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“Se as abelhas desaparecerem da face da
terra, a humanidade tera apenas mais quatro
anos de existéncia. Sem abelhas ndo hé
polinizacdo, ndo ha reproducédo da flora, sem
flora ndo ha animais, sem animais ndo havera
raca humana’.

Albert Einstein
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RESUMO

Anualmente, observa-se uma diminuicdo do numero de colbnias da abelha
africanizada, Apis mellifera L. e, acredita-se, que possa ser devido principalmente, a
utilizacdo intensiva e por vezes abusiva de produtos fitossanitarios sintéticos. Como
alternativa para a reducdo na utilizacdo de inseticidas fitossanitérios sintéticos no
controle de insetos-praga, cada vez mais tem se buscado o Manejo Integrado de
Pragas, com énfase no controle biolégico com o uso de entomopatdégenos e a
utilizacdo de plantas resistentes (transgénicas), diminuindo o impacto aos insetos
benéficos. Porém, existem poucos estudos sobre a seletividade dos
entomopatégenos, de plantas transgénicas e de inseticidas oriundos de dois grupos
quimicos sobre A. mellifera africanizada. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a
seletividade de produtos a base de Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana,
Trichoderma harzianum e Isaria fumosorosea, além de polén de plantas
transgénicas e do inseticida sintético tiametoxam (neonicotinoide) + lambda
cialotrina (piretroide) (Engeo Pleno®), a operarias de A. mellifera africanizada,
analisando a longevidade, comportamento e a interferéncia nas estruturas dos
tecidos. Para isto, foram realizados trés experimentos: 1) Seguranca de produtos
bioldgicos a base de fungos entomopatogénicos para A. mellifera africanizada, no
qual avaliou-se a longevidade através de contato direto, contato com superficie
tratada e alimentacao. Além disso foi avaliada a capacidade de caminhamento e voo
das abelhas tratadas com os produtos, bem como o efeito residual de B. bassiana e
I. fumosorosea, em campo. Neste bioensaio, os produtos se mostraram seguros,
sendo T. harzianum o mais seletivo. 2) Efeitos letais e subletais de pdélen transgénico
para operarias de A. mellifera africanizada, no qual avaliou-se a longevidade, o
comportamento e alteracbes no meséntero apos alimentacdo com o pdlen de
diferentes cultivares. Neste bioensaio o pdlen das cultivares testadas se mostrou
seguro, ndo causando efeitos letais as operarias de A. mellifera africanizada, porém
causou leves alteragbes nas fibras musculares externas do intestino médio quando
estas foram alimentadas com o pélen de milho transgénico MG600PW e com o
polen de milho MG580PW. 3) Efeitos letais, subletais e residuais de tiametoxam +
lambda cialotrina sobre operarias de A. mellifera africanizada. Para isto, foram
avaliadas a longevidade, o voo, o caminhamento e o efeito residual do produto a
campo. O produto ndo se mostrou seletivo as abelhas pois, mesmo na menor
concentracao testada (0,625%), causou reducao na longevidade das abelhas e alterou
o comportamento, além disso, apresentou efeito residual de até 18 dias, ndo sendo
seguro para as abelhas. Desta forma, esses testes devem ser continuos devido a
importancia que as abelhas tém nas diversas culturas.

Palavras-chave: abelha africanizada; fungos entomopatogénicos; pélen de plantas
transgénicas; tiametoxam + lambda cialotrina (Engeo Pleno®); seguranca.



LIBARDONI, Gabriela. Selectivity of pest control agents to Apis mellifera L.
(Hymenoptera: Apidae). 2021. 98 p. Thesis (Post graduate Program in Agronomy) —
State University of Londrina, Londrina, 2021.

ABSTRACT

Annually, there is a decrease in the number of colonies of the Africanized bee, Apis
mellifera L., and it is believed to be mainly due to the intensive and sometimes
abusive use of synthetic phytosanitary products. As an alternative to reduce the use
of synthetic phytosanitary insecticides in the control of pest insects, Integrated Pest
Management has been increasingly sought, with emphasis on biological control with
the use of entomopathogens and the use of resistant (transgenic) plants, decreasing
the impact to beneficial insects. However, there are few studies on the selectivity of
entomopathogens, transgenic plants and insecticides from two chemical groups on
Africanized A. mellifera. Thus, the aim of this study was to evaluate the selectivity of
products based on Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Trichoderma
harzianum and Isaria fumosorosea, in addition to pollen from transgenic plants and
the synthetic insecticide thiamethoxam (neonicotinoid) + lambda cyhalothrin
(pyrethroid) (Engeo Pleno®), to the Africanized A. mellifera workers, analyzing
longevity, behavior and interference in tissue structure. For this, three experiments
were carried out: 1) Safety of biological products based on entomopathogenic fungi
for Africanized A. mellifera, in which longevity was evaluated through direct contact,
contact with treated surface and feeding. In addition, the ability to walk and fly of the
bees treated with the products was evaluated, as well as the residual effect of B.
bassiana and I. fumosorosea, in the field. In this bioassay, the products proved to be
safe, with T. harzianum being the most selective. 2) Lethal and sublethal effects of
transgenic pollen on Africanized A. mellifera workers, in which longevity, behavior
and changes in the mesentery after feeding with pollen from different cultivars were
evaluated. In this bioassay, the pollen of the tested cultivars proved to be safe, not
causing lethal effects to Africanized A. mellifera workers, but caused slight alterations
in the external muscle fibers of the midgut when they were fed with transgenic maize
pollen MG600PW and with pollen from MG580PW corn. 3) Lethal, sublethal and
residual effects of thiamethoxam + lambda cyhalothrin on Africanized A. mellifera
workers. For this, longevity, flight, walking and the residual effect of the product in the
field were evaluated. The product was not selective for bees because even at the
lowest concentration tested (0.625%) it caused a reduction in the longevity of bees
and changed their behavior, in addition, it showed a residual effect of up to 18 days,
not being safe for bees. Thus, these tests must be continuous due to the importance
that bees have in different cultures.

Key-words: africanized bee; entomopathogenic fungi; pollen from transgenic plants;
thiamethoxan + lambda cyhalothrin (Engeo Pleno®); safety.
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1 INTRODUCAO

As abelhas Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae) sdo insetos sociais, por
viverem em uma sociedade hierarquica (RUPPERT; BARNES, 1996). O interesse na
manutencdo das abelhas, principalmente em ambientes agricolas, da-se pela
importancia como polinizadores, contribuindo para o aumento da producédo agricola,
resultando em maior produtividade e qualidade de sementes e frutos, além da
producdo de mel, geleia real, propolis e outros subprodutos (STRAUB, et al. 2016;
THEODORAKI et al., 2017; ABOU-SHAARA,; EID, 2019; GBESSO, et al., 2019).

Nos ultimos anos, notou-se uma diminuicdo acentuada de colonias de
abelhas, o fendmeno que recebeu o nome de Desordem do Colapso das Colonias
(DCC), no qual essas abandonam a colmeia, e ndo séo encontradas abelhas mortas
ao redor das caixas, ou seja, ocorre 0 abandono parcial ou total das colbnias.
Algumas causas desta desordem estdo relacionadas diretamente com as abelhas,
como doencas fangicas, viroses e bacterioses, além do &caro parasita Varroa
destructor (Acari: Varroidae) (Andreson e Trueman, 2000) (GRACIA et al., 2017,
POSADA-FLOREZ et al., 2020; BUUAERT et al., 2021).

Outro problema também conhecido e denominado mortalidade das abelhas.
Nesse caso as abelhas sdo encontradas mortas em torno e dentro da col6nia. E
estudos avaliaram que as abelhas cujas colonias onde se constatou mortalidade,
encontraram-se intoxicadas por produtos fitossanitarios sintéticos (PFSs) como
neonicotinoides, pirazois e piretroides (GRIGORI, 2019). A utilizagdo massiva de
PFSs para o controle de pragas, doencas e plantas daninhas, somada a producéo
agricola intensiva, tem afetado cada vez mais as populacdes de abelhas, causando
impactos também na qualidade e quantidade da geleia real produzida pelas abelhas
nutrizes. Isso acaba por afetar diretamente a qualidade das rainhas e reduz a
producdo de mel e a possibilidade de polinizacdo devido a contaminacdo das
colonias, provocando alteracdes fisiopatologicas e comportamentais dos insetos
(POTTS, et al. 2015; VANENGELSDORP et al., 2017; MILONE; CHAKRABARTI;
SAGILI; TARPY, 2021).

A intoxicacdo das abelhas com PFSs causa efeitos negativos diretos na
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producdo agricola, reduzindo a polinizacdo e afetando a apicultura como um todo,
que é fonte de renda para muitos produtores (SILVA; BRITO, 2015; HOOD, 2019;
PRENDERGAST; LECLERCQ; VEREECKEN, 2021).

Além de afetar as populacdes de abelhas, a intensificacdo do uso dos PFSs
acarreta em uma série de problemas, como o0 aparecimento de populacdes de
insetos-praga resistentes e reducdo de inimigos naturais (TIAN et al., 2019;
MANSOUR; BIONDI, 2020). Desta forma, é preciso encontrar um equilibrio entre as
cadeias produtivas e o desenvolvimento de programas que auxiliem a conservacgéao e
preservacdo das abelhas, caso contrario, ocorrerd cada vez mais uma reducédo da
polinizacdo que, por consequéncia, prejudicara a cadeia agricola e até mesmo
levardA ao desaparecimento de algumas espécies vegetais polinizadas
exclusivamente por elas (OLIVEIRA, 2015; PIRES et al., 2016; CATARINO et al.,
2019; DUFOUR; FOURNIER; GIOVENAZZO, 2020).

A busca por esse equilibrio biolégico tem acontecido através da utilizacédo de
métodos de controle biol6gico, como os entomopatdégenos, entre eles os fungos,
bactérias, virus e nematoides (ALVES, 1998), os quais tém a vantagem de ser
menos agressivos quando aplicados, ao ambiente e aos organismos ndo-alvo, e sédo
eficientes para ser incorporados ao manejo integrado de pragas (MIP) (GARRIDO-
JURADO et al., 2019; ACHARYA et al., 2020; HAO et al., 2020).

Além disso, o agricultor vem utilizando cada vez mais organismos
geneticamente modificados (OGMs), em especial plantas com incorporacdo de
genes que expressam toxinas para o controle dos insertos, entre eles genes de
Bacillus thuringiensis, como forma de aumento da producdo e/ou quebra de
resisténcia a herbivoros e doencas (FU et al., 2020). Porém, pouco se sabe se essas
plantas geneticamente modificadas podem causar prejuizos a organismos nao-alvo,
como as abelhas (ARPAIA; SMAGGHE; SWEET, 2021), que entram em contato com
0 poOlen dessas plantas, principalmente por ingestéo.

Assim, sabendo da importancia que as abelhas tém para os ecossistemas e
para a produtividade agricola, faz-se necessario testar os diferentes produtos para o
controle de pragas, que podem afetar os organismos nao-alvo, de maneira letal ou

subletal. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi estudar a seletividade de diferentes
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entomopatégenos, variedades de milho transgénico e de um produto fitossanitario
sintético, com os ingredientes ativos tiametoxam + lambda-cialotrina (Engeo Pleno®),
todos utilizados na agricultura, sobre a longevidade e o comportamento de operarias

de abelhas africanizadas de A. mellifera.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O SETOR APICOLA

Dentro das atividades rurais, 0 setor apicola vem se desenvolvendo com a
melhoria das técnicas de manejo, do fortalecimento da cadeia produtiva como um
todo e com a comercializacdo nacional e internacional dos produtos derivados das
abelhas (ABEMEL, 2016).

No ano de 2019, a producdo de mel no Brasil foi de 46 mil toneladas, tendo
um aumento de 8,5% em relacdo ao ano de 2018, o que totalizou R$ 493,7 milhdes
(IBGE, 2020). De acordo com esses dados, ressalta-se que a apicultura € uma
geradora de renda na agricultura, além de ter importancia na agricultura familiar e de
pequenos agricultores, os quais vém sendo incentivados pelo governo a desenvolver
a agricultura organica, o que favorece ainda mais a apicultura e a producéao agricola,
por utilizar no controle de pragas produtos que sao mais seguros ao homem e ao
meio ambiente.

No Brasil, a maior producdo de mel é na regidao Sul, com 38,2% do total,
seguida da regiao Nordeste, com 34,3%, e Sudeste, com 21,4%. O Parand e o Rio
Grande do Sul sdo os estados com maior producdo de mel, gerando um faturamento
de R$ 85,6 mil e 80,21 mil reais, respectivamente para estes estados (IBGE, 2020).

Além do aspecto relacionado diretamente com a producdo de mel e outros
produtos oriundos da atividade apicola, as abelhas também s&o responsaveis pelo
processo de polinizacdo (COSTA; OLIVEIRA, 2013), que pode ocorrer como
polinizagdo cruzada, na qual a planta transfere o pélen de uma flor para outra,
podendo ser da mesma planta ou de outra da mesma espécie, ou ainda, pela
autopolinizacdo, quando o polen é transferido da antera para o estigma da mesma
flor (SANTOS et al., 2009).
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2.2 BIOLOGIA E COMPORTAMENTO SOCIAL DE APIS MELLIFERA

As abelhas A. mellifera pertencem ao filo Arthropoda, classe Insecta, ordem
Hymenoptera e a familia Apidae. Sdo insetos sociais, pois vivem em sociedade
hierarquica, na qual cada individuo desempenha funcdes especificas, garantindo o
sucesso e o desenvolvimento da colonia (RUPPERT; BARNES, 1996).

Apresentam exoesqueleto de quitina e o corpo dividido em trés partes:
cabeca, térax e abdome. Na cabeca encontram-se 6rgaos sensoriais, olhos, antenas
e pelos/cerdas sensitivos, os olhos (simples e compostos), e as antenas. O aparelho
bucal é diferenciado, do tipo lambedor, e, internamente, glandulas como as
mandibulares, auxiliam no processamento da geleia real e dissolvem a cera e as
glandulas hipofaringeas processam o alimento comum em geleia real e tém sua
maior atividade geralmente do quinto ao 12° dia de vida da operaria (COUTO;
COUTO, 2002; CRUZ-LANDIM, 2009).

O térax é formado por trés segmentos: o protérax, 0 mesotérax e 0 metatorax
(WINSTON, 2003). No térax localizam-se os 6rgdos locomotores, pernas e asas,
além de pelos, que tém funcdo na ancoragem dos graos de pélen no momento da
polinizacdo, assim como o Ultimo par de pernas, também utlizado para o
carregamento dos graos de poélen até a coldnia (BOMFIM et al., 2017).

O abdémen é formado por segmentos e € flexivel o que auxilia 0 movimento
do mesmo (BOMFIM et al., 2017). Nele encontram-se 6rgaos do aparelho digestivo,
circulatério, reprodutor, excretor, 6rgaos de defesa e glandulas produtoras de cera e,
no final, o 6rgdo de defesa das abelhas, o ferrdo que é utilizado para defesa tanto da
abelha em si, como da colénia (RAMOS; CARVALHO, 2017).

O sistema digestivo das abelhas é dividido em trés partes: estomodeu ou
intestino anterior, onde ocorre a digestdo mecanica; proctodeu ou intestino posterior,
onde ocorre a digestdo quimica e parte da absor¢cdo e meséntero ou intestino medio
(ventriculo), onde o restante da digestdo ocorre (CRUZ-LANDIM, 2009; BOMFIM et
al., 2017). As células do intestino médio das abelhas sédo caracterizadas por serem

colunares, com grande numero de invaginacdes, o que aumenta a superficie de
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contato e, consequentemente, a capacidade de absorver os nutrientes (RAES et al.,
1994). Além disso, apresentam um grande numero de células enddcrinas secretoras
de enzimas e células regenerativas, pois, como nessa regido do corpo ocorre muita
acdo de enzimas, desgastes, choques mecanicos, e pela atividade secretora e
absortiva, suas células precisam ser constantemente renovadas (CRUZ-LANDIM,
2009).

Nas colonias de abelhas encontram-se trés tipos de castas com funcdes e
caracteristicas distintas: a rainha, as operarias e os zangfes. Uma colbnia saudavel
possui, aproximadamente, 60.000 a 80.000 operarias, que vivem até 40 dias, uma
rainha, que pode viver até cinco anos, e de zero a 400 zangfes, que vivem, em
média, 90 dias (BOMFIM et al., 2017).

Quando a rainha coloca ovos sem liberar 0s espermatozoides da
espermateca ou entdo, quando as operarias colocam ovos, estes ndo serdo
fecundados e daréo origem aos zangdes, machos da col6nia e individuos haploides
(MOREIRA; FARINHA, 2011). Quando o ovo colocado pela rainha é fecundado, ele
poderd dar origem a abelhas operarias ou abelhas rainhas, individuos diploides
(RUPPERT; BARNES, 1996; RAMOS; CARVALHO, 2017).

O numero de zang8es presentes na colonia varia de acordo com a qualidade
e quantidade de alimento (BOMFIM et al., 2017). Em situac6es mais criticas, como
no inverno ou quando ha uma diminuicdo da oferta de alimento no campo, quando
as col6nias ficam enfraquecidas, os zangdes podem ser expulsos pelas operarias
(RAMOS; CARVALHO, 2017). Os zangdes dependem das operarias para
sobreviver, pois estas fornecem o alimento, sendo que os zangdes tém a funcao de
acasalar com a rainha recém emergida, podendo ajudar na manutencdo da
temperatura interna da colénia (MOREIRA; FARINHA, 2011; STRAUB et al., 2016;
RAMOS; CARVALHO, 2017).

Dentro das colbnias, encontra-se apenas uma abelha rainha. Ela tem por
func@o a reproducdo e a oviposi¢cdo. Uma abelha rainha jovem coloca em média
2.000 ovos por dia e, conforme vai envelhecendo, esse numero vai diminuindo
(RAMOS; CARVALHO, 2017). Uma rainha costuma viver em média cinco anos, € ela

guem controla a organizacdo e unidade de toda sua col6nia através da liberacéo de
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feromoénios (GULLAN; CRANSTON, 2009). A rainha pode ser considerada uma
operéria que atingiu a maturidade sexual, pois assim como as operarias, elas
nascem de um ovo fecundado, sendo o que as diferencia a alimentacdo no estagio
larval, onde larvas alimentadas somente com geleia real, que contém uma grande
guantidade de proteinas, vitaminas e horménios sexuais, sofrem diferenciacdo para
rainhas (MOREIRA; FARINHA, 2011). Também, qualquer larva de abelha
alimentada, antes dos trés dias de vida, com a geleia real, pode virar abelha rainha
(RAMOS; CARVALHO, 2017).

Uma rainha de A. mellifera leva em torno de 15 a 16 dias para emergir, e,
apos a emergéncia, existe um grupo de abelhas operarias responsaveis por
alimenta-la com a geleia real, e por manter a sua higiene (WINSTON, 2003). A partir
do nono dia, ja esta pronta para realizar o voo nupcial, podendo se acasalar com
varios zangfes, armazenando na espermateca 0s espermatozoides de todos por
toda a sua vida (RAMOS; CARVALHO, 2017).

As operarias sao abelhas fémeas responsaveis por todas as funcdes de
manutencdo, higiene e protecdo da colénia (RUPPERT; BARNES, 1996; MOREIRA;
FARINHA, 2011). Essas funcdes sédo realizadas de acordo com a idade das abelhas
operarias (RAMOS; CARVALHO, 2017). As operarias mais novas ficam apenas
dentro da coldnia, do primeiro dia de vida ao quinto, ficam responsaveis pela limpeza
e reforma dos alvéolos, do quinto ao décimo dia, sdo chamadas de abelhas nutrizes,
pois sdo as responsaveis por alimentar as larvas da colénia. Do décimo ao vigésimo
dia, as operarias produzem cera para construir os favos, recebem e desidratam o
néctar coletado, elaboram o mel, limpam o lixo da colmeia. Existe ainda um grupo de
abelhas operarias, também com a idade entre 10 e 20 dias, chamadas de amas, que
Sdo as responsaveis por cuidar, higienizar e alimentar a rainha. J4 dos 18 aos 20
dias de vida, sédo responsaveis pela protecédo da colonia, sdo abelhas guarda, e, a
partir dos 21 dias até o fim da vida (em torno de 28 dias), elas véo para fora do ninho
para forragear, ir em busca de alimento, coleta de néctar, polen, resinas e agua para
0 bom desenvolvimento da coldénia (GULLAN; CRANSTON, 2009; MOREIRA;
FARINHA, 2011; BOMFIM et al., 2017; RAMOS; CARVALHO, 2017). Estes periodos

de atividades em relacdo a idade podem ser flexiveis e variar de acordo com a
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demanda e situacdo em que a colbnia se encontra (ROCHA, 2008).

2.3A POLINIZACAO E APRODUCAO AGRICOLA

O forrageamento acontece quando as abelhas vao em busca de poélen, néctar
e agua no ambiente (AL-GHAMDI; et al., 2016). No momento em que elas realizam a
coleta de alimento, visitam diferentes flores e realizam a polinizacado (XIE; WANG,;
PAN; AN, 2019).

A maioria das plantas necessita da polinizacdo para se reproduzir, e parte das
plantas cultivadas depende de insetos para que esse processo ocorra. Dentro do
grupo de insetos polinizadores, as abelhas A. mellifera sdo responsaveis por
perpetuar, por meio da polinizacdo, varias espécies vegetais, aumentando
diretamente a qualidade e quantidade da producdo de frutos e sementes
(BALLANTYNE et al., 2017; CATARINO,; et al., 2019).

Assim, a baixa quantidade de insetos polinizadores em ambientes agricolas
pode afetar diretamente a produtividade e a qualidade da producdo. No cultivo de
tomate Solanum lycopersicum L. (Solanaceae), a presenca de abelhas polinizadoras
A. mellifera aumenta a qualidade dos frutos, em relacdo ao peso e ao numero de
sementes, e a produtividade. Cerca de 40% dos frutos de flores que n&o tiveram
contato com os polinizadores foram abortados no inicio do desenvolvimento, sendo
gue nas flores onde as abelhas tinham livre acesso, todos os frutos formados se
desenvolveram (VINICIUS-SILVA et al., 2017).

No cultivo da macieira, Malus domestica Borkh (Rosaceae), pode ocorrer
diferenca na qualidade de frutos e, consequentemente, no lucro do produtor quando
com manejo adequado. A produtividade pode aumentar, gerando um aumento da
rentabilidade de até 70%, pois os frutos produzidos, quando ha visitacdo das
abelhas A. mellifera, ttm aumento de sementes e do teor de acucar, tornando-se
mais apreciados para o mercado consumidor (GESLIN et al., 2017; WU et al., 2021).

Em morangos, a presengca de insetos polinizadores, faz com que a
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porcentagem de frutificacdo seja maior em relacdo as plantas que nédo recebem a
visitagdo desses agentes polinizadores. Além disso, os frutos obtidos das plantas
polinizadas sdo de melhor qualidade e maiores, em comparagdo com aqueles das
flores sem visitagao (ABROL et al., 2017; SARADAs et al., 2021).

A presenca de abelhas nos cafeeiros, Cafe arabica, aumenta a qualidade dos
frutos e, por isso, é importante manter propor¢cdes adequadas de habitats
seminaturais e/ou o numero de colmeias nos campos agricolas, de acordo com a
floracdo dessa cultura (HIPOLITO et al., 2020; SAMNEGARD, 2020). Diversas
outras espécies de cultivo autopolinizaveis, incluindo algodéo, soja, canola, e o
proprio café podem se autopolinizar, mas a cada dia aparecem mais estudos que
aumentam as evidéncias de que essas plantas também podem se beneficiar da
polinizacdo cruzada por insetos, como as abelhas (ESQUIVEL; PARYS; BREWER,
2021; KHALIFA ET AL., 2021). Assim, ha interesse na manutencdo das abelhas,
principalmente em meios agricolas, pois, além de serem importantes polinizadores,
contribuem para o aumento da producédo e qualidade de sementes e frutos (FAO,
2018; PERERA; KARUNARATNE, 2019; LI et al., 2020).

No entanto, quando as abelhas operarias saem da col6nia para ir forragear,
elas podem acabar entrando em contato com PFSs e com entomopatégenos (virus,
fungos, nematoides entomopatogénicos e as bactérias) utilizados para o controle de
insetos-praga, podendo transporta-los para dentro da colénia (FRIES; CAMAZINE,
2001).

2.4DESORDEM DO COLAPSO DAS COLONIAS E MORTALIDADE DAS ABELHAS

A diminuicdo das populacdes/colonias de abelhas recebe o nome de
Desordem do Colapso das Col6nias (DCC ou CCD - Colony Collapse Disorder). A
primeira citacdo desse fendmeno foi em 2006, quando a apicultura dos Estados
Unidos teve um enorme declinio com o desaparecimento de diversas colbnias, além
de prejuizos na agricultura com a diminuicdo da polinizagcdo (COSTA-MAIA et al.,
2010).
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Nos Estados Unidos, desde 2007 vém sendo feitas analises comparativas do
namero de colbnias, de abelhas A. mellifera perdias durante o inverno, sendo que
entre 2006/2007, é citada uma reducédo de 32%, 2007/2008 de 36%, 2008/2009 de
29%, 2009/2010 de 32%, 2010/2011 de 30%, 2011/2012 de 22%, 2012/2013 de
30%, 2013/2014 de 24%, 2014/2015 de 22% e de 2015/2016 de 27%. Estes valores
sao expressivos e despertam preocupacado dos apicultores. Entretanto, sdo dados
apenas de perdas no inverno, porém no verdo também ocorre a perda de algumas
colénias. Quando combinados os valores de perda do verdo e inverno de 2016/2017,
0s apicultores perderam 33,2% de suas colonias (KULHANEK et al., 2017)

Para ser considerada colbnia perdida e contabilizada para a DCC, ha a
necessidade do abandono total da col6nia, ou de uma rapida perda da populagéo de
abelhas adultas (HRISTOV; SHUMKOVA; PALOVA; NEOV, 2020). Podem ainda ser
encontradas poucas ou nenhuma abelha adulta morta dentro ou fora da colénia e
excesso de crias em relacao a populacdo de abelhas adultas. Pode ser observada a
presenca de rainha e a auséncia de traga da cera (Galleria mellonella) (Lepidoptera:
Pyralidae) ou outras pragas, como pequenos besouros, e quando, com frequéncia,
ficam reservas de alimentos nas colénias (VANENGELSDORP et al., 2010).

No Brasil, as primeiras observacdes de col6nias com sintomas semelhantes a
DCC observados nos Estados Unidos ocorreu em agosto de 2008, em duas colbnias
na regido de Altinopolis (SP), onde observou-se muito alimento, poucas crias e
abelhas adultas com a rainha, auséncia de abelhas adultas mortas e de crias
doentes (PIRES et al., 2016). J4 em 2010, entre duas coletas de abelhas forrageiras
(com intervalo de trés dias), na USP de Ribeirdo Preto (SP), foi possivel observar a
perda de duas coldnias com sinais similares aos da DCC (MESSAGE et al., 2011). A
partir dai, observaram-se perdas de colonias também nos estados de Minas Gerais,
Santa Catarina e Parana e, a cada ano, um aumento na porcentagem de colbnias
perdidas (PIRES et al., 2016).

As possiveis causas da DCC ainda ndo estdo completamente elucidadas,
mas acredita-se que, dentre os fatores que desencadeiam esse processo, estdo, por
exemplo, os estresses causados por patdgenos, manejo inadequado das colonias,

uso de agrotoxicos, ma nutricdo e também, a juncdo de um ou mais destes fatores
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(PIRES et al., 2016).

Dentre as causas naturais do desaparecimento das coldnias, tém-se 0s
patébgenos, como fungos, virus e bactérias, os parasitas e os predadores. Um
parasita presente nas colonias de abelhas e considerado um problema apicola é o
acaro Varroa destructor (Mesostigmata: Varroidae) (ANDERSON; TRUEMAN, 2000).
Ele se reproduz apenas dentro das colmeias, sugando a hemolinfa e transmitindo
doencas para as larvas, o que leva ao enfraquecimento da colonia e
consequentemente permitindo a entrada de patdégenos (COSTA-MAIA et al., 2010;
DYNES et al., 2017; MOREIRA et al., 2017). Quanto aos patdgenos de A. mellifera,
séo citadas doencas fangicas, bacterianas e virais. Entre as bacterianas, destaca-se
a cria putrida americana causada por Paenibacillus larvae como uma das mais
destrutivas (KRONGDANG; EVANS; CHEN; MOOKHPLOY; CHANTAWANNAKUL,
2018) e a cria putrida europeia causada por Melissococcus plutonius (NAKAMURA,;
YAMAZAKI; SHIRAISHI; KOBAYASHI; HARADA; YOSHIYAMA; OSAKI; OKURA;
TAKAMATSU, 2016). Entre as fungicas, destaca-se a cria giz causada por
Ascosphaera apis (YOUSEFI; FOUKS, 2019). Varias doencas virais sao relatadas
em abelhas adultas e crias, mas a mais importante € a cria ensacada “sacbrood”
causada por Morator aetatulas (FAO, 2006; YONGSAWAS; CHAIMANEE; PETTIS;
BONCRISTIANI JUNIOR,; LOPEZ; IN-ON; CHANTAWANNAKUL;
DISAYATHANOOWAT, 2020).

Outro importante fator que pode contribuir para a DCC é o estado nutricional e
0 manejo das colonias (PIRES et al., 2016; HRISTOV; SHUMKOVA; PALOVA,
NEOV, 2020). Colonias em que o estado nutricional se encontra alterado, irdo gerar
crias com sistema imunoldgico debilitado, além de apresentarem baixa estocagem
de alimento, o que afetara negativamente o desenvolvimento e, consequentemente,
levara ao desaparecimento (DEGRANDI-HOFFMAN; CHEN, 2015; HRISTOV,
SHUMKOVA; PALOVA; NEOV, 2020). Além disso, a falta de manejo adequado
também pode afeta-las, principalmente quando ha um déficit de alimento e nédo é
fornecida uma alimentacdo complementar, a utilizacdo de quadros velhos, e quando
nado ha substituicdo das rainhas, contribuindo para o enfraquecimento geral da
colonia (HOLANDA-NETO et al., 2015).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Mesostigmata
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Outro fator que afeta as colonias de abelhas, principalmente no Brasil, € o
desmatamento, pois, ao se derrubar arvores, ninhos e enxames podem ser
destruidos. Desta forma, além de reduzir a oferta de alimento, pela derrubada das
matas, e reduzir os locais para nidificacdo, ocorre uma estratificacdo das florestas,
reduzindo também a Vvariabilidade genética das espécies das abelhas
(WALDSCHMIDT et al., 2005; COSTA-MAIA et al.,, 2010; WAKGARI; YIGEZU,
2021).

No Brasil, nos ultimos anos, além da DCC, vem ocorrendo mortalidade das
abelhas, dentro e, principalmente, ao redor da caixa da colmeia. A principal causa
desse fenbmeno esta associada a intoxicacdo causada pelos PFSs, como o0s
neonicotinoides e os pirazois (GRIGORI, 2019).

Os PFSs sao caracterizados pela mortalidade direta, levando as abelhas a
morte imediata apds o contato, ou, em doses subletais, causar efeitos colaterais que
afetam o comportamento, o desenvolvimento, o sistema imunolégico, entre outros
(AMARO; GODINHO, 2012; FREITAS; PINHEIRO, 2012).

2.5 PRODUTO
S FITOSSANITARIOS SINTETICOS (PFSs) E A RELACAO COM AS ABELHAS

A classe de PFSs mais utilizada na agricultura para o controle de insetos sao
0S neonicotinoides. Estes produtos sdo neurotoxicos, agindo na passagem do
impulso nervoso, na sinapse das células nervosas, ligando-se aos receptores de
acetilcolina e fazendo com gque os impulsos nervosos passem de uma célula para a
outra de forma ininterrupta, provocando uma hiperexitacdo (GALLO et al., 2002).
Abelhas operérias adultas de A. mellifera expostas a doses subletais (0,25 ou 0,50
ng) de imidacloprido (neonicotinoide), apresentaram prejuizo nas tarefas no interior
da col6nia, além de reducdo significativa na capacidade de voo e na atividade de
forrageamento. Larvas que recebem o alimento contaminado apresentam morte

celular apoptotica no intestino meédio, deixando-as susceptiveis a patdgenos



27

(SCHNEIDER et al., 2012; GONALONS; FARINA, 2015).

Piretroides sintéticos a base de deltametrina, também neurotdxicos, que
atuam na passagem do impulso nervosos no interior dos neurdnios, quando
aplicados sobre as abelhas e incorporados na alimentacdo, foram toxicos para A.
mellifera, reduzindo a sobrevivéncia e prejudicando o desempenho das funcfes das
operarias dentro das coldnias (GALLO et al., 2002; CARVALHO et al., 2009).

Apesar das causas da DCC e da mortalidade das abelhas ndo serem
completamente elucidadas, sabe-se que sua ocorréncia é real e que a utilizacdo
intensa dos PFSs é um fator chave de mortalidade e desaparecimento das abelhas
gue, como insetos nao-alvo, sdo afetadas por estes de diversas maneiras (GALLO et
al., 2002; PIRES et al., 2016). Os PFSs, além de impactarem na saude das abelhas,
provocando toxicidade aguda e mortalidade, podem interferir na capacidade
cognitiva e no comportamento das abelhas (TOSI; NIEH, 2017; JACOB et al., 2019),
e isso pode causar problemas na aprendizagem, orientacdo, coleta de pélen e de
néctar (SCHNEIDER et al., 2012; TOSI; NIEH, 2017). Além disso, pode aumentar a
suscetibilidade a infeccdo por patdégenos nas colénias de abelhas que tiveram
contato com esses produtos porque alguns produtos podem afetar a capacidade
imunolégica desses insetos (BRANDT et al., 2016; RAYMANN et al., 2018).

2.6 CONTROLE BIOLOGICO E APIS MELLIFERA

O controle bioldgico é utilizado para o manejo de insetos, doencas e plantas
daninhas usando inimigos naturais, ou seja, € uma maneira natural que tem como
funcdo regular populagbes de insetos, doencas e plantas daninhas (GALLO et al.,
2002; BARRATT et al., 2017). Esses inimigos naturais podem ser entoméfagos,
como predadores ou parasitoides, ou entomopatdogenos, como fungos, bactérias,
virus e nematoides (VAN LENTEREN et al., 2017).

O controle bioldgico tem sido usado ha milhares de anos, o primeiro relato do
uso do controle biolégico de pragas ocorreu na China, em 1200 a.C. Neste local,
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havia lavouras de citros e, entre as arvores, haviam bambus, os quais possibilitavam
0 acesso de formigas do género Crematogaster, as quais diminuiam o ataque de
lagartas desfolhadoras dos citros (ERTHAL JUNIOR, 2011). Por volta de 1870,
comecaram as primeiras tentativas cientificas de controlar insetos por meio de
entomopatdégenos (GALLO et al., 2002), que passaram a ganhar cada vez mais
espaco no meio agricola.

A utilizacdo de controle biologico foi crescendo e ganhando mais o mercado,
pelas vantagens na protecdo da biodiversidade, na atuacéo relativamente especifica
no ecossistema (sem efeito em insetos Uteis, como o0s polinizadores), ndo deixam
residuos toxicos nos alimentos, na agua e no solo, além de serem mais seguros
para a saude dos aplicadores (GALLO et al., 2002; HAAS-COSTA et al., 2010).
Existem, aproximadamente, 350 bioinseticidas a base de entomopatégenos,
produzidos, registrados e comercializados no Brasil (PAPA; CELOTO, 2014,
AGROFIT, 2021).

2.6.1 Fungos entomopatogénicos

No Brasil, existem diversos fungos entomotatogénicos nativos, e o modo de
penetracdo desses entomopatdgenos se da, geralmente, por contato via tegumento,
podendo também penetrar por via oral, ou anal em alguns poucos casos. No
processo de infec¢do, primeiramente os fungos aderem, através de seus conidios, a
cuticula do inseto, onde formam um tubo germinativo e, em seguida, penetram
através do tegumento. Se as condi¢cdes (temperatura, umidade, pH, oxigénio e
nutricdo) forem favoraveis, o esporo/conidio germina, penetra no corpo do inseto,
colonizando-o, produzindo toxinas e se reproduzindo, levando o inseto a morte
(ALVES, 1998; FARIA,; MAGALHAES, 2001; GALLO et al., 2002).

Os insetos que forem parasitados pelos fungos podem apresentar algumas
manchas escuras pelo corpo, podendo ter mudanga na coloracgéo, principalmente na

fase de esporulagdo do fungo, reducdo da alimentacdo, perda da coordenacéo
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motora, desorientacdo e, entdo, o inseto passa a ter uma coloracdo esbranquicada
(entre 72 a 120 horas apo0s a infec¢do). Isso significa que o fungo ja estd em fase de
esporulacdo para novas infec¢des, emitindo hifas externamente ao corpo do inseto
(ALVES, 1998).

Quando testados produtos a base de Metarhizium anisopliae (Metchnikoff)
Sorokin (1883) sobre abelhas A. mellifera, ocorreu reducdo na sobrevivéncia apenas
quando pulverizados sobre as abelhas (POTRICH et al., 2018).

Trés cepas do fungo Beauveria bassiana Bassi (1835), resultaram em
mortalidade de abelhas A. mellifera em laboratério, sendo a estirpe comercial GHA a
mais virulenta, causando, aproximadamente, 80% de mortalidade (JAMES et al.,
2012). Desta forma, deve-se realizar experimentos em campo para determinar a
melhor forma de uso e os riscos desses agentes para 0s polinizadores, 0 que nos
permite delinear estratégias de uso e insercdo destes agentes no MIP. Beauveria
bassiana reduz a sobrevivéncia de operéarias de A. mellifera africanizada quando
misturado ao alimento ou quando pulverizado sobre estas e sobre diversas
superficies que, posteriormente, foram postas em contato com as abelhas
(POTRICH et al., 2028).

Testes de laboratério para avaliar a viruléncia de Isaria fumosorosea (NOFLY®
WP) sobre abelhas operarias adultas de A. mellifera, resultaram em 100% de
mortalidade 24 horas apds a exposicdo oral e do contato com o produto (LARA,
FERNANDEZ, 2014).

Os fungos entomopatogénicos M. anisopliae, B. bassiana e Clonostachys
rosea causaram significativa mortalidade ao acaro Varroa, parasita da abelha,
porém, B. bassiana e C. rosea também causaram mortalidade as abelhas
(HAMIDUZZAMAN et al., 2012).

O controle biolégico com o uso dos fungos entomopatogénicos pode ser uma
saida para substituir a utilizacdo de PFSs, porém, sua inocuidade a organismos nao-
alvo precisa ser testada (ALVES,1998). Para A. mellifera, a avaliagdo deferia ser
feita em diferentes fases de desenvolvimento do inseto, e para cada novo produto

registrado.


https://en.wikipedia.org/wiki/Ilya_Ilyich_Mechnikov
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Nikolay_Vasilevich_Sorokin&action=edit&redlink=1
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2.6.2 Fungos do género Trichoderma

Diferente dos fungos entomopatogénicos, os fungos do género Trichoderma
sao utilizados para controlar outros fungos de solo, causadores de doencas em
plantas onde eles atuardo no controle dos patdégenos de plantas por competicéo,
antibiose, parasitismo e inducéo de resisténcia (LUCON, 2015).

Biofungicidas a base de Trichoderma utilizados para o controle de patégenos
vegetais foram investigados em relacdo a abelha Bombus terrestris (Hymenoptera:
Apidae), importantes polinizadores na agricultura e horticultura. Os testes
laboratoriais mostraram que os produtos a base do fungo ndo causaram a
mortalidade das abelhas e nem afetaram a reproducao, além disso, quando testados
sobre as larvas das abelhas (terceiro e quarto instares), também ndo mostraram
efeitos patogénicos (MOMMAERTS et al., 2008).

2.7PLANTAS GENETICAMENTE MODIFICADAS (OGMs)

As OGMs sdéo vistas como uma alternativa ao controle quimico de insetos.
Nestas plantas, foi feita a insercdo de genes em seu genoma fazendo com que
expressem proteinas/toxinas para o combate a pragas ou resisténcia a doencas e
tolerancia a herbicidas, por exemplo (SOARES; TANWIR; GROSSER; DUTT, 2020).
No caso de controle de insetos-praga, os OGMs geralmente expressam proteinas
Cry, entre outras, as quais séo sintetizadas a partir da insercdo de um gene da
bactéria B. thuringiensis (Bt). Quando ingerida pelo inseto, a pro toxina produzida na
planta, como uma expresséo de gene inserido, vai se tornar uma toxina que se liga
as células das microvilosidades do intestino médio do inseto, provocando a lise e
ruptura do intestino e isso provocara a entrada de bactérias presentes no intestino,
causando uma septicemia no inseto, levando-o a morte (JENKINS et al., 1999; ZHU
et al., 2021)

Quando avaliado o efeito do pdélen produzido por uma planta de milho OGM



31

que expressa toxinas de Bt, CrylF, sobre colbnias de abelhas A. mellifera,
observaram-se impactos subletais em analises de curto prazo (30 dias). Isso acabou
diminuindo o comportamento higiénico das colbnias e, consequentemente,
aumentou a quantidade de acaro V. destructor, porém, nas condi¢cdes avaliadas, ndo
houve aparente diminuicdo de desenvolvimento da col6nia (BIZZOCCHI, 2014).
Considerando a crescente utilizacdo de OGMs que expressam proteinas para
0 controle de insetos-praga, e que ainda sédo poucos os estudos avaliando o efeito
do podlen destas plantas sobre insetos ndo-alvo, especialmente polinizadores, os
quais podem ser afetados de forma direta e indireta, ha a necessidade de se

conhecer os efeitos letais e subletais sobre insetos polinizadores.
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3 CAPITULO A: SELETIVIDADE DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS A Apis
mellifera L. (HYMENOPTERA: APIDAE) AFRICANIZADA

3.1INTRODUCAO

O clima tropical e as condi¢des climaticas no Brasil sdo favoraveis para o
cultivo de diversas commodities, aumentando a cada ano a exportagéo dos produtos
aqui produzidos e tornando o pais um grande exportador agricola (FAO, 2019). Com
0 aumento da exportacdo, consequentemente houve um aumento da produtividade e
passou-se a utilizar cada vez mais produtos quimicos sintéticos para o controle de
pragas e doengas nas lavouras (ANDRADE; MELLO; BESKOW, 2013;
VIVEKANANDHAN et al., 2020).

Apesar dos produtos quimicos sintéticos apresentarem bons resultados, o uso
excessivo na agricultura vem selecionando insetos-praga resistentes. Além disso,
verificaram-se efeitos negativos e riscos a saude humana e ao ambiente, causados
por estes produtos. Sendo assim, o uso de produtos biolégicos para o controle de
pragas e doencas voltou a ganhar forca e visibilidade no mercado (FONTES et al.,
2020).

Os fungos entomopatogénicos sado causadores de doencas em insetos nos
ecossistemas naturais e por isso sao muito utilizados na agricultura no controle de
diversas pragas, pois atacam diferentes grupos de insetos. Desta forma, é mais
dificil ocorrer a selecdo de populagbes de insetos resistentes (ALVES, 1998;
ERTHAL JUNIOR, 2011; LI et al.,, 2020). Como sao considerados generalistas,
também podem provocar a mortalidade de insetos benéficos, como os agentes de
controle natural e também de abelhas, que formam um grupo muito diverso e
vulneravel quanto a exposicdo a certos agentes de controle (REINALDO et al.,
2019). Por isso se torna importante testar a seletividade de produtos a base de
fungos entomopatogénicos, utilizados para o controle de pragas, a insetos nao-
alvos, como as abelhas Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae).

A presenca das abelhas nas culturas aumenta a produtividade e,
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consequentemente, a rentabilidade do produtor (DUFOUR; FOURNIER;
GIOVENAZZO, 2020), porém nos ultimos anos vem se notando redugé&o do numero
de colbnias de abelhas, sendo que o seu desaparecimento pode estar relacionado
aos produtos que sao utilizados na agricultura, que néo tém o objetivo de afeta-las,
mas acabam causando impacto nesse grupo de insetos polinizadores (HRISTOV;
SHUMKOVA; PALOVA; NEOV, 2020).

Fungos entomopatogénicos como Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae podem reduzir a sobrevivéncia de A. mellifera africanizada (POTRICH et
al., 2018; COLOMBO et al., 2019). No mercado existem diferentes produtos a base
desses fungos, e todos precisam ser testados quanto a seletividade, pois sdo cepas
diferentes e podem ter adjuvantes diferentes em sua composi¢do. Além disso,
precisa-se avaliar a aspectos comportamentais. As abelhas sdo insetos sociais que
realizam o forrageamento para buscar alimento, e quando esses produtos afetam a
capacidade de voo ou de deslocamento das abelhas, esses insetos podem ter
dificuldade no forrageamento, ou até mesmo ndo conseguirem voltar para sua
colénia de origem.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de produtos
biolégicos comerciais, a base de fungos, sobre a longevidade e o comportamento de
deslocamento de abelhas africanizadas A. mellifera.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.1.1 Obtencéo das abelhas e dos produtos comerciais

No apiario experimental UNEPE — Apicultura (Unidade de Ensino e Pesquisa
em Apicultura) da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campus Dois
Vizinhos, foram selecionados quadros contendo ovos de um dia, 0os quais estavam

alojados em colmeias tipo Langstroth de 5/10 quadros, escolhidas de maneira


https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/metarhizium-anisopliae
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aleatdria. Apos 18 dias, esses quadros foram embalados em papel kraft (gramatura
50), lacrados com fita e perfurados (pequenos orificios feitos com agulha), e levados
até o Laboratorio de Controle Biolégico, onde foram mantidos por dois e trés dias em
camara climatizada (30 + 2°C, U.R. de 60 + 5% fotoperiodo de 12 horas) para
emergéncia uniforme das abelhas operarias utilizadas no experimento.

Os produtos biolégicos comerciais utilizados estdo descritos na Tabela 3.1.
Para cada produto foram preparados 1.000 mL de calda, que foi homogeneizada

constantemente.

Tabela 3.1: Produto comercial, agente de controle, formulagéo, dose recomendada
pelo fabricante

AGENTE DE PRODUTO FORMULAQAO DOSE*
CONTROLE COMERCIAL
Beauveria Bouveril P6 Molhavel (WP) 500 a 750 g p.c./ha;
bassiana PL63 400 L de calda/ha*
Isaria Challenger Suspensao 1000 a 1500 mL p.c./ha;
fumosorosea Concentrada (SC) 150 a 250 L de calda/ha*
Metarhizium Metarril E9 P& Molhavel (WP) 500 a 750 g p.c./ha;
anisopliae 250 L de calda/ha*
Trichoderma  Trichodermil Suspensao 0,5all p.c/ha;80L de
harzianum 1306 Concentrada (SC) calda/ha*
* Dosagem recomendada pelo fabricante em culturas polinizadas por abelhas
(100%).

Fonte: AGROFIT, 2021.

3.1.2 Bioensaios de ingestao, aplicacao topica, contato e residual

Foram realizados trés bioensaios para avaliar a longevidade das abelhas,

utilizando a dose recomendada pelo fabricante e um bioensaio de efeito residual.

3.1.2.1 Bioensaio 1: Ingestdo dos produtos incorporados a dieta
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As abelhas que tinham de 24 a 48 horas de vida, foram anestesiadas com
CO2 por até 120 segundos e, aleatoriamente, foram colocadas 20 abelhas em
gaiolas de policloreto de vinila (PVC) (15 cm de altura * 10 cm de @), sendo,
posteriormente, cobertos com tecido voil (metodologia adaptada de BRIGHENTI et
al., 2007; COLOMBO et al., 2020). Cada grupo de 20 operarias foi considerado uma
repeticdo, totalizando cinco repeticbes por tratamento. Para cada repeticdo foi
fornecido algoddo embebido em agua e pasta Candi, misturando-se 50 g de acUcar
de confeiteiro com 10 mL de mel puro, até formar uma massa homogénea e
adicionado 1mL da suspensdo contendo os produtos (metodologia adaptada de
CARVALHO et al. 2009; POTRICH et al., 2018, COLOMBO et al., 2019)
incorporados na dose recomendada pelo fabricante (Tabela 1). Para o tratamento
controle foi fornecido apenas o alimento (pasta Candi).

O bioensaio foi mantido em sala climatizada (27 + 2°C, U.R. de 60 * 5%,
fotoperiodo de 12 horas) e a mortalidade das operarias avaliada a uma; duas; trés;
quatro; cinco; seis; nove; 12; 15; 18; 21; 24; 30; 36; 42; 48; 60; 72, 96, 120 e 144
horas apds a ingestdo do alimento com os agentes de controle. Durante todo o
experimento, as abelhas ficaram com o alimento misturado no produto (metodologia
adaptada de BAPTISTA et al., 2009; POTRICH et al., 2018).

Para confirmacdo da mortalidade das abelhas operarias pelo patégeno, as
abelhas mortas foram esterilizadas superficialmente através de passagem em
hipoclorito de sdédio a 0,5% (10 segundos) e, posteriormente, em agua destilada
esterilizada (10 segundos, por 3 vezes). Em seguida foram alocadas em camara
Uumida esterilizada e armazenados em camara climatizada, nas mesmas condi¢cdes

descritas anteriormente.

3.1.2.2 Bioensaio 2: Aplicacao topica dos produtos por pulverizacéo

As abelhas operéarias adultas, foram anestesiadas com CO2, por até 120
segundos. Grupos de 10 individuos foram colocados em placas de Petri de vidro,

com 15 cm de diametro x 1,5 cm de altura. Foram pulverizados 290 pL das
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suspensdes sobre as abelhas utilizando torre de Potter. O controle foi composto da
pulverizacdo de agua destilada esterilizada. Apds a pulverizagéo, as operarias foram
transferidas para gaiolas de PVC (15 cm de altura * 10 cm de @) sendo,
posteriormente, cobertas com tecido voil (metodologia adaptada de BRIGHENTI et
al., 2007). Cada gaiola com 20 abelhas foi considerada uma repeticao, totalizando
cinco repeticdes por tratamento. Foi oferecida pasta Candi como fonte de alimento e
algodao embebido em &gua destilada. As condi¢cdes experimentais e 0s parametros

avaliados foram os mesmos descritos no bioensaio 1.

3.1.2.3 Bioensaio 3: Contato em superficie tratada com os produtos

Placas de Petri de vidro (15 cm de diametro x 1,5 cm de altura), foram
tratadas via pulverizagcdo, internamente, com as suspensfes dos produtos, nas
mesmas concentragdes utilizadas nos bioensaios anteriores (Tabela 1), numa
guantidade proporcional a area da placa (290 pL), sendo que apenas na base
inferior da mesma, cobrindo toda a superficie onde as abelhas posteriormente
caminhariam. Para isso, foi utilizado aerdgrafo acoplado a uma bomba de presséo
constante (1,2 kgf/cm?). Em seguida as placas foram alocadas em camara de fluxo
laminar para secagem (POTRICH et al., 2018; COLOMBO et al., 2019). O controle
foi composto por pulverizacdo de 4gua destilada esterilizada.

Apols a secagem das placas, as abelhas foram anestesiadas com COg2, por
atée 120 segundos, e colocadas em grupos de 10 individuos por placa, onde
permaneceram por duas horas em contato com a superficie. Apés esse periodo, as
abelhas foram transferidas para gaiolas de PVC (20 cm de altura * 10 cm de @)
(duas placas, ou seja, 20 abelhas por gaiola), sendo posteriormente cobertas com
tecido voil (POTRICH et al., 2018; COLOMBO et al., 2019) onde receberam algodé&o
embebido em &gua destilada e pasta Candi. As condi¢cdes experimentais e 0s
parametros avaliados foram os mesmos descritos no bioensaio 1. Para esse
bioensaio, foram realizadas 3 repeticdes extras, para utilizacdo das abelhas nos

bioensaios de caminhamento.
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3.1.2.4 Efeito residual dos produtos em superficie tratada

Os produtos que provocaram maior mortalidade nas operarias de A. mellifera,
no bioensaio 3, (B. bassiana e |. fumosorosea), foram testados quanto ao efeito
residual/persisténcia em superficie tratada. Para isso utilizou-se a mesma
metodologia descrita no bioensaio 3. Foram utilizados o0s produtos nas
concentracbes recomendadas pelo fabricante (Tabela 1). As operéarias foram
colocadas em contato, por duas horas, com as superficies (placas) tratadas, zero,
trés e seis dias apos o tratamento da superficie. Todas as placas de cada tratamento
foram tratadas (via pulverizacdo) na mesma data e estas permaneceram em
condicBes de temperatura, luminosidade, e umidade controladas em sala climatizada
(27 + 2°C, U.R. de 60 = 5%, fotoperiodo de 12 horas) até serem utilizadas no
experimento para contato com as abelhas. As placas do dia zero foram feitas logo
apos o tratamento e secagem das placas (como descrito no item anterior).

AplOs a exposicdo das abelhas nos diferentes tempos, as condicbes de

manutencao e avaliacao das abelhas foram as mesmas descritas no bioensaio 1.

3.1.3 Deslocamento vertical

ApoOs 24 horas da realizacdo do bioensaio de contato em superficie tratada
com os produtos (3.2.2.3) e as abelhas do tratamento controle, foram selecionadas
ao acaso 20 abelhas de cada tratamento para realizar o teste de deslocamento
vertical e queda livre. Este experimento foi realizado em uma sala escura, com uma
torre de voo [(35 cm x 35 cm X 105cm (altura)], contendo uma fonte luminosa na
base superior e uma fita métrica interna. A torre contém cinco niveis/estratos,

conforme metodologia de Tomé et al. (2015), descritos na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2. Niveis (estratos) de acordo com teste de deslocamento vertical e de
queda livre de Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae).

ESTRATO ALTURA (cm) ALTURA (cm)
DESLOCAMENTO VERTICAL QUEDA LIVRE
I N&o ocorréncia de deslocamento Queda direta na base da
vertical torre
I 1435 1435
1] 35a70 35a70
\V 70 4 105 70 & 105
V Fonte de luz N&o h&a queda (direto na
luz)

Para analise do deslocamento vertical, as abelhas, no total de 10 por
tratamento, foram liberadas, uma a uma na base da torre, e por um minuto avaliou-
se 0 seu comportamento, marcando a altura do estrato maximo atingido. Para a
avaliacdo da queda livre ou retomada de voo, as abelhas foram liberadas na regido
superior da torre (base V), uma a uma e verificou-se em qual dos estratos a

retomada do voo ocorreu.

3.1.4 Movimentacdo de A. mellifera apds contato com os produtos biolégicos

Depois de 24 horas da realizacdo dos bioensaios de contato com superficie
vitrea, 14 abelhas de cada tratamento (tratadas e controle), aleatoriamente, foram
submetidas aos testes de caminhamento. Para isto, cada abelha foi inserida em uma
placa de Petri (15 cm @ X 1,5 cm) esterilizada, que foi acondicionada na base de um
suporte universal, onde foi acoplado um sistema de captura de video. O experimento
foi conduzido em sala a temperatura ambiente, com média 26°C. Foi registrado o
caminhamento/comportamento das abelhas durante 11 minutos, sendo descartado o
minuto inicial, por ser considerado o tempo de adaptacéo.

Foram avaliados com auxilio do software Beemove (0 qual estd em fase de
registro): distancia percorrida, tempo de caminhamento, tempo de descanso e
velocidade de caminhamento. O delineamento foi inteiramente casualizado, na qual

cada placa foi considerada uma repeticdo. O software Beemove extraiu e registrou
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0s parametros de interesse, automaticamente, para posterior analise estatistica

(metodologia adaptada de Libardoni et al, 2021).

3.1.5 Anadlises estatisticas

Os dados de longevidade das operarias de A. mellifera foram submetidos a
analise de sobrevivéncia usando Kaplan-Meier. Os tratamentos foram comparados
usando o teste de log-rank e a analise completa foi realizada utilizando o pacote de
sobrevivéncia (THERNEAU, 2015) do software R (R CORE TEAM, 2019).

Na andlise do caminhamento das abelhas foi utilizado teste de comparacao
de médias (Tukey), com o software R, para verificar se houve ou néo diferenca entre
0s tratamentos para p-valor <0,05. Para o Bioensaio de deslocamento vertical (voo e
queda) foram utilizados Modelos Lineares Generalizados, regressao ordinal, através
do teste de teste de Wald (qui-quadrado), utilizando-se o software R, pacote ordinal.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Sobrevivéncia

3.3.1.1 . Bioensaio 1: Ingestédo dos produtos incorporados a dieta

As abelhas operarias de A. mellifera oriundas dos tratamentos T2 (B.
bassiana), T3 (I. fumosorosea) e T4 (M. anisopliae) tiveram uma reducdo na
sobrevivéncia, sendo que ao final das 168 horas (sete dias), havia 39, 58 e 51% de
abelhas vivas nestes tratamentos, respectivamente. Enquanto as abelhas do grupo
controle apresentaram 64%, e o tratamento T5 (T. harzianum) 79% de abelhas vivas
(Figura 3.1).
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Estimativa da S(t) de Kaplan-Meier para os dados de alimentacgao

Controle (T1) ab B. bassiana (T2) C I. fumosorosea (T3) p
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Figura 3.1. Probabilidade de sobrevivéncia de operarias de Apis mellifera. Apés
ingestao dos produtos incorporados a dieta.

Letras semelhantes nos graficos indicam que ndo houve diferenga significativa com
p <0,05, segundo andlise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier e teste de log-rank.

3.3.1.2 Bioensaio 2: Aplicacédo tépica dos produtos por pulverizacédo

Para esse bioensaio, o produto a base do fungo I. fumosorosea (T3) provocou
reducdo na sobrevivéncia das abelhas, quando comparado aos outros tratamentos,
sendo que ao final das 168 horas (sete dias), apenas 5% das abelhas estavam
vivas. O tratamento a base de M. anisopliae (T4) também reduziu a sobrevivéncia,
tendo apenas 52% de abelhas vivas ao final das 168 horas. Os outros tratamentos
nao afetaram a sobrevivéncia das operarias de A. mellifera, apresentando em média,

75% das abelhas vivas as 168 horas (Figura 3.2).
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Estimativa da S(t) de Kaplan-Meier para os dados de pulverizagao
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Figura 3.2. Probabilidade de sobrevivéncia de operarias Apis mellifera apds
aplicacéo topica dos produtos bioldgicos por pulverizacao.

Letras semelhantes nos gréaficos indicam que ndo houve diferenca significativa com
p <0,05, segundo andlise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier e teste de log-rank.

3.3.1.3 Bioensaio 3: Contato em superficie tratada com os microorganismos

Houve reducdo na sobrevivéncia das abelhas operarias de A. mellifera,
provenientes dos tratamentos T2 (B. bassiana) e T3 (I. fumosorosea), sendo que ao
final das 168 horas (sete dias) haviam 27 e 31% de abelhas vivas nestes
tratamentos, respectivamente. Enquanto 63% das abelhas do grupo controle, 50%
das abelhas do tratamento T4 (M. anisopliae) e 59% das abelhas do tratamento T5

(T. harzianum) estavam vivas (Figura 3.3).
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Estimativa da S(t) de Kaplan-Meier para os dados de contato
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Figura 3.3 Propabilidade de sobrevivéncia de operarias de Apis mellifera apds
contato com superficie tratada com os produtos.

Letras semelhantes nos gréaficos indicam que ndo houve diferenca significativa com
p <0,05, segundo andlise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier e teste de log-rank.

3.3.1.4 Efeito residual dos produtos em superficie tratada

Como os produtos a base de B. bassiana (T2) e I. fumosorosea (T3) foram
menos seletivos as abelhas, e foram utilizados para realizar o teste de efeito residual
(Tabela 3.3).

Foi possivel verificar que independente do tempo, os produtos continuaram
causando efeitos negativos na sobrevivéncia das abelhas. Ao final das 144 horas de
avaliacdo, em zero dia de aplicacdo, apenas 16% das abelhas estavam vivas, com
trés dias 24% e com 6 dias 23% das abelhas tratadas com produto a base de B.
bassiana estavam vivas (Tabela 3.3).

As abelhas que tiveram contato com o produto a base de I. fumosorosea aos
zero dias apresentaram 19% vivas, em trés dias 25 e 6 dias somente 25%. Enquanto

as oriundas do controle de zero dias tinha 65%, trés dias 59% e 6 dias 63% (Tabela

3.3).
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Tabela 3.3. Sobrevivéncia (%) de operarias de Apis mellifera, em contato com
residual dos produtos biol6gicos em superficie tratada.

0 dias 3 dias 6 dias

Controle 65%Aa 59%Aa 63%Aa

B. bassiana 16%Ab 24%Ab 23%Ab
I. fumosorosea 19%Ab 25%Ab 25%Ab

Letras mailsculas iguais nas linhas, ndo diferem entre si. Letras minasculas iguais
nas colunas, ndo diferem entre (p <0,05)

3.3.2 . Deslocamento vertical

O deslocamento vertical ndo diferiu das abelhas que entraram em contato
com a superficie tratada com os produtos biolégicos em relagcdo as do controle
(Figura 3.4). Ja no teste de retomada de vbéo (queda livre), todos os tratamentos
diferiram das abelhas do tratamento controle (Figura 3.4).

DESLOCAMENTO VERTICAL

T T2 T3 T4 15
Tratamentos

RETOMADA DE VOO (QUEDA LIVRE)
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Estrato

b a a a a
- - - -
T T2 T3 T4 T5
Tratamentos

Figura 3.4. Deslocamento vertical (voo vertical e queda livre) de abelhas operarias
de Apis mellifera, apds contato, com superficie tratada com os produtos biolégicos.
T1 (Controle); T2 (B. bassiana); T3 (l. fumosorosea); T4 (M. anisopliae) e T5 (T.
harzianum). Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos (p <0,05).

3.3.3 Movimentacéo de A. mellifera ap6s contato com os produtos biol6gicos

As abelhas oriundas do controle (T1) apresentaram maior velocidade média
(13.1 mm/s) de deslocamento, ndo diferindo das abelhas oriundas do tratamento M.
anisopliae (T4) e T. harzianum (T5). As abelhas que entraram em contato com B.
bassiana (T2) e |. fumosorosea (T3) apresentaram menor velocidade média, com 8.5

e 9.3mm/s, respectivamente de velocidade de caminhamento, diferindo do controle

(Tabela 3.4 e Figura 3.5).

Tabela 3.4. Velocidade média (mm/s), distancia percorrida (mm), tempo (s) de
descanso e tempo (s) de caminhamento de abelhas Apis mellifera, 24 horas apos
contato com superficie tratada com os produtos.

Tempo de Tempo de
Velocidade Distancia descanso + caminhamento
Tratamento média+ EP  percorrida £ EP EP + EP
Controle
(T1) 13, 1+10a 6173,6+727,7a 137,7+28,6a 462,2+ 28,6 a
B. bassiana

(T2) 85+0,6b 3820,2+459,3b 1596 +34,0a 440,3+34,0a
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l.
fumosorosea
(T3) 93+05b 41829+319,3ab 158,1+21,4a 4418+214a
M.
anisopliae
(T4) 99+0,6ab 4020,1+624,3b 171,8+25,1a 428,1+251a
T.
harzianum
(T5) 11,6+04ab 58480+294,1a 111,7+156a 488,2+156a
Letras semelhantes, significa que ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos (p <0,05).

As abelhas que entraram em contato com B. bassiana (T2) e M. anisopliae
(T4) percorreram as menores distancias, 3820.2 e 4020.1 mm, respectivamente,
diferindo das abelhas do grupo controle (T1), que tiveram distancia média percorrida
de 6173.6 mm e das abelhas tratadas com T. harzianum (T5) com distancia média
percorrida de 5848.0 mm (Tabela 3.4 e Figura 3.5).

Quanto ao tempo de descanso e tempo de caminhamento ndo houve
diferenca entre as abelhas que entraram em contato com os produtos biolégicos e as
abelhas do grupo controle (T1) (Tabela 3.4).

A - Controle B — Beauveria bassiana C —Isaria fumosorosea
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D - Metarhizium anisopliae E - Trichoderma
harzianum

Figura 3.5. Caminhamento por abelhas operarias de Apis mellifera, 24 horas apo6s
contato com superficie vitrea pulverizada com os produtos a base de fungos.

3.4 DISCUSSAO

O produto a base de B. bassiana quando fornecido as abelhas operarias,
incorporado ao alimento e quando as abelhas entraram em contato com superficie
vitrea tratada, causou reducdo de sobrevivéncia. Esse produto também apresentou
efeito residual negativo, com trés e seis dias apds a aplicacdo. Também, quando em
contato com o produto, as abelhas tiveram uma menor velocidade de caminhamento,
ou seja, tiveram seu comportamento alterado.

O fungo B. bassiana tem efeito patogénico a insetos das ordens Lepidoptera,
Coleoptera, Hemiptera e Hymenoptera. O processo de infeccdo € dividido em
etapas, onde, primeiramente, ocorre a adesdo e germinacdo dos esporos que
formardo tubos germinativos, multiplicardo as hifas dentro e fora do corpo do
hospedeiro, onde formardo novos esporos que servirdo para a proxima etapa da
infeccédo (ALVES, 1998).QUAL A IMPORTANCIA DISSO PRO TRABALHO?

O fungo B. bassiana pode causar a reducao na longevidade de A. mellifera
guando pulverizado sobre estas ou quando as operarias entram em contato com
superficie tratada com esse fungo (POTRICH et al., 2018; COLOMBO et al., 2020).
Apesar de B. bassiana, reduzir a longevidade das abelhas operarias de A. mellifera,
a andlise do intestino médio de operarias por microscopia eletrénica de varredura,

ndo apresenta sinais de ruptura, mantendo-se integro (COLOMBO et al., 2019).
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Também ndo afeta os parametros morfométricos na producdo de rainhas
(COLOMBO et al., 2020).

O fungo B. bassiana apresenta caracteristica seletiva a invasdo pois 0s
esporos geralmente iniciando a infeccdo em locais como as membranas
intersegmentares do abdémen do inseto e o processo de adesdo do fungo pode
também sofrer interferéncia de acordo com o0s constituintes da cuticula do inseto
(VALERO-JIMENEZ et al., 2016; DING; CHI, 2017).

O produto a base de I. fumosorosea quando pulverizado sobre as abelhas, e
guando elas entraram em contato com superficie tratada com o produto, provocou
reducdo na sobrevivéncia. Além disso, o produto causou efeito residual (em trés e
seis dias) e afetou a velocidade de caminhamento das abelhas que tiveram contato
com este fungo. No campo, provavelmente a desativacdo serd maior devido aos
raios ultravioletas o que ndo aconteceu em laboratério por ndao haver tanta
exposicao, ja que foram colocadas em condi¢des controladas.

O fungo I. fumosorosea tem ampla distribuicho mundial e apresenta uma
gama de hospedeiros, entre varias espécies de Diptera, Hemiptera e outros insetos
(ZIMMERMANN, 2008; ZHANG; ZOU; HU, 2016; GANDARILLA-PACHECO et al.,
2018) e vem sendo cada vez mais explorado no combate a insetos-pragas nas mais
diversas culturas (AGROFIT, 2021). Porém, ndo foram encontrados na literatura
trabalhos onde os autores tenham testado essa espécie de fungo sobre abelhas A.
mellifera.

Entretanto, as abelhas sem ferrdo, Tetragonisca angustula Latreille,
Scaptotrigona mexicana Guérin-Meneville, e Melipona beecheii Bennett, expostas ao
fungo I. fumosorosea (cepa Ifu-lu 0), via pulverizagéo, tiveram baixa mortalidade
(TOLEDO-HERNANDEZ; RUIZ-TOLEDO; TOLEDO; SANCHEZ, 2016), por serem
cepas diferentes ou ainda insetos que tenham comportamentos diferentes das
abelhas utilizada neste trabalho.

Este mesmo fungo, isolados (IBCB 367 e IBCB 394), ndo interferiu nos
parametros biolégicos do parasitoide Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) em laboratorio (POTRICH et al., 2020), inseto da mesma ordem

da abelha A. mellifera.


https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/diptera
https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/hemiptera
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Dos experimentos realizados neste trabalho, apenas as abelhas do bioensaio
de pulverizacdo direta tiveram sua sobrevivéncia reduzida quando tratadas com o
produto a base de M. anisopliae.

O fungo M. anisopliae infecta uma ampla gama de hospedeiros (hospedeiros
generalistas) e a mortalidade das abelhas operarias no bioensaio de pulverizacao
pode estar relacionada com a facilidade de penetracdo dos conidios do fungo em
qualquer parte do corpo dos insetos como via oral, tarsal ou pelo abdémen (ALVES,
1998).

Este fungo tem potencial para reduzir a sobrevivéncia de abelhas operarias
quando pulverizado topicamente ou quando pulverizados em superficie (COLOMBO
et al.,, 2020). O que foi observado no presente trabalho, onde o fungo reduziu a
longevidade das abelhas por aplicacéo tépica e misturado ao alimento.

Podemos levantar a hipotese de que a infeccao através da cuticula pode ter
causado, na aplicacdo tépica de M. anisopliae, uma menor longevidade das abelhas
operarias.

As abelhas tratadas com o produto a base de T. harzianum, nao
apresentaram nenhuma alteracdo nas avaliacfes realizadas seguro as abelhas nas
condi¢cbes em que o experimento foi conduzido.

Os fungos do género Trichoderma sé&o utilizados na agricultura como
biofertilizantes, biopesticidas promotores de crescimento, estimulantes de resisténcia
natural, sendo utilizados para proteger as plantas contra possiveis patbgenos ou
aumentar o crescimento vegetativo, aumentando assim 0 crescimento e
produtividade das plantas (WOO, et al., 2014; GANUZA et al., 2018). Por isso eles
devem ser testados quanto a seguranca também sobre organismos ndo-alvo, como
as abelhas.

Trichoderma harzianum ndo apresenta riscos para as abelhas sem ferréao, S.
mexicana e Melipona beecheii, também para A. mellifera, pelo método de
pulverizagdo direta (TOLEDO-HERNANDEZ et al., 2016), o que corrobora com 0s
resultados apresentados no presente trabalho. Trichoderma harzianum (Tricodermil)
também foi seletivo para T. pretiosum e Telenomus remus, Nixon, 1937, insetos da

ordem Hymenoptera, ndo afetando o parasitismo e a emergéncia de adultos sendo
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inofensivo para pupas e adultos (AMARO et al., 2015; AMARO et al., 2018).

De maneira geral, os fungos avaliados no presente estudo nao interferiram na
capacidade de deslocamento vertical das operarias de A. mellifera africanizada, ou
seja, ndo afetaram o voo das abelhas e a retomada deste. Porém, na analise de
deslocamento, depois de tratadas, houve diferenca, com reducdo na velocidade
média das operérias. Isso pode ter acontecido pelo fato de os conidios terem ficado
aderidos no exoesqueleto das abelhas, dificultando o momento de deslocamento e,
consequentemente, diminuindo a velocidade do caminhamento delas. Além disso, as
abelhas apresentam o comportamento de limpeza, também conhecido por grooming,
causando uma diminuicdo no tempo e velocidade de caminhamento.

Além disso, apesar dos produtos utilizados neste trabalho terem causado
alguma alteracédo na longevidade e no deslocamento, esse impacto foi pouco, sendo
positivo, principalmente quando comparamos com trabalhos que avaliam efeitos de
inseticidas quimicos sintéticos. Estes apresentam efeitos negativos tanto na
longevidade quanto no comportamento das abelhas (ABATI et al.,, 2021). E isso
acaba interferindo na dinamica da col6nia, bem como na polinizacéo realizada pelas
abelhas. Pois elas utilizam o voo e o caminhamento para desenvolverem funcbes
como coleta de néctar e polen.

As diferentes espécies dos fungos assim como as diferentes cepas e
concentracdo de conidios existentes do mesmo fungo podem apresentar diferente
viruléncia causando maior ou menor mortalidade nos insetos (FERNANDES;
BITTENCOURT; ROBERTS, 2012; ALCALA-GOMEZ et al., 2017). Frente a isso,
destaca-se a importancia em testar produtos que estdo sendo utilizados nas mais
diversas culturas sobre os organismos nao-alvo, como as abelhas A. mellifera.

Apesar de alguns dos fungos testados terem reduzido a longevidade das
abelhas, novos testes em campo podem ser realizados, bem como experimentos
sobre larvas e rainhas de A. mellifera africanizada. Justifica-se em laboratorio, que
as abelhas sao expostas diretamente aos tratamentos, sendo que em campo essa
exposicado pode ser reduzida garantindo ainda mais a seguranca desses produtos

em relacdo as abelhas A. mellifera africanizada.
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3.5 CONCLUSAO

O fungo T. harzianum é seletivo, em laboratério, a operarias de A. mellifera
africanizada, sendo considerado seguro. Os outros fungos (B. bassiana, |I.
fumosorosea e M. anisopliae) se mostraram menos seletivos nos bioensaios de

laboratério a operéarias A. mellifera africanizada.
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4 CAPITULO B: O POLEN DE MILHO GENETICAMENTE MODIFICADO PARA
EXPRESSAO DE TOXINAS DE BACILLUS THURINGIENSIS CAUSA EFEITOS
LETAL OU SUBLETAIS EM OPERARIAS DE APIS MELLIFERA L.
(HYMENOPTERA: APIDAE)?

4.1INTRODUCAO

A expanséo da produgao de alimentos no mundo teve inicio com a Revolucéo
Verde, em 1960, com a modernizacdo da agricultura através da incorporacdo de
meios inovadores e tecnoldgicos (MATOS, 2010). A partir de entdo, comecaram a
surgir as plantas geneticamente modificadas (PGMs) com o intuito de sanar alguns
problemas que existiam na agricultura, como o aumento do tempo de prateleira de
alguns alimentos e em seguida, com 0s avangos dos estudos, o controle de insetos-
praga (HILDER et al., 1987; KAPLAN; WINKLERPRINS, 2017).

As PGM, para o controle de insetos, contribuem para a reducédo dos impactos
em funcdo da menor utilizacdo de inseticidas quimicos sintéticos,
consequentemente, uma diminuicdo das intoxicagbes no campo, menor impacto
sobre organismos nao-alvo, diminuicdo de residuos no solo, na agua e nos
alimentos (HELLMICH et al., 2008; MENDES et al., 2011). Dentre esses OGM,
destaca-se o milho, que é uma das commodities agricolas mais importantes do
mundo com uma producédo de 1,1 bilhdo de toneladas na safra de 2019/2020, com
distintas variedades geneticamente modificadas, as quais expressam diferentes
transgenes (USDA, 2020; FAO, 2021; ISAAA, 2021). Os paises que possuem a
maior demanda da producédo de milho, cerca de 65%, sdo Estados Unidos, China,
Unido Europeia e Brasil, enquanto o0s principais paises exportadores dessa
commodity sdo Estados Unidos, Brasil, Argentina e Ucrania (FAO, 2021; USDA,
2021). Neste contexto, o Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho (sendo a
sua maioria transgénica), possuindo no mercado 64 eventos transgénicos (ISAAA,
2021).

A cada ano, o Brasil passa a utilizar, internamente, mais gréos de milho, tanto

na alimentagcédo de animais, quanto nas usinas de etanol, a base de milho, fazendo
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com que haja uma expanséo significativa na producao desse grao (CONAB, 2019).
Porém, o plantio extensivo e prolongado de OMGs pode trazer impactos negativos,
como o aumento de pragas secundarias, a reducdo de parasitoides, predadores e
polinizadores (CAPALBO; FONTES, 2004; MENDES et al., 2011).

Existe a preocupacdo do impacto que esses OGM possam ocasionar na
biodiversidade onde esté inserido. Neste contexto, varias pesquisas ja foram feitas e
estdo sendo desenvolvidas com o objetivo de avaliar o impacto e a seguranca do
polen sobre organismos nao-alvos (HAN et al., 2015; TIAN et al., 2017), predadores
(MENG et al., 2016; LIU et al., 2021) e abelhas (WANG et al. 2016).

Desta forma, faz-se necesséario testar se plantas OGM, que expressam
toxinas para o controle de insetos como o milho (milho Bt), impactam a
sobrevivéncia ou comportamento das abelhas, ja que estas utilizam do polen dessas
plantas como fonte de alimento. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
letal e subletal do pélen de trés variedades de milho Bt sobre abelhas operéarias de
Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) africanizada.

4.2MATERIAL E METODOS

4.2.1 Obtencédo das abelhas e do polen

Foram utilizadas abelhas com 24 a 48 horas de vida e, para tal, foram
marcados quadros com ovos de um dia, do apiario experimental da Unidade de
Ensino e Pesquisa em Apicultura (UNEPE/Apicultura) da Universidade Tecnolbgica
Federal do Parana, Campus de Dois Vizinhos (UTFPR-DV). Apo0s 19 dias esses
quadros contendo crias operculadas, foram retirados das col6nias, envoltos em
papel kraft, selados e perfurados com agulha, e levados ao Laboratério de Controle
Bioldgico, onde ficaram por dois dias em camara climatizada (30 £+ 2°C, U.R. de 60 +

5%, fotofase de 12 horas) até a emergéncia das abelhas operarias e,
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consequentemente, montagem do experimento. N&o foi fornecido alimento para as
abelhas durante esse periodo.

O péblen foi coletado de plantas de milho transgénico, sem qualquer
tratamento fitossanitario, cultivadas na fazenda experimental da Universidade
Tecnologica Federal do Parana — Campus Dois Vizinhos (UTFPR-DV). O pendéo da
planta foi envolto por um saco de papel kraft por 24 horas. ApGs este periodo, 0s
sacos foram retirados, levados para o Laboratério de Controle Biologico, e o
conteudo peneirado em peneira com malha de 90 micrémetros para a coleta do
polen, o qual foi armazenado em freezer (-4°C) até a utilizagdo. Foi utilizada como
controle, apenas alimentacdo com pasta Candi (T1l), uma variedade de milho
organico convencional (ndo-transgénico) (T2) e trés variedades de milho transgénico
(T3 — MG600PW; T4 — MG580PW e T5 — FORMULA).

A linhagem Formula, expressa a proteina CrylAB e as linhagens MG600PW e
MG580PW apresentam a tecnologia PowerCore com a expressdo das proteinas
CrylF, CrylA.105 e Cry2Ab2.

4.2.2 Andlise de sobrevivéncia

As abelhas foram anestesiadas com CO2, por até 120 segundos, e foram
colocadas em gaiolas de PVC (15 cm de altura ¥ 10 cm de &). Foram mantidas 20
abelhas em jejum por gaiola, durante 2 horas. Vinte operarias por gaiola receberam
1g de pasta Candi (mistura homogénea de 50 g de agucar de confeiteiro com 10 mL
de mel puro) incorporado com 20mg de cada tratamento de pdélen (metodologia
adaptada de ABREU, 2015). Além disso, foi fornecido um pedaco de algodao
embebido em agua, em uma das extremidades da gaiola. Apds 24 horas, o alimento
contendo pélen foi removido e substituido por pasta Candi pura, a qual foi renovada
diariamente. Cada gaiola foi considerada uma repeticdo, e foram utilizadas cinco
repeticbes por tratamento. Foram utilizados dois tratamentos como controle, uma
delas sem adicdo de pdlen a pasta Candi (T1) e a outra com pdlen oriundo de

cultivar organico nao transgénico (T2).
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O bioensaio foi mantido em sala climatizada (27 + 2°C, U.R. de 60 + 5%
fotofase de 12 horas) e a mortalidade das abelhas foi avaliada com uma; duas; trés;
quatro; cinco; seis; nove; 12; 15; 18; 21; 24; 30; 36; 42; 48; 60; 72, 96, 120 e 144
horas ap6s a montagem do experimento (LIBARDONI et al.,, 2021). As abelhas
foram contabilizadas como mortas quando recebiam algum estimulo (toque de um

pincel com cerdas macias) e ndo apresentavam nenhuma resposta.

4.2.3 Deslocamento vertical e queda livre

Apés as 144 horas do experimento de sobrevivéncia, foram utilizadas 10
abelhas por tratamento para realizar o teste de deslocamento vertical e 10 abelhas
para o teste de queda livre (metodologia adaptada de TOME et al., 2015). O
experimento foi realizado em uma sala escura, com uma torre de voo (35 cm x 35
cm de base e 105cm de altura), fechada com tecido tipo voile. A torre continha
iluminacédo na parte superior (fonte luminosa de LED) e na parte interna, em toda a
altura, tinha uma fita métrica para a medicdo do ponto de deslocamento. A torre foi
dividia em niveis que correspondem a estratos, conforme Tabela 4.1.

Para andlise de deslocamento vertical, as abelhas foram colocadas, uma a
uma, na base da torre, e, durante 1 minuto, sendo verificado qual estrato maximo foi
alcancado por cada operaria. Para o teste de queda livre, as abelhas foram
colocadas, uma a uma, no estrato superior (V) da torre e foi verificado em qual

estrato cada abelha conseguia retomar o voo, conforme a Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Niveis (estratos) de acordo com teste de deslocamento vertical e de
queda livre de Apis mellifera. (TOME et al. 2015).

ESTRATO ALTURA (cm) ALTURA (cm)
DESLOCAMENTO VERTICAL QUEDA LIVRE
I Nao ocorréncia de deslocamento Queda direto a base da
vertical torre
[l la35 1a35
11 35a70 35a70
A\ 70 a 105 70 a 105

V Fonte de luz N&o ha queda (direto na luz)
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4.2.4 Efeito das planas geneticamente modificadas sobre o meséntero das
operarias de A. mellifera

Ap0s as 144 horas de experimento, foram selecionadas, aleatoriamente, duas
abelhas por tratamento, para a dissecacdo e retirada do meséntero. Apdés a
dissecacdo 0s mesénteros receberam 1 mL de fixador Karnovsky modificado
[paraformaldeido 3%, glutaraldeido 3% e tampéo fosfato (PO4 0,1M)] para preserva-
los, e entdo foram armazenados em geladeira (4°C). As amostras foram analisadas
no Laboratério de Microscopia Eletrdnica e de Microandlise da Universidade
Estadual de Londrina (LMEM-UEL) utilizando o microscopio de varredura
(metodologia de COLOMBO et al., 2019).

Inicialmente, foi realizada lavagem em tampéao fosfato (3x15 minutos), fixacdo
(tetroxido de 6ésmio 1% -OsOg, 1 hora) e lavagem em tampéo fosfato (3x15 minutos).
Em seguida, o material foi desidratado em alcool (alcool 70%-3x10 minutos, alcool
80%-3x10 minutos, alcool 90%-3x10 minutos e alcool 100%-4x10 minutos). Apos
esse procedimento, as amostras passaram pelo ponto critico em COo..

Apbés a desidratacdo, as amostras foram acondicionadas em suportes
metalicos (stubs) contendo cola de prata. As amostras foram entdo recobertas com
ouro, através do equipamento Metalizador BAL-TEC (modelo SCD — 050) e entéo
observadas em alto vacuo e intensidade de feixe de elétrons de 20KV em
microscopio eletronico de varredura, sendo as imagens capturadas através de
fotografias digitais, armazenadas em computador e analisadas qualitativamente,

comparando os tratamentos.

4.2.5 Andlises estatisticas

Para os dados de sobrevivéncia das operarias de A. mellifera, foi realizada



58

analise de sobrevivéncia usando Kaplan-Meier. Os tratamentos foram comparados
usando o teste de log-rank e a analise completa foi realizada utilizando o pacote de
sobrevivéncia (THERNEAU, 2015) do software R (R CORE TEAM, 2019).

Os dados de deslocamento vertical (voo e queda) foram analisados utilizando
modelos lineares generalizados, regressao ordinal, através do teste de teste de Wald

(qui-quadrado), utilizando-se o software R, pacote ordinal.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Sobrevivéncia

Ao final das 144 horas de avaliacao, verificou-se a sobrevivéncia de 85% das
abelhas oriundas do tratamento controle, somente pasta Candi (T1l), 90% das
abelhas oriundas do tratamento controle, pélen de milho ndo Bt. misturado na pasta
Candi (T2), 82% das abelhas oriundas do T3 (milho Bt MG600PW), 83% do T4
(milho Bt MG580PW) e 85% do T5 (milho Bt FORMULA). N&o houve diferenca na
sobrevivéncia das abelhas alimentadas com os diferentes tipos de pdlen (Figura
4.1).
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Estimativa da S(t) de Kaplan-Meier para os dados de alimenta¢ao

T1 (Controle) a T2 (Pdlen convencional) a T3 (MG600PW) a

100 ===, 1007 100-\_““_‘_\_
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(&}
@ 0.50 - 0.50 1 0.50
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— T4 (MG580PW) a 75 (FORMULA)  a 5 =
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O
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®
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o
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0.00 - : 1 . 0.001, : i
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Tempo até a morte (horas)

Figura 4.1 — Probabilidade de sobrevivéncia de operarias de Apis mellifera, por
Kaplan-Meier, ajustado ao periodo (horas) apds a alimentacdo com pasta Candi
contendo os tratamentos.

Letras semelhantes nos graficos indicam que ndo houve diferenga significativa com
p <0,05, segundo andlise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier e teste de log-rank.

4.3.2 Deslocamento vertical e queda livre

As abelhas operarias de A. mellifera ndo tiveram a capacidade de
deslocamento vertical e nem de queda livre (retomada de voo) alteradas quando
alimentadas com polen de milho transgénico, quando comparadas entre si e com 0S
controles (uma com pasta Candi pura - T1 e a outra com pélen oriundo de cultivar

organico nao transgénico - T2), conforme Figura 4.2.

DESLOCAMENTO VERTICAL



60

T T2 T3 T4 15
Tratamentos

QUEDA LIVRE

I, : ¢ =

I ]

T4 T5

T1 T2 T3
Tratamentos

Figura 4.2. Deslocamento vertical (voo vertical e queda livre) de abelhas operarias
de Apis mellifera, 96h apos a alimentagdo com os diferentes tratamentos, somente
pasta Candi (T1), pélen de milho ndo Bt. misturado na pasta Candi (T2), T3 (milho Bt
MG600PW), T4 (milho Bt MG580PW) e T5 (milho Bt FORMULA). N&o houve
diferenca significativa entre os tratamentos (p <0,05).

4.3.3 Alteracbes do meséntero das operérias de A. mellifera

Apoés analise qualitativa das imagens, verificou-se que, quando alimentadas
com polen de milho Bt, os tecidos do intestino médio de A. mellifera apresentaram

algumas alteracdes morfologicas externas ou internas, rupturas ou danos nos
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tecidos (Figura 4.3).

Na Figura 4.3 A (T1 abelhas alimentadas com pasta Candi pura) é possivel
verificar o contetdo do lumen (cl), a membrana peritréfica em torno de toda regido
do meséntero, o epitélio intestinal (es) e por fora, observa-se as fibras musculares
(fm) da camada circular (interna) e fibras musculares longitudinais (externa).

Na Figura 4.3 B (T2 — polen oriundo de cultivar organico ndo transgénico)
observa-se as mesmas estruturas descritas em 4.3 A. Porém, a membrana
peritréfica, que fica em torno do lumen revestindo o epitélio estd mais espessa
guando comparada com a mesma estrutura, presente na figura 4.3 A. Nas Figuras
4.3 C (T3 abelhas alimentadas com pdlen de milho MG600PW) e 4.3 D (T4 abelhas
alimentadas com poélen de milho MG580PW) observam-se fibras musculares na
regido externa do meséntero com caracteristicas de rompimento (mr), deformacdes
e frouxas (mf) e também musculatura deformada (dm). As abelhas do tratamento

com polen de milho Férmula (T5) ndo tiveram alteracdes estruturais.
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300.0pm
12

Figura 4.3 Micrografia eletrdnica de varredura do intestino médio de operarias de A.
mellifera, apds ingestdo da pasta Candi pura — T1 corte transversal do meséntero
(A). Incorporada com pélen de milho convencional T2 — corte transversal do
meséntero (B). T3; incorporada com pélen de milho MG600PW - superficie externa
do meséntero (C) — T4; polen de milho MG580PW - superficie externa do meséntero
(D) — T4. cl: contetdo do lumen; flecha: membrana peritréfica; es: epitélio simples
(uma s6 camada) prismatico (ou colunar ou cilindrico); fm: Fibras musculares da
camada longitudinal (externa) e fibras musculares da camada circular (interna); mr:
musculatura rompida; mf: musculatura deformada e frouxa; md: fibra muscular
dilatada; dm: musculatura deformada.
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4.4DISCUSSAO

As linhagens de milho utilizadas nos experimentos foram: Férmula, a qual
expressa a proteina CrylAB e MG600PW e MG580PW, estes apresentam a
tecnologia PowerCore com a expressao das proteinas CrylF, Cry1A.105 e Cry2Ab2.
Essas proteinas ligam-se as células epiteliais do intestino médio das lagartas de
Lepidoptera, causando lise coloidosmética celular, conferindo resisténcia da cultivar
a estes insetos (ISAAA, 2021; UNIPROT, 2021).

A proteina CrylAB (3 e 5000 ppb) fornecida em xarope ndo causa efeito letal
em abelhas adultas de A. mellifera (RAMIREZ-ROMERO et al.,, 2008) o que
corrobora com o presente estudo. O mesmo foi observado quando fornecido as
abelhas pdélen do milho Bt que expressa trés proteinas Cry Cry1lA.105, Cry2Ab2 e
Cry3Bbl, o qual ndo interferiu na taxa de sobrevivéncia de abelhas A. mellifera
carnica (HENDRIKSMA et al., 2013).

O pdlen de algodédo Bt, que expressa as proteinas CryAc+CpTlI, néo foi letal
para operarias adultas de A. mellifera (HAN et al., 2010a; HAN et al., 2010b). A
toxina CrylAh, em 3 concentracdes (10 pg/mL, 10 ng/mL e 1 ng/mL), misturada em
xarope de agucar, também ndo causou redugdo na sobrevivéncia das abelhas
adultas de A. mellifera (DAI et al., 2011).

Apesar de o pdélen de milho transgénico ndo causar efeitos letais, ele pode
causar efeitos subletais, como alteracbes no comportamento devendo essas
alteracOes ser também avaliadas, pois podem afetar por exemplo, o forrageamento
das abelhas operérias de A. mellifera.

Abelhas, A. mellifera, expostas a 5000 ppb de xarope contendo a proteina
CrylAB tiveram o desempenho de aprendizagem olfativa alterado em testes de
reflexo de extensdo de probdscide, o que pode refletir em prejuizo no processo de
forrageamento (RAMIREZ-ROMERO et al., 2008). Ja a toxina CrylAh, em trés
concentragdes (10 pg/mL, 10 ng/mL e 1 ng/mL) ndo interferiu na massa da glandula
hipofaringeana de abelhas A. mellifera ligustica e Apis cerana cerana, (DAl et al.,
2011), sendo essa glandula de importancia na producdo da fase proteica da geleia

real.
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O pdlen do milho que expressa trés proteinas Cry CrylA.105, Cry2Ab2 e
Cry3Bbl ndo alterou o tamanho da populacdo bacteriana do intestino médio (de
abelhas adultas de A. mellifera) e taxa de digestdo do pélen em compara¢cdo com
variedades de milho convencional (HENDRIKSMA et al., 2013). Assim, como nao
foram encontradas diferencas na estrutura do intestino médio das abelhas
alimentadas com os diferentes tipos de pélen no presente trabalho..

O pélen de algoddo Bt, que expressa as proteinas CryAc+CpTI, provocou
efeito anti-alimentar, pois causou reducdo na quantidade de alimento consumida por
A. mellifera (HAN et al., 2010a; HAN et al., 2010b). Estes efeitos subletais podem
estar associados a presenca da proteina Cry, que estd no polen dos milhos Bt. Esta
proteina liga-se a parede do meséntero, podendo romper as células fazendo com
gue cesse a alimentacdo (HOFTE; WHITELEY, 1989).

Poucos estudos sdo encontrados na literatura que avalie o meséntero de
abelhas alimentadas com pdlen transgénico através de microscopia eletrbnica de
varredura (MEV), porém existem alguns estudos que avaliam a acdo da bactéria
Bacillus thuringiensis, a qual produz os cristais que estdo presentes de maneira
semelhante na tecnologia do milho Bt.

Quando incorporado um produto comercial a base de B. thuringiensis, na
concentragdo de 0,5 g do produto.100 mL'de agua destilada esterilizada, no
alimento fornecido a abelhas operarias de A. mellifera, ndo foram verificadas
alteracbes morfolégicas externas ou internas nos tecidos do meséntero dessas
abelhas pela MEV (COLOMBO et al., 2019). Porém, no presente trabalho as abelhas
alimentadas com o polen de MG60OPW (T3) e MG580PW (T4) tiveram as fibras
musculares da regido externa do meséntero com algumas deformacdes, que podem
ter sido causadas pelos tratamentos, pois as proteinas Cry podem gerar alteracdes
fisiologicas agindo diretamente nas atividades enzimaticas (RENZI et al., 2016)
podendo alterar e deformar essas estruturas.

Entretanto uma Unica exposicdo aguda a um biopesticida, contendo B.
thuringiensis (Bt), em andlise de MEV, 96 horas ap6s o tratamento, causou
irregularidade no perfil do epitélio em algumas areas do meséntero, além de

numerosos fragmentos celulares irregulares de diferentes tamanhos foram
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intercalados com as fibrilas da membrana peritréfica, as quais, devido a isso, nao
cobriam uniformemente a superficie do epitélio (D’URSO et al., 2016). O que pode
levar a deformagdes e frouxidao nas fibras musculares do meséntero.

Por meio de microscopia de luz, observou-se que abelhas operéarias de A.
mellifera africanizada, alimentadas com trés cepas diferentes de B. thuringiensis,
tiveram o meséntero desintegrado, com células sem forma em comparacdo com as
células das operarias do controle. Além disso, as criptas das células do meséntero
das abelhas alimentadas com Bt foram desestruturadas e desorganizadas,
mostrando que as proteinas Cry causam danos estruturais e morfolégicos no
meséntero das abelhas alimentadas com as diferentes cepas da bactéria B.
thuringiensis (LIBARDONI et al., 2018).

Abelhas operarias africanizadas de A. mellifera alimentadas com produtos
comerciais a base de B. thuringiensis, ndo tiveram a sobrevivéncia e o0
comportamento, alterados (por meio do teste de caminhamento), mostrando que néo
houve efeitos letais ou subletais sobre as abelhas (LIBARDONI et al., 2021).

Resultados como os encontrados no presente trabalho, onde ndo houve efeito
letal e/ou subletal, como na capacidade de voo e queda das abelhas adultas de A.
mellifera em condi¢cdes de laboratério, podem mostrar que a campo esses efeitos,
caso existam, sdo ainda menores. Porém, efeitos a longo prazo devem ser
estudados, pois a cada ano, maior é a area de plantio de culturas geneticamente
modificadas (Bt) bem como novas linhagens, que a longo prazo podem trazer

prejuizos as colbnias de abelhas.

4.5 CONCLUSAO

O polen das linhagens de milho transgénico (Bt) Foérmula (CrylAB),
MG600PW (CrylF, CrylA.105 e Cry2Ab2) e MG580PW (CrylF, CrylA.105 e
Cry2Ab2), incorporado na pasta de Candi, ndo causa efeitos letais as abelhas
africanizadas de A. mellifera. Porém, o polen de milho Bt, MG600PW e MG580PW

causa alteracdes nas fibras musculares externas do intestino médio, quando ingerido



pelas abelhas.

66



67



68

5 CAPITULO C: EFEITOS LETAL, SUBLETAIS E RESIDUAL DE ENGEO PLENO®
SOBRE APIS MELLIFERA L. (HYMENOPTERA: APIDAE) AFRICANIZADA

5.1INTRODUCAO

As abelhas sdo responsaveis pela producdo de mel, geleia real, propolis, cera
e apitoxina, dentre outros produtos (COSTA-MAIA et al., 2010). Sdo os mais
importantes organismos polinizadores, contribuindo para aumentar o rendimento e a
qualidade de sementes e grdos em ambientes agricolas, aumentando o tamanho,
peso, qualidade (volume do suco, teor de acucar) e numero de frutos, além de
reduzir as deformidades e permitir o amadurecimento uniforme destes (COSTA-
MAIA et al.,, 2010; POTTS et al., 2010; SANFORD 2011; CALDERONE 2012;
GIANNINI et al., 2015; IPBES, 2016). Assim, esses insetos garantem o equilibrio e a
manutencdo dos sistemas de cultivo, além de proporcionar aumento da producéo
mesmo em plantas autdgamas, como na cultura da soja (Glycine max) que, quando
polinizada por abelhas, apresenta um aumento de até 37% na produtividade, em
comparacao com a soja ndo polinizada (CHIARI et al., 2008). A polinizacao realizada
pelos insetos, traz para as principais safras no mundo um rendimento entre 200 a
400 milhdes de dolares por ano (TSCHARNTKE, 2021).

Porém, com a intensificacdo da producdo agricola, principalmente devido ao
aumento do uso de inseticidas quimicos sintéticos, surgiram os primeiros relatos de
diminuicdo das populagdes de abelhas (GRIXTI et al.,, 2009). No entanto, as
pesquisas relacionando os efeitos dos agrotoxicos nas abelhas foram intensificadas
apenas a partir do ano de 2006, devido aos primeiros relatos de desordem de
colapso das colénias (DCC) (ABATI et al., 2021). A DCC é caracterizada pelo
desaparecimento de abelhas, sem a presenca de abelhas mortas nas proximidades
das colbnias (KAPLAN, 2012; VANENGELSDORP et al., 2017). Além disso, outro
caso recorrente nos ultimos anos é a mortalidade de abelhas. Neste fendmeno séo
registradas abelhas mortas no entorno das colbnias, varias com vestigios de
produtos fitossanitérios sintéticos (MAP 2017; GRIGORI, 2019).
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Os inseticidas quimicos sintéticos estdo intimamente relacionados a
mortalidade das abelhas, pois a maioria deles ndo apresenta seletividade para
organismos nao-alvos, como os polinizadores. Os inseticidas tém o potencial de
causar a morte imediata de abelhas e também podem causar efeitos negativos
mesmo em doses subletais e ainda interferir no funcionamento da colénia (WOLFF
et al.,, 2008; AMARO E GODINHO, 2012; TOSI et al., 2017; CATAE et al., 2018a).
Nesse sentido, entre os estudos realizados relacionados a exposi¢do de abelhas a
agrotoxicos, entre os anos de 1945 a meados de 2020, aproximadamente, 58%
investigaram a possivel ocorréncia de efeitos subletais e 27% investigaram o efeito
letal (ABATI et al., 2021). No entanto, a maioria dos estudos concentra-se na
avaliacdo de grupos quimicos de inseticidas isolados, o que dificimente ocorre em
campo.

Em alguns paises, como o Brasil, a grande maioria dos produtos
fitossanitarios sintéticos sdo comercializados contendo mais de um grupo quimico, a
fim de aumentar o espectro de agao e eficiéncia no controle de pragas. Entre os
inseticidas usados nos ultimos anos, estdo os compostos por mais de um grupo
guimico, com um neonicotinoide e um piretroide que atuam como inseticida
sistémico e de contato, respectivamente, usado principalmente no controle do
percevejo-marrom-da-soja (Euschistus heros Fabr., 1974 Hemiptera: Pentatomidae)
(AGROFIT, 2021). Esses inseticidas quando utilizados sozinhos e em concentracées
subletais, afetam o comportamento/aprendizado das abelhas, reduzindo a
capacidade das operarias de A. mellifera de realizar algumas atividades
determinadas pela faixa etaria dentro das colonias, e reduzindo também sua
longevidade (LAURINO et al., 2011; THANY et al., 2015). No entanto, a aplicagéo de
misturas de diferentes grupos quimicos de inseticidas pode causar efeitos negativos
sobre esses polinizadores (WANG et al., 2020).

Portanto, torna-se necessario pesquisar constantemente o impacto dos
inseticidas registrado, sobre os organismos nao-alvo. A mistura de tiametoxam +
lambda cialotrina € um inseticida amplamente utilizado em culturas anuais para o
controle de pragas, principalmente no controle de percevejos em soja. Desta forma é

importante conhecer seus efeitos colaterais no ambiente e em insetos uteis como as
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abelhas A. mellifera. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos letal,
subletais e o efeito residual da mistura de tiametoxam + lambda cialotrina, em
laboratorio, simulando a presenca de abelhas operarias de A. mellifera africanizada

em campo apos a aplicacdo deste produto.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 OBTENCAO DAS ABELHAS E DO PRODUTO

No apiario experimental UNEPE — Apicultura (Unidade de Ensino e Pesquisa
em Apicultura) da Universidade Tecnolégica Federal do Parana, Campus Dois
Vizinhos, foram selecionadas, ao acaso, cinco colonias de abelhas. Nessas coldnias
foram selecionados e marcados quadros contendo ovos de um dia. Ap6s 18 dias,
esses quadros foram alocados em sacos de papel kraft, selados e perfurados com
uma agulha e levados até o Laboratorio de Controle Bioldgico, onde foram mantidos
por mais dois dias em camara climatizada (30 £ 2°C, U.R. de 60 + 5%, fotofase de
12 horas) para emergéncia das abelhas operarias. O produto utilizado nos
bioensaios a mistura de tiametoxam(14,1% m/v neonicotinoide) + lambda cialotrina
(10,6% m/v piretroide) + nafta de petréleo (7,27% m/v) + outros ingredientes (87,2

m/v) - Engeo Pleno®, em diferentes concentracdes (Tabela 5.1).

Tabela 5.1: Tratamentos utilizados, com base na cultura da soja, recomendada no
controle do percevejo-marrom-da-soja (Euschistus heros) com as diferentes
concentracbes da mistura tiametoxam (14,1% m/v neonicotinoide) + lambda
cialotrina (10,6% m/v piretroide) + nafta de petréleo (7,27% m/v) + outros
ingredientes (87,2 m/v ) (Engeo Pleno®).

TRATAMENTO CONCENTRACAO DO g do p.c/mL
PRODUTO UTILIZADO
T1 Controle — agua destilada -
autoclavada
T2 0,625%* 3,09x104
T3 1,25%* 6,175x10*
T4 2,5%* 12,35x104

15 5%* 24,7x104
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T6 10%* 49,4x10*
* Em relacdo a concentracdo recomendada pelo fabricante.

5.2.2 CONTATO DE ABELHAS EM SUPERFICIE CONTENDO O PRODUTO.

Placas de Petri de vidro (15 cm @ x 1,5 cm de altura) foram pulverizadas com
290 pL das caldas dos produtos, na base das placas de Petri, com aerégrafo
acoplado a uma bomba de pressédo constante (1,2 kgf/cm?), de acordo com as
concentracdes descritas na Tabela 1. Apds a pulverizacdo das placas, as mesmas
foram deixadas em camara de fluxo laminar, até secarem completamente. Em
seguida, as abelhas operarias, com 24 a 48 horas de idade, foram anestesiadas por,
aproximadamente, 120 segundos, com CO2, e foram colocadas em grupos de 20
abelhas por placa (POTRICH et al., 2018; COLOMBO et al., 2019).

Apés duas horas de contato com o produto as abelhas foram transferidas
para gaiolas de PVC (15 cm de altura * 10 cm de &) onde receberam algodao
embebido em 4gua destilada e pasta Candi (50 g de acucar de confeiteiro + 10 mL
de mel puro).

O bioensaio foi mantido em sala climatizada (27 + 2°C, U.R. de 60 £ 5%) e a
mortalidade das operarias avaliada as seis; nove; 12; 15; 18; 21; 24; 30; 36; 42; 48;
60; 72, 96 e 120 horas apds o contato com as diferentes concentragdes do produto
(metodologia adaptada de BAPTISTA et al., 2009; POTRICH et al., 2018). Para o
bioensaio de longevidade foram realizadas cinco repeticbes, com 20 abelhas em

cada repeticéo.

5.2.3 DESLOCAMENTO VERTICAL E RETOMADA DE VOO

Duas repeti¢cdes, com 20 abelhas em cada, oriundas do bioensaio de contato
foram utilizadas para os ensaios de deslocamento vertical e retomada de voo
(queda). ApOs as duas horas de contato das abelhas com as concentracbes de
0,625% (T2), 10% (T6) e controle (T1), as abelhas foram submetidas a andlise de

deslocamento vertical. Para isso, 10 abelhas de cada tratamento, foram
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selecionadas para deslocamento vertical, e 10 para retomada de voo, sendo cada
abelha considerada uma repetigéo.

Foi utilizada uma torre de voo de madeira (35 cm x 35 cm de base e 105 cm
de altura), a qual contém uma fonte luminosa na parte superior e uma fita métrica
interna. A torre contém cinco niveis/estratos (adaptado de Tomé et al. 2015).

Na andlise de deslocamento vertical (voo), as abelhas foram liberadas uma a
uma, na base da torre, e durante um minuto seu comportamento foi avaliado,
anotando-se o0 estrato mais alto que cada abelha alcancou. Para o teste de
retomada de voo (queda), as abelhas foram liberadas na parte superior da torre,
proximas a fonte luminosa, e foi avaliado em qual dos estratos cada abelha teve a
capacidade de retomar o voo.

5.2.4 CAMINHAMENTO

Foram preparadas 14 placas de Petri (15 cm @ X 1,5 cm), as quais foram
pulverizadas, internamente, na base da placa, com os tratamentos T1 (controle), T2
(0,625%) e T6 (10%). Em seguida, cada placa contendo o tratamento recebeu uma
abelha operaria, que continha de 24 a 48 horas de idade. Estas abelhas foram
submetidas a andlise de caminhamento. Para isto a placa contendo a abelha foi
alocada em um suporte universal para captura do video. Este experimento foi
conduzido em sala a temperatura ambiente, em média 26°C e sem fonte luminosa
artificial.

Foi registrado o comportamento das abelhas durante 11 minutos, sendo
descartado o minuto inicial, por ser considerado o tempo de adaptacdo. Os videos
foram analisados com auxilio do software Bee move (o qual estd em fase de
registro): distancia percorrida, tempo de caminhamento, tempo de descanso e
velocidade de caminhamento. O delineamento foi inteiramente casualizado, no qual
cada placa foi considerada uma repeticdo. O software Bee move extraiu e registrou
0s parametros de interesse, automaticamente, para posterior analise estatistica
(metodologia adaptada de LIBARDONI et al, 2021).
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5.2.5 EFEITO RESIDUAL (SEMI CAMPO)

O produto na concentracdo recomendada pelo fabricante, foi pulverizado em
campo, com pulverizador costal, em folhas de soja cultivar Zeus, estagio fenolégico
de 5.3. A pulverizagdo ocorreu aos 18, 15, 12, nove, seis e trés dias antes da
realizacdo do bioensaio, aqui denominado de efeito residual. Além disso, também foi
realizada uma aplicacdo do produto no dia que todas as folhas foram coletadas (zero

dias) (Figura 5.1). Os talhdes para aplicacdo do produto foram sorteados.

12 DIAS 18 DIAS II 15 DIAS

Figura 5.1: Croqui da area onde estava plantada a soja, com os periodos de
aplicacdo do produto sobre as plantas, em cada talh&o.

Foram pegas ao acaso 10 plantas de cada talhdo, mas preferencialmente as
que estavam mais ao centro do talhdo (para evitar os efeitos de deriva). De cada
planta foram coletadas de seis a oito folhas, as quais foram acondicionas em sacos
de papel kraft, devidamente identificados e levadas ao Laboratério de Controle
Biologico. No laboratério, as folhas foram dispostas em bandejas de plastico e
colocadas em camara de fluxo laminar para secagem pois as coletas foram
realizadas as 7 horas da manha e havia orvalho.

Posteriormente, as folhas foram dispostas em uma placa de Petri (15 cm de @
x 1,5 cm de altura), sendo que cada placa recebeu trés folhas do memo tratamento.
Cada tratamento foi composto por cinco placas, sendo cada placa considerada uma
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repeticao.

As abelhas operéarias, com idade de 24 a 48 horas, foram anestesiadas por
até 120 segundos com CO:2 e colocadas 20 abelhas em cada placa, onde
permaneceram por duas horas para o contato com as folhas tratadas. Apos esse
periodo, as abelhas foram transferidas para gaiolas de PVC (15 cm de altura * 10
cm de @) onde receberam algoddo embebido em agua destilada e pasta Candi (50 g
de acucar de confeiteiro + 10 mL de mel puro). Os parametros de avaliagdo foram os

mesmos descritos no bioensaio de contato em superficie.

5.2.6 ANALISES ESTATISTICAS

Para os dados de sobrevivéncia e do ensaio de semi-campo, foram realizadas
analises de sobrevivéncia, usando Kaplan-Meier. Ja para caminhamento das
abelhas foi utilizado teste de comparacéo de médias (Tukey), para verificar se houve
ou nao diferenca entre os tratamentos para p-valor <0,05. No bioensaio de
deslocamento vertical (voo e queda) foram utilizados modelos lineares
generalizados, regressao ordinal, através do teste de Wald (qui-quadrado), todas as

analises foram feitas no software R.

5.3RESULTADOS

5.3.1 CONTATO DIRETO DE ABELHAS EM SUPERFICIE CONTENDO O
PRODUTO

Todos os tratamentos reduziram a longevidade das abelhas em relacdo ao
controle. Ao final das 120 horas de avaliagdo do experimento, 61% das abelhas
oriundas da testemunha estavam vivas. J4 o tratamento que menos interferiu na
longevidade das abelhas foi T2 (0,625%), tendo 6% de abelhas vivas ao final das

144 horas (Figura 5.2). Todas as abelhas provenientes dos tratamentos T3 (1,25%),
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T4 (2,5%) e T5 (5%) estavam mortas ao final de 96 horas de avaliacdo (Figura 5.2).
E apo6s 48 horas da realizagdo do experimento, todas as abelhas provenientes do

tratamento T6 (10%) ja estavam mortas (Figura 5.2).

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

T1(Controle) a T2 (0,625%) b T3 (1,25%) c

1.00 1.001 1.00
.9075-L 0.75 1 0.75 -
s
@ 0.50 0.50 0.50
=
§025— 0.25 0.25
8
S 0.00 0.00 A 0.00
B T4(25%) ¢C T5 (5%) c T6 (10%) d
S 1.00 1.00 1 1.00 1
O
= 0.75 0.75 0.751
®
2 050 0.50 1 0.50
Fod
Q. 025 0.25 0.25

0.001 : : . : , 0.001, : . . : 0.00 1, : . : -

0 25 50 75 100 125 0 25 50 75 100 125 0 25 50 75 100 125

Tempo até a morte (horas)

Figura 5.2. Probabilidade de sobrevivéncia de operérias de Apis mellifera apés
contado com superficie vitrea tratada com diferentes concentracdes da mistura de
tiametoxam + lambda cialotrina. Letras semelhantes nos graficos indicam que néo
houve diferenca significativa com p <0,05, segundo analise de sobrevivéncia de
Kaplan-Meier e teste de log-rank.

5.3.2 DESLOCAMENTO VERTICAL E RETOMADA DE VOO

As abelhas oriundas dos tratamentos contendo da mistura de tiametoxam +
lambda cialotrina + nafta de petréleo + outros ingredientes a 10% e 0,625%
apresentaram dificuldade na retomada de voo (queda), quando comparadas com as
abelhas do controle, apesar de que, estatisticamente essa diferenca nao foi
observada, pois o numero de amostras foi insuficiente (Figura 5.3). No deslocamento
vertical (voo), os tratamentos com 0,625% e 10% apresentaram diferenca em

relacdo ao controle, onde as abelhas atingiram menores estratos (Figura 5.3)
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Figura 5.3: Retomada de voo (queda) e deslocamento vertical (voo) de abelhas
operarias recém-emergidas (Apis mellifera), apds contato com superficie tratada com
da mistura de tiametoxam, a 0,625% e 10% da concentracdo recomendada pelo
fabricante. Os quadrados representam os valores medianos dos estratos para cada
tratamento com o0s respectivos primeiro e terceiro quartis. As mesmas letras
minusculas dentro das figuras indicam que ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos (p <0,05) para o teste de comparacéo de multiplos de Tukey.
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5.3.3 CAMINHAMENTO

A velocidade média, a distancia percorrida, o tempo de caminhada e o tempo
de descanso das abelhas oriundas do tratamento contendo 10% a mistura de
tiametoxam + lambda cialotrina + nafta de petroleo + outros ingredientes, foram
afetados, diferindo tanto das abelhas oriundas do tratamento a 0,625% quanto das

abelhas do controle (Tabela 5.2 e Fig. 5.4).

Tabela 5.2: Velocidade média das operarias de A. mellifera africanizada (mm / s),
distancia percorrida (mm), tempo (s) de caminhamento e tempo (s) de descanso das
abelhas operérias (que continham entre 24 e 48 horas) entrarem em contato com
superficie tratada com diferentes concentracfes da mistura de tiametoxam + lambda
cialotrina [+ desvio padrdo (DP).

Tratamento Velocidade Distancia Tempo de Tempo de
média percorrida descanso (s) + caminhamento
(mm/s) = DP (mm) + DP DP (s) £ DP

Controle 0,69+0,1a 4057+431a 26,0+95b 574+95a

0,625% 055+0,1a 331,7+525a 276%+180hb 572+ 18,0a
(3,09x10“g/mL)

10 0,32+0,1b 1453+353b 146,75+56,7a 453+56,7b
(49,4x10* g/mL)

CONTROLE 0,625

Figura 5.4: Trajeto percorrido pelas abelhas operarias de Apis mellifera apés contato
com superficie tratada com diferentes concentragcdes da mistura de tiametoxam +
lambda cialotrina. Em vermelho, locais onde a abelha ficou mais tempo em
descanso.

5.3.4 EFEITO RESIDUAL (SEMI-CAMPO)

As abelhas oriundas do tratamento zero dias, ou seja, que entraram em
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contato com as folhas pulverizadas com a mistura de tiametoxam + lambda
cialotrina, no mesmo dia do bioensaio, morreram depois de duas horas de contato,
essas abelhas apresentaram o aparelho bucal externalizado, o que demostra
intoxicacdo. Desta forma, devido a morte repentina, este tratamento ndo apareceu

na Figura 5.5, pois nao foi possivel incluir nas analises.
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Figura 5.5: Grafico de sobrevivéncia de abelhas operarias de Apis mellifera, de
Kaplan — Meier, ajustado ao periodo (h) apds contato com folhas de soja
pulverizadas com a mistura de tiametoxam + lambda cialotrina, em diferentes
tempos, para avaliar o efeito residual do produto. Temperatura (26 °C + 2 °C, UR
60% * 10%; fotoperiodo de 12 h). As mesmas letras indicam que nao houve
diferenca significativa entre os resultados (p <0,05).

Todas as abelhas que entraram em contato com as folhas de soja com
residual do produto de trés dias morreram 24 horas ap0s a implantacdo do bioensaio
(na primeira avaliacao realizada) enquanto 15% das abelhas estavam vivas, ao final

das 144 horas de experimento, em contato com o tratamento com residual do

produto de seis dias.
Ao final das 144 horas, 34, 37, 47 e 60% das abelhas oriundas dos

tratamentos com residual de produto de nove, 12, 15 e 18 dias enquanto 75% das

abelhas oriundas do controle estavam vivas.



79

5.4 DISCUSSAO

Pode-se observar efeitos letal e também efeitos subletais da mistura de
tiametoxam + lambda cialotrina, sobre A. mellifera africanizada. Os efeitos subletais
foram observados com alteragcdo comportamental das abelhas, quando em contato
com este inseticida.

Neste trabalho, foram simuladas situacdes de campo como a pulverizagcéo
dos produtos e posterior contato das abelhas com estes (CARVALHO et al., 2009;
COLOMBO et al., 2020; POTRICH et al., 2020), o que explica a ndo utilizacdo dos
padrées da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico
(OECD), os quais avaliam a exposicdao aguda das abelhas a esses produtos
fitossanitarios sintéticos através do fornecimento via oral ou por micropipetacdo no
térax (OCDE 1998).

Os neonicotinoides podem agir por contato ou ingestdo apesar da acao
sistémica ser pronunciada, e, por isso, sao considerados produtos sistémicos com
persisténcia a longo prazo e este grupo atua ligando-se aos receptores de
acetilcolina. Isso Ocasiona a ativacdo dos receptores de acetilcolina tornando-a mais
prolongada, ocasionando alta excitabilidade do sistema nervoso central, levando o
inseto a morte devido a hiperexcitagdo (GALLO et al., 2002; TOMIZAWA; CASIDA,
2005; VAN DER SLUIJS et al., 2013; TAILLEBOIS et al., 2018). J& os inseticidas do
grupo quimico dos piretroides agem por ingestdo e contato e atuam na abertura e
fechamento dos canais de sodio. Ou seja, os ions de sédio ficam mais tempo
entrando nas células e acaba despolarizando a membrana e abrindo os canais de
calcio, o que leva a paralisia e morte dos insetos (GALLO et al., 2002;
AZNARALEMANY; ELJARRAT, 2020).

Os neonicotinoides alteram a expressao funcional robusta de receptores de
acetilcolina nicotinicos de insetos mesmo a 10 ppM, uma concentragdo muito inferior
aguela a que as abelhas sé@o expostas no campo, podendo causar prejuizos a estes
insetos, alterando o comportamento de recuperacdo olfativa nas abelhas, ou até
mesmo funcdes de localizacdo e voo (IHARA et al., 2020). Além disso, avalia¢des de

deslocamento vertical, retomada de voo, velocidade de caminhamento, tempo de
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caminhamento, tempo de descanso e distancia percorrida sdo avaliacbes
comportamentais relacionadas a fun¢cdes motoras fatores estes que estao ligados
com a capacidade de forrageamento, orientacdo e capacidade de coleta de néctar e
polen das plantas. Essas funcdes sao essenciais para manutencao das colonias, e
qguando as abelhas forrageiras estdo no campo elas podem entrar em contato com
0s produtos, levando-os consigo para dentro de suas colonias ou entdo, nao
conseguindo retornar por disfungbes causadas por intoxicacdo (WOLFF; REIS;
SANTOS, 2008; TOSI; NIEH, 2017; CATAE et al, 2018). O bioensaio de
caminhamento foi realizado para avaliar possiveis efeitos subletais dos produtos
pulverizados sobre superficie tratada, para avaliar interferéncias na capacidade de
movimentagao de A. mellifera,

Os resultados deste trabalho demonstram que a mistura de tiametoxam +
lambda cialotrina, causou efeitos negativos na sobrevivéncia e comportamento das
abelhas, mesmo que em concentracdes muito baixas (0,625%) o que também foi
visto em outros trabalhos, onde pesquisadores realizaram testes de repeléncia,
analise de mortalidade por contato e ingestdo e testes de vb6o. O produto testado,
um inseticida neonicotinoide, causou mortalidade acima de 90% em todas as vias de
exposicdo testadas e, além disso, apresentou elevada persisténcia de residuos nas
plantas (GOMES et al., 2019), o que também ocorreu no presente trabalho, no qual,
na concentracdo recomendada pelo fabricante, até 18 dias apds a aplicacdo no
campo, o produto apresentou efeito residual sobre a longevidade das abelhas.

O piretroide fenopropatrina, quando pulverizado em campo na cultura do
citros e com efeito residual em trés dias, provocou 100% de mortalidade nas abelhas
operarias de A. mellifera, 24 horas ap0s a exposi¢do. Ja no efeito residual de sete
dias apenas 40% das abelhas expostas morreram e aos 14 dias 15 % das abelhas
(CHEN et al., 2017).

Avaliar o efeito residual é importante pois a maioria dos produtos comerciais
utilizados para o controle de pragas, apresenta um intervalo entre as aplicacoes
(geralmente 10 a 15 dias) (AGROFIT, 2021), os quais devem ser respeitados,
principalmente visando o efeito que eles podem ter sobre os polinizadores. Além

disso, quem utiliza esses produtos deve aplicar no campo em momentos em que 0S
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polinizadores néo estédo forrageando e indo em busca de poélen e néctar, para assim
evitar o contato com o produto ou com o efeito residual. Também o conhecimento
dos efeitos residuais pode ajudar o produtor nas estratégias de utilizagdo tanto de
aplicacdes espacadas no tempo como em locais onde as abelhas provavelmente
nao terdo contato com os produtos. Também, estes produtos que muitas vezes,
podem né&o levar a morte do inseto, como das abelhas, mas podem causar efeitos
subletais, os quais foram comprovados nos experimentos realizados neste estudo,

como alteracéo da rota de voo e incapacidade de retornar a colonia de origem.

5.5 CONCLUSAO

O inseticida Engeo Pleno, uma mistura de tiametoxam + lambda cialotrina +
nafta de petrdleo + outros ingredientes, ndo € seletiva para operarias de A. mellifera
africanizada. Mesmo em concentra¢cdes baixas do produto (0,625%) as abelhas tém
a longevidade reduzida. O inseticida reduz a capacidade de voo e retomada de voo,
bem como o caminhamento. O produto apresenta efeito residual de até 18 dias para

A. mellifera africanizada.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Dos produtos a base de fungos que foram testados, apenas T. harzianum foi
totalmente seletivo, em laboratério, a operérias de A. mellifera africanizada, sendo
considerado seguro. Enquanto os produtos a base B. bassiana, I. fumosorosea e M.
anisopliae, apesar de também serem considerados seguros, se mostraram menos
seletivos nos bioensaios de laborat6rio, sobre operarias africanizadas de A.
mellifera.

O pdlen das variedades testadas, Formula (CrylAB), MG600PW (CrylF,
CrylA.105 e Cry2Ab2) e MG580PW (CrylF, CrylA.105 e Cry2Ab2) ndo causou
efeitos letais as abelhas africanizadas de A. mellifera, porém causou leves
alteracbes nas fibras musculares externas do intestino médio quando estas foram
alimentadas com o pélen de milho transgénico Bt MG600PW e MG580PW.

A mistura de tiametoxam + lambda cialotrina + nafta de petroleo + outros
ingredientes (Engeo Pleno®) em diferentes concentracdes, inclusive na concentragdo
mais baixa (0,625%) causou reducdo na longevidade das abelhas e alterou a
capacidade de deslocamento vertical, retomada de voo e capacidade de
caminhamento. Além disso o produto apresentou efeito residual de até 18 dias para
operarias de A. mellifera africanizada.

Estudos com os produtos que foram considerados seguros as abelhas
operarias de A. mellifera africanizada testados em laboratério, possivelmente sdo
seguros a campo. Pois, nos bioensaios laboratoriais, 0 contato com os produtos é
direto e extremo, e a campo este contato é, provavelmente menos intenso e
frequente o que leva a quer que os produtos que foram seletivos no laboratorio
também o serdo a campo. Ja 0os menos seletivos em laboratério, poderdo ter um
menor impacto a campo pela qualidade da cobertura da aplicacdo e pela maior
desativacao por fatores bidticos e principalmente abioticos. Desta forma, estudos
semelhantes dever ser realizados constantemente para verificar a seguranca do que
estd sendo usado a campo, para que insetos benéficos, como as abelhas, nao
sejam afetados.

Além disso, essas informacfes podem também serem utilizadas para tracar
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estratégias no manejo das populacdes de pragas, considerando aspectos de
florescimento e também espacamento entre as aplicacdes. Além da utilizacdo do
manejo integrado de pragas como alternativa para o controle de pragas sem afetar

0S organismos nao alvo, como as abelhas.
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