACAO E PULVERIZACAO. LETRAS IGUAIS
INDICAM QUE NAO HOUVE DIFERENGCA SIGNIFICATIVA (p > 0,05)
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40

Deslocamento vertical (cm)

Alimentagao Pulverizagéo

Método de aplicagao

FONTE: A autora (2025).
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FIGURA 16 — DESLOCAMENTO VERTICAL (QUEDA LIVRE) DE OPERARIAS DE Apis mellifera
APOS EXPOSICAO A Beauveria bassiana A DIFERENTES CONCENTRAGCOES (1x105, 1x10¢,
1x107, 1x108, 1x10° CONIDIOS.mL-) E AO CONTROLE (0). LETRAS IGUAIS INDICAM QUE NAO
HOUVE DIFERENCA SIGNIFICATIVA (p > 0,05)
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FONTE: A autora (2025).

5.1.5 Sobrevivéncia de operarias expostas a Cordyceps fumosorosea

Verificou-se que apenas o fator concentracdo aplicada (TRAT) apresentou

efeito significativo sobre a sobrevivéncia das abelhas (p < 0,001) (TABELA 7).

TABELA 7 — TESTE DE WALD PARA SOBREVIVENCIA DE Cordyceps fumosorosea

fonte loglik Chisq Df  Pr(>|Chil|)
NULL -3.168,83628
TRAT -3.075,77409 186,12438 6 0,00000
APLICACAO -3.074,60284 2,34249 1 0,12589
TRAT:APLICACAO -3.073,91962 1,36644 6 0,96787

FONTE: A autora (2025).

Em razdo disso, foram realizadas comparagdes apenas entre os niveis do
fator concentragdo, com o objetivo de identificar possiveis padrées de resposta as
diferentes concentragcdes de conidios (FIGURA 17). Foi verificado que C.

fumosorosea, apresenta padrao de resposta distinto ao observado para B. bassiana.
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Em ambos os métodos de aplicagéo, alimentagcdo (FIGURA 17A) e pulverizagao
(FIGURA 17B), foram detectadas diferencas significativas entre os tratamentos
contendo C. fumosorosea e o controle negativo (0 conidios/mL). Porém, o controle
positivo (CLso em 48 horas de imidacloprido para A. mellifera), apresentou maior
letalidade quando comparado aos tratamentos contendo o fungo, em ambos os

métodos de exposicao.
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FIGURA 17 — GRAFICO DE SOBREVIVENCIA DE OPERARIAS DE Apis mellifera, POR KAPLAN-
MEIER, AJUSTADO AO PERIODO (HORAS) APOS A EXPOSICAO A Cordyceps fumosorosea, ClLso
DE IMIDACLOPRIDO E CONTROLE. A) APLICACAO DE Cordyceps fumosorosea VIA
ALIMENTACAO B) APLICACAO DE Cordyceps fumosorosea VIA PULVERIZACAO C) ANALISE
GLOBAL (INDEPENDENTE DO METODO DE APLICACAO). LETRAS IGUAIS INDICAM QUE NAO
HOUVE DIFERENCA SIGNIFICATIVA (p>0,05)
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FONTE: A autora (2025).
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A exposicao a C. fumosorosea impactou significativamente a sobrevivéncia
das abelhas independentemente da via de aplicagdo. Esses resultados indicam uma
acao patogénica mais consistente e robusta de C. fumosorosea em comparagao as
demais espécies testadas, afetando a sobrevivéncia mesmo nas menores
concentragdes e por ambas as vias de exposigcao (FIGURA 17C).

No que se refere ao método de aplicagao, foram comparados apenas 0s
métodos de aplicacdo, desconsiderando a estratificagdo por concentragao, uma vez
que nao foi detectado efeito na forma isolada e nem nas diferentes concentracbes
(FIGURA 18).

FIGURA 18 — GRAFICO DE SOBREVIVENCIA DE OPERARIAS DE Apis mellifera, POR KAPLAN-
MEIER, AJUSTADO AO PERIODO (HORAS) APOS A EXPOSICAO A Cordyceps fumosorosea, CLso
DE IMIDACLOPRIDO E CONTROLE, ATRAVES DA ALIMENTACAO E PULVERIZACAO. LETRAS
IGUAIS INDICAM QUE NAO HOUVE DIFERENGCA SIGNIFICATIVA (p > 0,05)

Método de aplicagéo (todos tratamentos)

Via de aplicagdo: =+ Alimentagdo (a) == Pulverizagéo (a)
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FONTE: A autora (2025).

5.1.6 Deslocamento vertical de operarias expostas a Cordyceps fumosorosea

Apenas o método de aplicagcao (aplic) apresentou efeito significativo sobre o

deslocamento vertical (voo) das operarias analisadas p < 0,05) (TABELA 8).
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TABELA 8 — TESTE F PARA COMPARACAO DOS EFEITOS DOS TRATAMENTOS E
CONCENTRAGAO APLICADA SOBRE O DESLOCAMENTO VERTICAL (VOO) EM Apis mellifera
EXPOSTAS A Cordyceps fumosorosea

fonte Sum Sq Df F value Pr(>F)
trat 16.420,64167 5 2,13914 0,06619
aplic 26.373,67500 1 17,17870 0,00007
trat:aplic 5.860,17500 5 0,76341 0,57814
Residuals 165.807,50000 108

FONTE: A autora (2025).

Notou-se através dos graficos gerados, clara diferenga entre os métodos de

exposicdo. As operarias expostas ao fungo C. fumosorosea pelo método de

pulverizagcdo tiveram sua capacidade de locomogao reduzida, quando comparadas

as abelhas expostas ao método de alimentagao (FIGURA 19).

FIGURA 19 — DESLOCAMENTO VERTICAL (VOO) DE OP@RARIAS DE Apis mellifera APOS
EXPOSICAO A Cordyceps fumosorosea VIA ALIMENTACAO E PULVERIZACAO. LETRAS
DIFERENTES INDICAM QUE HOUVE DIFERENCA SIGNIFICATIVA (p > 0,05)
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FONTE: A autora (2025).

As operarias expostas a maior concentragdo de C. fumosorosea (1x10°

conidios.mL™") tiveram redugdo no deslocamento vertical, quando comparadas ao
grupo controle (0 conidios.mL") (FIGURA 20).
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FIGURA 20 — DESLOCAMENTO VERTICAL (VOO VERTICAL) DE OPERARIAS DE Apis mellifera

APOS EXPOSICAO A Cordyceps fumosorosea A DIFERENTES CONCENTRACOES (1x105, 1x108,

1x107, 1x108, 1x10° CONIDIOS.mL-") E AO CONTROLE (0). LETRAS IGUAIS INDICAM QUE NAO
HOUVE DIFERENCA SIGNIFICATIVA (p > 0,05)
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FONTE: A autora (2025).

quanto o método (aplic) do fungo C. fumosoroseae apresentaram efeito sobre o
deslocamento vertical (p < 0,05) das operarias expostas ao fungo (p < 0,05)
(TABELA 9).

TABELA 9 - TESTE F PARA COMPARACAO DOS EFEITOS DOS TRATAMENTOS E
CONCENTRAGCAO APLICADA SOBRE O DESLOCAMENTO VERTICAL (QUEDA LIVRE) EM Apis
mellifera EXPOSTAS A Cordyceps fumosorosea

fonte Sum Sq Df F value Pr(>F)
trat 20.273,54167 5 2,60024 0,02918
aplic 21.094,00833 1 13,52733 0,00037
trat:aplic 6.211,14167 5 0,79663 0,55442
Residuals 168.411,10000 108

FONTE: A autora (2025).

Assim como verificado para os dados de voo, houve uma clara diferenca

entre os métodos de aplicagao de C. fumosorosea em operarias de A. mellifera para
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os dados de queda livre (FIGURA 21). Notou-se que as operarias expostas pelo

método de pulverizagao apresentaram redugao na capacidade de retornar a luz.

FIGURA 21 — DESLOCAMENTO VERTICAL (QUEDA LIVRE) DE OPERARIAS DE Apis mellifera
APOS EXPOSICAO A Cordyceps fumosorosea VIA ALIMENTACAO E PULVERIZACAO. LETRAS
IGUAIS INDICAM QUE NAO HOUVE DIFERENGCA SIGNIFICATIVA (p >0,05)
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FONTE: A autora (2025).

No entanto, apenas as abelhas expostas a concentracao intermediaria de C.
fumosorosea (1x107 conidios.mL") apresentaram redugdo significativa em resposta

a luz, quando comparado ao controle (0 conidios.mL") (FIGURA 22).
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FIGURA 22 — DESLOCAMENTO VERTICAL (VOO VERTICAL) DE OPERARIAS DE Apis mellifera

APOS EXPOSICAO A Cordyceps fumosorosea A DIFERENTES CONCENTRACOES (1x105, 1x108,

1x107, 1x108, 1x10° CONIDIOS.mL-') E AO CONTROLE (0). LETRAS IGUAIS INDICAM QUE NAO
HOUVE DIFERENCA SIGNIFICATIVA (p <0,05)
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FONTE: A autora (2025).

Quando avaliado o percentual de aceitagdo/rainhas emergidas, verifica-se
que a aceitagédo das larvas do grupo controle (alimentadas com geleia real apenas)
foi superior a 60%, sendo maior que nos tratamentos contendo fungos (FIGURA 23).
Para as larvas alimentadas com B. bassiana (1 x 108 conidios.mL') a taxa de
emergéncia de rainhas foi de 50%, para o tratamento utilizando C. fumosorosea (1 x
108 conidios.mL") aproximadamente 46%, enquanto no tratamento contendo M.
anisopliae (1 x 108 conidios.mL-") verificou-se acentuada redugdo na emergéncia de

rainhas, sendo de apenas 20%.
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FIGURA 23 — TAXA DE EMERGENCIA DE RAINHAS DE Apis mellifera PRODUZIDAS SOB
INGESTAO DE GELEIA REAL INCORPORADA COM Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana E
Cordyceps fumosorosea NA CONCENTRACAO DE 1 x 108 CONIDIOS.mL-' E GELEIA REAL PURA

(CONTROLE).

Taxa de emergéncia de rainhas

C. fumosorosea

B. bassiana

M. anisopliae

Controle

o

10 20 30 40 50 60

N° de rainhas emergidas  mN° larvas transferidas

FONTE: A autora (2025).

Ao realizar a analise de Kruskal-Wallis para as avaliacdes relacionadas a
morfometria das rainhas alimentadas com geleia real com os fungos M. anisopliae,
B. bassiana e C. fumosorosea na concentragdo de 1 x 108 conidios.mL"', nota-se
que para a maioria das variaveis analisadas, ndo houve diferenga entre tratamentos,
quando comparados ao controle com geleia real pura (Tabela 10). Apenas para as
variaveis largura do abdémen, comprimento e largura do térax houve diferenca
estatistica entre os tratamentos e, com isso, foi realizada a comparacao de médias
de Dunn (TABELA 10).
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TABELA 10 — MEDIAS DOS PARAMETROS ANALISADOS APOS A EMERGENCIA DE RAINHAS
DE Apis mellifera PRODUZIDAS SOB INGESTAO DE GELEIA REAL INCORPORADA COM
Metarhizium anisopliae, Beuveria bassiana E Cordyceps fumosorosea NA CONCENTRACAO DE 1 x
108 CONIDIOS.mL-" E GELEIA REAL PURA (CONTROLE). *INDICA QUE NAO HOUVE DIFERENCA
SIGNIFICATIVA. LETRAS DIFERENTES INDICAM QUE HOUVE DIFERENCA SIGNIFICATIVA (p <

0,05).
Controle Metarhizium Beauveria Cordyceps p
anisopliae bassiana fumosorosea
Peso (mg) 201,8 £ 0.04* 197,80 £ 0.03* 193,00 £ 0.03* 200,10 + 0.03* 0,8066

Comprimento 17,99 + 1.34* 17,61 +1,57* 17,67 + 1.08* 17,76 £+ 2,47* 0,2639
total (mm)

Comprimento 10,99 + 1,12* 10,85 + 1,59* 11,01 £1,13* 11,07 £ 1,39* 0,9957
do abdome
(mm)

Largura do 4,09 + 0,64 ab 417 +0,41a 3,77 +0,38 b 4,23 +0,63 a 0,0069

abdome (mm)

Comprimento 4,32+0,61a 4,17 £ 0,67 ab 3,87+0,46 b 4,10 £ 0,56 ab 0,0421
do térax (mm)

Largura do 3,80+ 0.63 a 3,98 £0.77 ab 3,48+0.52b 3,91+049a 0,0101
térax (mm)
Comprimento 9,62 +1,32* 10,02 £ 0,76* 9,40 £ 0,64 9,81 +£0,87* 0,178
da asa (mm)
Largura da 3,33 £ 0,35* 3,46 £ 0,21* 3,30 £ 0,23* 3,35+ 0,30* 0,3628
asa (mm)

FONTE: A autora (2025).

As rainhas recém emergidas, que foram alimentadas no periodo larval com
M. anisopliae e C. fumosorosea apresentaram incremento na largura do abdome
(4,17 mm e 4,23 mm, respectivamente) quando comparadas as rainhas alimentadas
com B. bassiana (3,77 mm). No entanto, em ambos os casos, ndo houve diferencga
quando comparadas as rainhas provenientes do grupo controle (4,09 mm). Nota-se
também que as rainhas alimentadas no periodo larval com B. bassiana
apresentaram redugdo no comprimento toérax (3,87 mm) e na largura do torax (3,48
mm), em relacdo ao mesmo parametro das rainhas do grupo controle (4,32 e 3,80,

respectivamente).
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6 DISCUSSAO

Os fungos entomopatogénicos provocam diferentes efeitos sobre a
sobrevivéncia e comportamento locomotor de operarias de A. mellifera. No entanto,
as alteracdes causadas dependem do agente utilizado, do método pelo qual as
abelhas foram expostas e da concentragao aplicada.

Nota-se claramente que o método de exposi¢cdo aos fungos causou impacto
distinto na resposta das operarias de A. mellifera. De maneira geral, a pulverizagao
foi mais deletéria a sobrevivéncia das operarias em comparagao a via de
alimentagao, especialmente no caso do fungo M. anisopliae, cuja aplicagédo por
pulverizagdo resultou em uma taxa de mortalidade significativamente maior. Esse
fato esta relacionado ao modo de agédo destes fungos, uma vez que os conidios
precisam entrar em contato com a cuticula do hospedeiro para que ocorra a
germinagao e assim, as hifas consigam penetrar no corpo do inseto (ALVES, 1998b;
POTRICH et al., 2022; SOSA-GOMEZ; ALESSANDRO, 2019; WANG; WANG,
2017). Embora tenham entrado em contato com o aparelho bucal das operarias, as
abelhas possuem em seu sistema imunologico inato, um mecanismo de
encapsulamento de materiais estranhos, os quais protegem da acdo de
microrganismos. Através dos hemocitos ocorre a identificagdo do microrganismo e
com isso, as células formam uma capsula, isolando-o e impedindo que ele se
espalhe, através da melanizagdo. Apds isso, ocorre a degradagao ou a eliminagao
através de excretas do microrganismo encapsulado (DEGRANDI-HOFFMAN; CHEN,
2015; MOTTA; MORAN, 2024).

Além da reducdo da sobrevivéncia, observou-se que M. anisopliae pode
interferir no deslocamento vertical das operarias expostas por pulverizacdo. Esse
comportamento pode estar relacionado a principal toxina produzida por este fungo,
denominada destruxina. A toxina apresenta pelo menos 28 variantes conhecidas,
que atuam diretamente no sistema nervoso do inseto, provocando a entrada de
calcio nas células, o que leva a despolarizacédo neural e a interrupcao dos processos
normais de fagocitose. Além disso, a destruxina também impede a polimerizacao da
actina, uma proteina fundamental para a integridade e funcionamento adequado do
citoesqueleto dos insetos (ISLAM et al., 2021)

Os resultados obtidos contrapbéem aos observados por Libardoni et al.

(2023), que verificaram que as operarias, apdés 24 horas de contato em superficie
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vitrea com M. anisopliae, nao tiveram sua capacidade de locomocao alterada. A
diferenca pode ser pelo tempo de exposi¢ao ao fungo, uma vez que, apos 24 horas,
as toxinas podem n&o ter sido produzidas (WANG et al., 2012) e, por isso, néo
houve alteragdo nesta variavel. Além disso, 0 modo em que a exposi¢gdo ao fungo
ocorreu, assim como a concentracdo e a cepa utilizada, também podem ter
contribuido para a discrepancia.

O fungo B. bassiana possui modo de acado semelhante ao de M. anisopliae,
0 que justifica a reducdo na sobrevivéncia das operarias expostas através da
pulverizacdo. Neste sentido, os esporos de B. bassiana iniciam a infeccao nas
membranas intersegmentares do abdémen do inseto e, durante a colonizagéo,
produzem toxinas, tais como beauvericina, bassianina, bassianolida (ISLAM et al.,
2021; ZIMMERMANN, 2007).

A beauvericina € responsavel por interferir na conducdo dos impulsos
nervosos, enquanto a beauveraloide exerce efeitos sobre o sistema neuromuscular e
bloqueia a producdo de quitina. J& a brassinoloide afeta diretamente o sistema
imunoldgico do inseto, enfraquecendo suas defesas naturais. Assim, essas toxinas
tornam-se essenciais na infecgdo dos insetos, pois facilitam a invasdo do fungo,
suprimem as respostas imunes do hospedeiro, contribuindo assim, para morte dos
insetos em geral (ISLAM et al., 2021; WANG; ST. LEGER; WANG, 2016). Nota-se,
no entanto, que as toxinas produzidas nao foram capazes de interferir na
capacidade de deslocamento das operarias de A. mellifera sob as condi¢des
avaliadas neste estudo.

Cordiceps fumosorosea apresenta maior patogenicidade a A. mellifera entre
os agentes testados, reduzindo significativamente a sobrevivéncia das operarias
mesmo em menores concentragcdes e por ambas as vias de exposi¢cao. As toxinas
deste fungo, porém, ainda sdo pouco estudas. Embora algumas moléculas de C.
fumosorosea tenham sido identificadas recentemente, como a proteina IF28,
beauvericina e beauverolideos (KEPPANAN et al., 2019; WENG et al., 2019), entre
outros, ainda ndao se sabe ao certo se seus mecanismos de acado sido semelhantes a
B. bassiana e M. anisopliae, os quais produzem toxinas. As evidéncias disponiveis
indicam que as etapas de penetragdo, colonizagcdo e conidiogénese dos conidios
estdo associadas a uma maior velocidade na mortalidade dos insetos. No entanto,

as informacdes sobre C. fumosorosea ainda sao limitadas. Nesse contexto, a
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avaliacdo da seletividade desse agente de controle para A. mellifera pode contribuir
para uma melhor compreensao de seu modo de agao (LEI et al., 2021).

Embora os fungos tenham apresentado redugdo na sobrevivéncia de
abelhas, nota-se que o imidacloprido, usado como controle positivo, causou
mortalidade total das abelhas em 120h, evidenciando sua alta toxicidade quando
comparados aos fungos, cuja agdo é geralmente menos letal e mais seletiva. No
entanto, a auséncia de mortalidade imediata ndo deve ser interpretada como
auséncia de risco, uma vez que alteracbes comportamentais podem levar ao
colapso da colbénia a longo prazo (ABATI et al., 2023; AMARO; GODINHO, 2012).

Em estudo realizado com operarias recém emergidas de A. mellifera
expostas a diferentes concentracbes de M. anisopliae, B. bassiana e C.
fumosorosea, observou-se que as abelhas do bioensaio de alimentacao
apresentaram reducao significativa na sobrevivéncia, enquanto as abelhas expostas
por aplicagdo tépica (OECD 214), tiveram a sobrevivéncia reduzida em menor
propor¢ao (LEITE et al., 2022). Estes resultados contrapbéem aos obtidos nesta
pesquisa, haja vista que os bioensaios de alimentagdo causaram pouca ou nenhuma
interferéncia na sobrevivéncia das operarias adultas, nas condi¢gdes avaliadas.

Esse fato pode ser justificado por alguns motivos, dentre eles: A) idade de
exposicao das abelhas aos fungos: abelhas jovens s&o mais susceptiveis, uma vez
que a ativagcdo de genes relacionados a imunidade ocorre na sua fase jovem
(ALVES et al., 1996; BULL et al., 2012; ESPINOSA-ORTIZ et al., 2011); B) as cepas
utilizadas por (LEITE et al.,, 2022), tiveram melhor capacidade de aderéncia no
aparelho bucal das operarias do que as cepas analisadas nesta pesquisa. Além
disso, a menor interferéncia nas abelhas expostas através do contato topico pode ter
sido ocasionada pelo habito de higiene das abelhas, chamado de grooming (FOOSE
et al., 2022; TELLES AMANDIO; FAITA; POLTRONIERI, 2025).

Embora alguns estudos apontem para possiveis efeitos negativos
ocasionados por fungos entomopatogénicos sobre operarias de A. mellifera
(Carlesso et al., 2020; Colombo et al., 2020; Leite et al., 2022; Libardoni et al. 2023;
Potrich et al., 2018), cabe ressaltar que na maioria dos estudos sao utilizadas
concentragdes semelhantes ao aplicado no controle de insetos praga no campo
(AGROFIT, 2025). Por isso, deve-se levar em consideragado que apos aplicagédo em
cultivos agricolas pode ocorrer a perda de Vviabilidade dos fungos

entomopatogénicos pela radiagdo UV, bem como, por outros fatores ambientais
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(FERNANDES et al., 2015; JARONSKI, 2010), o que pode reduzir seu impacto aos
polinizadores.

Quando sao estudados os efeitos ocasionados por inseticidas quimicos
sintéticos em abelhas, sdo utilizadas concentragdes determinadas como sendo
proximas a realidade encontrada no campo pelas abelhas. Isso parte de estudos
anteriores, nos quais sao definidas concentragcbes médias que podem ser
encontradas pelas operarias no polen e no néctar durante o forrageamento
(CALATAYUD-VERNICH et al.,, 2018) devido a perdas pela degradacdo e
volatilizacdo dos produtos. Essas concentracbes utilizadas sao inferiores as
encontradas em bulas comerciais. Ainda assim, mesmo em quantidades minimas, os
inseticidas quimicos reduzem a sobrevivéncia das abelhas, interferem
negativamente no seu comportamento e em fatores fisiolégicos que podem
ocasionar o colapso das colénias (ABATI et al., 2023; BATTISTI et al., 2024,
DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH, 2007b; PALOSCHI et al., 2023; SIAM et al.,
2025). Ressalta-se assim, que quando se comparam agentes de controle biolégicos
com inseticidas quimicos, seu impacto aos polinizadores € considerado minimo.

O fungo M. anisopliae reduziu significativamente a producdo de rainhas,
podendo este fator estar relacionado também a toxina destruxina, descrita
anteriormente. No entanto, ndo foram verificadas alteragbes morfométricas
causadas por esse fungo nas rainhas emergidas, alimentadas no periodo larval por
esse fungo, relacdo que pode ser genética.

Além do impacto causado na aceitacdo e emergéncia, avaliacbes de
morfometria de rainhas de A. mellifera permitem avaliar a qualidade reprodutiva, o
potencial fisiolégico e a eficiéncia do manejo apicola (AKYOL; YENINAR;
KAFTANOGLU, 2008; BIENEFELD; EHRHARDT; REINHARDT, 2007; VAN
ENGELSDORP; OTIS, 2000; WOYKE, 1971). Neste sentido, através destas
mensuragdes corporais, € possivel avaliar o impacto dos agentes de controle
bioldégicos em rainhas, bem como garantir um bom desempenho da colénia.

O peso e o comprimento nao foram alterados em nenhum dos tratamentos,
confirmando que estes fungos nao interferem na morfometria externa das rainhas
avaliadas. Essas variaveis sao importantes, uma vez que quanto mais pesada e
maior for uma rainha, ha maior probabilidade de o numero de ovariolos e da
espermateca serem maiores, e consequentemente, maior produtividade de
individuos aumentando a produgcdo de mel (AKYOL; YENINAR; KAFTANOGLU,
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2008; BIENEFELD; EHRHARDT; REINHARDT, 2007; FACCHINI et al., 2021; VAN
ENGELSDORP; OTIS, 2000; WOYKE, 1971).

Porém, o fungo entomopatogénico B. bassiana ocasionou a redugdo na
largura do abdome, o que é fator de interferéncia na maturidade ovariana e no
potencial de oviposigado. Além disso, esse mesmo fungo pode interferir no potencial
muscular das rainhas, o qual interfere diretamente no voo nupcial, uma vez que
reduziu também, o comprimento e largura do térax Jackson et al. (2011). Estes
resultados contrapdem ao verificado por Colombo et al. (2020). Estes autores
verificaram que os fungos B. bassiana e M. anisopliae quando incorporados a
alimentagao ndo causaram efeitos negativos na aceitagao e emergéncia de rainhas.
Com isso, esses fungos também nao ocasionaram alteracbes morfométricas, sendo
que, essa discrepancia pode ter ocorrido em relagao as cepas utilizadas, bem como
a concentragao de conidios.

Em razao disso, os fungos B. bassiana e M. anisopliae devem ser mais bem
estudados e utilizados com cautela quando aplicados diretamente na colénia para o
controle de V. destructor. Bem como, aprofundar os estudos sobre sua segurancga
quando utilizados no manejo integrado de pragas, uma vez que em testes de
laboratério sdo utilizadas condicdes ideais, sem as possiveis interferéncias
ambientais, que podem reduzir ainda mais o impacto destes fungos sobre
polinizadores.

Por fim, a comparacgéao entre estudos que avaliam os agentes de controle
bioloégico sobre abelhas apresenta alguns entraves para a comparagao de
resultados, tais como a ampla variedade de cepas, as concentragdes utilizadas e os
adjuvantes presentes nos produtos comerciais. Além disso, é necessario que se
estabeleca uma padronizagdao nos bioensaios de toxicidade, da mesma forma que
existem protocolos de avaliagdes de riscos ocasionados por produtos quimicos

sintéticos.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Os efeitos ocasionados por fungos entomopatogénicos em A. mellifera séo
variaveis e multifatoriais. A casta estudada, a espécie do fungo, a concentragéo
utilizada e o método de aplicagao influenciam significativamente a sobrevivéncia e o
comportamento das abelhas.

Dado o papel ecoldgico das abelhas e sua importancia para a agricultura, os
resultados obtidos neste trabalho reforcam a necessidade de realizar avaliacbes
ecotoxicoldgicas criteriosas antes da recomendagdo de agentes de controle
bioldgico, especialmente no controle de V. destructor, cuja aplicagdo ocorre
diretamente na colénia. Além disso, quando utilizados no manejo de pragas
agricolas, embora mais seguros que os agrotoxicos, os fungos entomopatogénicos
ainda podem representar risco, especialmente quando aplicados via pulverizagao e
em concentracdes elevadas. Para mitigar os possiveis efeitos negativos dos fungos
sobre as abelhas, ressalta-se a aplicacdo dos produtos no horario correto, ou seja,
inicio da manha ou final da tarde, onde além de beneficiar o fungo aplicado, menor o
risco de operarias realizando o forrageamento nos cultivos. Além disso, deve-se
evitar aplicagdo de qualquer produto, seja quimico ou biolégico, no periodo de
floracdo. Portanto, é essencial considerar esses aspectos no manejo integrado de
pragas, garantindo a sustentabilidade da apicultura e da polinizagéo agricola.

Sugere-se, por fim, a realizagdo de novos bioensaios com diferentes modos
de exposicao e formulagdes; avaliagbes comportamentais e fisiolégicas, tais como,
avaliagbes enzimaticas; ensaios a campo e também com diferentes castas e
individuos. E, dessa maneira, possam ser tracadas estratégias que possam ser
empregadas em cultivos organicos e no controle integrado de pragas, a fim de
garantir um manejo mais sustentavel aos ambientes agricolas e que garantam a

segurancga deste polinizador.
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