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Efeito de fungos entomopatogénicos no deslocamento de
operarias de Apis mellifera

Effect of entomopathogenic fungi on the displacement of
Apis mellifera workers

RESUMO

O trabalho teve como objetivo avaliar o efeito dos fungos Beauveria bassiana, Isaria
fumorosea, Metarhizium anisopliae e Trichoderma harzianum na sobrevivéncia e no
deslocamento das abelhas operarias de Apis mellifera recém-emergidas em condi¢Ges de
laboratdrio. Foram estabelecidos cinco tratamentos, cada um com sete repeti¢des. Cinco
repeticoes foram utilizadas para a andlise de sobrevivéncia e duas para os testes de
deslocamento, contendo 20 insetos cada repeti¢do. Os produtos foram utilizados conforme
recomendacdo do fabricante. 290 ul de cada suspensdo foram pulverizadas em placas de
petri de vidro, as quais receberam, por duas horas, abelhas operdrias recém-emergidas.
Posteriormente, foram transferidas para gaiolas de PVC contendo 4gua e dieta. O bioensaio
foi alocado em sala de criagdo de insetos climatizada (26 + 22 C, UR 60 *+ 10%). A avaliacdo
da longevidade ocorreu periodicamente, de 6 até 168 horas. Apds 24 horas de contato com
os fungos, foram realizadas as analises de deslocamento. Para isto utilizou-se uma torre de
voo. Verificou-se que fungo M. anisopliae afetou negativamente a sobrevivéncia e o
deslocamento das operarias, bem como I. fumorosea e T. harzianum. O fungo B. bassiana
ndo interferiu de forma significativa na sobrevivéncia e mostrou menor impacto no
deslocamento das operarias.

PALAVRAS-CHAVE: Abelhas. Entomopatdgenos. Sobrevivéncia. Efeito Subletal. Voo.

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of fungi Beauveria bassiana, Isaria
fumorosea, Metarhizium anisopliae and Trichoderma harzianum in the survival and
displacement of Apis mellifera newly emerged worker bees under laboratory conditions.
For this, five treatments were established, each with seven replicates. Five replicates were
used for survival analysis and two for displacement tests, with 20 insects each repetition.
The products were used according to the manufacturer's recommendation. 290 pl of each
suspension was sprayed on glass petri dishes, which received newly emerged worker bees
for two hours. Subsequently, they were transferred to PVC cages containing water and diet.
The entire bioassay was placed in an air-conditioned insect rearing room (26 + 22 C, UR 60
+ 10%). The evaluation of longevity occurred periodically, from 6 to 168 hours. After 24
hours of contact with the fungi, displacement analyzes were performed. For this, a flight
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tower was used. It was found that the fungus M. anisopliae negatively affected the survival
and displacement of workers, as the fungi I. fumorosea and T. harzianum. B. bassiana fungus
did not significantly interfere at survival and showed less impact on workers' displacement.

KEYWORDS: Bees. Entomopathogens. Survival. Subletal effect. Flight.

INTRODUCAO

Abelhas Apis mellifera L. sdo insetos que pertencem a Classe Insecta, Ordem
Hymenoptera e Familia Apidae. Elas sdo individuos sociais que vivem em castas,
isto é, cada uma possui uma fung¢do dentro da colmeia e ha diferengas morfoldgicas
junto dessas funcdes, em geral uma colmeia possui uma rainha, cerca de 5.000 a
100.000 operarias e de 0 a 400 zangGes (ANDRADE, 2010; FARIAS, 2013; PEREIRA
et al., 2003).

Cerca de 87% das plantas dependem de polinizadores como a abelha para se
reproduzir. Desta forma, eles tém papel fundamental, ndo s6 no aumento da
quantidade da produgdo como na qualidade de seus produtos. Assim, eles
contribuem para maior rentabilidade e lucratividade do cultivo (A.B.E.L.H.A., 2015;
FONSECA, 2005; FONSECA, 2012).

O Brasil é um pais com alto potencial agricola, portanto, depende das
abelhas. Aproximadamente um terco das culturas brasileiras dependem totalmente
ou parcialmente da polinizacdo bidtica (A.B.E.L.H.A., 2015; FREUTAS, 2004,
FONSECA, 2010; GIANNINI et al., 2015).

Os polinizadores se caracterizam por transportar particulas microscdpicas.
Com isso, existe a possibilidade de transportar diversos agentes de controle
utilizados na agricultura e nas culturas florestais. Contudo, os polinizadores sdo
prejudicados pelos defensivos sintéticos utilizados principalmente em dareas de
cultivo. A principal causa da morte das abelhas é por entrarem em contato com as
flores apds estas receberem os pesticidas (AMARO, 2009; FREITAS; PINHEIRO,
2012).

Com isso vale ressaltar que é fundamental a conservacao da biodiversidade
em torno da drea onde se pratica atividades agricolas, assim tornando-se um lar
seguro para diversos polinizadores (A.B.E.L.H.A., 2015; ANDRIAN; FAVATO, 2009).

Visto a importancia dos polinizadores ndo sé para a agricultura mas para a
vida, tem-se cada vez mais pensado na questdo de praticar o Biocontrole ou
Controle Bioldgico de pragas para as culturas de forma que diminua o colapso,
desordem e a mortalidade das abelhas ao entrar em contato com inseticidas
guimicos sintéticos.

Conforme citado, as abelhas apresentam papel fundamental para o planeta.
Sendo assim, sdo realizados estudos sobre o efeito dos agentes de Controle
Bioldgico nas mesmas que ndo sdo consideradas alvos, para obter informacdo e
verificar se sdo seguros e possiveis de serem utilizados. Assim, ocorrendo a redugdo
do uso de inseticidas quimicos sintéticos nas culturas.

Portanto, o objetivo desde trabalho é avaliar através das metodologias se
os fungos entomopatogénicos B. bassiana, |. fumorosea, M. anisopliae e T.
harzianum vao estar interferindo na longevidade e no deslocamento das abelhas
operarias de A. mellifera em laboratdrio.
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MATERIAL E METODOS

Fungos: Os produtos bioldgicos utilizados nos bioensaios foram o Boveril B.
bassiana 1,0 x 108 conidios vidveis.g?, Challenger I. fumorosea 2,5 x 10° conidios
vidveis.mL?, Metarril M. anisopliae 1,39 x 108 conidios vidveis.g?, e Trichodermil T.
harzianum 2,0 x 10° conidios vidveis.mL?. Sendo esses a base de fungos que foram
obtidos através da Koppert Biological Systems (Piracicaba/SP).

Tabela-01: Tratamentos com fungos entomopatogénicos, nome comercial do
produto, agente bioldgico, recomendacgéo L/ha, recomendagio de dosagem para o
controle de insetos pragas e dosagem usada no experimento.

Tratamento Nome Agente Recomendagdo Recomendagio Pulverizagio
comercial  biolégico  decaldaL/haa dosagem com 290 pl
campo
T1 Agua - - 100 ml 100 ml
destilada
esterilizad
a
T2 Boveril 8. 200 750g 0375g
bassiana
T3 Challenger 1 150 1250 ml 0,83 ml
fumorosea
T4 Metarril M. 250 625 g 0,25g
WPE 9 anisopliae
T5 Trichoder T. 80 75 ml 93 ml
mil SC harzianum
1306

Fonte: Autoria propria (2020).

Abelhas: As abelhas africanizadas operdrias de A. mellifera com,
aproximadamente, 48 horas de vida, foram apanhadas da UNEPE Apicultura,
localizada na Universidade Tecnoldgica Federal do Parana — Campus Dois Vizinhos.
Os quadros de ninhadas foram selecionados com base na qualidade e quantidade
de oviposicao da rainha. No inicio os quadros foram marcados apds 19 dias foram
retirados do apiario. Estes foram acondicionados em papel kraft e levados para o
laboratdrio de Controle Bioldgico I, mantidos em camara climatizada tipo B.O.D.
(30° £ 2°C, UR 60 + 10% e sem fotoperiodo) para simular o ambiente da colmeia
até sua emergéncia.

Para a montagem do bioensaio |, (contato com superficie vitrea
pulverizada), contendo os tratamentos (T1, T2, T3, T4 e T5), foram realizadas sete
repeticdes das quais cinco foram usadas para o bioensaio | e duas para o bioensaio
Il. Para isto, foram autoclavadas 35 Placas de Petri de vidro (15 cm de diametro x
1,5 cm de altura), ponteiras e cinco Erlenmeyer com 200 ml de agua destilada
esterilizada. Em quatro destes Erlenmeyer foi adicionado Tween 80°® (0,01%) a
agua.

As concentracOes foram preparadas através da diluicdo dos produtos a base
de fungos entomopatogénicos em agua destilada esterilizada. Destas suspensdes,
290 p de cada produto foi pulverizado nas Placas de Petri com o auxilio do
aerégrafo Pneumatic Sagyma® acoplado a uma bomba Tecnal® (TE-058) de
pressdo constante (1,2 kgf.cm™). As placas foram levadas para total evaporac3o da
agua na camara de fluxo unidirecional horizontal laminar (VECO®).
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Posteriormente apanhou-se os quadros da cdmara climatizada e em seguida
as abelhas com, aproximadamente, 48 h de vida, foram anestesiadas com CO; por
até 120 segundos. Estas foram separadas nas Placas de Petri com 10 individuos
cada e levadas para a sala de criacdo de insetos com ambiente climatizado (26 +
2°C, UR 60 + 10% e fotoperiodo de 12 h) por 2 horas. Em seguida, estas abelhas
foram transferidas para gaiolas de PVC (20 cm de altura x 15 cm de didametro),
sendo o correspondente as abelhas de duas Placas de Petri por gaiola,
contabilizando assim 20 abelhas, totalizando 350 insetos no experimento. Foi
realizada a identificagdo e as abelhas foram alimentadas com pasta candi (mel e
acucar de confeiteiro) e algoddo embebido com agua apropriada sobre tecido tipo
voil fixado na gaiola.

O bioensaio foi alocado na sala de criacdo de insetos climatizada iniciando a
avaliacdo de longevidade as 6, 12, 24, 36, 48,72, 96, 120, 144 e 168 horas. Durante
a avaliagdo as abelhas mortas foram desinfetadas no alcool 70% e em seguida em
agua destilada esterilizada. Por fim foram acondicionadas em uma Placa de Petri
pequena forrada com papel filtro (cdmara Uumida) e levadas para a camara
climatizada (26 + 2°C, UR 60 + 10% e fotoperiodo de 12 h) com o objetivo de avaliar
a proliferacdo do fungo.

Apds 24 horas em contato com os fungos, as duas repeticdes (gaiolas) extras
foram retiradas da sala de criagdo para os testes de voo (deslocamento vertical) e
queda livre (retomada de voo). Nesse bioensaio foram utilizados 10 insetos para
cada teste. As abelhas foram levadas ao laboratério de Controle Bioldgico Il, em
uma sala com auséncia de luz, junto a torre de voo (35 cm x 35 cm de largura e 105
cm de altura) contendo uma lampada no topo e uma fita métrica no centro
interior. Assim, foi possivel analisar em qual dos cinco estratos a abelha se
deslocou ou retomou o voo. Sendo os estratos classificados conforme et al.,
(2015), (figura 01):

Figura 01-Representac¢do esquematica da Torre de voo e tabela com os estratos
para deslocamento vertical e retomada de voo de Apis mellifera.

Estrato Deslocamento vertical Retomada de voo
v Voo até a fonte luminosa Voo direto a luz/ndo ha queda
Deslocamento maximo entre Queda com retomada de voo
v
70e 105cm entre 70 e 105
Deslocamento maximo entre Queda com retomada de voo
[
" 35e 70cm entre35e70
Deslocamento maximo entre 1 Queda com retomada de voo
r " e35cm entrele 35
Permanénciaem 0 cm/ndo Quedadireta a base/sem
— [
ocorréncia de deslocamento retomada de voo

Fonte: Sampaio, Amanda Roberta. 2020

Na andlise do deslocamento vertical (voo), foi liberada na base inferior da
torre uma abelha por vez, no qual cronometrou-se um minuto, sendo esse o tempo
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para avaliar em qual estrato maximo ela conseguiu alcancar e, apds marcado, o
inseto foi descartado. Para a avaliacdo da retomada de voo (queda livre) as abelhas
foram liberadas no topo da torre de voo para observar em qual estrato houve a
retomada de voo ou o voo direto a fonte de luz, os mesmos também foram
anotados e os insetos descartados.

RESULTADOS E DISCUSSAO
BIOENSAIO I: Contato com a superficie vitrea pulverizada.

Para esse bioensaio, com 100 horas de experimento (grafico 01), verificou-se
que 36,5% das abelhas oriundas do tratamento com o fungo M. anisopliae (T4)
estavam vivas. O tratamento realizado com o fungo I. fumorosea (T3) reduziu a
sobrevivéncia, restando apenas 49,9% das abelhas vivas, o mesmo ocorreu com o
T. harzianum (T5), ou seja, afetaram expressivamente a sobrevivéncia das abelhas.
Enquanto isso, para as abelhas provenientes do tratamento com o fungo B.
bassiana (T2), 85,5% estavam vivas e, para a testemunha (T1) 95,5% das abelhas
operdrias A. mellifera sobreviveram depois de 100 horas de experimento.

Gréfico 01-Sobrevivéncia de forrageiras de A. mellifera africanizada em contato na
superficie vitrea tratada com os fungos, analise por Kaplan-Meier. Onde: T1 (Agua
destilada esterilizada) 100 ml, T2 (B. bassiana) 0,375g, T3 (I. fumorosea) 0,83 ml, T4 (M.
anisopliae) 0,25g e T5 (T. harzianum) 0,93 ml da dose recomendada. Temperatura 26 +
2°C, UR 60 + 10% e fotoperiodo de 12 h. UTFPR Dois Vizinhos.

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

T a T2 b T3 ]
1.00{ —==lrr o 1.00
£5.5 %
8075 075 075
'Eoso 050 050 49.9%
Fozs 0251 0251 L‘;

a
S0.00 0.00 0.00
b3 2 5

ab (1] 50 100 150

© T4 C T5

ﬁmo ——— 1,009

Zo7s 075—“_‘—1

S

8050 e L 99%
D p2s h 025

0 50 100 150 0 50 100 150
Tempo até a morte (horas)

Fonte: Autoria propria (2020).

No presente trabalho pode-se observar que os fungos M. anisopliae, I.
fumorosea e T. harzianum provocam a mortalidade das abelhas, a vista disso, em
100 horas o fungo M. anisopliae provocou maior reducdo na sobrevivéncia de A.
mellifera, posteriormente, os fungos I. fumorosea e T. harzianum. Nesse sentido,
o tratamento que mais se aproximou da testemunha, ou seja, o que menos
interferiu na sobrevivéncia das abelhas foi o fungo B. bassiana. Em trabalhos
conduzidos por Colombo (2019), o contato de operdrias de A. mellifera com
superficie vitrea tratada, com B. bassiana (IBCB 66) apresentaram sobrevivéncia
de 95,04 horas, as oriundas de M. anisopliae (IBCB 425) 73.35 horas e o tratamento
controle com 90.40 horas. Em trabalhos semelhantes com superficie vitrea tratada
com B. bassiana (Boveril® WP) e M. anisopliae (Metarril® WP) provocou redugdo
na sobrevivéncia das abelhas. No referido trabalho, B. bassiana reduziu a
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sobrevivéncia para 93.3 horas e M. anisopliae reduziu a sobrevivéncia para 128
horas, enquanto no tratamento controle as abelhas apresentaram 197.8 horas de
sobrevivéncia (POTRICH et al., 2018).

Ha trabalhos que evidenciam abelhas como vetores do fungo T. harzianum

para o controle de Botrytis cinerea (Sclerotiniaceae) no morangueiro, o qual
mostra que o fungo ndo interfere na sobrevivéncia das mesmas (KOVACH;
PETZOLDT; HARMAN, 1999).

Para o fungo I. fumorosea nao existe trabalhos semelhantes publicados,

avaliando o efeito dele sobre A. mellifera. Entretanto, para o fungo I. fumorosea
existe trabalhos que objetivaram determinar o efeito do mesmo sobre o
parasitoide de  ovos  Trichograma  pretiosum R.  (Hymenoptera:
Trichogrammatidae). Dois isolados desse fungo (IBCB 367 e IBCB 394) foram
utilizados nos testes. O trabalho avaliou o nimero de ovos de Anagasta kuehnella
Z
emergéncia, longevidade, duracdo do periodo ovo-adulto, razdo sexual,
longevidade das fémeas que parasitaram os ovos e a mortalidade dos adultos
emergentes de T. pretiosum todos em contato com o fungo /. fumorosea. De
acordo com o trabalho, esses isolados de . fumorosea sdo seletivos para T.
pretiosum em laboratdrio (POTRICH et al., 2020).

(Lepidoptera: Pyralidae) parasitados por T. pretiosum, percentual de

BIOENSAIO II: Deslocamento vertical (voo e queda)

No ensaio de voo as abelhas A. mellifera expostas ao fungo B. bassiana,

alcangaram o estrato Il (40%), e as demais ficaram dispersas nos outros estratos.
As abelhas oriundas do fungo I. fumorosea, 30% permaneceram no estrato | e 30%
voaram ao estrato lll, enquanto as operdrias em contato com o fungo M. anisopliae
40% permaneceram no estrato | e 40% alcangaram o estrato Il, sendo estes, os
estratos mais baixos da torre de voo. As abelhas oriundas do tratamento com o
fungo T. harzianum, em sua maioria, voaram até o estrato Il. J4 para as abelhas
oriundas da testemunha, houve maior nimero de abelhas que alcangaram os
estratos Il e IV (grafico 02).

Mumero de abalhas (96)

R T A e =]

—

Testemunha  B.bossiona | fumorossa M. anisoplise T harzianum Testemunha  B.bassiona | fumorosea M. anisoplige  T. harzignum

Grafico 02 e 03- Estratos alcangcados em deslocamento vertical (teste de voo e

retomada de voo) por abelhas operarias A. mellifera recém-emergidas apds contato com

fungos pulverizados em superficie vitrea.

Deslocamento vertical (voo) - abelhas Apis mellifera Deslocamento vertical (retomada de voo) - abelhas Apis mellifera

10

Mumero de abelhas (26)

9
]
7
6
5
4
3
2
1
0

Estratos M1 B2 M3 B4 W5 Estrztos Bl m2E3 mdms

Fonte: Autoria propria (2020).
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No ensaio de queda (retomada de voo) das abelhas operérias A. mellifera
expostas ao fungo B. bassiana 90% das abelhas se enquadraram no estrato | e 10%
alcancaram o estrato Il. As abelhas oriundas do fungo I. fumorosea, 80%
permaneceram no estrato | e o restante nos estratos Ill e Il. As abelhas expostas
aos fungos M. anisopliae e T. harzianum permaneceram todas no estrato I. o
tratamento referente ao controle, 60% das abelhas permaneceram no estrato | e
o restante das abelhas retomaram o voo nos estratos Il e IV (grafico 03).

Se comparado as mesmas metodologias na andlise de voo de abelhas
operarias A. mellifera forrageiras com o trabalho de Boeira (2019), para o teste de
Voo, os tratamentos oriundos dos fungos B. bassiana e M. anisopliae diferirem do
presente trabalho, pois, nele as operarias do teste com B. bassiana 30% atingiram
o estrato V. Para o tratamento direcionado ao fungo M. anisopliae 50% chegaram
ao estrato V. Seguidamente, para a testemunha 70% atingiram o estrato V. Na
analise de retomada de voo, no trabalho realizado por Boeira (2019), o teste
exposto ao fungo B. bassiana, 40% retomaram o voo diretamente para o estrato
V. Em seguida, no teste resultante da testemunha, 60% das abelhas retomaram o
Voo no estrato V.

Esse resultado difere do presente trabalho principalmente pela diferenca
morfoldgica das abelhas africanizadas A. mellifera, uma vez que naquele trabalho
foi realizado com abelhas operarias forrageiras. Ja no atual trabalho foi utilizado
abelhas recém-emergidas. Desta forma, para esse bioensaio (deslocamento
vertical) ndo houve diferenca significativa na presenca dos fungos B. bassiana, I.
fumorosea, M. anisopliae e T. harzianum.

CONCLUSAO

O fungo M. anisopliae interferiu na sobrevivéncia das operdrias, seguido dos
fungos I. fumorosea e T. harzianum. Enquanto o fungo B. bassiana ndo interferiu
na sobrevivéncia das abelhas. Para o deslocamento, ndo houve diferenca
significativa, sendo assim, esses fungos nao interferem na capacidade de voo das
abelhas operdrias de A. mellifera recém-emergidas em condi¢des de laboratdrio.
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