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RESUMO

FRANCA, BARBARA SOARES AIRES. Instituto Federal Goiano — Campos Belos —
GO, setembro de 2025. Ecotoxicologia de bioinsumos: concentragdes seguras e niao

seguras de bioinseticida a base de Metarhizium anisopliae sobre a abelha
Tetragonisca angustula. Orientador: Althiéris de Souza Saraiva.

O trabalho investigou os efeitos de um biopesticida sobre abelhas sem ferrdo,
Tetragonisca angustula. Este estudo ¢ motivado pela necessidade de entender como o
uso de bioinsumos pode afetar o comportamento e a eficiéncia das abelhas, essenciais
para a polinizagao de diversas plantas, nativas e cultivadas, e, consequentemente, a
produtividade agricola e a conservacdo de espécies nativas. A pesquisa abordou
questdoes como os efeitos agudos e subletais da exposi¢do a biopesticida. A hipotese
principal ¢ que o bioinseticida a base de Metarhizium anisopliae apresenta efeitos
toxicos a abelha sem ferrdo 7. angustula, sendo o grau de toxicidade dependente da
concentragdo e do tipo de exposi¢do, impactando o comportamento e a sobrevivéncia
das abelhas. A metodologia envolveu ensaios em condigdes controladas de laboratorio,
usando parametros de sobrevivéncia e comportamento. Os dados gerados visam
determinar a Concentragdo Letal para 10 e 50% das abelhas (CL,,.5), a Concentracdo de
Efeito Nao Observado (CENO) ¢ a Concentragdao de Efeito Observado (CEO), com
vistas a gerar dados que contribuam com agéncias de prote¢do ambiental, bem como a
sustentabilidade agricola e preservacgao de polinizadores nativos.

PALAVRAS-CHAVE: Abelhas nativas 1. Biopesticidas 2. Polinizadores 3.



ABSTRACT

FRANCA, BARBARA SOARES AIRES. Instituto Federal Goiano — Campus Campos
Belos — GO, September 2025. Ecotoxicology of bioinputs: safe and unsafe
concentrations of the bioinsecticide based on Metarhizium anisopliae on the bee
Tetragonisca angustula. Advisor: Althiéris de Souza Saraiva.

The work investigated the effects of a biopesticide on stingless bees, Tetragonisca
angustula. This study is motivated by the need to understand how the use of bio-inputs
can affect the behavior and efficiency of bees, which are essential for the pollination of
various native and cultivated plants, and consequently, agricultural productivity and the
conservation of native species. The research addressed issues such as the acute and
sublethal effects of exposure to biopesticides. The main hypothesis is that the
Metarhizium anisopliae-based bioinsecticide has toxic effects on the stingless bee T.
angustula, with the degree of toxicity being dependent on concentration and type of
exposure, impacting the behavior and mortality of bees. The methodology involved
trials under controlled laboratory conditions, using survival and behavioral parameters.
The generated data aim to determine the lethal concentration for 10 and 50% of bees
(CL,450), the No Observed Effect Concentration (NOEC), and the Lowest Observed
Effect Concentration (LOEC), with a view to generating data that contribute to
environmental protection agencies, as well as agricultural sustainability and the
preservation of native pollinators.

Keywords: Native bees 1. Biopesticides 2. Pollinators 3.
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1. INTRODUCAO GERAL

O uso de bioinsumos no manejo agricola tem ganhado destaque como uma alternativa
sustentavel aos inseticidas quimicos convencionais (Gindri et al. 2020). Entre eles,
destacam-se os fungos entomopatogénicos, como Metarhizium anisopliae, amplamente
utilizados no controle biologico de pragas devido a sua eficacia € ao menor impacto
ambiental em comparagdo aos produtos sintéticos (Mawcha et al. 2024). Entretanto,
ainda que sejam considerados mais seguros, esses agentes ndo estdo isentos de riscos,
sobretudo quando aplicados em altas concentragdes ou sem avaliacdo adequada dos

efeitos sobre organismos nao-alvo (Chiew et al., 2022).

As abelhas representam um dos principais grupos de organismos potencialmente
expostos a bioinseticidas, dada sua intensa interagdo com o ambiente e seu papel
fundamental na polinizacdo de culturas agricolas e de espécies nativas (Rosa et al.
2020). Estima-se que grande parte da produgdo de alimentos dependa, em algum grau,
da polinizagdo realizada por abelhas (Potts et al., 2016). No Brasil, além da espécie
exotica Apis mellifera, a fauna de abelhas sem ferrao, incluindo Tetragonisca angustula
(conhecida como jatai), exerce papel relevante na manutencdo da biodiversidade e na

produtividade agricola (Imperatriz-Fonseca; Nunes-Silva, 2010).

Estudos recentes tém demonstrado que fungos entomopatogénicos podem impactar
negativamente tanto a sobrevivéncia quanto o comportamento das abelhas. Uma revisao
sobre a seguranca de bioinseticidas a base desses fungos destaca a necessidade de
investigacdoes mais especificas (Chiew et al., 2022). Ensaios com M. anisopliae, por
exemplo, evidenciam que esses entomopatogenos podem provocar mortalidade em
abelhas sociais, incluindo 7. angustula (Leite et al., 2022). Entre os efeitos observados
estdo a redugdo da longevidade, alteracdes comportamentais e prejuizos em fungdes
ecologicas essenciais. Assim, compreender a ecotoxicidade desses bioinseticidas em
abelhas nativas mostra-se fundamental para assegurar seu uso seguro € prevenir

impactos adversos sobre a polinizagao.

Nesse contexto, e considerando a crescente expansao dos bioinsumos na agricultura
brasileira, torna-se necessario e urgente avaliar seus efeitos em espécies de abelhas sem
ferrdo, como 7. angustula. A determinacdo de parametros ecotoxicologicos, como CL1o

e CLso (concentragdes letais) e CENO e CEO (niveis sem e com efeito observado,



respectivamente), fornece subsidios fundamentais para estabelecer limites de seguranga
ambiental. Esses dados sdo estratégicos tanto para a formulacao de politicas publicas de
regulacdo quanto para a adogdo de praticas agricolas que conciliem produtividade e

conservagao de polinizadores.

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade do
bioinseticida Metarhizium anisopliae sobre Tetragonisca angustula, determinando
concentragdes seguras e ndo seguras, por meio de ensaios de toxicidade aguda topica e

residual, bem como testes comportamentais de preferéncia alimentar.
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2. OBJETIVOS

Geral: Avaliar a toxicidade do bioinseticida Metarhizium anisopliae sobre Tetragonisca
angustula, determinando concentragdes seguras € nao seguras.

Especificos:

Avaliar a ecotoxicidade de bioinseticida a base de Metarhizium anisopliae sobre a
sobrevivéncia de Tetragonisca angustula, através de exposi¢do topica, de modo a
determinar a CL,,e CLs,.

Avaliar a ecotoxicidade de bioinseticida a base de Metarhizium anisopliae sobre a
sobrevivéncia de Tetragonisca angustula, através de exposicdo residual, de modo a
determinar a CL,,e CLs,.

Avaliar a ecotoxicidade de bioinseticida a base de Metarhizium anisopliae sobre o
Comportamento de Tetragonisca angustula, através da exposi¢do topica, de modo a
determinar a CENO e a CEO.

Avaliar a ecotoxicidade de bioinseticida a base de Metarhizium anisopliae sobre o
Comportamento de Tetragonisca angustula, através da exposi¢ao residual, de modo a

determinar a CENO e a CEO.



FOLHA DE ROSTO

O presente estudo integra-se a macroprojetos financiados pela Fundacao de Amparo a
Pesquisa do Estado de Goids (FAPEG) e pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico (CNPq), a saber:

EcoSafe: Desvendando a Ecotoxicologia de Bioinsumos — aprovado na Chamada

04/2024 da Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Goias (FAPEG);

BeEcotox: Efeitos Comportamentais e Ecotoxicologicos de Bioinseticidas e Luz LED

em Abelha sem Ferrao — Chamada PQ-2024, Processo n°® 302271/2025-2;

MAIS AGRO MENOS TOXICO: Por um Agro que Nio Deixe Ninguém e Nenhum
Lugar para Tras — aprovado na Chamada Publica FAPEG n°® 12/2025;

BeePHOTOtox: Efeitos Combinados de Pesticidas Sintéticos e de Base Biologica, e

Estimulos Luminosos sobre Abelhas sem Ferrdo em Cultivo Protegido — Chamada

Universal 2024, Processo n° 403111/2025-0.

Este trabalho, portanto, compde diferentes frentes académicas e cientificas. O Professor
Orientador foi convidado a apresentar parte destes resultados na International
Conference on Agriculture & Horticulture, cujo tema serd Sustainable Agriculture and
Smart Horticulture for a Resilient Future, a realizar-se em Berlim, Alemanha, em junho

de 2026.

Além disso, os achados integrardo o Relatorio de Projeto de Iniciagdo Cientifica de
Diego Dalariva, com apresentacdo no Integra IF Goiano 2025, e também subsidiardo a

Tese de Doutorado em Agroquimica de Adriana Bernardes.



3. CAPITULOI

Exposicao a Metarhizium anisopliae compromete sobrevivéncia e alimentagao da

abelha sem ferrdo 7etragonisca angustula

RESUMO: A crescente adogao de bioinsumos na agricultura exige a avaliacdo de seus
possiveis efeitos sobre organismos ndo-alvo, como polinizadores. Este trabalho avaliou
a toxicidade aguda e subletal de um bioinseticida a base do fungo entomopatogénico
Metarhizium anisopliae sobre a abelha nativa sem ferrdo Tetragonisca angustula.
Ensaios laboratoriais foram conduzidos para determinar a concentracao letal para 10%
(CLw) e 50% (CLso) das abelhas, bem como a concentragdo de efeito ndo observado
(CENO) e a menor concentragdo com efeito observado (CEO), considerando duas vias
de exposi¢do: topica e oral (residual). Os resultados indicaram maior sensibilidade das
abelhas a exposicdo topica (CLso = 3,86 x 10'° conidios/L) em comparag¢ao a oral (CLso
= 1,49x10" conidios/L). Alteragdes comportamentais significativas na preferéncia
alimentar foram detectadas a partir de 2,5%10® conidios/L (CEO), enquanto a CENO foi
de 1,25x10% conidios/L. Embora os valores obtidos representem cendrios de alta
exposicao, os dados refor¢am a importancia de considerar efeitos letais e subletais na
definicdo de concentragdes seguras para polinizadores. As informagdes geradas podem
subsidiar 6rgdos ambientais, fortalecer a gestdo sustentavel de bioinsumos e contribuir

para a conservagao de abelhas nativas.

Palavras-chave: Biopesticida; Controle bioldgico; Fungos entomopatogénicos;

Ecotoxicidade; Polinizadores.

ABSTRACT: The growing adoption of bio-inputs in agriculture requires the assessment
of their potential effects on non-target organisms, such as pollinators. This study
evaluated the acute and sublethal toxicity of a bioinsecticide based on the
entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae on the native stingless bee
Tetragonisca angustula. Laboratory tests were conducted to determine the lethal
concentration for 10% (LCw) and 50% (LCso) of the bees, as well as the no observed
effect concentration (NOEC) and the lowest observed effect concentration (LOEC),
considering two routes of exposure: topical and oral (residual). The results indicated

greater sensitivity of bees to topical exposure (LCso = 3,86 % 10'° conidia/L) compared



to oral exposure (LCso = 1,49x10" conidia/L). Significant behavioral changes in food
preference were detected at 2,5%10° conidia/L (LOEC), while the NOEC was 1,25x10*
conidia/L.. Although the values obtained represent high exposure scenarios, the data
reinforce the importance of considering lethal and sublethal effects when defining safe
concentrations for pollinators. The information generated can support environmental
agencies, strengthen the sustainable management of bio-inputs, and contribute to the

conservation of native bees.

Key-words: Biopesticide; Biological control; Entomopathogenic fungi; Ecotoxicity;

Pollinators.

3.1 Introdugao

A crescente demanda por praticas agricolas mais sustentaveis tem aumentado o
incentivo e busca pelo uso de bioinsumos, entre eles bioinseticidas, que sdo uma
alternativa com potencial para substituir o uso de defensivos quimicos (Gindri et al.
2020; Bortoloti et al. 2022). O fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae, esta
entre os insumos bioldgicos mais utilizados para este fim, permitindo o controle eficaz
de diversas pragas (Montalva et al., 2016; Baldivezo et al., 2020). Contudo, mesmo os
insumos bioldgicos podem causar efeitos adversos em organismos ndo-alvo (Cappa et
al. 2022). Nesse contexto, a ecotoxicologia, definida como a “ciéncia que estuda o efeito
dos defensivos agricolas e de outras substancias sobre os ecossistemas”, torna-se
fundamental para avaliar os impactos do uso de bioinsumos no ambiente ¢ auxiliar na

determinagdo de concentragdes seguras para diferentes espécies (Gasparotto, 2016).

As abelhas sdo essenciais para a manuten¢ao da biodiversidade e da produtividade
agricola, sendo responsaveis pela polinizacdio de diversas culturas (Shikuma e
Alvarenga, 2021). Dentre as espécies de abelhas nativas, a Tetragonisca angustula
(abelha jatai) tem destaque pela sua ampla distribuicdo geografica e eficiéncia na
polinizagdo de plantas nativas e cultivadas (Silva e Da Paz, 2012). Contudo, a exposi¢ao
desses seres a defensivos agricolas, incluindo bioinseticidas, pode comprometer sua
sobrevivéncia e seu papel ecoldgico (Lisi et al. 2025). Deste modo, ¢ de suma
importancia entender os efeitos de bioinsumos sobre essas espécies, para garantir a

seguranga dos sistemas produtivos e a manutengdo da biodiversidade. O fungo



entomopatogénico Metarhizium anisopliae atua como um biocontrolador eficaz de
pragas agricolas, infectando uma ampla gama de insetos hospedeiros (Aw e Hue, 2017).
Sua infec¢do inicia com a adesdo dos conidios a cuticula do inseto, seguida pela
germinagdo e penetragdo das hifas, que se proliferam no interior do hospedeiro, levando
a morte do inseto apds alguns dias, esse efeito letal € potencializado pela producdo de
destruxinas, péptidos ciclicos com atividade inseticida (Aw e Hue, 2017; St.Leger e

Wang, 2020).

A abelha Tetragonisca angustula, popularmente conhecida como jatai, ¢ uma espécie de
abelha sem ferrdo amplamente distribuida nas Américas, desde o México até o norte da
Argentina, sendo a sua presenca € significativa em diversos ecossistemas, incluindo
florestas tropicais e subtropicais, areas urbanas e agroecossistemas (Nogueira-Neto,
1997). Essas abelhas desempenham um papel crucial na polinizagdo de uma variedade
de plantas nativas e cultivadas, contribuindo para a manuteng¢do da biodiversidade e a
produtividade agricola, sua adaptabilidade a diferentes ambientes e sua importancia
ecologica tornam-nas vitais para os agroecossistemas (Nogueira-Neto, 1997; Associacao

Brasileira De Estudos Das Abelhas, 2015).

Dada a ampla distribuicao geografica e a importancia ecoldgica da Tetragonisca
angustula, ¢ fundamental avaliar os potenciais impactos do Metarhizium anisopliae
sobre essa espécie. Embora M. anisopliae seja utilizado como bioinseticida em diversas
culturas, a interagdo desse fungo com abelhas nativas, como a 7. angustula, ainda ¢
pouco compreendida, requerendo investigacdes aprofundadas para garantir praticas
agricolas sustentaveis que preservem a biodiversidade e a funcionalidade dos
agroecossistemas (Toledo-Herndndez etal. 2016; Araujo, 2019). Nesse contexto,
tornam-se estudos e ensaios cientificos que determinem concentragdes seguras € nao
seguras do bioinseticida, contribuindo para o uso seguro dos bioinsumos e para a

conservacdo de polinizadores e ecossistemas.

3.2 Material e Métodos

3.2.1. Procedimento de coleta em campo de Tetragonisca angustula para ensaios com o

bioinseticida Metarhizium anisopliae



As abelhas Tetragonisca angustula utilizadas nos ensaios foram coletadas em seu
ambiente natural na Escola-Fazenda do IF Goiano - Campus Campos Belos (Latitude
-13,0753251, Longitude -46,7258929). A coleta foi realizada de modo a garantir que os
individuos apresentassem comportamentos, alimentacdo e condigdes fisioldgicas tipicas
de populagdes livres. Optou-se por individuos provenientes de colonias naturais em vez
de caixas de criagdo, para preservar a variabilidade biologica e imunoldgica natural,
proporcionando resultados mais realistas sobre a suscetibilidade ao bioinseticida
Metarhizium anisopliae. Os individuos de abelhas jatai (7Tetragonisca angustula) foram
coletados na entrada das colonias, entre 10h30min e 15h30min, periodo correspondente
a maior atividade forrageadora da espécie. Foram coletadas 10 abelhas por gaiola, de
uma unica colénia (os tratamentos ¢ numero de gaiolas por tratamento sdo descritos
abaixo). As gaiolas contendo abelhas foram transportadas em bandejas de plastico,

cobertas com saco de lixo preto, para reduzir o estresse.

3.3 3.2.2. Ensaios para determinagdo da CL,, e CLy,sobre T. angustula

Os ensaios com abelhas nativas foram conduzidos a partir de adaptagdes dos métodos
descritos por Jacob et al. (2019), Oliveira et al. (2023b) e De Jesus (2024). Os
organismos foram mantidos em ambiente controlado, com temperatura variando entre
25 e 27 °C, regulada por ar-condicionado, de modo a garantir condi¢des adequadas aos
organismos-teste, e conducdo experimental. Durante todo o periodo experimental, os

organismos permaneceram em ambiente escuro para reduzir o estresse.

O monitoramento dos ensaios por 192 horas foi estabelecido para abranger
integralmente o periodo de manifestagdo da patogenicidade do fungo Metarhizium
anisopliae. O ciclo de infec¢do envolve adesdo e germinacdo dos conidios sobre a
cuticula do hospedeiro, penetracdo tecidual, proliferacdo enddgena e producdo de
destruxinas, culminando na morte do inseto (St. Leger e Wang, 2020). Essa dindmica
apresenta laténcia temporal significativa, de modo que efeitos letais e subletais podem
ocorrer de forma gradual, refletindo o que potencialmente ocorreria em exposigdes
naturais prolongadas em campo (Beys-da-Silva et al., 2014; St. Leger e Wang, 2020;
Omuse et al. 2021).

Além disso, a duracdo de 192 horas permite avaliar de maneira abrangente impactos

sobre sobrevivéncia, comportamento alimentar e outras fun¢des subletais das abelhas
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operarias forrageiras de Tetragonisca angustula, fornecendo dados ecologicamente
relevantes que simulam cendrios de exposi¢do ambiental realistas, nos quais as abelhas
podem entrar em contato com o bioinseticida tanto por contato direto com superficies
contaminadas quanto por ingestdo de néctar e polen contaminados (CAPPA;
BARACCHI, 2024). Dessa forma, os ensaios reproduzem as condi¢des do ambiente
natural, garantindo que a avaliagdo da toxicidade aguda topica (EAT) e residual (EAR)

reflita o risco efetivo para as populagdes de polinizadores nativos.

Para a avaliagdo da toxicidade aguda tépica (EAT) e da toxicidade aguda residual
(EAR), utilizaram-se gaiolas de Polietileno Tereftalato — PET, medindo 73 mm de
diametro por 79 mm de altura, revestidas internamente com papel filtro comercial. Cada
gaiola continha alimentadores confeccionados a partir de tubos de microcentrifuga
transparentes de 2 mL, forrados com algodao para facilitar o acesso ao alimento e evitar
afogamento. As exposi¢des foram realizadas com 10 abelhas operarias forrageiras de

Tetragonisca angustula por réplica, totalizando 30 organismos em cada tipo de ensaio.

No ensaio de EAT, as abelhas foram expostas a uma névoa contaminada, utilizando-se
um volume de 350 pL, representando concentragdes compativeis com aquelas
encontradas no ambiente natural (adaptado de Oliveira et al. 2023a). A exposi¢do durou
1 minuto, e os efeitos foram monitorados ao longo de 192 horas. J& no ensaio de EAR,
as abelhas permaneceram em jejum por 30 minutos antes de receberem um xarope (dgua
e agucar, na propor¢ao 1:1) contaminado. Apds esse tempo o xarope contaminado foi
disponibilizado para as abelhas e o monitoramento dos efeitos também aconteceu por

192 horas.

As concentra¢des de Metarhizium anisopliae avaliadas foram: 5, 10, 20, 40, 80, 160,
320, 640 mg de i.a./L, obtidas através do produto comercial METARRIZ PLUS WP
BIOCONTROL, Registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento —
MAPA sob n° 13515 cuja composi¢do contém Metarhizium anisopliae, isolado IBCB
425 (2,5x10"10 de conidios vidveis do fungo/g p.c.) 400 g/Kg (4% m/m) e 600 g/Kg
(96% m/m) de outros ingredientes, além de um tratamento controle contendo apenas o
diluente (solucdo a 1% de Polissorbato 80, pureza > 98%). Esses valores foram
definidos com base em ensaios ecotoxicoldgicos preliminares e em informacdes da
literatura sobre niveis ambientais da espécie. Para ambos os testes, a solu¢do-estoque de

M. anisopliae foi preparada em agua destilada, sendo as concentragdes de teste obtidas a



11

partir dessa solugdo. As diluigdes foram preparadas com até 24 horas de antecedéncia e
armazenadas a 4 °C, em embalagens de PET revestidas com papel aluminio. Para cada
uma das concentracdes avaliadas, 5, 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640 mg de i.a./L, havia
1,25 x 10%, 2,50 x 10% 5,0 x 10% 1,0 x 10°, 2,0 x 10°, 4,0 x 10°, 8,0 x 10°, 1,6 x 10"

conidios viaveis por litro.

34 3.2.3.Teste de preferéncia alimentar

Os testes de preferéncia alimentar para Tetragonisca angustula foram conduzidos a
partir de adaptagdes da metodologia descrita por Silva et al. (2016). Inicialmente, 10
abelhas foram coletadas na entrada do ninho e acondicionadas em gaiolas de PET com
capacidade de 250 mL (73 mm de didmetro x 79 mm de altura, com tampa), revestidas
internamente com papel filtro qualitativo. Antes do inicio do ensaio, permaneceram em
jejum por 30 minutos, a fim de padronizar os habitos alimentares. Todas as abelhas
utilizadas pertenciam a mesma colonia, garantindo maior consisténcia no

comportamento alimentar.

Ap0s a coleta, os insetos foram transferidos para o laboratorio e expostos a temperatura
de 25 °C, controlada por ar-condicionado, por um periodo minimo de 15 minutos para
ambientacdo. Esse tempo de adaptacao foi necessario para facilitar o manuseio durante a

substituicdo dos alimentos, reduzindo o risco de perda de individuos no processo.

O procedimento experimental consistiu na substituicdo do alimento ndo contaminado
por solugdes contaminadas apos o periodo inicial de 30 minutos. Os alimentos foram
preparados em tubos de microcentrifuga transparentes de 2 mL, perfurados com agulha
entomoldgica e tampados para evitar o escoamento do xarope, sendo esses tubos
inseridos na tampa das gaiolas experimentais. As concentracdes testadas incluiram oito
variacoes do composto, misturadas em propor¢ao 1:1 com xarope, além de um

tratamento controle, conforme descrito no topico anterior.

Durante todo o periodo experimental, a temperatura ambiente foi mantida entre 25 e 27
°C, com ajustes no ar-condicionado sempre que necessario, € as abelhas permaneceram
em ambiente escuro. A duragao total do teste foi de 24 horas. Para a avaliacao de efeitos
subletais, como alteragdes na preferéncia alimentar de 7. angustula, optou-se por
monitorar os individuos por 24 horas, em contraste com os 192 horas utilizados para os

efeitos letais. Essa abordagem ¢ adequada porque mudangas comportamentais tendem a
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se manifestar de forma mais imediata apds a exposi¢do ao bioinseticida M. anisopliae,
refletindo respostas rdpidas do sistema nervoso e metabolico das abelhas (Cham et al
2017). Além disso, o monitoramento mais curto permite distinguir efeitos subletais
agudos de alteragdes fisiologicas ou comportamentais que podem ocorrer antes do
desenvolvimento do quadro letal, fornecendo informagdes relevantes para a avaliagao

do impacto ecoldgico do fungo em cendrios ambientais realistas (Cham et al 2017).

Para a avaliacdo da preferéncia alimentar, os tubos foram pesados antes e apds a
exposi¢do. O volume final remanescente foi subtraido do volume inicial, possibilitando
a determinacao do consumo total pelas 10 abelhas. Em seguida, esse valor foi dividido

pelo numero de individuos da amostra, resultando na média de consumo por abelha.

3.5 3.2.4. Analise estatistica

A concentracdo letal para 10% (CL,) e para 50% (CLs,) de Metarhizium anisopliae em
T. angustula foram estimadas por meio de analise de Probit, utilizando o software

estatistico Minitab 21® (Minitab Inc., State College, PA, USA).

Para os ensaios de preferéncia alimentar com 7. angustula, a anélise estatistica foi
realizada utilizando ANOVA para comparar as médias das diferentes concentracdes. A
ANOVA foi precedida pelo teste de homogeneidade de variancia de Brown-Forsythe e
pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk para garantir a adequag¢do dos dados. As
Concentragdes de Efeito Nao Observado (CENO) e as Concentracdoes de Efeito
Observado (CEO) foram determinadas através de testes de multiplas comparacgdes de
Dunnett. As andlises estatisticas ANOVA foram conduzidas utilizando o software

GraphPad Prism versao 10.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)

3.6 Resultados e Discussao

Os resultados dos ensaios de toxicidade aguda demonstraram diferengas significativas
na suscetibilidade de 7. amgustula as diferentes concentracdes do bioinseticida M.
anisopliae, dependendo da via de exposi¢do. Observou-se que a exposi¢do tdpica
resultou em efeitos mais pronunciados, com CL1 = 4,72 x 10° conidios/L e CLso = 3,85
x 10'° conidios/L, em comparacdo a via oral, para a qual os valores foram CL1 = 8,03 x
10° conidios/L e CLso = 1,49 x 10" conidios/L. As figuras 1 e 2 ilustram a probabilidade
de mortalidade das abelhas submetidas aos tratamentos por contato e ingestdo,

respectivamente. Esse padrao corrobora a hipdtese de que a penetracdo cuticular
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constitui uma via mais eficiente de infeccdo, uma vez que a adesdo e germinacdo dos
conidios sobre o tegumento do hospedeiro proporcionam vantagem de colonizagdo em

relacdo a ingestdo, conforme relatado por Tiago et al. (2014) e St.Leger ¢ Wang (2020).

Esse mecanismo ¢ explicado pelo fato de que Metarhizium produz estruturas
especializadas, como apressoérios ¢ pegs de penetracdo, associados a secrecdo de
enzimas hidroliticas — proteases, lipases e quitinases — que degradam a cuticula e

facilitam a invasao dos tecidos do hospedeiro (Saciloto-De-Oliveira et al., 2025).

Estudos prévios reforgam essa interpretacdo. Omuse etal.(2022) observaram que
determinados isolados de M. anisopliae (ICIPE 7, ICIPE 20 e ICIPE 69) reduziram a
sobrevivéncia de Apis mellifera em até 17,4% via contato, enquanto Meliponula
ferruginea ndo apresentou diminuicdo significativa. De maneira consistente,
Toledo-Hernandez et al. (2016) relataram mortalidade elevada de 7. angustula exposta
ao mesmo fungo, evidenciando que a suscetibilidade varia entre espécies de

meliponineos e depende do isolado utilizado.

Na avaliagdo quantitativa, a concentragdo letal capaz de causar mortalidade em 10% das
abelhas (CL1) via exposi¢do topica foi estimada em 4,72 x 10° conidios/L, com erro
padrdo de 1,32 x 10° ¢ intervalo de confianga de 2,17 x 10° a 7,27 x 10° conidios/L. A
CLso, por sua vez, atingiu 3,86 x 10 conidios/L, com erro padrdo de 7,304 x 10° e
intervalo de confianca de 2,81 x 10" a 6,30 x 10! conidios/L, evidenciando a
sensibilidade diferencial das abelhas em fun¢do da via de exposi¢do e a importancia de
considerar tanto efeitos letais quanto subletais na avaliagdo do risco ecoldgico do

bioinseticida.

A mortalidade observada no teste agudo oral (Figura 2) foi analisada por meio de
regressao probit, considerando-se uma distribui¢ao lognormal para a variavel resposta
(percentual de mortalidade). Os parametros do modelo foram estimados pelo método de
maxima verossimilhanca, e a significancia dos coeficientes foi verificada pelo teste Z. A
qualidade do ajuste do modelo foi avaliada por meio dos testes de Pearson e Deviance.
A partir desse procedimento, estimaram-se as concentragdes letais correspondentes a
diferentes percentis (CLwo e CLso), acompanhadas de seus respectivos erros padrao e

intervalos de confianca a 95%, adotando-se nivel de significancia de 5%.



Figura 1. Efeito topico de fungicida a base de M. anisopliae em abelhas sem ferrdo 7.

angustula.
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Figura 2. Efeito oral de fungicida a base de M. anisopliae em abelhas sem ferrao 7.
angustula.
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Os resultados indicaram que a concentracdo letal para 10% das abelhas (CL1w) foi de
8,03 x 10° conidios/L, com erro padrao de 2,59 x 10° e intervalo de confianga entre 2,73
x 10° e 1,31 x 10 conidios/L. Ja a concentragdo letal para 50% das abelhas (CLso) foi
estimada em 1,49 x 10! conidios/L, apresentando erro padrdo de 8,24 x 10'° e intervalo

de confianga entre 7,03 x 10'° ¢ 1,15 x 10'2 conidios/L.

Além dos achados deste estudo, Leite et al. (2022) avaliaram os efeitos diretos de trés
dos Dbioinseticidas fungicos mais amplamente utilizados, Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae e Cordyceps fumosorosea, sobre a sobrevivéncia de quatro
espécies de abelhas sociais, incluindo duas nativas de regides tropicais (Scaptotrigona
depilis e Tetragonisca angustula) e duas de regides temperadas (Apis mellifera e
Bombus terrestris). Os experimentos foram conduzidos com cinco concentragdes
representativas das doses recomendadas para aplicagdo em campo, por meio de
exposi¢do topica e oral. Os autores observaram variagdes significativas na mortalidade
em funcdo da espécie, da via de exposicdo e do fungo utilizado. Notavelmente, 7.
angustula foi a Unica espécie que apresentou sensibilidade significativa a exposi¢ao
topica ao M. anisopliae, enquanto todas as espécies foram afetadas pela via oral. Esses
resultados reforcam a importancia de considerar a via de exposi¢do e a biologia
especifica de cada polinizador ao avaliar os riscos ecotoxicologicos de bioinseticidas,
especialmente em contextos tropicais onde meliponineos desempenham papel central na

polinizagao.

Comparativamente, Araajo (2019) identificou que a sensibilidade a bioinseticidas varia
entre espécies de meliponineos, ressaltando que protocolos de avaliag@o de risco devem
ser especificos a cada espécie para evitar prejuizos a polinizagdo (Aradjo, 2019). Essa
variacdo também ¢ discutida por Jacob (2019), que destaca diferencas fisiologicas e
comportamentais como determinantes da susceptibilidade aos insumos bioldgicos

(Jacob, 2019).

Os resultados da andlise de preferéncia alimentar para o M. anisopliae variaram
conforme a concentragdo testada (Figura 3). A concentragdo sem efeito observado
(CENO) foi determinada em 5 mg/L (1,25x10® conidios/L), correspondente a maior
dose que nao apresentou diferenca estatisticamente significativa em relacao ao controle
(p = 0,8197). De outro modo, a menor concentragao com efeito observado (CEO) foi de

10 mg/L (2,5x10° conidios/L), valor que mostrou diferenga significativa em relagdo ao
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controle (p = 0,0139). Ja as demais concentragdes testadas resultaram em diferencas
altamente significativas (p < 0,001). Esses efeitos subletais em baixas doses sdo
particularmente relevantes, pois podem comprometer o comportamento de
forrageamento. De fato, Carlesso et al. (2020) mostraram que a exposicdo a
bioinseticidas pode interferir na responsividade ao agucar e na capacidade de
aprendizado de Apis mellifera, comprometendo diretamente o forrageamento.
Alteragdes desse tipo, embora ndo resultem em mortalidade imediata, tém potencial para

reduzir a eficiéncia polinizadora e afetar a manutencao das coldnias.

Figura 3. Efeito da exposi¢do oral ao produto comercial a base de Metarhizium
anisopliae (Metarriz Plus WP Biocontrol) sobre a preferéncia alimentar de Tetragonisca
angustula apos 24 horas. O tratamento 0" corresponde ao controle, em que as abelhas
receberam apenas xarope sem adi¢do do produto com diluente. As barras representam a
média + erro padrdo da média. Asteriscos indicam diferenga estatisticamente
significativa em relagdo ao controle pelo teste de Dunnett (p < 0,05 = *; p < 0,001 =
w3k, p < (,000] = FEEE),
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Embora condigdes de laboratorio indiquem risco potencial, o impacto real no campo

pode ser atenuado por fatores como temperatura interna da colmeia, comportamento de
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limpeza e dispersdo dos conidios (Elevagro, 2022). No entanto, a deteccdo de efeitos
subletais em concentragdes baixas alerta para a necessidade de precaugdo em aplicagdes
proximas a areas de forrageamento, especialmente em periodos criticos de coleta de

recursos.

Do ponto de vista ecologico, ¢ importante considerar que os ensaios laboratoriais
representam um cendrio de alta exposi¢do. Em condigcdes de campo, fatores como
temperatura estdvel da colmeia, comportamento de higiene e diluicdo ambiental podem
reduzir o risco (Tiago etal., 2014). No entanto, a deteccdo de impactos subletais em
baixas concentragdes levanta preocupacdes sobre efeitos cumulativos em dreas onde o

bioinseticida ¢ aplicado com frequéncia.

Portanto, ainda que o M. anisopliae seja reconhecido como uma alternativa sustentavel
para o manejo de pragas (St.Leger ¢ Wang, 2020), seu uso deve ser precedido por
avaliagdes ecotoxicoldgicas, considerando ndo apenas a mortalidade, mas também
mudancas comportamentais que afetam a eficiéncia polinizadora e a manutencao das

populacdes de abelhas nativas.

3.7 Conclusoes

Os dados obtidos evidenciam que Tetragonisca angustula apresenta maior
suscetibilidade a exposicao topica ao bioinseticida Metarhizium anisopliae, com CL1o =
4,72x10° conidios/L e CLso = 3,85x10'" conidios/L, enquanto na via oral os valores
foram significativamente maiores (CLw = 8,03x10° conidios/L; CLso = 1,49x10"
conidios/L), indicando que a penetragdo cuticular € a via mais eficiente para infeccdo e

letalidade.

Em relacdo aos efeitos subletais, alteracdes na preferéncia alimentar foram
observadas a partir de 10 mg/L (2,5x10® conidios/L) (CEO), com CENO de 5 mg/L
(1,25%10* conidios/L), demonstrando que concentragdes muito menores do que as letais
j4 podem comprometer comportamentos essenciais para a sobrevivéncia e eficiéncia de
forrageamento das abelhas. O monitoramento diferenciado, com 192 h para mortalidade
e 24 h para efeitos subletais, permitiu capturar respostas imediatas e tardias, refletindo a

dindmica temporal do modo de agdo do fungo.
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Esses dados fornecem informagdes sobre risco ecotoxicoldgico, indicando que
concentragdes que podem afetar tanto a sobrevivéncia quanto o comportamento
alimentar de polinizadores nativos, sendo fundamentais para orientar a definicdo de
limites seguros de uso de bioinseticidas e estratégias de manejo sustentdvel nos

agroecossistemas.
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4. CONCLUSAO GERAL

Os resultados deste estudo demonstram que o bioinseticida Metarhizium anisopliae
apresenta toxicidade diferencial em Tetragonisca angustula, sendo mais letal a via de
exposi¢do tdpica em contraste com a via oral, enquanto efeitos subletais sobre a
preferéncia alimentar manifestam-se rapidamente a partir de 10 mg/L, justificando
monitoramento em periodos mais curtos (24 h). Esses achados destacam a importancia
de considerar tanto efeitos letais quanto subletais na avaliacdo ecotoxicologica de
bioinseticidas, fornecendo dados essenciais sobre o risco real para polinizadores nativos

em cenarios ambientais naturais.

O estudo ¢ altamente pertinente para a ciéncia da ecotoxicologia e conservacdo, pois
oferece informagdes sobre efeitos de bioinseticidas em organismos ndo-alvo,
contribuindo para o entendimento dos impactos sobre polinizadores e servigos
ecossistémicos essenciais. Além disso, insere-se no contexto do Grupo CAE —
Conservacdo de Agroecossistemas e Ecotoxicologia, fornecendo subsidios tedricos e
praticos para a defini¢do de concentracdes seguras, uso responsavel de bioinseticidas e
manejo sustentavel dos agroecossistemas — sendo o primeiro estudo de Ecotoxicologia

de Bioinsumos no ambito do curso de Pos-graduacao Lato Sensu em Bioinsumos.

Apesar da relevancia dos dados obtidos, o estudo apresenta limitagdes, como a
realizagdo em condi¢des laboratoriais controladas, niumero limitado de individuos
testados e restricdo a determinados isolados de M. anmisopliae. Para avangar na
compreensdo dos efeitos de bioinseticidas sobre polinizadores, pesquisas futuras devem
incluir estudos de campo, avaliagdo de efeitos cronicos, impactos sobre colonias inteiras
e possiveis interagdes com outros agentes agroecologicos, permitindo extrapolar os

resultados para cenarios ambientais mais complexos e realistas.
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