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RESUMO

Bactérias do género Bacillus sdo amplamente usadas na agricultura como biopesticidas e
promotores de crescimento vegetal. Este estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade de
Bacillus thuringiensis var. kurstaki - Btk, isolado HD-1 (S-1450) e Bacillus amyloliquefaciens
- Ba, estirpe (CCT7994) em larvas de duas espécies de abelhas sem ferrao (ASF) do género
Scaptotrigona. Foram realizados bioensaios in vitro (alimento larval natural + Bacillus), com
larvas de 1 a 3 dias de S. aff. depilis expostas a diferentes concentracdes de Btk e de Ba, e de
S. ¢f. postica expostas a diferentes concentragdes de Btk. Como controle negativo foi utilizado
apenas alimento larval, como controle absoluto, alimento larval + agua destilada e como
controle positivo alimento larval e inseticida tiametoxam (Actara®). Analises de Kaplan-Meier
revelaram diferencas significativas nas curvas de sobrevivéncia de S. aff. depilis expostas a
diferentes concentracdes de Btk (Logrank: X*=459.9; p < 0,05) e de Ba (Logrank: X?= 551,0;
p <0,05) e S. cf. postica exposta a Btk (Logrank: X?>= 1342,0; p <0,05). A ingestdo de Btk por
larvas de S. aff. depilis e S. cf. postica ndo afetou significativamente a sobrevivéncia nas
menores concentragdes testadas ao longo de 17 dias. Apenas a concentragdo mais alta testada
resultou em reducdo significativa da sobrevivéncia das larvas de operarias. Para S. aff. depilis,
a dieta contendo Btk a 8x107 esporos vidaveis/mL resultou em mortalidade de 61,7%, enquanto
para S. cf. postica, a exposi¢ao a 9,4x108 esporos viaveis/mL causou mortalidade de 53,7%.
Por outro lado, a exposi¢do a Ba ndo afetou significativamente a sobrevivéncia das larvas de S.
aff. depilis em nenhuma das concentracdes testadas. Todos os imaturos de S. aff. depilis e S. cf.
postica expostos ao inseticida tiametoxam morreram com apenas trés e dois dias,
respectivamente, enquanto no alimento larval puro as taxas de sobrevivéncia ficaram acima de
90%. A dose de B. thuringiensis que causou mortalidade in vitro ¢ muito superior aquela
factivel em campo, portanto, podemos inferir que a mortalidade das larvas de abelhas sem
ferrdo nas areas agricolas tratadas com essa estirpe de Btk serd insignificante. Assim, nossos
estudos indicam que Ba e Btk nas concentragdes utilizadas em campo para controle bioldgico
de pragas sdo seguras para as larvas das duas espécies de ASF.

Palavras-chave: Abelhas nativas, Bacillus, biopesticida, biosseguranca, Scaptotrigona.
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ABSTRACT

Bacteria of the genus Bacillus are widely used in agriculture as biopesticides and plant growth
promoters. This study aimed to assess the toxicity of Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk),
HD-1 isolate (S-1450), and Bacillus amyloliquefaciens (Ba), strain CCT7994, on larvae of two
species of stingless bees (Scaptotrigona spp.). In vitro bioassays (natural larval food + Bacillus)
were conducted using 1 to 3 day old larvae of S. aff. depilis exposed to different concentrations
of Btk and Ba, and S. cf. postica exposed to different concentrations of Btk. The negative
control consisted of pure larval food, the absolute control of larval food supplemented with
distilled water, and the positive control of larval food with the insecticide thiamethoxam
(Actara®). Kaplan—Meier analyses revealed significant differences in the survival curves of S.
aff. depilis larvae exposed to various concentrations of Btk (Log-rank: X? = 459.9; p < 0.05)
and Ba (Log-rank: X?=551.0; p <0.05), as well as S. cf. postica exposed to Btk (Log-rank: X?
= 1342.0; p < 0.05). Ingestion of Btk by S. aff. depilis and S. cf. postica larvae did not
significantly affect survival at the lower concentrations tested over a 17 day period. Only the
highest concentration tested led to a significant reduction in worker larval survival. For S. aff.
depilis, a diet containing Btk at 8 x 107 viable spores/mL resulted in 61.7% mortality, while
exposure of S. cf. postica to 9.4 x 10® viable spores/mL caused 53.7% mortality. In contrast,
exposure to Ba did not significantly affect larval survival of S. aff. depilis at any concentration
tested. All immature individuals of S. aff. depilis and S. cf. postica exposed to the insecticide
thiamethoxam died within just three and two days, respectively, whereas in the pure larval food
control, survival rates remained above 90%. The dose of B. thuringiensis that caused in vitro
mortality is much higher than what is realistically encountered, allowing us to infer that larval
mortality of stingless bees in agricultural areas treated with this Btk strain is negligible. Thus,
our findings indicate that Ba and Btk, at concentrations used in the field for biological pest
control, are safe for larvae of the two evaluated stingless bee species.

Key Word: Native bees, Bacillus, biopesticide, biosafety, Scaptotrigona.
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1. INTRODUCAO

As abelhas sdo polinizadores essenciais em ecossistemas naturais € em plantagdes
agricolas, desempenhando um papel vital na manutencao da biodiversidade e na produtividade
das culturas (Klein et al., 2007; BPBES/REBIPP, 2019). A perda de uma unica espécie pode
comprometer a reproducao vegetal e a fidelidade floral (Brosi e Briggs, 2013), resultando na
redugdo da biodiversidade (Eeraerts et al., 2022).

Nas ultimas décadas, a intensificagdo da agricultura, impulsionada pelo avango
tecnologico (Albuquerque e da Silva, 2008), levou a conversao de areas naturais para sistemas
de producdo agricola (Gonzdlez-Varo et al., 2013; Vanbergen et al., 2013), resultando em
fragmentacdo e perda de habitat (Viana et al., 2012; Pires et al., 2016; Vasiliev e Greenwood,
2021) que figuram entre os principais impactos negativos, contribuindo significativamente para
a redugdo das populagdes de abelhas nativas (Imperatriz-Fonseca et al., 2006; IPBES, 2016).

O declinio populacional de abelhas manejadas do género Apis é amplamente
reconhecido e descrito mundialmente como Colony Collapse Disorder (CCD) (vanEngelsdorp
et al., 2009; Rucker e Thurman, 2012). No entanto, colonias de abelhas silvestres também tém
sido impactadas, resultando em uma redugdo significativa dessas populacdes (Pires et al.,
2016). Estudos sobre as populagdes de abelhas sem ferrdo, a nivel global, indicam que as
atividades antropicas sdo os principais fatores de ameaga a sobrevivéncia dessas espécies
silvestres (Toledo-Hernéndez et al., 2022). No Brasil, a perda de colonias de abelhas, tanto de
Apis mellifera, quanto de abelhas sem ferrdo, tem sido registrada em diversas regides (Castilhos
et al., 2019). O uso inadequado e continuo de agrotdxicos (Nocelli et al., 2012), especialmente
o uso indiscriminado de pesticidas sintéticos, destaca-se como uma das principais causas da
diminui¢ao das populagdes de insetos polinizadores (Dudley e Alexander, 2017; Castilhos et

al., 2019).
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Estudos indicam que os produtos quimicos de protecao de plantas (PPPs) apresentam
elevada toxicidade para insetos polinizadores, incluindo abelhas do género Apis e espécies ndo
Apis (Kohl et al., 2019), especialmente aqueles pertencentes aos grupos quimicos dos
neonicotinoides (Bass et al, 2015), organofosforados e piretrdides (Palmer et al., 2013). Essa
pratica tem despertado preocupacdes quanto a sustentabilidade ambiental (Faita et al., 2021) e
aos riscos a saude humana (Chavana e Joshi 2024) e animal, especialmente pelos efeitos sobre
organismos nao alvo, como as abelhas (Desneux et al., 2007; Stoffel e Arend, 2010). Somam-
se a esses impactos as mudangas climaticas (Giannini et al. 2017, Vasiliev e Greenwood, 2021;
Toledo-Hernandez et al., 2022), poluicdo ambiental, doencas (BPBES-REBIPP, 2019) ¢
introducgdo de patdgenos por espécies exoticas e competigdo por recursos (David et al., 2019;
Toledo-Hernandez et al., 2022), que juntos intensificam a degradagdo da fauna e flora nativas
agravando a perda de biodiversidade e comprometendo a estabilidade dos ecossistemas
(Steffan-Dewenter, 2003; Vasiliev e Greenwood, 2021). Esses fatores representam uma ameaga
significativa aos polinizadores e aos servigos ecossistémicos que desempenham (Memmott et
al., 2007; Arena e Sgolastra, 2014; David et al., 2019; Toledo-Hernandez et al., 2022). Dessa
forma, ¢ fundamental proteger as abelhas, especialmente diante do declinio continuo das
populagdes de insetos registrado nas ultimas décadas (Biesmeijer et al., 2006; Potts et al., 2016;

Sanchez-Bayo, 2019).

Esse cenario tem estimulado a busca por alternativas mais sustentaveis no manejo
agricola (Thakore, 2006; Kumar e Kumar, 2019). Alternativas viaveis, como o Manejo
Integrado de Pragas (MIP), que combina métodos culturais, resisténcia de plantas e controle
bioldgico, reduzindo a necessidade de pesticidas quimicos (van Lenteren et al., 2018; Kohl et
al., 2019) tem sido amplamente adotado na agricultura comercial (Quarles, 2013), bem como o

Manejo Integrado de Pragas e Polinizadores (MIPP) (Chavana e Joshi, 2024). Nesse cenario, o
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controle bioldgico, baseado no uso de organismos antagonicos, tem se consolidado como uma
abordagem eficaz para o manejo de pragas e doencas, promovendo maior sustentabilidade na

agricultura (Kohl et al., 2019).

Entre as abordagens do controle bioldgico, o uso de biopesticidas microbianos tem
ganhado destaque (Quarles, 2013; Mahmood et al., 2016; van Lenteren et al., 2018; Kohl et al.,
2019), especialmente aqueles formulados com microrganismos ou seus metabolitos (Bakker et
al., 2002; van Lenteren et al., 2018). Os biopesticidas sdo derivados de organismos vivos, como
bactérias, fungos e virus (Quarles, 2013), e ou de produtos naturais, como Oleos essenciais
(Chavana e Joshi, 2024). As formulacgdes de biopesticidas, de modo geral, seguem os mesmos
padrdes das utilizadas para pesticidas sintéticos, podendo ser apresentadas em formas secas,
como pos, p6 molhédvel e granulos/microgranulos, ou liquidas, como emulsdes e suspensdes

concentradas (Gasi¢ e Tanovi¢, 2013; Butu et. al., 2022).

Esses produtos sdo amplamente utilizados na agricultura organica (van Lenteren et al.,
2018) devido a sua alta especificidade (Mishra et al., 2020), menor risco de selecdo de
populagdes resistentes e menor persisténcia no ambiente (Pereira et al., 2016) e menor
toxicidade, sendo indcuos a saude humana (van Lenteren et al., 2018; Kumar et al., 2021), ao
meio ambiente, e a organismos benéficos (Kumar et al., 2021). O avanco da agricultura
regenerativa, fundamentada em praticas sustentaveis, tem sido impulsionado pelo uso de
biopesticidas e outros bioinsumos (Mazaro et al., 2022). Esses produtos biotecnoldgicos
representam uma solugdo ecoldgica e sustentavel aos pesticidas quimicos em agroecossistemas
(Glare et al., 2012; Prabha et al., 2016; Samada e Tambunan, 2020) reduzindo a dependéncia
de agroquimicos permitindo a redugdo do uso de inseticidas sintéticos (Quarles, 2013) e

contribuindo para a conservacao da biodiversidade (Kohl et al., 2019; Wang et al., 2022). Um
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exemplo disso ¢ a cultura da soja no Brasil, onde essa abordagem resultou em uma diminui¢ao

de 50% no consumo desses produtos (Samada e Tambunan, 2020).

Dentre os biopesticidas disponiveis comercialmente, os microbianos se destacam por
sua eficacia no controle de pragas e patdgenos, sendo classificados em trés categorias:
microbianos, bioquimicos e proteinas inseticidas expressas por plantas (PIPs, Plant-
Incorporated Protectants) (Chavana e Joshi, 2024). Dentro da categoria microbiana, destacam-
se os produtos a base de bactérias, fungos e virus, sendo que bactérias e fungos sdo
predominantemente produzidos por processos fermentativos (Capalbo et al., 2001; Pereira et

al., 2016; Kumar et al., 2021).

Bactérias do género Bacillus sio amplamente utilizadas no biocontrole de fitopatdgenos
e insetos-praga (Libardoni et al., 2021), além de atuarem como promotoras de crescimento
vegetal (Araujo Avila et al., 2021). Os produtos a base de microrganismos tém substituido os
quimicos e, embora amplamente promovidos como alternativas seguras e sustentdveis, sua
eficacia e necessidade devem ser criteriosamente avaliadas antes da aplica¢do na agricultura
(Matyjaszczyk, 2018) e em florestas (Sanchis e Bourguet, 2008; Lacey et al., 2015), seguindo
um calenddrio de aplicagdo (Matyjaszczyk, 2018). As formulagdes comerciais de Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki (Btk) e aizawai (Bta) s@o os bioinseticidas mais utilizados contra
larvas de lepidopteros, sendo aplicados tanto na agricultura organica quanto na convencional
(Bravo et al., 2011). Esses bioinseticidas sdo eficazes no controle de lagartas desfolhadoras em
diversas culturas, como tomate, algodao, frutas citricas, mandioca, soja, trigo e milho (Angelo
etal., 2010; Bravo et al., 2011; Simonato et al, 2014; Barbosa et al., 2021). Por sua vez, Bacillus
amyloliquefaciens desempenha um papel fundamental no biocontrole de fitopatégenos,

especialmente fungos (Abreu et al., 2022; Wang et al., 2022), devido a produ¢ao de compostos
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antimicrobianos e a capacidade de estimular o crescimento vegetal. Sua aplicagdo representa

uma alternativa sustentavel para o manejo de doengas pos-colheita (Wang et al., 2022).

No Brasil, esses microrganismos tém sido produzidos comercialmente hd décadas e,
mais recentemente, pelos proprios agricultores, em um sistema de producdo conhecido como
“on _farm”' (Araujo Avila et al., 2021). Segundo dados da CropLife Brasil (2024), o mercado
de bioinsumos cresceu 15% na safra 2023/2024, atingindo vendas no valor de 5 bilhdes de reais.
No Brasil houve um crescimento do mercado 4 vezes maior que o do resto do mundo e a
estimativa de crescimento global até 2032 estard numa taxa de 13 a 14%, correspondendo a 45

bilhoes de dolares (US$ 23,08 bilhdes até o final de 2030).

A pesquisa sobre biopesticidas tem se concentrado na identificacao de isolados mais
eficazes e no aprimoramento de formulacdes e tecnologias de fabricag¢do, visando seguranga
para a saide humana (Cappa et al., 2022), maior eficiéncia e menor impacto ambiental. Embora
sejam considerados de baixo risco para polinizadores (Chavana e Joshi, 2024), a crescente
aplicacdo desses biopesticidas em culturas visitadas por abelhas torna necessario avaliar a seus
possiveis efeitos adversos (Libardoni et al., 2021). No entanto, ainda hé pouca atencdo voltada
para a real segurancga desses produtos em polinizadores silvestres e manejados (Cappa et al.,
2022). Apesar de serem uma alternativa promissora aos pesticidas sintéticos, seu uso exige
andlises detalhadas para evitar impactos subletais em organismos ndo-alvo, como os
polinizadores (Chavana e Joshi, 2024). A avalia¢do de risco de pesticidas em nivel global

baseia-se na determinagdo da toxicidade aguda e cronica dessas substancias para artropodes

" "on-farm" refere-se a producio direta de insumos agricolas na propriedade, como produtos fitossanitarios, e
agentes biologicos de controle. No Brasil, a legislagdo, estabelecida pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA), regula a multiplicacdo de microrganismos, isentando produtos fitossanitarios para uso
proprio na agricultura organica. Contudo, a producdo "on farm" de bioinsumos carece de regulamentagio
especifica no pais (MAPA, 2021; CropLife Brasil, 2023).
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benéficos, incluindo abelhas (Sabo et al., 2020). Cada produto fitofarmacéutico passa por essa

avaliagdo antes de sua autorizacdo (Krahner et al., 2022).

No entanto, ainda hd lacunas na avaliagdo de risco para polinizadores silvestres,
essenciais para a polinizagdo (Chavana e Joshi, 2024). Sabo et al. (2020) ressaltam a
necessidade de ampliar os estudos sobre os potenciais efeitos subletais de produtos

fitossanitarios a base de microrganismos.

Chavana e Joshi (2024) destacam que a maioria dos estudos sobre os impactos de
pesticidas concentra-se em polinizadores manejados, como Apis mellifera e Bombus spp.,
enquanto os efeitos sobre espécies nativas ainda s3o pouco explorados. Os paradigmas
tradicionais de avalia¢do de risco de pesticidas t€ém sido baseados em Apis mellifera, da tribo
Apini, espécie exotica no Brasil, com biologia bem conhecida e ampla distribuicao geografica,
razdo pela qual ¢ amplamente utilizada como organismo-modelo em protocolos internacionais,
como os da Organizacao para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD, 1998a, b)
(Cham et al., 2018; Boyle et al., 2019). Os paradigmas tradicionais de avaliacdo de risco
baseados em abelhas manejadas ndo contemplam adequadamente as peculiaridades
fisiologicas, comportamentais e ecologicas das abelhas sem ferrdo, o que reforga a necessidade
de abordagens especificas para esses polinizadores. Com os avancos cientificos, estudos e
métodos envolvendo abelhas sem ferrdo vém sendo progressivamente incorporados as
avaliagdes de risco (Viana-Silva et al., 2018). Entre as abelhas da tribo Meliponini e da tribo
Apini, a diferenciagdo entre castas manifesta-se em diferengas morfologicas, fisiologicas e
comportamentais (Weaver, 1966; Engels e Imperatriz-Fonseca, 1990). As abelhas sem ferrao
(ASF) diferem de 4. mellifera em aspectos biologicos, como o sistema de alimentagao larval
por aprovisionamento massivo, no qual uma Unica por¢do de alimento ¢ fornecida antes do

selamento da célula, impedindo o contato posterior com operarias (Michener, 1974; Menezes
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et al., 2013). Tais diferencas inviabilizam a aplica¢do direta dos protocolos padronizados da

OECD, desenvolvidos para A. mellifera, as ASF.

Para tornar os testes validos e confidveis para essas espécies, modificagdes
metodologicas vém sendo desenvolvidas por um grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Dr.
Osmar Malaspina (UNESP — Rio Claro) e pela Profa. Dra. Roberta Cornélio Ferreira Nocelli
(UFSCar — Araras), com a participagdo de universidades brasileiras e internacionais, institutos
de pesquisa e empresas do setor. Esse grupo ¢ responsdvel pela padronizacdo de métodos
adaptados para ASF, atualmente em fase de consolida¢do, com vistas a futura submissdo a

OECD para reconhecimento formal e adog¢do por 6rgdos reguladores (Malaspina et al., 2024).

Nesse contexto, foi elaborada uma matriz de sele¢ao que identificou espécies de abelhas
nativas candidatas a organismos-modelo para andlises toxicologicas, com base em critérios
como abundancia, facilidade de manejo, ocorréncia em culturas agricolas e potencial de

exposicao (Pires e Torezani, 2018). Ao todo, foram listadas 20 espécies sociais e 28 solitérias.

Com base em critérios relacionados as culturas agricolas de importincia para o Brasil,
cinco espécies sociais e seis solitarias foram selecionadas como prioritarias para andlises de
risco de agrotoxicos (Alves, 2013; Pedro, 2014). Dentre as espécies listadas na matriz, destaca-
se Scaptotrigona postica, que, embora ndo esteja entre as prioritarias, tem sido utilizada por
esse mesmo grupo de pesquisa no desenvolvimento e padronizagdo de protocolos adaptados
para ASF, sendo indicada como a espécie mais adequada para modelos experimentais com

larvas (Malaspina et al., 2024).

A adogdo dessas espécies-padrdo e a validagdo de métodos especificos constituem
etapas fundamentais, considerando que generalizagdes baseadas exclusivamente em A.
mellifera podem subestimar os riscos para ASF (Goulson, 2013; Cham et al., 2018; Lourencetti
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et al., 2023; Chavana e Joshi, 2024), cujas sensibilidades aos biopesticidas variam entre

espécies (Hopwood et al., 2012).

Nesse sentido, torna-se necessario investigar os potenciais efeitos dessas bactérias em
diferentes estagios do desenvolvimento das abelhas sem ferrdo, a fim de avaliar o impacto
desses agentes bioldgicos sobre a satde e sobrevivéncia destes. Nesse estudo, selecionamos
duas espécies de abelhas, Scaptotrigona aff. depilis e Scaptotrigona cf. postica, cepas das
bactérias B. thuringiensis var. kurstaki e B. amyloliquefaciens para averiguar os potenciais
riscos que esse grupo de microrganismos oferece as larvas de abelhas sem ferrdo. Almeja-se
que os resultados desta pesquisa subsidiem estratégias de manejo de pragas mais eficazes e

seguras, beneficiando a conservacgao de abelhas sem ferrdo e a sustentabilidade do agronegdcio.

23



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. IMPORTANCIA DAS ABELHAS

As abelhas sdo consideradas de extrema importancia para a manutengao da vida no
planeta (Barbosa et al., 2017), contribuindo para o servigo ecoldgico da producao de alimentos
(Costanza et al., 1997; Pereira et al., 2015; BPBES/REBIPP, 2019), além de desempenharem
papel fundamental na preservacao dos ecossistemas e no desenvolvimento da flora (Pereira et
al., 2015). Sdo reconhecidas como um dos principais agentes polinizadores do mundo
(Michener, 2007) e os mais manejados para a agricultura (Imperatriz-Fonseca et al., 2006).
Estima-se que sejam responsaveis pela polinizacdo de 40% a 90% (Nocelli et al., 2012) das
240.000 espécies de plantas fanerdégamas que existem no planeta (Freitas e Pinheiro, 2010).

As abelhas sdo os principais polinizadores devido ao seu grande niumero na natureza e
adaptacdo as estruturas florais complexas (Kevan e Baker, 1983; Prorcto et al.,1996). Elas
apresentam uma estreita relagdo com as plantas a partir das quais obtém recursos alimentares,
como polen e néctar (Williams et al., 1991; Rech et al, 2014), que fornecem energia e proteina
(Pereira et al., 2015), bem como recursos para a protecdo dos ninhos, como folhas, resinas e

sementes.

Aproximadamente 70% das 124 culturas utilizadas pelo homem para consumo sao
dependentes de insetos polinizadores (Gallai et al., 2009; Bernal et al., 2010; Potts et al., 2010;
Klein et al., 2007; 2020). A produgdo de frutas, vegetais e sementes das 86 culturas mais
importantes no cendrio mundial, dependem da polinizagdo por animais, enquanto 28 nao
dependem diretamente de polinizadores (Klein et al., 2007). De acordo com Klein et al. (2020),
a auséncia desses polinizadores pode levar a uma diminuicao de mais de 90% nos rendimentos

de algumas frutas e sementes. As abelhas, ao visitarem as flores, promovem a distribuigao
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uniforme dos graos de pdlen e depositam polen de outras flores, aumentando a quantidade e

qualidade do pdlen no estigma, caracterizando a polinizagdo cruzada (Freitas e Pinheiro, 2010).

2.2. ABELHAS SEM FERRAO - ORGANISMO MODELO

Os meliponineos, conhecidos como abelhas sem ferrdao (Hymenoptera: Apidae:
Meliponini) constituem o principal grupo de abelhas sociais (W. Dick, 2001; Michener, 2007;
2013; Rech et al, 2014) e estdo amplamente distribuidas em regides tropicais e subtropicais ao
redor do mundo (Menezes et al., 2013; Michener, 2013), ocorrendo do Rio Grande do Sul até
o México. Sao considerados os polinizadores mais importantes em ecossistemas naturais e
agricolas (W. Dick, 2001; Siregar et al., 2016). Sua organizagdo social complexa evoluiu por
meio de etapas distintas, caracterizadas pelo desenvolvimento da cooperagdo no cuidado com

a prole, divisdo reprodutiva do trabalho e sobreposi¢do de geracdes (Wilson, 1971).

As coldnias de abelhas sem ferrdo sdo compostas por rainha, operarias e machos. A
rainha fisogastrica (Michener, 1974) ¢ a unica fémea fértil da colonia e desempenha
exclusivamente a funcdo reprodutiva, sendo dependente da colonia para sua sobrevivéncia e

incapaz de fundar um novo ninho sozinha (Laidlaw, 1992; Page e Peng, 2001).

As operarias, por sua vez, sdo fémeas estéreis ou semi-estéreis, responsaveis por
diversas atividades essenciais, como cuidado com a prole, coleta de alimento, defesa do ninho
e manutenc¢do estrutural (Koedam et al., 2001). Em algumas espécies, no entanto, operarias
podem realizar posturas de ovos, que podem ser troficos, ingeridos pela rainha, ou reprodutivos,

originando machos (Beig, 1972; Imperatriz-Fonseca e Kleinert, 1998; Koedam et al., 2001).
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As espécies da tribo Meliponini apresentam um sistema de aprovisionamento larval
conhecido como aprovisionamento massivo, no qual as operarias depositam, por regurgitagao,
uma Unica por¢do de alimento liquido nas células de cria (Kerr, 1948; Nogueira-Neto, 1997,
Menezes et al., 2013), antes da oviposi¢do pela rainha (Michener et al., 1974; Hartfelder e
Engels,1989). Esse alimento larval ¢ um fluido viscoso composto por aproximadamente 16%
de polen e 8% de mel, além de secre¢des glandulares produzidas pelas operarias (Kerr e
Laidlaw, 1956; Velthuis e Velthuis, 1998). Diferentemente das abelhas do género Apis, cujas
larvas sdo alimentadas de forma progressiva, as larvas de meliponineos ndo recebem alimento
adicional apos a oviposicdo, pois as células sao imediatamente operculadas pelas operarias,
isolando os imaturos do contato com os adultos durante seu desenvolvimento (Michener, 1974;
Velthuis, 1997). Entre os meliponineos, as abelhas do género Scaptotrigona, como S. aff.
depilis e S. cf. postica, destacam-se por sua ampla distribui¢do geografica e alta densidade
populacional. Essas espécies nidificam em ocos de arvores e formam coldnias perenes e
numerosas, com populacdes variando entre 2.000 e 50.000 individuos (Lindauer e Kerr, 1960;
Nogueira-Neto, 1970; Griiter, 2020). A rainha pode ovipositar cerca de 300 ovos por dia
(Menezes et al., 2013), tornando essas abelhas organismos-modelo promissores para estudos
de criagdo in vitro. Além disso, as operarias forrageiras dessas espécies apresentam um alcance
de voo de até 903 metros, refor¢ando sua importancia ecoldgica como polinizadoras de diversas

espécies vegetais (Lichtenberg et al., 2010).

No caso de S. aff. depilis e S. cf. postica, as larvas de operarias ingerem de forma massal
todo o alimento larval disponibilizado, aproximadamente 35 microlitros, ao longo dos seis
primeiros dias do ciclo larval (Menezes et al., 2013). A diferenciacdo de castas nesse grupo ¢é
determinada pela quantidade de alimento consumido durante a fase larval (Buschini et al.,

1996), um mecanismo distinto do observado em outras abelhas sociais.
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2.3. Bacillus amyloliquefaciens

O género Bacillus ¢ composto por bactérias Gram-positivas esporulantes, amplamente
distribuidas no ambiente e capazes de formar enddsporos dormentes em condi¢des adversas
(Gordon et al., 1973; Angelo et al., 2010; Bravo et al., 2011). Podem ser encontradas
naturalmente no solo € em outros substratos, como superficies ou tecidos de plantas (Azevedo
et al., 2000; Alves e Lopes, 2008). Dentre as espécies mais conhecidas estdo B. thuringiensis,
B. cereus, B. anthracis, B. mycoides e B. weihenstephanensis, que possuem diversas aplicacdes

na biotecnologia e na agricultura (Tamez Guerra et al., 2001; Polanczyk e Alves, 2003).

A bactéria Bacillus amyloliquefaciens foi isolada do solo pela primeira vez em 1943,
pelo cientista japonés Juichiro Fukumoto (Fukumoto, 1943; Priest et al., 1987). Pertencente a
familia Bacillaceae e ao género Bacillus (Fritze, 2004), ¢ classificada como Gram-positiva, em
forma de bastonete (Chen, 2007). Segundo Monnerat et al. (2020), pode ser isolada de

diferentes ambientes, como solo e alimentos.

A espécie B. amyloliquefaciens € reconhecida por suas propriedades benéficas no
contexto agricola. Este microrganismo ¢ amplamente utilizado devido a sua capacidade de
produzir uma vasta gama de enzimas e metabolitos secundarios, que desempenham papéis
cruciais no biocontrole de fitopatdgenos e na promog¢ao do crescimento das plantas (Boottanun
et al., 2017), usando diversos mecanismos, incluindo a sintese de acido indol-3-acético (IAA)
(Liu et al., 2016), melhora a eficiéncia do uso de fosforo pelas plantas (Shao et al., 2015). Além
disso, os metabdlitos secundarios foram amplamente documentados com aplicagdes na

industria alimenticia (Chang et al., 2015).
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2.4. Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) se destaca como a principal bactéria utilizada no
controle biologico (Alves e Lopes, 2008), devido as suas caracteristicas bioldgicas (Angelo et
al., 2010). Sua eficacia no manejo de pragas esta relacionada a capacidade de produzir toxinas
entomopatogénicas com acao inseticida (Gordon et al., 1973; Angelo et al., 2010; Bravo et al.,
2011; Kumar et al., 2021), que se distinguem pela alta especificidade (Mishra et al., 2020) e
seguran¢a ambiental (Chavana e Joshi, 2024), quando comparadas aos inseticidas quimicos
D'Urso et al. (2016). Essas caracteristicas tornam o Bt amplamente utilizado na formulacdo de
bioinseticidas comerciais para o controle de insetos-praga (Andrews et al., 1987). Além disso,
as toxinas derivadas de Bt tornam esse microrganismo um grande potencial inovador para o

desenvolvimento agricola sustentavel (Kumar et al., 2021).

Descoberto por Ernst Berliner em 1911, na provincia alema da Turingia, B.
thuringiensis foi inicialmente isolado a partir da lagarta Anagasta kuehniella (Lepidoptera:
Pyralidae), conhecida como traga-das-farinhas (Milner, 1994; Shelton et al., 2002; Galzer e
Azevedo Filho, 2016). Muitas sorovariedades foram isoladas do solo, sendo as mais abundantes
as sorovariedades kurstaki e galleriae (Delucca et al., 1981). Essa espécie compartilha
semelhancas morfologicas e genéticas com B. cereus e B. anthracis, diferenciando-se pela
producdo de inclusdes protéicas cristalinas toxicas ou producdo de corpos paraesporais durante
a esporulacdo, com atividade inseticida, conhecidos como toxinas Cry (Palma et al., 2014;
Kumar et al., 2021). A presenga desses cristais proteicos intracelulares, descoberta por Hannay
em 1953, ¢ a principal caracteristica distintiva da espécie (Glare et al., 2000, Angelo et al.,

2010).
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B. thuringiensis produz diferentes proteinas inseticidas, cada uma com uma gama
especifica de agdo sobre determinadas ordens de insetos. Em geral, essas toxinas s3o altamente
especificas, agindo apenas sobre Lepidoptera, Diptera, Hymenoptera e Coleoptera, além de
nematoides, dcaros e protozoarios (Schnepf, 1998; Galzer e Azevedo Filho, 2016). No entanto,
estudos recentes sobre a atividade inseticida das proteinas cristalinas de B. thuringiensis,
indicaram a semiespecificidade do Bt, algumas proteinas podem apresentar atividade cruzada,
atingindo espécies de ordens taxonomicas diferentes (Coyle et al., 2000; van Frankenhuyzen,
2017; Babin et al., 2020; Redmond et al., 2020; Nawrot-Esposito et al., 2020; Tudoran et al.,
2021). A atividade cruzada substanciada foi observada em 14 familias dentro das classes Cry,
Cyt e Vip, indicando que algumas proteinas de Bt tém efeitos em ordens fora da sua
especificidade primaria (Alkassab et al., 2022). A maioria das proteinas tem agdo contra
Lepidoptera (59), Diptera (42), Coleoptera (40) ¢ Hemiptera (10). Sendo apenas 4 proteinas
foram ativas contra Hymenoptera, evidenciando uma especificidade limitada para esta ordem
(Alkassab et al., 2022). Esse efeito pode ser benéfico para ampliar o espectro de agdo contra
pragas, mas também levanta preocupagdes sobre possiveis impactos negativos em insetos

benéficos, como abelhas e outros polinizadores (Redmond et al., 2020).

Essa toxicidade ¢ atribuida a producao das proteinas Cry, também conhecidas como 6-
endotoxinas (Fazolin et al., 2007; Bravo et al., 2007), e Cyt, que sdo sintetizadas durante a fase
de esporulagdo da bactéria (Fazolin et al., 2007; Bravo et al., 2007). Formadoras de cristais
unicos ou multiplos. Apds a ingestdo, os cristais proteicos sao solubilizados no trato digestivo
dos insetos-alvo devido ao pH alcalino do intestino (Chestukhina, 1982; Schuler, 1998; Bravo
et al., 2007; Galzer e Azevedo Filho, 2016). Os cristais proteicos representam cerca de 25% do
peso seco da célula (Agaisse e Lereclus, 1995). As toxinas sdo ativadas por proteases e se ligam

areceptores especificos no epitélio intestinal, desencadeando a formagao de poros na membrana
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celular. Isso compromete a integridade do tecido e leva a morte das larvas (Fazolin et al., 2007;
Galzer e Azevedo Filho, 2016). Apds a ativagdo proteolitica no intestino médio, as toxinas se
ligam a receptores especificos presentes nas microvilosidades das células intestinais, alterando
a permeabilidade da membrana, causando inchago celular, lise, morte por inani¢do, paralisia
muscular geral e septicemia (Monnerat, 2007; Vallet-Gely et al., 2008; Ben-Dov, 2014). Além
disso, B. thuringiensis produz proteinas Vip (Vegetative Insecticidal Proteins), que sdo
secretadas durante a fase vegetativa de crescimento da bactéria (Warren, 1997). Essas proteinas
possuem um modo de agdo especifico, expandindo o espectro do controle bioldgico. Além de
seu uso como biopesticida, o Bt também vem sendo estudado por seu potencial na promogao
do crescimento vegetal, contribuindo para o aumento da produtividade agricola (Kumar et al.,

2021).

A producdo comercial do primeiro bioinsumo a base de B. thuringiensis comegou na
Franga em 1938, para aplicagdo foliar (Fazolin et al., 2007), sob a denominagdo de ‘Sporeine’
(Capalbo et al., 2004; Brar et al., 2006). O uso de formula¢des comerciais de Bt, na forma de
sprays ou suspensdes liquidas, tem se expandido, sendo uma alternativa vidvel aos pesticidas
quimicos (Kumar et al., 2021). Com os avancgos tecnologicos, seu material genético tem sido
modificado para a criacdo de culturas transgénicas (Bt-GM), que apresentam resisténcia a
insetos (Kumar et al., 2021). Atualmente, o Brasil possui 50 produtos registrados com Bf no

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2024).

2.5. AVALIACAO DE RISCO SOBRE ABELHAS

O método classico para avaliar a toxicidade de substancias ou produtos toxicos para os

organismos ¢ através da estimativa da CL50 (concentragdo letal que mata 50% dos organismos)
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e a DL50 (dose letal que mata 50% dos organismos) cujo efeito de toxicidade observado ¢ a
mortalidade. Tanto a CL50 como a DL50 sdo resultantes de testes que avaliam a toxicidade
aguda, ou seja, os efeitos de uma Unica exposi¢do a uma alta dose ou concentracao do agente
estressor em um curto espago de tempo, geralmente até 96 h. Esses parametros sdo utilizados
para avaliar o grau de toxicidade aguda, mas ndo fornecem informagdes sobre os efeitos a longo
prazo ou subletais da exposi¢cdo (Cham et al., 2019). Os métodos oficiais para a realizacao

destes ensaios estio descritos nos protocolos da OECD (1998).

A abelha 4. mellifera Linnaeus ¢ o polinizador mais utilizado em estudos de avaliagdo
de risco de pesticidas e biopesticidas devido ao seu valor econdomico como polinizador. No
entanto, a extrapolagdo dos resultados de tais estudos para outras espécies de abelhas ¢
questionavel devido as diferencas nutricionais, comportamentais e fisioldgicas entre as espécies
de abelhas. A maioria das pesquisas sobre os efeitos de pesticidas em abelhas tém se
concentrado na fase adulta dos insetos, usando principalmente a espécie A. mellifera como
modelo (Cresswell, 2011; BPBES-REBIPP, 2019), avaliando os efeitos de inseticidas tais como
os neonicotinodides e os fenilpirazois. No que tange os neonicotinoides, eles podem ser aplicados
por pulverizagdes foliares, tratamento de solo ou de sementes (Thompson, 2010; Blacquiére et
al., 2012). Desta forma e por se tratarem de inseticidas sistémicos, os residuos destes podem
atingir os adultos indiretamente, assim como estar presentes no pélen e no néctar (Blacquiere
et al.,, 2012). A exposicdo a produtos desse grupo quimico pode gerar niveis agudos de
toxicidade expressando efeitos subletais que incluem comportamento desordenado e perda de
memoria (Van der Sluijs et al., 2013; Delkash-Roudsari et al, 2020; Smith et al., 2020; Siam et

al., 2025).

A espécie de abelha sem ferrdao S. aff. depilis tem sido utilizada em estudos para

avaliacdo dos efeitos de agrotoxicos (Rosa, 2014) e tem sido indicada como espécie nativa mais
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adequada para ser proposta como organismo modelo por Rosa-Fontana et al. (2020), por ser
uma abelha sem ferrdo que tem ninhos populosos e por produzirem muitos ovos diariamente, o
que facilita os estudos in vitro com essa espécie (Do Carmo Zerbo et al., 2001). Essa espécie
de abelha sem ferrdo, justamente por essas caracteristicas bioldgicas, além da ampla
distribuicdo geografica no Brasil, visita a diferentes culturas, etc., foi indicada pelo Ibama como
um organismo a ser utilizado nas avaliagdes de risco de agrotdxicos, conforme Pires et al.

(2018), além da abelha Apis mellifera.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o risco de biopesticidas a base de Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk) e
Bacillus amyloliquefaciens (Ba) sobre as fases imaturas (larval até a emergéncia) de
Scaptotrigona aff. depilis e Scaptotrigona cf. postica, por meio de andlise de sobrevivéncia e
tempo de desenvolvimento, com énfase na determinacao de possiveis concentragdes criticas de

exposicao.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

(I) Avaliar a mortalidade de imaturos de S. aff. depilis e S. cf. postica expostos a diferentes

concentracoes de Btk e Ba.

(IT) Investigar os efeitos subletais dos biocontroladores Btk e Ba sobre o tempo de
desenvolvimento das fases larval até a emergéncia de S. aff. depilis e S cf. postica, verificando

se houve variacdes no desenvolvimento decorrentes da exposi¢cdo aos biopesticidas.

4. HIPOTESE

A exposicao de imaturos da espécie de abelha sem ferrdo S. aff. depilis e S. cf. postica
ao consumo de alimento contendo bioinseticidas a base de B. thuringiensis e B.

amyloliquefaciens apresenta efeitos tanto letais quanto subletais.
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5. MATERIAL E METODO

Os experimentos foram conduzidos nos laboratorios de Microbiologia Ambiental
(LMA) e de Entomologia e Fitopatologia (LQCL) da Embrapa Meio Ambiente, Jaguaritna,
Sao Paulo e nos laboratérios de Bactérias Entomopatogénicas (LBE) e de Ecologia e
Biosseguranca (LEB) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia Brasilia, Distrito

Federal.

5.1. ESPECIES DE ABELHA SEM FERRAO AVALIADAS

Os imaturos da espécie S. aff. depilis foram provenientes de 12 colonias mantidas em
caixas racionais pertencentes ao meliponario da Embrapa Meio Ambiente localizado em
Jaguariuna, Sao Paulo - Brasil. Os imaturos da espécie S. cf. postica foram provenientes de 16
colonias mantidas em dois meliponarios, um na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
e outro pertencente aos meliponicultores Edinaldo Gongalves Pontes e Anselmo Ramos

Carvalho, area rural localizado na Fercal, em Sobradinho, no Distrito Federal - Brasil.
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5.2. VALIDACAO DA BIOATIVIDADE DAS ESTIRPES DE Bacillus spp. PARA

OS ENSAIOS COM ABELHAS

A avaliacdo da bioatividade do Bacillus thuringiensis var. kurstaki foi realizada
utilizando lagartas de segundo instar de Spodoptera frugiperda, provenientes de criacdo em
dieta artificial mantida em laboratério. Para a avaliagdo da bioatividade de Bacillus
amyloliquefaciens foi utilizado o fungo da espécie Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum
(Hypocreales: Nectriaceae), isolado 007 originaria da Colecdo de Trabalho da Embrapa

Algodao, multiplicado em meio de cultura.

As Dbactérias B. thuringiensis var. kurstaki (estirpe HD-1, S-1450) e B.
amyloliquefaciens (estirpe CCT-7994), foram produzidas pela empresa SoluBio em
biorreatores. A concentracdo desses produtos foi determinada quanto as UFC (unidades

formadoras de colonias) baseados no numero de esporos (Monnerat et al., 2020).

5.2.1. BIOATIVIDADE DOS Bacillus thuringiensis var. kurstaki EM Spodoptera

frugiperda

A bioatividade das estirpes de B. thuringiensis var. kurstaki produzidas para os
experimentos com as abelhas foi validada em lagartas Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae) (Siqueira, 2008). Para avaliar se a suspensdo bacteriana a base de B. thuringiensis
var. kurstaki continuava com atividade toxica apos a adi¢do ao alimento das larvas de S. aff.
depilis e S. cf. postica, foram realizados dois experimentos com S. frugiperda, seguindo a

metodologia de bioensaio descrita por Siqueira (2008), conforme ilustrado na Figura 1.

35



Teste de bioatividade
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Figura 1: Esquema da sequéncia de atividades no bioensaio conduzido para verificagdo da
bioatividade de Bacillus spp. sobre lagartas de S. frugiperda ap6s a incorporacdo no alimento

larval de Scaptotrigona spp.

Nos ensaios com lagartas de segundo instar de S. frugiperda foram avaliados cinco
tratamentos: (1) dieta artificial pura; (2) dieta artificial + 4gua destilada esterilizada (35 pl); (3)
dieta artificial + 35 pl de alimento larval de S. aff. depilis ou S. cf. postica; (4) dieta artificial +
35 pl de alimento larval de S. aff. depilis ou S. cf. postica + 35 ul de suspensdo de B.
thuringiensis var. kurstaki na concentracdo de 8x10% esporos viaveis/mL para S. aff. depilis e
9,4x10° esporos viaveis/mL para S. cf. postica; (5) dieta artificial + 35 pl de suspensdo de B.
thuringiensis var. kurstaki em diluigdes decimais. Foram realizadas trés repeticdes por
tratamento, cada uma contendo 24 lagartas de S. frugiperda. A mortalidade foi avaliada 48 h e

168 h apds o inicio do ensaio.
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5.2.2. BIOATIVIDADE DOS Bacillus amyloliquefaciens EM FUNGO Fusarium

oxysporum f. sp. vasinfectum

A bioatividade das estirpes de B. amyloliquefaciens utilizadas nos experimentos com
abelhas foi previamente validada contra Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (isolado 007,
fornecido pela Embrapa Algodao). O teste seguiu o método de confrontagao direta em placas
de Petri descrito por Dennis e Webster (1971), com adaptagdes propostas por Montalvao et al.
(2021), visando verificar o efeito inibitorio sobre o crescimento micelial do patdégeno. A
avaliagdo do antagonismo foi realizada com base em uma escala adaptada de 0 a 5, que
considera a porcentagem de crescimento bacteriano frente ao fungo, levando em conta

caracteristicas visuais do desenvolvimento da coldnia fungica in vitro (Figura 2).
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Figura 2: Crescimento de colonias fungicas em ensaio duplo, conforme proposto por
Montalvao. As escalas de A0 a AS representam o crescimento fingico sem interferéncia do
antagonista, enquanto as escalas de BO a B5 representam o crescimento com interferéncia do
antagonista.

Fonte: Montalvao (2021). Com autorizagao do autor.
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Nestes ensaios foram testados dois tratamentos com cinco repeti¢des cada: (1) Meio de
cultura + agua destilada esterilizada; (2) Meio de cultura + suspensdo de de B.

amyloliquefaciens.

As placas foram mantidas em camara de crescimento com temperatura de 25 +2 °C e
fotoperiodo de 12 h. A leitura do crescimento fingico, foi avaliada de acordo com a escala de
notas adaptada, seguindo a metodologia de Montalvao (2021) foi realizada apds 48 ¢ 168 h do

inicio do ensaio.

5.3. AVALIACAO DOS EFEITOS DE Bacillus spp. SOBRE IMATUROS DE

Scaptotrigona spp.

Para essas avaliagdes, o alimento larval coletado com micropipeta foi transferido para
tubos de centrifugagdo tipo Falcon de 50 mL da marca KASKI para homogeneizagdo da
mistura, sendo utilizados 3500 puL para o controle negativo e 3150 pL para os demais
tratamentos. Foram preparadas diluigdes seriadas a partir das suspensdes bacterianas com
concentragdes de B. amyloliquefaciens (Ba) de 2 x 10® esporos vidveis/mL, e B. thuringiensis
var. kurstaki (Btk) de 8 x 10% e 9,4 x 10° esporos vidveis/mL. Aliquotas de 350 uL de cada
suspensdo foram adicionadas a 3150 pL de alimento larval, realizando-se dilui¢des seriadas até
alcancar as concentragdes definidas para o ensaio. Por meio de bioensaios in vitro com dupla
via de exposi¢do (oral e tdpica), considerando que as larvas de abelhas sem ferrdo sdo
posicionadas diretamente sobre o alimento larval natural suplementado com os
biocontroladores. Larvas de 1 a 3 dias de S. aff. depilis foram expostas as seguintes
concentracdes de Btk: 8 x 104, 8 x 10°, 8 x 10%, 8 x 107 esporos vidveis/mL; e Ba: 2 x 10%, 2 x
10°,2 x 10%, 2 x 107 esporos vidveis/mL e S. cf. postica a Btk nas concentra¢des: 9,4 x 10°, 9,4

x 10%,9,4x 107, 9,4 x 108 esporos vidveis/mL. Os experimentos incluiram trés tipos de controle:
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Controle negativo (CN): apenas alimento larval; Controle absoluto (CA): alimento larval + dgua
destilada; Controle positivo (CP): alimento larval + tiametoxam (Actara®) na dose de 0,30 g
i.a. L7'. Para o controle positivo, foram misturados 350 pL da solucdo de tiametoxam a 3150

uL de alimento larval.

Para avaliar a toxicidade de B. thuringiensis var. kurstaki e B. amyloliquefaciens sobre
os imaturos de abelhas sem ferrao, baseou-se na técnica de criacao in vitro de rainhas de abelhas
A. mellifera descrita por Camargo (1972). Essa metodologia foi aprimorada por Menezes et al.
(2013) para criagdo de rainhas de Scaptotrigona spp., sob condigdes controladas e,
posteriormente adaptada por Rosa (2014) para o desenvolvimento de operarias desse mesmo
género, conforme sugerido por (Siqueira, 2008). Esse método consiste na utilizagdo de 35 pl
de alimento larval natural acondicionado em células de cria artificiais (figura 3), que
corresponde ao volume total de alimento consumido por uma larva de operéria de S. aff. depilis

e S. cf. postica durante seu ciclo larval.

Todas as larvas receberam tratamento idéntico em relacdo a umidade relativa do ar
(UR). Apds a transferéncia das larvas, as placas de Elisa sem tampa (microplacas de cria¢ao)
foram colocadas dentro de placas de Petri plasticas para cultura celular estéreis, de 150 x 25
mm com ventilacdo, mantendo-se de 100% UR através da adi¢do de dgua destilada nas placas
de Petri, nos primeiros seis dias. Apds a completa ingestdo do alimento pelas larvas, a UR foi
reduzida para 75% mediante a adi¢do da solucdo de NaCl, onde permanecera até o final do

bioensaio.
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Figura 3: Microplacas de acrilico de 96 pogos em fundo “U” (86 x 128mm) com cavidades
(7mm de didmetro e 10 mm de profundidade) utilizadas como células de cria artificiais para as
larvas das abelhas sem ferrdo com corte das pontas laterais acondicionadas em placa de petri

com ventilagdo modelo Corning 750.

As larvas foram mantidas em uma estufa tipo B.0.D, no escuro, a uma temperatura
média de 28 + 1°C seguindo o protocolo de Menezes et al. (2013). Essa temperatura esta dentro
da faixa natural para a espécie, que ¢ de 27,6 — 31,8°C a variagdo das temperaturas internas das
regides do favo de cria (Zucchi e Sakagami, 1972). No entanto, de acordo com Siqueira (2008),
a temperatura pode variar + 1°C dependendo da localizagao das placas de Petri na estufa. Para
minimizar o efeito dessa variacdo na temperatura, a posi¢ao das placas de Petri contendo as

células artificiais diariamente trocadas dentro da estufa. As condigdes de temperatura e

escuridao foram mantidas durante todo o experimento.
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As larvas de S. aff. depilis foram obtidas de favos de cria de seis colonias, enquanto as
larvas de S. cf. postica foram obtidas de 16 colonias. Em ambos os casos, cada colonia

corresponde a uma repeticao, com 20 larvas por réplica em cada tratamento.

Diariamente, apds a transferéncia larval para os tratamentos, foi registrada a mortalidade
dos individuos desde o estagio larval até a emergéncia. Larvas mortas foram identificadas pela
auséncia de movimento dos espiraculos e, frequentemente, pela coloragdo escurecida do corpo.
Pré-pupas, pupas e imagos foram identificadas como mortas quando apresentavam alteragdes

anormais na coloragdo corporal (Figura 4).

Figura 4: Em destaque a estrutura espiraculo (orgdos de respiragdo). Orgdos de respiragio da

larva de abelha sem ferrao.

Foto: Daniel Daldegan.
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5.4. ANALISES ESTATISTICAS

Para as variaveis taxas de mortalidade por tratamento e o tempo médio (em dias) do
ciclo de vida, tanto das lagartas quanto das larvas das abelhas, avaliadas nos estagios de larvas
até emergéncia, foi realizada, inicialmente, uma analise descritiva exploratoria. Esta analise
incluiu a aplicacdo de estatisticas de posi¢dao e dispersao, compreendendo a média, desvio
padrao, erro padrao e coeficiente de variagao. Posteriormente, esses dados foram submetidos a
uma analise de variancia (ANOVA) para avaliar a significancia das diferencas entre os

tratamentos.

A normalidade dos residuos foi verificada utilizando o teste de Shapiro-Wilk e a
homocedasticidade (homogeneidade da varidncia) avaliada pelo teste de Bartlett. Para
comparag¢do entre médias, utilizou-se o teste de Tukey para identificar diferencas especificas
entre os tratamentos. Nos casos em que os pressupostos de normalidade e homocedasticidade
necessarios para a aplicagdo da andlise de variancia (ANOVA) ndo foram atendidos, foi

utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

A bioatividade do bioinseticida B. thuringiensis var. kurstaki apds a incorporagdo no
alimento larval da abelha sobre as larvas de S. frugiperda, foi avaliada comparando os numeros
médios de larvas mortas nos cinco tratamentos utilizando ANOVA, seguida do teste de

comparagao multipla de Tukey-Kramer.

Para comparar a bioatividade do bioinseticida B. amyloliquefaciens em relagdo ao fungo
F. oxysporum f. sp. vasinfectum foi utilizado uma andlise descritiva através das medidas geradas
pelo método proposto por Montalvao et al. (2021). Os efeitos das diferentes concentracdes na
dieta sobre os estagios imaturos foram avaliados por meio da comparagdo do niumero médio de

individuos mortos entre os diferentes tratamentos.
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A curva de sobrevivéncia dos individuos em cada tratamento foi analisada através da
curva de Kaplan-Meier, conforme descrito por Clark et al. (2003). O teste de Log-rank foi
aplicado para comparag¢do das curvas de sobrevivéncia entre os tratamentos. Dentro dessa
analise, empregou-se o modelo de riscos proporcionais de Cox (regressdo de Cox) para calcular
o Hazard Ratio (HR). Para conduzir tais analises, foi utilizado o programa R, versao 4.2.1 (R
Development Core Team, 2022), com auxilio dos pacotes "survival" e "ggfortify" para andlise
de sobrevivéncia, e "ExpDes.pt" e "ggplot2" para analise de varidncia e comparagdes graficas

dos tratamentos, respectivamente.

6. RESULTADOS

6.1. BIOATIVIDADE DO BIOINSETICIDA DE Bacillus thuringiensis var. kurstaki EM

LAGARTAS DE S. frugiperda

Os bioensaios com a adi¢do de Bacillus thuringiensis var. kustaki e alimento larval das
abelhas Scaptotrigona aff. depilis e S. cf. postica a dieta artificial de Spodoptera frugiperda
indicaram que a composi¢cdo do alimento das abelhas ndo interferiu na toxicidade do

bioinseticida apds sete dias de incubagao.

Foi observada variacdo significativa na mortalidade das lagartas entre os tratamentos,
tanto para S. aff. depilis (ANOVA: F =488,95; g.1. = 4; p <0,05; Figura 5) quanto para S. cf.
postica (F =771,50; g.1. = 4; p <0,05; Figura 6). O Bacillus thuringiensis var. kurstaki causou
mortalidade da lagarta significativamente maior (100%) do que os tratamentos controle
misturados apenas com agua destilada ou misturados ao alimento larval puro de Scaptotrigona;

Nao houve diferengas significativas na mortalidade das lagartas alimentadas com dieta artificial
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contendo Btk isoladamente ou combinado ao alimento larval das abelhas, ambas obtiveram
100% de mortalidade, evidenciando que o efeito toxico € exclusivamente atribuido a agdo do

bioinseticida, sem interferéncia do alimento larval das abelhas.
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Figura 5: Mortalidade média (%) de Spodoptera frugiperda (+ erro padrdo) submetidas a dieta
artificial pura (CN - controle negativo); dieta com agua (CA - controle absoluto); dieta com
alimento larval de S. aff. depilis (CAL - controle com alimento larval),; dieta com alimento
larval + Btk (Al+Btk - 8 x 10® esporos vidveis/mL); dieta com suspensdo de cepa de Bacillus
thuringiensis var. kurstaki - Btk (8 x 10® esporos viaveis/mL). As avalia¢des de mortalidade
foram realizadas sete dias apds a montagem dos bioensaios. Letras diferentes acima das barras

indicam diferengas significativas entre os tratamentos (p < 0,05, teste de Tukey).
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Figura 6: Mortalidade média (%) de Spodoptera frugiperda (+ erro padrao) submetidas a dieta
artificial pura (CN - controle negativo); dieta com agua (CA - controle absoluto); dieta com
alimento larval de S. aff. depilis (CAL - controle com alimento larval, dieta com suspensao de
cepa de Bacillus thuringiensis var. kurstaki - Btk (Btk - 9,4 x 10° esporos vidveis/mL); dieta
com alimento larval + Btk (Al+Btk - 9,4 x 10° esporos viaveis/mL). As avaliacdes foram
realizadas em sete dias apos a montagem dos bioensaios. Letras diferentes acima das barras

indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05, teste de Tukey).

6.2. BIOATIVIDADE DE BIOPESTICIDA Bacillus amyloliquefaciens CONTRA O

FUNGO Fusarium oxysporum f. sp. Vasinfectum

A bioatividade do biofungicida a base de Bacillus amyloliquefaciens foi confirmada no
pré-teste, sendo evidenciada pela formagdo de halos de inibicdo ao redor das coldnias do
patdgeno. Apos sete dias, o crescimento micelial do fungo foi significativamente reduzido, com
taxas de inibi¢do entre 50% e 75% em relagdo ao disco inicial, de acordo com a escala de
avaliacdo niamero 3 (Figura 2B3) e conforme ilustrado na Figura 7C. Tais evidéncias asseguram
sua viabilidade para uso nos experimentos subsequentes de avaliacdo de risco, voltados a

analise de possiveis efeitos letais e subletais sobre os estagios imaturos de abelhas sem ferrdo.
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Figura 7: Bioensaio de confronto direto entre o antagonista Bacillus amyloliquefaciens, na
concentragdo de 2 x 10® esporos viaveis/mL, contra Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum.
(A) Leitura com 48 horas: efeito biocontrolador sobre o fungo. (B) Controle negativo:
crescimento fingico sem interferéncia do antagonista (leitura com 48 horas). (C) Leitura com
168 horas: efeito antagonista com reducao do crescimento micelial (escala B3). (D) Controle
negativo (168 horas): crescimento fingico completo sem interferéncia do antagonista. (E)

Bioensaio em triplicata.
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6.3. AVALIACAO DE TOXICIDADE DE BIOPESTICIDAS A BASE DE Bacillus
thuringiensis var. kurstaki E DE Bacillus amyloliquefaciens EM IMATUROS DE

ABELHAS DO GENERO Scaptotrigona spp.

6.3.1 Sobrevivéncia e taxa de mortalidade

Em virtude da mortalidade acima de 15% nos tratamentos controle negativo (alimento
larval puro) e absoluto (alimento larval + 4gua) no estagio de desenvolvimento de pupa,
avaliou-se a mortalidade somente até a fase de pré-pupa. Os imaturos de Scaptotrigona aff.
depilis e S. cf. postica ndo sobreviveram por mais de trés e dois dias, respectivamente, apos a
exposicdo ao tiametoxam. Por outro lado, os controles negativos (alimento larval puro) e
absoluto (alimento larval suplementado com d4gua destilada) apresentaram taxas de
sobrevivéncia de 90,0% e 91,7% para S. aff. depilis (Figura 8), e de 90,6% e 90,0% para S. cf.

postica (Figura 9).
Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk) em S. aff. depilis

As curvas de sobrevivéncia obtidas pelos estimadores de Kaplan-Meier e as analises de
log-rank indicaram diferencas estatisticas significativas no tratamento com B. thuringiensis var.
kurstaki a concentragio de 8 x 107 esporos vidveis/mL em S. aff. depilis (Log-rank: y> = 459,9;
p < 0,05; Anexo III) e Btk: 9,4 x 10°,9,4 x 10°, 9,4 x 107, 9,4 x 10® esporos vidveis/mL em S.
cf. postica (Logrank: X?= 1342,0; p < 0,05; Anexo V), ambos em comparagdo ao controle

negativo.

Em S. aff. depilis, a comparacao entre os diferentes tratamentos indicou uma reducao
significativa na sobrevivéncia dos imaturos expostos a dieta contendo a concentragdo mais alta

de Btk 8 x 107 esporos viaveis/mL (y* = 372; p < 0,05; Tabela 1), a partir do nono dia de
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desenvolvimento larval (fase de pré-pupa), observou-se uma taxa de mortalidade de 50%

(Figura 8), alcangando 61,7% no 17° dia de avaliagdo (Tabela 3).
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Figura 8. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para larvas de Scaptotrigona aff. depilis
(Apidae: Meliponini, abelha canudo) criados in vitro expostos durante o ciclo larval aos
tratamentos: CN - Controle negativo: alimento larval puro de S. aff. depilis, CA - Controle
absoluto: alimento larval + dgua destilada, CP - Controle positivo: Tiametoxam a 0,30 g i.a.
L', Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk) nas concentra¢des de 8 x 10*, 8 x 10°, 8 x 10°e 8

x 107 esporos viaveis/mL.

Nao foi observada diferenga estatistica significativa na probabilidade de sobrevivéncia

dos imaturos entre os grupos controle (negativo e absoluto) e os tratamentos que utilizaram as
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trés menores concentracdes de Btk (Tabela 1) ao longo dos 17 dias de avaliagdo. As taxas de
sobrevivéncia foram de 90,0% (IC 95%: 82,4-97,6%) no controle negativo (alimento larval
puro) e 91,7% (IC 95%: 84,7-98,7%) no controle absoluto (alimento suplementado com agua
destilada). Nos tratamentos com Btk, as concentragdes de 8 x 10, 8 x 10° e 8 x 10° esporos
vidveis/mL resultaram em taxas de 86,7% (IC 95%: 78,1 — 95,3%), 78,3% (IC 95%: 67,9 —

88,8%) e 76,7% (IC 95%: 67,9 — 88,8%), respectivamente (Anexo VI).

Embora as taxas de sobrevivéncia nos controles tenham sido ligeiramente superiores as
observadas nos tratamentos com Btk nas concentracdes de 8 x 10, 8 x 10° ¢ 8 x 10° esporos
vidveis/mL, essas diferengas ndo foram estatisticamente relevantes. Os valores de erro padrao

(SE) referentes aos tratamentos variaram de 0,3% a 1,6%.
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Tabela 1: Resultados da andlise das curvas de sobrevivéncia pelo teste log-rank (p-value) e
das comparacdes pareadas entre os tratamentos avaliados quanto aos possiveis efeitos da cepa
de Bacillus thuringiensis var. kurstaki sobre imaturos de Scaptotrigona aff. depilis. Os
tratamentos consistiram em: CN (controle negativo — alimento larval puro), CA (controle
absoluto — alimento larval com adi¢ao de dgua destilada), CP (controle positivo — tiametoxam
a 0,30 gi.a. L") e quatro concentragdes do biopesticida a base de B. thuringiensis var. kurstaki

(Btk): 8 x 104, 8 x 10°, 8 x 10° e 8 x 107 esporos viaveis/mL.

Tratamento N Observado Esperado (OE)2/E  (OE)2/V
CN - Controle negativo 60 6 23,48 13,01 16,48
CA - Controle absoluto 60 5 23,04 14,13 17,81
CP - Controle positivo 60 60 9,72 260,14 324,58
Btk 8x10* 60 8 22,33 9,20 11,52
Btk 8x10° 60 13 22,48 4,00 5,01
Btk 8x10° 60 13 21,99 3,68 4,59
Btk 8x10’ 60 37 18,96 17,16 21,04

X?=372 on 6 degrees of freedom, p= <2e-16

Tratamento CN CA CP 8x10* 8x10° 8x10°
CA - Controle absoluto 0,819 - - - - -

CP - Controle positivo 0,000 0,000 - - - -

Btk 8x10* 0,590 0,439 0,000 - - -
Btk 8x10° 0,109 0,077 0,000 0,324 - -
Btk 8x10° 0,108 0,076 0,000 0,324 0,927 -
Btk 8x10’ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Os tratamentos utilizados nas comparacdes aos pares € nas colunas de tratamentos sdo as
mesmas.
51



Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk) em S. cf. postica

Em S. cf. postica, quando os resultados de todos os tratamentos foram combinados,
também resultou em uma redugdo significativa na sobrevivéncia dos imaturos expostos a dieta
contendo a concentragdo mais alta de Btk 9,4 x 10® esporos viaveis/mL (y2 = 987; p < 0,05;
Tabela 2), com 50% de mortalidade (Figura 9) a partir do 13° dia de desenvolvimento larval

(fase de pré-pupa) e alcancando uma taxa de mortalidade de 53,7% no 17° dia de avaliacdo

(Tabela 3).
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Figura 9. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para larvas de Scaptotrigona cf. postica
(Apidae: Meliponini, abelha canudo) criados in vitro expostos durante o ciclo larval aos
tratamentos: CN - Controle negativo: alimento larval puro de S. aff. depilis, CA - Controle
absoluto: alimento larval + dgua destilada, CP - Controle positivo: Tiametoxam a 0,30 g i.a.
LY, Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk) nas concentragdes de 9,4 x 10°, 9,4 x 10°, 9,4 x
107 ¢ 9,4 x 108 esporos vidveis/mL.
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Nao foi observada diferenca significativa na probabilidade de sobrevivéncia dos
imaturos entre os controles (negativo e absoluto) e o tratamento com a menor concentragao de
Btk (Tabela 2). As taxas de sobrevivéncia foram de 90,6% (IC 95%: 86,1-95,1%) no controle
negativo (alimento larval puro), 90,0% (IC 95%: 85,4-94,6%) no controle absoluto (alimento
suplementado com 4gua destilada), enquanto no tratamento com a menor concentragdo de Btk
(9,4 x 10° esporos viaveis/mL) foi de 83,1% (IC 95%: 77,3-88,9%). Além disso, ndo houve
diferenca significativa na comparagdo entre as concentragdes de 9,4 x 10° (83,1%; IC 95%:
77,3-88,9%) € 9,4 x 10°(74,4%; IC 95%: 67,6-81,1%), nem entre 9,4 x 10° (74,4%; IC 95%:

67,6-81,1%) € 9,4 x 107 (63,1%; IC 95%: 55,6-70,6%) esporos vidveis/mL (Anexo VIII).

Embora as taxas de sobrevivéncia nos controles negativo e absoluto tenham sido
ligeiramente superiores as observadas nos tratamentos com Btk nas concentracdes de 9,4x105,
9,4x 10°e 9,4 x 107 esporos viaveis/mL, essas diferencas ndo foram estatisticamente relevantes
na comparagao entre eles. Os valores de erro padrdo (SE) referentes aos tratamentos variaram

de 0,3 2 0,9%.
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Tabela 2: Resultados da analise da curva de sobrevivéncia pelo teste log-rank (p-value) e teste

de comparagdes pareadas entre cada tratamento dos experimentos para avaliar os possiveis

efeitos de cepa de Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk) sobre imaturos de S. cf. postica.

CN (Controle negativo: alimento larval puro de S. cf. postica), CA (Controle absoluto: alimento

larval + agua destilada), CP (Controle positivo: Tiametoxam a 0,30 g i.a. L"), e Btk: 9,4 x 103,
9,4 x 10 9,4 x 107 € 9,4 x 10® esporos viadveis/mL.

Tratamento N Observado Esperado (OE)2/E (OE)2/V
CN - Controle negativo 160 15 66.7 40,0848 51,445
CA - Controle absoluto 160 16 66.6 38,4842 49,381
CP - Controle positivo 160 160 25.6 705,3228 897,154
Btk 9,4 x 10° 160 27 64.8 22,0575 28,139
Btk 9,4 x 10° 160 41 62.9 7,6111 9,656
Btk 9,4 x 10’ 160 59 61.4 0,0928 0,117
Btk 9,4 x 108 160 85 55.0 16,4102 20,460
X?=987 on 6 degrees of freedom, p= <2e-16
Tratament CN CA CP 94x10° 94x10° 94x10’
CA - Controle absoluto  0,85596 - - - - -
CP - Controle positivo ~ 0,00000 0,00000 - - - -
Btk 9,4 x 10° 0,05648 0,07499 0,000 - - -
Btk 9,4 x 10° 0,00022 0,00039 0,000 0,06211 - -
Btk 9,4 x 10’ 0,00000 0,00000 0,000 0,00012  0,05251 -
Btk 9,4 x 10 0,00000 0,00000 0,000 0,00000  0,00000  0,00107

Os tratamentos utilizados nas comparacdes aos pares € nas colunas de tratamentos sdo as

mesmas.
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Em ambas as espécies, a ingestdo de Btk nao afetou significativamente a sobrevivéncia
nas menores concentragdes testadas, mas nas concentragdes mais altas, comprometeu a
sobrevivéncia das larvas. Para S. aff. depilis, as maiores taxas de mortalidade foram observadas
com Btk a concentracio de 8 x 107 esporos vidveis/mL, atingindo 61,7% (Tabelas 1 e 3),
enquanto que para S. cf. postica, as maiores taxas de mortalidade foram observadas com Btk a
9,4 x 107 ¢ 9,4 x 108 esporos viaveis/mL, atingindo 36,9% e 53,7%, respectivamente (Tabelas

2 ¢e3).

Tabela 3: Taxa de mortalidade de imaturos de abelhas sem ferrdo da espécie Scaptotrigona aff.
depilis e Scaptotrigona cf. postica expostas a quatro concentragdes de biopesticidas a base de
Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk) avaliados diariamente até as larvas empuparem (até o
17° dia). CN (Controle negativo: alimento larval puro de Scaptotrigona spp.), CA (Controle
absoluto: alimento larval + agua destilada), CP (Controle positivo: Tiametoxam a 0,30 g i.a.
L), seguido das concentra¢des de Btk: 8 x 10, 8 x 10°, 8 x 10°, 8 x 107 esporos vidveis/mL

para S. aff. depilis, e Btk: 9,4 x 10°, 9,4 x 105, 9,4 x 107 ¢ 9,4 x 10® esporos vidveis/mL para S.

cf. postica.
Tratamentos Abelha canudo Tratamentos Abelha Mandaguari
S. aff. depilis S. cf. postica

CN - Controle negativo 10,0% CN - Controle negativo 9,4%

CA - Controle absoluto 8,3% CA - Controle absoluto 10,0%

CP - Controle positivo 100,0% CP - Controle positivo 100,0%

Btk 8 x 10* 13,3% Btk 9,4 x 10° 16,9%

Btk 8 x 10° 21,7% Btk 9,4 x 10° 25,0%

Btk 8 x 10° 23,3% Btk 9,4 x 10’ 36,9%

Btk 8 x 10’ 61,7% Btk 9,4 x 10° 53,7%

55



Bacillus amyloliquefaciens (Ba) em S. aff. depilis

As curvas de sobrevivéncia obtidas pelos estimadores de Kaplan-Meier e as analises de
log-rank indicaram diferengas estatisticamente significativas nos tratamentos com B.
amyloliquefaciens, Ba: 2 x 10,2 x 10°, 2 x 10°, 2 x 107 esporos viaveis/mL sobre S. aff. depilis

(Log-rank: ¥* = 551,0; p <0,05; Anexo V).

Em S§. aff. depilis, quando os resultados de todos os tratamentos foram combinados, foi
observada uma reducao significativa na sobrevivéncia dos imaturos expostos a dieta contendo
a concentracdo mais alta de Ba 2 x 107 esporos vidveis/mL (2 = 422; p < 0,05; Tabela 6). No
entanto, at¢ o término do bioensaio, ndo se alcancou a taxa de mortalidade de 50%,
correspondente a mediana, sendo registrada uma mortalidade méxima de 33,3% no 17° dia de

avaliagdo (Tabela 3; Figura 12).
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Figura 10. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para larvas de Scaptotrigona aff. depilis
(Apidae: Meliponini, abelha canudo) criados in vitro expostos durante o ciclo larval aos
tratamentos: CN - Controle negativo: alimento larval puro de S. aff. depilis, CA - Controle
absoluto: alimento larval + 4gua destilada, CP - Controle positivo: Tiametoxam a 0,30 g i.a.
LY, Bacillus amyloliquefaciens (Ba) nas concentragdes de 2 x 104, 2 x 105,2 x 10°e 2 x 107

esporos viaveis/mL.

Nao foi observada uma redugdo significativa na probabilidade de sobrevivéncia dos
imaturos entre os controles negativo, absoluto e os tratamentos com as menores concentracdes
de Ba (Tabela 4). As taxas de sobrevivéncia foram de 90,0% (IC 95%: 82,4-97,6%) no controle
negativo (alimento larval puro), 91,7% (IC 95%: 84,7-98,7%) no controle absoluto (alimento
suplementado com 4gua destilada) e nos tratamentos com Btk nas concentragdes de 2 x 10*
(86,7%; 1C 95%: 78,1-95,3%), 2 x 10° (90,0%; IC 95%: 82,4-97,6%), 2 x 10° (80,0%; IC 95%:
69,9-90,1%) esporos vidveis/mL (Anexo VII). Além disso, ndo houve diferenca significativa
na comparagdo entre as concentracdes de 2 x 108 (80,0%; IC 95%: 69,9-90,1%) e 2 x 10’

(70,0%; IC 95%: 58,4-81,6%) esporos vidveis/mL.
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Embora as taxas de sobrevivéncia nos controles negativo e absoluto tenham sido
ligeiramente superiores as observadas nos tratamentos com Ba nas concentragdes de 2 x 104, 2
x 10% 2 x 10° ¢ 2 x 107 esporos viaveis/mL, essas diferengas ndo foram estatisticamente

relevantes. Os valores de erro padrdo (SE) referentes aos tratamentos variaram de 0,3% a 1,7%.

Tabela 4: Resultados da analise da curva de sobrevivéncia pelo teste log-rank (p-value) e teste
de comparagdes pareadas entre cada tratamento dos experimentos de possiveis efeitos de cepa
de Bacillus amyloliquefaciens (Ba) sobre imaturo de Scaptotrigona aff. depilis. CN (Controle
negativo: alimento larval puro de S. aff. depilis), CA (Controle absoluto: alimento larval + dgua
destilada), CP (Controle positivo: Tiametoxam a 0,30 g i.a. L"), e Ba: 2 x 10,2 x 10°, 2 x 10°

e 2 x 107 esporos viaveis/mL.

Tratamento N Observado Esperado (OE)2/E (OE)2/V
CN - Controle negativo 60 6 18,28 8,2521 10,2971
Ba2x 10° 60 12 17,58 1,7700 2,1931
Ba2x 10’ 60 18 17,14 0,0435 0,0537
CA - Controle absoluto 60 5 17,94 9,3359 11,6067
CP - Controle positivo 60 60 8,03 336,1965 413,6083
Ba2x 10* 60 8 18,24 5,7465 7,1668
Ba2x 10° 60 6 17,79 7,8139 9,6999

X?=422 on 6 degrees of freedom, p= <2e-16

Tratamento CN 2x 105 2x 10’ CA CP 2x10*
Ba2x 10° 0,2077 - - - - -
Ba2x 10’ 0,0156 0,3548 - - - -

CA - Controle absoluto  0,8186 0,1419 00,0097 - - -
CP - Controle positivo 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 - -
Ba2x 10* 0,7386 0,3841 0,0458 0,5563 0,0000 -
Ba2x 10° 0,9492 0,2446 0,0198 0,8167 0,0000 0,7386

Os tratamentos utilizados nas comparagdes aos pares € nas colunas de tratamentos sdo as
mesmas.
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Tabela 5: Taxa de mortalidade de imaturos de abelhas sem ferrdo da espécie Scaptotrigona aff.
depilis expostas a quatro concentragdes de biopesticidas a base de Bacillus amyloliquefaciens
(Ba) avaliados diariamente até as larvas empuparem (até o 17° dia). CN (Controle negativo:
alimento larval puro de Scaptotrigona spp.), CA (Controle absoluto: alimento larval + agua
destilada), CP (Controle positivo: Tiametoxam a 0,30 g i.a. L™"), seguido das concentragdes de

Ba: 2 x 104, 2 x 10°, 2 x 10° e 2 x 107 esporos viaveis/mL para S. aff. depilis.

Tratamentos Abelha canudo

S. aff. depilis

CN - Controle negativo 10,0%
CA - Controle absoluto 8,3%

CP - Controle positivo 100,0%
Ba2x 10* 13,3%
Ba2x 10° 10,0%
Ba2x 10° 20,0%
Ba2x 10’ 33,3%

6.3.2 Tempo médio do ciclo de vida

Além da mortalidade, a exposi¢do ao B. thuringiensis var. kurstaki também foi avaliada
quanto a possivel interferéncia no tempo de desenvolvimento dos imaturos. No caso de S. aff.
depilis, contudo, ndo foi possivel estimar o tempo médio de desenvolvimento dos diferentes
estagios, devido a auséncia de registro individualizado da mortalidade das larvas, ja que o

numero de larvas mortas era registrado diariamente por tratamento.
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Para S. cf. postica, por outro lado, foi possivel avaliar o tempo de desenvolvimento de
forma precisa. Os resultados indicaram que n3o houve diferenca significativa entre os
tratamentos para os estagios larval (F = 0,633; g.1. = 5; p > 0,05) e pré-pupal (F = 0,268; g.1. =
5; p > 0,05) (Tabela 5). A ingestdo de alimento larval contendo Btk ndo influenciou
significativamente a duracdo média do desenvolvimento quando comparada aos controles

negativo e absoluto.

Tabela 6: Tempo médio (em dias) do ciclo de vida de imaturos de abelhas sem ferrdo da espécie
Scaptotrigona cf. postica expostas a diferentes concentracdes de biopesticidas a base de
Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk), avaliadas diariamente até a fase de empupamento (até
17° dia). Os tratamentos testados foram: CN (Controle negativo: alimento larval puro de S. cf.
postica), CA (Controle absoluto: alimento larval + dgua destilada), CP (Controle positivo:

Tiametoxam a 0,30 g i.a. L™), e Btk: 9,4 x 10°, 9,4 x 10, 9,4 x 107 ¢ 9,4 x 108 esporos

viaveis/mL.

Abelha Mandaguari- S. cf. postica

Larva (L) Pré-pupa (PP)
Tratamentos m dp m dp
CN - Controle negativo 14,64a +1,39 4,20a +1,27
CA - Controle absoluto 14,37a +1,49 4,12a +1,25
Btk 9,4 x 10° 14,60a +1,27 4,28a +1,05
Btk 9,4 x 10° 14,93a +1,31 3,99a +1,25
Btk 9,4 x 10’ 14,89a +1,44 4,07a +1,48
Btk 9,4 x 108 14,43a +1,15 4,07a +1,11
Anova F=0,633 F=0,268

Letras diferentes indicam diferenga estatistica significativa entre os tratamentos, pelo teste de
comparag¢ao multipla de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade (g.1. = 5; p > 0,05).
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Figura 11. Tempo médio (em dias) do ciclo de vida de imaturos de abelhas sem ferrdo da
espécie Scaptotrigona cf. postica expostas a diferentes concentragdes de biopesticidas a base
de Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk), avaliadas diariamente at¢ a fase de empupamento
(até 17° dia). Os tratamentos testados foram: CN (Controle negativo: alimento larval puro de S.
cf. postica), CA (Controle absoluto: alimento larval + dgua destilada), CP (Controle positivo:
Tiametoxam a 0,30 g i.a. L") e Btk: 9,4 x 10° 9.4 x 10°% 9.4 x 107 ¢ 9,4 x 10® esporos
viaveis/mL. As colunas representam as médias acompanhadas do erro padrdo. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica significativa entre os tratamentos, pelo teste de comparacao

multipla de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade (g.1. = 5; p > 0,05).
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7. DISCUSSAO

7.1 Bioatividade de Bacillus thuringiensis var. kurstaki em S. frugiperda

Os tratamentos contendo Btk, independentemente da presenca do alimento larval,
resultaram em taxas de mortalidade significativamente superiores em comparagao aos
controles, compostos por dieta artificial pura, dieta com adgua destilada e dieta contendo apenas
alimento de S. aff. depilis. e S. cf. postica. Esses resultados confirmam a bioatividade do
biopesticida contra S. frugiperda, mesmo quando incorporado ao alimento das abelhas,

indicando que este nao interferiu na toxicidade do biopesticida.

7.2 Bioatividade de Bacillus amyloliquefaciens contra Fusarium oxysporum f. sp.

vasinfectum

A bioatividade do biofungicida a base de B. amyloliquefaciens foi confirmada no pré-
teste, sendo evidenciada pela formacao de halos de inibigao ao redor das colonias do patégeno.
Ap6s sete dias, o crescimento micelial do fungo foi significativamente reduzido, com taxas de
inibicao entre 50% e 75% em relagdo ao disco inicial, de acordo com a escala de avaliagao
nimero 3 (Figura 2B3) e conforme ilustrado na Figura 7C. Tais evidéncias asseguram sua
viabilidade para uso nos experimentos subsequentes de avaliagdo de risco, voltados a anélise

de possiveis efeitos letais e subletais sobre os estagios imaturos de abelhas sem ferrao.

7.3 Toxicidade de biopesticidas Bacillus spp. em imaturos de Scaptotrigona spp.

7.3.1 Sobrevivéncia e taxa de mortalidade

Os imaturos de S. aff. depilis e S. cf. postica ndo sobreviveram por mais de trés e dois

dias, respectivamente, apOs a exposicao ao tiametoxam, confirmando a toxicidade letal do
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controle positivo. Por outro lado, os controles negativos (alimento larval puro) e absoluto
(alimento larval suplementado com 4gua destilada) apresentaram taxas de sobrevivéncia de
90,0% e 91,7% para S. aff. depilis (Figura 8), e de 90,6% e 90,0% para S. cf. postica (Figura
9), respectivamente, demonstrando que a metodologia utilizada nos bioensaios apresenta foi
adequada para o desenvolvimento larval (OECD, 2013, 2017, 2021). A temperatura de 28 °C,
utilizada para a realizagdo dos bioensaios, ¢ considerada ideal tanto para o desenvolvimento
dos imaturos das espécies de abelhas estudadas, conforme Menezes et al. (2013), e quanto para
o crescimento das bactérias testadas, de acordo com Montalvao et al. (2021). Dessa forma, essa
condicdo experimental assegurou a exposicdo adequada dos organismos a temperatura
apropriada para seu desenvolvimento. As larvas de S. aff. depilis e S. cf. postica ingeriram
completamente o alimento larval oferecido (35 pL/larva), indicando que B. thuringiensis ¢ B.

amyloliquefaciens ndo afetaram o comportamento alimentar das larvas.

No entanto, foi registrada mortalidade superior a 15% nos controles negativo e absoluto
durante a fase de pupa, além da ocorréncia de ma-formagdes em alguns individuos, inclusive
nos tratamentos controle. Essa resposta adversa registrada na fase de pupa sugere que a estrutura
utilizada para a criagdo in vitro (microplaca de polietileno tipo Elisa) pode ndo ter sido adequada
para suportar o desenvolvimento de Scaptotrigona spp. nas fases mais avancadas, como pupa e
imago, possivelmente por apresentar didmetro maior do que o das células naturais de cria da
espécie. Supde-se que o excesso de espaco tenha permitido maior movimentagao das pupas, o
que poderia ter comprometido sua estabilidade postural e o microambiente fisico, interferindo
no processo adequado de metamorfose e culminando em maior mortalidade e no surgimento de
deformidades. Dessa forma, a interrup¢do da avaliagdo na fase de pré-pupa teve como objetivo
evitar a superinterpretacdo de efeitos que poderiam ter sido causados por limitagdes do sistema

de criagdo in vitro, e ndo pelos tratamentos testados.
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7.3.1.1 Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk)

Como os grupos controle negativo e absoluto, bem como os tratamentos com menores
concentragdes de Btk, ndo apresentaram aumento na mortalidade, os efeitos observados podem
estar relacionados a exposi¢dao as doses mais altas do biopesticida, possivelmente devido as
toxinas e metabolitos produzidos pela bactéria. Além disso, o tempo de sobrevivéncia larval foi
significativamente reduzido nas concentragdes mais altas de Btk Para S. aff. depilis, as maiores
taxas de mortalidade foram observadas com Btk a concentragdo de 8 x 107 esporos viaveis/mL
para S. aff. depilis € 9,4 x 107 ¢ 9,4 x 10.8 esporos vidveis/mL para S. cf. postica e no controle

positivo com Tiametoxam.

Esses resultados indicam que o Btk, na maior concentragdo testada, comprometeu
significativamente a sobrevivéncia dos imaturos em ambas as espécies. Da mesma forma, o
controle positivo (Tiametoxam) também reduziu significativamente a sobrevivéncia larval. O

tempo médio até atingir 50% de mortalidade, valor que corresponde a mediana, foi de

aproximadamente 11 dias para o Btk e apenas 1 dia para o inseticida.

Resultados semelhantes foram relatados por Brighenti et al. (2007) onde relataram que
B. thuringiensis var. kurstaki (*Dipel® PM), sobre adultos de 4. mellifera em solugio aquosa
de mel a 50%, nao afetou significativamente a sobrevivéncia das abelhas nas menores doses

testadas. Apos 96 horas de exposi¢cdo, as concentracdes de 0,25 g/100 mL (6,25 x 107

2 Calculos utilizados para determinar a concentragio de Bacillus thuringiensis var. kurstaki em cada tratamento
descrito no estudo. Dados do produto e formulagdo: produto: Dipel® e forma: p6 molhavel (PM); concentracao
do po: 32 g/kg; poténcia: 16.000 unidades internacionais de poténcia por mg; esporos viaveis: 25 bilhdes por
grama. Calculo para uma das concentragdes (por exemplo, 1,0 g em 100 mL): nimero de esporos em 1,0 g de po:
1 g x 25x10° esporos/mL g = 25 x 10° esporos vidveis; concentragdo de esporos em 100 mL de suspensdo: 25 x
10%sporos vidveis /100 mL = 2,5 x 103 esporos vidveis/ mL.

64



esporos/mL), 0,5 g/100 mL (1,25 x 108 esporos viaveis/mL) e 1 g/100 mL (2,5 x 108 esporos
viaveis/mL) resultaram em taxas de mortalidade de 1,8%, 33,3% e 33,3%. Resultado
semelhante foi observado com duas preparagdes de biopesticidas a base de Bt (Foray 48B e
Dipel 2X) alimentadas as abelhas na menor concentracdo testada de 2,5 mg/g (Malone et al.,
1999). Por outro lado, no estudo de Brighenti et al. (2007) nas concentragdes mais elevadas
reduziram significativamente a sobrevivéncia das abelhas. As doses de 10 g (2,5 % 10° esporos
viaveis/mL) e 20 g (5 x 10° esporos viaveis/mL) causaram mortalidade de 94,7% e 98,2%,
respectivamente. Ja as concentragdes intermedidrias, de 2,5 g (6,25 x 108 esporos viaveis/mL)
e 5 g (1,25 x 10° esporos viaveis/mL), apresentaram CLso, com taxas de mortalidade de 73,7%
e 75,4%, provocando o intumescimento do abddémen de abelhas que ingeriram alimento
contaminado com essa bactéria. Semelhante a estudo realizado por Malone et al. (1999)
concentragdo extremamente alta de Dipel (10 mg/g) resultou em uma redugao significativa no
consumo de alimentos e na sobrevivéncia, embora ndo tenha sido esclarecido se isso foi devido
a toxina Bt ou a alguns dos ingredientes "inativos" na preparagdo. Esses resultados demonstram
que a sobrevivéncia de operarias adultas de A. mellifera foi impactada de forma dependente da
concentracdo administrada. As concentragdes testadas nesses estudos sdo comparaveis as

avaliadas neste trabalho para imaturos de abelhas sem ferrao.

A segurancga para a abelha melifera de formulagcdes comerciais de biopesticidas Bt,
desde que nao contenham exotoxinas, estd bem estabelecida (Cantwell et al., 1972; Celli, 1974;
Buckner et al., 1975; Cantwell e Shieh, 1981; Vandenberg, 1990). Resultados semelhantes
foram obtidos por Cantwell et al. (1966), que observaram mortalidade de quase 100% em A.
mellifera ap6s 7 dias quando expostas a 2,5 mg/abelha de exotoxina bruta liofilizada de B.
thuringiensis var. thuringiensis. No entanto, ao fornecer o produto comercial total na

concentracdo de 6 x 107 esporos/abelha, a mortalidade nao foi significativa ao longo 9 dias,
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mas atingiu 100% com 11 dias de exposi¢do. Por outro lado, Verma (1995), na India, em
bioensaios de pulverizagdo com Dipel® observou que a sobrevivéncia em larvas e adultos de
A. cerana nao foram afetadas, possivelmente a diferenca de suscetibilidade ao biopesticida esta

entre a diferenga de espécie.

A aplicagdo de Bt via pulverizagdo sobre abelhas tende a ter pouco ou nenhum efeito,
como demonstrado por Potrich et al. (2018) em bioensaios com A. mellifera e em estudo de
campo realizado por Salord et al. (2014) onde indicou que aplica¢des aéreas de calda Bt ndo
interferiram no desenvolvimento biologico das colonias de A. mellifera. No estudo de Potrich
et al. (2018), operarias de 4. mellifera africanizadas expostas ao biopesticida Btk HD-1 (S-
1450), na concentragdo de 3,0 x 108 esporos/mL, em bioensaio de 240 horas, mantidas em
caixas plasticas ventiladas com tecido voile, ndo apresentaram alteracdes na sobrevivéncia
quando expostas por pulverizagdo direta ou por contato com folhas de soja tratadas. No entanto,
houve reducdo na sobrevivéncia das operédrias quando o biopesticida foi aplicado sobre
superficies lisas ou incorporado a pasta de doce. Além disso, ndo foram observadas alteragdes
morfométricas no intestino médio das abelhas. Entretanto, em estudo de Libardoni et al. (2018),
em um bioensaio de pulverizacdo de B. thuringiensis na concentra¢io de 3x10® esporos. mL!
(dosagem comercial) sobre A. mellifera, constatou que apenas a linhagem Bt 1 (IPS 82) causou
uma reducdo significativa na sobrevivéncia das abelhas, com uma média de 88,7 horas, em
comparagao ao grupo controle, que apresentou 104,72 horas de sobrevivéncia. Apos 120 horas
de analise, observou-se que as operarias tratadas com Bt 3 — BR 147 apresentaram uma
sobrevivéncia de 51,67%, enquanto o tratamento com Bt 2 resultou em 43,34% de
sobrevivéncia, sem diferenca estatistica significativa em relagdo ao grupo controle (51,67% de
sobrevivéncia). As operdrias expostas a linhagem Bt 1 - IPS 82 apresentaram 100% de

mortalidade em 96 horas, diferindo dos demais tratamentos. As linhagens como BR 147 em

66



teste de contato, e como a IPS 81 em teste de ingestdo podem reduzir a sobrevivéncia das
operarias de A. mellifera em bioensaios tanto de contato e pulverizagdo quanto de ingestdo.
Esses resultados indicaram que as diferentes linhagens de B. thuringiensis variam em
toxicidade, sugerindo que nem todas as formas deste biopesticida apresentam o mesmo nivel

de impacto sobre abelhas.

Cabezas e Farinds (2022) relataram que B, thuringiensis var. kurstaki (DiPel® DF WG,
54% p/p, cepa ABTS-351 (32 milhdes de UFC/g), sobre operarias recém-emergidas de Bombus
terrestris L. previamente diluido em 0,1% de Triton® X-100, depois em em xarope artificial
Api 65®, ndo afetou significativamente a sobrevivéncia das operarias nas menores doses
testadas. Apos 48 horas de exposicdo, a faixa de concentragdes utilizada no bioensaio
preliminar variou entre 54 ppm (1,728 x 10° UFC/mL) e 54.000 ppm (1,728 x 10° UFC/mL).
A mortalidade foi registrada apenas no grupo de operarias tratadas com a concentragdo mais
elevada, de 54.000 ppm (1,728 x 10°® UFC/mL), quando houve reducao significativa na
sobrevivéncia das abelhas, com mortalidade de 73,7%. No estudo de Cantwell e Shieh (1981),
0 B. thuringiensis sorotipo 7 foi testado em diversas concentragdes aplicadas a favos
armazenados, sem causar impacto aparente na mortalidade de abelhas adultas, no
desenvolvimento das crias ou na produgdo de mel. Segundo D'Urso et al. (2016) as analises
produto comercial formulado a base de cepa de B. thuringiensis var. kurstaki e/ ou aizawai
sugeriram que, em um cenario natural mais realista, onde as abelhas sdo expostas a

concentracdes mais baixas e diluidas do biopesticida, as implicagdes para a mortalidade das

3 Os calculos para determinar a concentragdo de Bacillus thuringiensis var. kurstaki em cada tratamento do estudo
foram realizados com base nas especificagdes do produto Dipel® (granulos dispersiveis em agua - WG). Este
produto contém 54% de ingrediente ativo (54 g de B. thuringiensis por 100 g de produto) e possui uma poténcia
de 32 milhdes de UFC/g. Para calcular uma das concentragdes, como por exemplo 54.000 ppm, utilizou-se 54 g
do produto. 54g x 32.000.000 UFC/g= 1,728x10° UFC. Essa quantidade foi entdo diluida em 1 litro (1000 mL),
resultando em uma concentragao final de 1,728x10° UFC/mL.
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operarias adultas de 4. mellifera podem ser insignificantes, apesar de algumas mudancas na
morfoestrutura do intestino médio. No estudo de Alkassab et al. (2024) com abelhas operarias
de inverno (4. mellifera) testadas em laboratorio, foi observada uma reducdo na taxa de
sobrevivéncia ao longo de 15 dias ap0s a exposi¢ao cronica por 10 dias aos produtos comerciais:
FlorBac® contendo B. thuringiensis ssp. aizawai - Bta (estirpe: ABTS-1857) a concentragdo
de 1 x 108 UFC/mL, enquanto nenhum efeito foi detectado no produto formulado Lepinox®
Plus Btk (EG-2348) a concentragdo de 2,2 x 107 UFC/mL. A exposi¢do cronica resultou em
niveis de mortalidade mais elevados em comparagdo com a exposi¢do aguda. A formulacao
direcionada a lepidopteros, contendo Bta ABTS 1857, demonstrou aumento da mortalidade de
adultos e larvas de abelhas apos exposi¢ao cronica em condi¢des de laboratorio (Steinigeweg
et al., 2021). Entretanto, em cendrios mais realistas, as abelhas estardo expostas com mais

frequéncia a concentragdes subletais de pesticidas (Raine et al, 2024).

Entre os estudos que avaliam o risco de pesticidas para abelhas sociais e solitarias, as
abelhas sociais representam o grupo mais estudado. No entanto, dentro desse grupo, ha poucos
trabalhos sobre os efeitos de biopesticidas a base de Bacillus spp. em abelhas da tribo
Meliponini (abelhas-sem-ferrdao) e do género Bombus. A maioria dos estudos concentra-se em
abelhas do género Apis. Especificamente sobre os biopesticidas de Bacillus, as pesquisas
existentes indicam que sdo poucos os trabalhos que avaliam os efeitos de cepas (ou linhagens)

de Bacillus. Em contraste, a maioria dos estudos se concentra nas toxinas Bt isoladas.

Diversos estudos com Apis mellifera nao identificaram efeitos significativos de toxinas
Bt isoladas expressa em plantas transgénicas (Cappa et al., 2022), assim como estudos
realizados por Sims (1995) com a toxina CrylAc, por Arpaia (1996) com a toxina Cry3B, por
Malone et al. (1999) com a toxina CrylBa, por Malone (2001) com a toxina CrylBa, por

Babendreier et al. (2005) com a toxina CrylAb, por Bailey et al. (2005) com a toxina CrylAb,
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por Liu et al. (2005) com a toxina CrylAc, por Ramirez-Romero et al. (2005) com a toxina
Cryl Ab, por Babendreier et al. (2007) com a toxina CrylAb, e por Rose et al. (2007) com a
toxina CrylAb. Além desses estudos com Apis mellifera, diversos estudos com outras espécies
do género Apis ndo identificaram efeitos significativos de toxinas Bt isoladas expressa em
plantas transgénicas. Jia et al. (2017) com toxina Crylle na microbiota intestinal de Apis cerana
cerana, do mesmo modo que Dai et al. (2012) com a toxina Cry1Ah ndo afetou a sobrevivéncia,
o desenvolvimento, o desempenho da coldnia ou o comportamento de Apis mellifera ligustica
e A. cerana cerana. Além disso, pesquisas de Dai et al. (2015) indicaram que a toxina CrylAh
ndo representa risco para a sobrevivéncia e o desenvolvimento de operdrias imaturas de A.
cerana cerana. Hendriksma et al. (2013) avaliaram os efeitos das proteinas CrylA.105,
Cry2Ab2 e Cry3Bbl sobre abelhas nutrizes de Apis mellifera carnica e nao observaram
impactos na sobrevivéncia, no peso corporal ou nas taxas de digestdo do pdlen, nem alteragdes
na microbiota intestinal. Han e Dai (2021) também nao identificaram efeitos adversos da toxina
Cry78Bal sobre a sobrevivéncia, o peso e a alimentagdo de larvas e adultos de 4. mellifera apos
exposicao oral nas concentragdes testadas, assim como estudos realizados por Hanley et al.

(2003) com a toxina CrylAb e Cry1F.

Uma revisao de Raymond e Wright (2009) analisou 27 estudos sobre diversas toxinas
de Bt, nao encontrando efeitos sobre as abelhas. Segundo Malone (2001) considera provavel
que as plantas transgénicas Bt também sejam inofensivas para as abelhas. O estudo de Lima et
al. (2013) demonstrou que a ingestao da toxina Cryl Ac, mesmo em alta concentragdo na dieta
larval, ndo teve efeitos toxicos sobre a abelha sem ferrdo Trigona spinipes, nem interferiu na
sobrevivéncia ou no desenvolvimento de larvas e pupas operarias, sugerindo que essa toxina,
expressa em polen de plantas geneticamente modificadas, ¢ improvavel de causar danos em

condi¢des de campo. Da mesma forma, Babendreier et al. (2008) concluiram que a toxina Bt
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CrylAb nao afeta Bombus terrestris, indicando um risco insignificante para a satde das
coldnias expostas, assim como estudos realizados por Morandim ¢ Winston (2003) com a toxina
CrylAc sobre Bombus occidentalis € Bombus impatiens. Em contraste, Seide et al. (2018)
relataram, pela primeira vez, que as toxinas CrylF e Cry2Aa podem comprometer o
desenvolvimento da abelha sem ferrdo Melipona quadrifasciata apos a ingestdo de alimento
larval contendo essas toxinas. No caso das abelhas sem ferrdo, as larvas sdo alimentadas de
forma massal com grandes quantidades de polen, misturado a néctar e secrecdes glandulares.
Um contraste importante em relagdo as abelhas meliferas, que recebem uma alimentagao parcial
de geleia real durante o desenvolvimento (Roubik, 2023). Como resultado, as larvas de abelhas
sem ferrdo ingerem mais pdlen e, em casos de contaminacdo, estdo potencialmente mais
expostas a pesticidas do que larvas de abelhas meliferas e operarias. Os efeitos toxicos sobre
larvas tendem a ser mais impactantes para a saiude da colonia do que para individuos
forrageadores. Entretanto, estudos com larvas de abelhas sem ferrdo, especialmente envolvendo
biopesticidas, ainda sdo raros. Apesar de alguns resultados ndo significativos, as pesquisas
existentes indicam que diferentes biopesticidas podem atrasar o desenvolvimento larval,

aumentar a mortalidade e causar danos aos adultos (Lima, 2024).

De acordo com Cantwell et al. (1972), esporos e cristais de B. thuringiensis
demonstraram toxicidade insignificante, sendo necessdria uma quantidade excessiva de
exotoxina para provocar danos em abelhas A. mellifera. Isso se confirma com esse estudo, que
somente na concentragdo mais alta, acima da concentra¢do real em campo, teve efeito. As
concentragdes mais baixas e a concentra¢do de campo de cepa de Bt ndo provocaram danos

significativos as abelhas.

As concentragdes de B. thuringiensis var. kurstaki utilizadas nos bioensaios foram

baseadas na suspensao original do produto comercial, que apresenta concentragdes de 8 x 10?
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e 9,4 x 10° esporos viaveis/mL. A partir dessa suspensdo mae, foram preparadas diluigdes
correspondentes a 8 x 107 e 9,4 x 108 esporos viaveis/mL, que constituiram as concentragdes

mais altas testadas diretamente nas abelhas.

Essas concentracdes foram adotadas para representar um cenario conservador de
exposicao, conforme preconizado na Fase 1 da Avaliagdo de Risco de Agrotdxicos (Cham et
al., 2020; Manual ARA/IBAMA). Tal abordagem, o chamado “pior cenario possivel”, visa
superestimar a exposicao das abelhas, desconsiderando fatores ambientais que atenuam a
disponibilidade do agente tdxico, como degradacdo, dilui¢do e dispersdo em campo. Dessa
forma, os resultados indicam que o risco potencial para as espécies avaliadas ¢ baixo,

especialmente quando considerados os processos ambientais que reduzem a exposicgao real.

Portanto, a exposi¢ao real no ambiente natural seria menor, € ndo se espera que cause o
mesmo nivel de mortalidade observado no laboratorio. O uso de produtos a base de B.
thuringiensis ¢ amplamente aprovado, mas poucos estudos investigam a persisténcia dos
esporos no ambiente. Em geral, esses produtos apresentam baixa persisténcia na folhagem, com
meia-vida de algumas horas a dois dias sob condi¢des de campo (Pinnock et al., 1971; Ignoffo
e Garcia, 1978; Pedersen et al., 1995; Haddad et al., 2005), devido a fatores bioticos e abidticos,
sao degradados por diversos fatores como radiacdo UV, temperatura e umidade (Ignoffo et al.,
1974; Dunkle e Shasha, 1988; Khorramvatan et al., 2014, Sansinenea et al., 2015). Para
aumentar a estabilidade no campo, formulagdes com adjuvantes de protecio UV tém sido
desenvolvidas (Maghsoudi e Jalali, 2017). O que pode aumentar seu tempo em campo. Estudos
sugerem a necessidade de uma avaliacdo mais aprofundada dos efeitos a longo prazo e em
cenarios de exposicao repetida, mesmo em condi¢des de diluicao ambiental do produto (D'Urso
et al., 2016). Contudo, a possibilidade de toxicidade cronica, devido a exposigdes repetidas e

bioacumulagdo, ndo pode ser ignorada. Estudo realizado por Ramirez-Romero et al. (2008)
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relataram persisténcia ambiental prolongada de células/toxinas de B. thuringiensis, além de
alteracdes no comportamento de forrageamento e aprendizado em abelhas expostas a essas
toxinas. O crescente uso de Bt levanta preocupagdes sobre a exposi¢ao cronica de espécies nao-
alvo, como polinizadores. Estudos com A. mellifera exposta a cepa Bta ABTS 1857 durante a
floracdo completa de colza (Brassica napus), com aplicagcdes multiplas a cada 6 dias, simulando
as condigdes de campo, mostraram concentragdes nas larvas variaram de indetectaveis até 2,99
x 10* UFC/g, e em algumas amostras nio foram detectados esporos de Bt (Alkassab et al.,
2022). Este nivel ainda pode ser toleravel para larvas, uma vez que estavam vivas durante a
amostragem. No entanto, testes laboratoriais indicam alta mortalidade larval em concentragdes
superiores a 10* UFC/larva (Steinigeweg et al., 2021). Esses resultados sugerem um risco
potencial para larvas expostas a essas concentragdes. Embora alguns autores considerem B.
thuringiensis um inseticida bioldgico seletivo, causando mortalidade apenas em organismos-

alvo, estudos indicam possiveis efeitos adversos sobre polinizadores.

E importante ponderar que as diferentes espécies de abelhas, diferentes linhagens de B.
thuringiensis e concentragdes variam em toxicidade e os métodos de aplicacio podem
influenciar significativamente os resultados observados. Portanto, os efeitos verificados em
uma situacao especifica ndo devem ser generalizados sem considerar essas variaveis (Hopwood
et al., 2012). Diante disso, mais pesquisas sdo necessdrias para determinar niveis seguros de
exposicao de larvas tanto de abelhas sem ferrdo, quanto de Apis e avaliar os riscos potenciais

para os polinizadores.
7.3.1.2 Bacillus amyloliquefaciens (Ba)

No presente estudo, a ingestdo da cepa de B. amyloliquefaciens nao resultou em uma

mortalidade estatisticamente significativa para larvas de S. aff. depilis, mesmo na concentragdo

72



mais alta testada (2 x 107 esporos viaveis/mL). Esses resultados indicam que, na concentragdo
recomendada para uso em campo, a presenca dessa cepa em pdlen ou néctar ndo compromete
a sobrevivéncia larval dessa espécie, reforcando seu potencial como biopesticida vidavel em
sistemas agricolas. Até o momento, ndo ha registros na literatura sobre a avalia¢do de risco de
B. amyloliquefaciens em imaturos de abelhas sem ferrdo para fins comparativos. Em estudos
com adultos de A. mellifera, conduzidos por Sabo et al. (2020), houve demonstracdo que a
exposi¢do ao produto comercial Serenade® ASO, formulado com esporos de B.
amyloliquefaciens QST 713 (anteriormente B. subtilis), a concentragdo de 4 x 107 UFC/ml de
dieta por 10 dias, também ndo comprometeu a sobrevivéncia das abelhas nem alterou sua
microbiota eubacteriana. No entanto, foram observadas reducdes significativas em parametros
humorais do sistema imunolégico. Por outro lado, estudos laboratoriais apontam efeitos
adversos do B. amyloliquefaciens sobre abelhas. Alkassab et al. (2024), ao exporem operarias
de inverno de Apis mellifera a uma exposicao cronica de 10 dias ao produto comercial
Serenade® ASO, na concentracao de 1,2 x 10° UFC/mL), observaram reducdo na taxa de
sobrevivéncia ao longo de 15 dias. De forma semelhante, Mommaerts et al. (2009) relataram
efeitos letais e subletais do Serenade® em Bombus terrestris, quando aplicado na concentragao
maxima recomendada para uso em campo.A exposi¢ao dérmica causou 88% de mortalidade,
enquanto a ingestdo via néctar agcucarado levou a mortalidade total (100%). Além disso, houve
reducdo significativa na produ¢do de zangdes. Com base nesses achados, os autores
recomendam a realizag¢do de testes mais realistas em condi¢cdes de campo para avaliar melhor
os impactos desse biopesticida sobre polinizadores (Raine et al, 2024). Ramanaidu e Cutler
(2013) avaliaram os impactos da exposi¢ao oral e topica ao B. amyloliquefaciens QST 713 em
B. impatiens ao longo de 60 dias. A exposi¢do oral reduziu a producdo de zangdes e acelerou a
oviposi¢do e emergéncia destes. Por outro lado, aplicagdes topicas em doses mais baixas do

que as recomendadas resultaram em efeito hormético, aumentando a produ¢do de zangdes.
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Embora B. amyloliquefaciens seja amplamente reconhecido por sua eficacia no controle de
doengas fungicas em plantas e pela produgdo de diversos antibidticos e metabdlitos, alguns
desses compostos apresentam propriedades adicionais. Entre esses compostos, a surfactina e a
iturina foram relatadas por apresentarem atividade inseticida e efeitos inibidores da alimentagdo
em insetos (Assié et al., 2002; Geetha ¢ Manonmani, 2010; Blibech et al., 2012). Em uma
revisdo da literatura mostrou que, além da toxicidade direta, diferentes classes de biopesticidas
podem causar uma variedade de efeitos subletais em polinizadores (Cappa et al., 2022), o que
destaca a importancia de aprofundar as investigacdes sobre possiveis os impactos subletais,
tanto no nivel individual quanto no de coldnia, para compreender melhor a resposta das abelhas
e os riscos em condi¢des de campo. O risco de biocontroladores contendo B. amyloliquefaciens
para abelhas ndo pode ser excluido, pois a aplicacdo pode potencialmente resultar na sua
exposicao, seja através de meios diretos, pulverizagdo excessiva ou por contato com “esporos”
nas plantas, enquanto as abelhas estdo procurando comida. Esses resultados destacam que os
efeitos dos biopesticidas podem variar dependendo da via de exposicdo e da concentragdao
utilizada, enfatizando a necessidade de avaliacdes detalhadas para entender plenamente os

riscos e beneficios associados ao uso desses agentes de controle bioldgico.

Estudos sobre o impacto de inseticidas em abelhas mostraram efeitos variados, afetando
diferentes espécies de maneiras distintas (Goulson, 2013; Lourencetti et al., 2023). As abelhas
sem ferrdo testadas por Lourencetti et al. (2023) demonstraram maior sensibilidade ao inseticida
em comparacao com 4. mellifera, organismo modelo utilizado em testes ecotoxicologicos, além

de apresentarem sensibilidades distintas entre as espécies de abelhas sem ferrdo.

Pesquisas que investigam o efeito de biopesticidas microbianos na satide das abelhas
ainda estdo em desenvolvimento (Borges et al., 2021; Erler et al., 2022), particularmente sua

interacdo com o microbioma intestinal (Steinigeweg et al., 2023). Sugere-se que seja realizado
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estudos com combinagdes microbianas para avaliar a sobrevivéncia das abelhas em condigdes
de laboratorio, semi-campo ¢ campo (Alkassab et al., 2024). e os possiveis efeitos das
combinagdes de biopesticidas em imaturos e adultos de abelhas sem ferrdo, solitarias e abelhas

do género Apis.

Essas consideragdes reforgam a complexidade das interacdes entre biopesticidas e
abelhas, sublinhando a importancia de mais estudos para garantir a seguranga ecologica desses
produtos, especialmente em sistemas agricolas onde a polinizacdo desempenha um papel

crucial.

7.3.2 Tempo médio do ciclo de vida

Para Scaptotrigona cf. postica, foi possivel realizar essa andlise de forma controlada,
com acompanhamento individualizado do desenvolvimento. Os dados indicaram que a
exposicao ao Btk, nas concentragdes testadas, ndo alterou significativamente a duragdo média
dos estagios larval e pré-pupal quando comparada aos controles negativo (alimento larval puro)
e absoluto (alimento larval com adi¢do de dgua destilada). Esses resultados sugerem que,
embora o Btk tenha causado mortalidade em concentragdes mais elevadas, nao houve impacto

substancial sobre a taxa de desenvolvimento dos individuos sobreviventes.

Até o momento, ndo foram encontrados estudos com cepas comerciais de Bacillus
thuringiensis var. kurstaki avaliando seus efeitos sobre o desenvolvimento de estdgios imaturos
de abelhas sem ferrdo, o que limita comparagdes diretas. No entanto, resultados semelhantes
foram relatados por Lima et al. (2013) em estudos com 7rigona spinipes, nos quais a exposicao
a proteina isolada, purificada e ativada de Btk também nao resultou em alteracdes significativas
na duracao dos estagios larval e pupal. Ainda que alguns estudos ndo tenham observado efeitos

significativos, hd evidéncias na literatura de que determinados biopesticidas podem interferir
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no tempo de desenvolvimento das abelhas. Por exemplo, Lima (2024) identificou atrasos no
desenvolvimento larval relacionados a exposi¢do a diferentes produtos bioldgicos. De forma
semelhante, Seide et al. (2018) demonstraram que a ingestdo das toxinas CrylF e Cry2Aa

alterou o desenvolvimento de Melipona quadrifasciata apds a contaminagao do alimento larval.

Embora o presente estudo tenha utilizado uma formulagdo comercial contendo a cepa
de Btk, a auséncia de efeitos sobre o tempo de desenvolvimento observada neste trabalho e na
literatura com proteina purificada sugere que, sob determinadas condi¢cdes de exposicdo e
concentragdo, o Btk pode ndo interferir significativamente no desenvolvimento ontogenético
de abelhas sem ferrdo. Ainda que o Btk tenha agao especifica sobre larvas de Lepidoptera, seus
efeitos sobre organismos ndo alvo, como as abelhas nativas, podem variar conforme a

susceptibilidade da espécie, a via de exposicao e a concentracao utilizada.

A auséncia de alteragdes na duracdo dos estadgios imaturos reforca a hipdtese de que os
individuos de S. cf. postica, nas concentragdes avaliadas, ndo apresentaram respostas subletais
perceptiveis ao Btk em termos de desenvolvimento. No entanto, ressalta-se a importancia da
realizagdo de estudos adicionais em condigdes controladas, com monitoramento até a fase de
emergéncia, para uma caracterizacdo mais abrangente e precisa do risco ecotoxicologico

associado ao uso de biopesticidas na agricultura.
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8. CONCLUSAO

Este estudo demonstrou a seguranga do B. amyloliquefaciens como biopesticida no
controle de pragas, evidenciando que esta cepa nao representa riscos toxicoldgicos
significativos para as larvas de abelhas sem ferrdo (S. spp.), tornando-se uma alternativa viavel
e segura para sistemas agricolas. Por outro lado, embora o B. thuringiensis var. kurstaki tenha
mostrado potencial toéxico em altas concentragcdes no laboratdrio, os riscos em campo sao
significativamente reduzidos devido a dilui¢do dos produtos e & menor exposi¢do das abelhas,
sugerindo que efeitos adversos significativos nas abelhas sem ferrdo sdo improvaveis nas
condi¢des agricolas tipicas. Esses resultados sdo importantes para a avaliagdo de risco
ambiental e para o desenvolvimento de estratégias de manejo integrado de pragas que

minimizem os impactos sobre os polinizadores nao-alvo, como as abelhas.

E necessario aprofundar as investigagdes, especialmente em relagio aos efeitos de longo
prazo desses biopesticidas. A andlise dos impactos subletais, o estudo do ciclo de
desenvolvimento das abelhas até a emergéncia, além de investigacdes morfologicas e
citologicas sdo fundamentais para uma compreensdo mais completa dos riscos envolvidos.
Ademais, recomenda-se realizar estudos que avaliem o impacto das combinagdes de
biopesticidas em imaturos e adultos de abelhas sem ferrao, solitarias e do género Apis, tanto em
condi¢des de laboratorio quanto em semi-campo e campo. Esses estudos, ao simular de maneira
mais realista as condi¢gdes de exposi¢do, fornecerdo dados mais robustos e precisos, essenciais
para assegurar que as praticas de controle bioldgico adotadas sejam seguras, eficazes e
sustentaveis, preservando os polinizadores que desempenham um papel vital na manutencdo da

biodiversidade e da produgdo agricola.
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