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RESUMO 

 

 

O Brasil abriga atualmente 259 espécies de abelhas sem ferrão, incluindo 

Scaptotrigona postica, conhecida como mandaguari-preta. Essa espécie desempenha 

um papel crucial na polinização de culturas agrícolas e outras plantas. No entanto, 

enfrenta ameaças devido à exposição a agrotóxicos. Buscando práticas agrícolas 

mais sustentáveis, o uso do fungo Beauveria bassiana para controle biológico tem 

ganhado destaque, embora sua segurança para as abelhas ainda não seja totalmente 

compreendida. Este estudo teve como foco avaliar a segurança do bioinseticida à 

base de B. bassiana em abelhas adultas de S. postica. O objetivo principal foi 

determinar a Dose Letal Média (DL50) e a Concentração Letal Média (CL50) do 

bioinseticida em diferentes concentrações, por exposição tópica e oral, sendo validado 

pelo controle positivo, o agrotóxico dimetoato, e verificar e comparar com os dados do 

fabricante a viabilidade e presença de conídios viáveis por meio de técnicas 

microbiológicas. Análises estatísticas empregaram um modelo binomial generalizado 

para construir curvas de dose-resposta e testes não paramétricos para avaliar a 

significância das concentrações perante o controle negativo. A toxicidade foi mais 

pronunciada na concentração de 20 μg/μL, sendo 100 vezes maior que a de campo, 

tanto por contato quanto por ingestão, evidenciando uma correlação entre 

concentração e probabilidade de mortalidade. A DL50 estimada para B. bassiana em 

relação a S. postica foi de 2,3900 μg i.a/abelha, 11,95 vezes maior que a dose de 

campo. Similarmente, a CL50 foi de 2,9736 μg/μL, 14,87 vezes maior que a 

concentração de campo de 0,2 μg/μL. O bioinseticida formulado com B. bassiana 

demonstrou alta viabilidade em meio nutritivo, garantindo sua qualidade. Os 

resultados sugerem que, embora concentrações mais altas do produto comercial à 

base de B. bassiana apresentam maior toxicidade, é possível definir níveis seguros 

para os organismos não-alvo. Isso é fundamental para promover a sustentabilidade 

agrícola e a preservação das abelhas, essenciais para ecossistemas saudáveis e 

segurança alimentar. 

 

Palavras-chave: Meliponini; fungo entomopatogênico; avaliações de risco. 

  



 
 

ABSTRACT 

 

 

Brazil is currently home to 259 species of stingless bees, including Scaptotrigona 

postica, known as mandaguari-preta. These organisms play a crucial role in the 

pollination of agricultural crops and other plants. However, it faces threats due to 

exposure to pesticides. Seeking more sustainable agricultural practices, the use of the 

Beauveria bassiana fungus as plant protection products has gained prominence, 

although its safety for bees is not yet fully understood. This study focused on evaluating 

the safety of the B. bassiana-based bioinsecticide on adult S. postica bees. The main 

objective was to determine the Lethal Dose (LD50) and the Lethal Concentration (LC50) 

of the bioinsecticide in different concentrations, by topical and oral exposure, validated 

by the positive control, the pesticide dimethoate, verifying and comparing with the 

company's data the viability and presence of viable conidia using microbiological 

techniques. Statistical analyzes employed a generalized binomial model to construct 

dose-response curves and non-parametric tests to assess the significance of 

concentrations in the negative control. Toxicity was more pronounced at a 

concentration of 20 μg/μL, being 100 times greater than that in the field, both through 

contact and ingestion, showing a correlation between concentration and probability of 

mortality. The estimated LD50 for B. bassiana in relation to S. postica was 2,3900 μg 

a.i./bee, 11,95 times higher than the field dose. Similarly, the LC50 was 2,9736 μg/μL, 

14,87 times higher than the field concentration of 0,2 μg/μL. The bioinsecticide 

formulated with B. bassiana demonstrated high viability in a nutrient medium, 

guaranteeing its quality. The results suggest that, although higher concentrations of 

the commercial product based on B. bassiana present greater toxicity, it is possible to 

define safe levels for non-target organisms. This is fundamental to promoting 

agricultural sustainability and the preservation of bees, essential for healthy 

ecosystems and food security. 

 

 

Keyword: Meliponini; entomopathogenic fungus; risk assessments. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A polinização é uma das etapas da reprodução das plantas com flores, e 

consiste no processo de transferência do pólen localizado nas anteras para o estigma 

das flores. (FAO, 2018; Klein et al., 2020). Grande parte das espécies de plantas 

apresentam algum grau de dependência de animais para a sua reprodução e, 

consequentemente, para a formação de frutos (Vasques; Costa; Leite, 2023). 

A polinização desempenha um papel fundamental em nossa 

biodiversidade, e também tem importância econômica, uma vez que a polinização 

ocorre, direta ou indiretamente, em 75% das principais plantas cultivadas. As abelhas 

são responsáveis por 66,3% dessa polinização, seguidas por besouros (9,2%), 

borboletas e mariposas (5,2% cada), aves e vespas (4,4% cada), moscas (2,8%), 

morcegos (2%) e hemípteros (0,4%) (BPBES/REBIPP, 2019). Esse processo de 

polinização é considerado um importante serviço ecossistêmico e representa grande 

parte da valoração econômica global (Costanza et al., 1997). 

Dentro da Política Nacional de Pagamento por Serviços Ambientais, 

instituída pela Lei nº 14.119/2021, o conceito de serviços ecossistêmicos engloba os 

benefícios diretos ou indiretos obtidos pelo homem a partir dos ecossistemas. São 

categorizados em serviços de provisão, regulação, culturais e de suporte (IPBES, 

2016; Brasil, 2021). Os serviços de provisão compreendem os produtos obtidos dos 

ecossistemas, como alimentos, água e madeira para combustível. Os serviços de 

regulação são responsáveis pelas regulações de processos ecossistêmicos, incluindo 

a manutenção da qualidade do ar, do clima e a polinização. Já os serviços culturais 

abrangem a diversidade cultural, influenciando a geração de conhecimento, a 

espiritualidade, valores estéticos de paisagens (MEA, 2005). O serviço ecossistêmico 

desempenhado pelos polinizadores é considerado como de provisão, regulatório e 

cultural (BPBES/REBIPP, 2019). 

Muito se tem discutido sobre o papel dos polinizadores, que contribuem 

para o rendimento das culturas, melhorando a qualidade dos frutos como tamanho, 

coloração e sabor, e a taxa de germinação das sementes produzidas, além de 

proporcionar uma variabilidade genética por meio da polinização entre plantas de uma 

mesma espécie (Vaissière; Freitas; Gemmill-Herren, 2011; Roubik, 2018; FAO, 2018; 
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BPBES/REBIPP, 2019;). De 191 plantas cultivadas e nativas que fazem parte da 

alimentação humana no Brasil, cerca de 91 dependem do serviço ecossistêmico de 

polinização prestado pelas abelhas, tais como o café (Coffea arábica L.), maracujá 

(Passiflora edulis Sims.), tangerina (Citrus reticulata Blanco), cebola (Allium cepa L.), 

entre outros (BPBES, 2019).  

A interação entre abelhas e agricultura influencia positivamente a 

produtividade de cultivares agrícolas em virtude dos serviços de polinização 

realizados por esses importantes insetos (Freitas; Nunes-Silva, 2012; 

BPBES/REBIPP, 2019). Pertencentes à ordem Hymenoptera (Michener, 2007), as 

abelhas possuem grande variedade de espécies, com aproximadamente 20.759 

descritas até o momento (Informação verbal, 2023). 

As abelhas sem ferrão (Apidae, Meliponini) são sociais e apresentam 

distribuição em ambientes de clima tropical e subtropical, sendo as principais 

visitantes de diversas culturas (Heard, 1999; Santos; Cruz-Landim, 2002). São 

abelhas com maior diversidade na região Neotropical (Kerr et al., 1996). No Brasil são 

encontradas mais de 200 espécies, dentre elas a Scaptotrigona postica (Latreille, 

1807), polinizadora de plantas como o açaí (Euterpe oleracea Mart.), café, jambolão 

(Syzygium cumini L.), girassol (Helianthus annuus L.) maracujá, entre outras 

(BPBES/REBIPP, 2019). Conhecida popularmente como mandaguari-preta ou abelha-

canudo-preta, seus adultos medem cerca de 6 mm e têm coloração castanha escura 

com pelos beges nas laterais do tórax e faixas no abdômen. Possuem comportamento 

defensivo, mas quando atacam, liberam um aroma lembrando cheiro de coco, uma 

característica comum do gênero Scaptotrigona (Costa, 2019).   

Por sua presença em múltiplas culturas de interesse econômico ao homem, 

alguns fatores podem representar ameaças aos polinizadores, e consequentemente, 

ao processo de polinização, como o uso inadequado de agrotóxicos, ocasionando 

mortalidade das abelhas em doses acima do recomendado, e consequentemente, o 

declínio populacional, ou em caso de doses subletais, alterações morfológicas em 

larvas, ou de funcionalidades em abelhas adultas, como alterações cognitivas e 

supressão do sistema imune (Frazier et al., 2008; Whitehorn et al., 2012; Pires et al., 

2016; Dorigo et al., 2019; Nath; Singh; Mukherjee, 2022; Antunes et al., 2023). 

O uso de agrotóxicos começou nas grandes guerras como armas químicas, 

mas logo se popularizou como um grande aliado no manejo de pragas, associado a 

outras tecnologias para propagação em alta escala desses produtos nas lavouras 
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(Londres, 2011). O conceito mais conhecido de controle de pragas é o de um conjunto 

de ações para evitar, remediar ou retardar a perda de produção causada a nível 

econômico, indo além dos insetos, incluindo também ervas daninhas, agentes 

patogênicos e animais não artrópodes (Kogan, 1998). 

Durante a década de 1950 a 1960, a Revolução Verde surge como um 

método que consistia em suprir as necessidades do consumo em larga escala, por 

conta da expansão populacional, com estudos sobre melhoramento genético das 

plantas, novas tecnologias no setor agrícola, que por consequência trouxeram maior 

volume de produção e menores perdas por meio do controle de pragas utilizando 

agrotóxicos (Borlaug, 2000; Londres, 2011; Paschoal, 2019).  

Porém, ao longo dos anos, notou-se que a exposição humana aos 

agrotóxicos durante sua aplicação poderia oferecer riscos em curto e longo prazo, 

ocasionando desde dores de cabeça até problemas imunológicos (Domenico; 

Giacomet; Mascarenhas, 2022). 

Por isso, tornou-se imprescindível o estabelecimento de métodos mais 

seguros de avaliação de risco dessas substâncias (IBAMA, 2018), uma vez que são 

utilizados para organizar, de forma sistemática, dados, informações, pressupostos e 

incertezas que ajudem a entender e predizer quais as relações entre um estressor e 

seus efeitos ecológicos, de maneira que seja útil na tomada de decisões (Cham et al., 

2017). 

Os estudos de toxicidade têm como intuito verificar se esses compostos 

podem causar efeitos adversos em um organismo, por meio de testes 

ecotoxicológicos. Quando o parâmetro na avaliação é a mortalidade, o resultado do 

teste pode ser expresso pela CL50 (Concentração Letal Média) ou DL50 (Dose Letal 

Média) que representam uma concentração ou dose de um ingrediente ativo capaz de 

causar a mortalidade de 50% da população amostral. Tanto a CL50 como a DL50 

agudas são parâmetros de toxicidade obtidos a partir de bioensaios e sua relação 

dose-resposta, sendo de curta duração, de no máximo 96 horas, onde se observa o 

efeito de uma única exposição a uma dose do agente estressor (Cham et al., 2017). 

O manejo integrado de pragas (MIP) surgiu como uma alternativa 

interessante, pois nele não é utilizado somente um método de controle de pragas nas 

culturas, mas integrando componentes como a avaliação do agroecossistema para a 

tomada de decisão sobre o método de controle da praga presente, seja por 

combinação de meio químico, biológico, rotação de cultura, de forma que preserve a 
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saúde humana e ambiental (Picanço, 2010; Paschoal, 2019). A inserção de meios 

mais sustentáveis para o controle de pragas nas culturas pelo mundo de forma mais 

estratégica, torna os produtos de controle biológico mais evidentes, exercendo um 

papel chave dentro do MIP (Toledo-Hernández et al., 2016; Baker; Green; Loker, 

2020). 

O controle biológico pode ocorrer de forma natural em qualquer ambiente, 

não necessitando da ação do homem, porém, ele pode ser manipulado de forma que 

seja mais economicamente conveniente (Fontes et al., 2020). Neste cenário, o 

controle biológico pode trazer o uso de predadores, parasitoides e patógenos para 

controle de pragas (Van Lenteren; Woets, 1988). 

Devido ao crescimento da circulação de produtos de proteção às plantas 

com base em bioinsumos, diversos órgãos governamentais pelo mundo criaram 

diretrizes quanto ao registro de produtos e a divulgação de seus ingredientes ativos, 

como a Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (USEPA), a Organização 

das Nações Unidas para Alimentação e Agricultura (FAO), a Organização Mundial de 

Saúde e, no Brasil, os responsáveis são a Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA), o Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais 

Renováveis (IBAMA) e o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA). 

Por meio destes órgãos regulamentadores, é estudada a interação dos produtos de 

controle de pragas no escopo de impactos ambientais, saúde humana e eficiência 

agronômica. E pelos produtos de controle biológico serem considerados de baixa 

toxicidade e de uso seguro na agricultura orgânica, sua via de aprovação é chamada 

de via dos orgânicos (MAPA, 2023). 

O MAPA estabeleceu juntamente com o IBAMA e a ANVISA um conjunto 

de normas para registro de produtos utilizados como controle biológico de pragas que 

prioriza na identificação da embalagem a sua segurança no uso da agricultura 

orgânica, com seus componentes muito bem testados e conhecidos para o equilíbrio 

do sistema e aumento da resistência das plantas, não somente eliminando a praga 

em questão. Também efetua a fiscalização e apreensão de produtos biológicos que 

não atendem a estes requisitos, tendo mais recentemente uma fiscalização em massa 

junto a Polícia Rodoviária Federal, para apreensão de microrganismos fracionados a 

fertilizantes, todos produzidos sem os devidos cuidados e registros competentes, 

dentre eles o fungo Beauveria bassiana (BRASIL, 2011; PRF, 2023). 
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O fungo Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, considerado seguro para 

a agricultura orgânica, desempenha um papel essencial no controle biológico, atuando 

como um inseticida para o controle de pragas como a broca-do-café (Hypothenemus 

hampei Ferrari) e da mosca-branca (Bemisia tabaci Genn.), que têm sido 

responsáveis por causar perdas econômicas significativas em várias culturas de 

importância econômica no estado de São Paulo, incluindo o algodão (Gossypium sp.) 

(Hilje e Morales, 2008; Koppert, 2023) e o café que depende, em certo grau, da 

polinização realizada pelas abelhas (Esquivel; Coulson; Brewer, 2020). 

Os fungos do gênero Beauveria são conhecidos por suas colônias de 

coloração branca, variando ocasionalmente para tons amarelados e rosados. Suas 

células podem se apresentar de forma isolada ou em agrupamentos, o qual são 

chamados de conídios, e possuem formato elipsoidal, com tamanho de 2,5 a 4,5 mm 

(Trabulsi; Alterthum, 2015). Sua estrutura apresenta proteínas conhecidas como 

hidrofobinas, que contribuem na adesão e patogenicidade, alterando a hidrofobicidade 

da parede celular e formando estruturas chamadas hifas. Estas estendem-se pela 

endocutícula do hospedeiro lateralmente e em 10 dias, os insetos alvo são encobertos 

por um micélio branco, que esporula sob condições favoráveis de temperatura e 

umidade e leva o hospedeiro à morte pela dificuldade em se alimentar e locomover 

(Zimmerman, 2007; Fontes et al., 2020). Porém, os estudos acerca das interações 

entre as abelhas e os fungos ainda são limitados (Omuse et al., 2022). 

A interação entre os fungos e as abelhas foi mais bem estudada em relação 

à Apis mellifera. Em relação às abelhas sem ferrão, Menezes et al. (2015), relataram 

relações mutualísticas envolvendo a espécie sem ferrão Scaptotrigona depilis e um 

fungo pertencente ao gênero Monascus (Ascomycotina), importante no 

desenvolvimento larval. O estudo desenvolvido por Paludo et al. (2018), demonstrou 

que o fungo em questão era do gênero Zygosaccharomyces e elucidou seu importante 

papel no desenvolvimento das abelhas. Além do pólen e do mel, as larvas necessitam 

de esteróis do tipo ergosterol, que é efetivamente sintetizado por esse fungo, como 

base para sintetizar o hormônio de muda. Em algumas espécies de abelhas, como 

Tetragona clavipes e Melipona flavolineata, as células fúngicas são essenciais para o 

desenvolvimento, pois o fungo se prolifera nessas células antes da eclosão dos ovos 

e é consumido pelas larvas até atingirem três dias de idade (Menezes et al., 2013). 

A existência de uma microbiota significativa dentro das colmeias, seja 

benéfica ou patogênica, destaca a importância de avaliar os possíveis efeitos dos 
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produtos de controle biológico à base de microrganismos, como os fungos, quando 

exposto às abelhas. Em um estudo conduzido por Peng et al. (2020), foi realizada 

uma avaliação da segurança de inseticidas biológicos, com foco em B. bassiana. 

Nesse estudo, simulou-se a contaminação de Apis mellifera por meio do contato com 

o fungo em sua fonte de alimento. As forrageiras foram afetadas pela micose e 

morreram em um tempo médio de 10 dias, quando expostas à temperatura de 25°C, 

considerada ideal para o desenvolvimento e infecção dos conídios. 

É importante ressaltar que não foram observadas contaminações 

secundárias na colmeia, uma vez que as abelhas possuem um sistema de limpeza 

eficiente, removendo as forrageiras contaminadas poucos minutos após sua morte. 

Cappa et al. (2019) demonstraram que a exposição das forrageiras a B. bassiana 

afetou a capacidade de reconhecimento das guardas de A. mellifera, resultando em 

um impacto significativo no reconhecimento das companheiras expostas. 

A exposição a fungos entomopatogênicos pode afetar o comportamento da 

colmeia, como foi o caso de Tetragonisca angustula, também conhecida como “jataí”, 

onde foi testado se as abelhas expostas topicamente a B. bassiana poderiam ser 

barradas na entrada da colmeia. A rejeição pelas guardas é estatisticamente 

semelhante ao caso de uma abelha de outra colmeia tentar adentrar a colônia sendo 

um dos meios de detecção as alterações cuticulares após exposição (Almeida et al., 

2015). Também foi constatado a potencial toxicidade desse fungo em exposição tópica 

e oral para S. depilis e T. angustula, reforçando que mesmo sendo considerados 

organismos de baixa toxicidade, os fungos entomopatogênicos podem atingir 

organismos não-alvo (Leite et al., 2022). 

Estudos como estes evidenciam a necessidade de testar a segurança dos 

organismos para controle biológico em organismos não-alvo, pois pouco se sabe com 

relação a diversas espécies de abelhas nativas, assunto sobre o qual este estudo se 

propôs a contribuir.  

Para realizar os testes, alguns parâmetros precisam ser atendidos, como o 

uso de um controle positivo à base do ingrediente ativo de um inseticida químico 

modelo para testes de toxicidade. Conforme proposto pela OCDE (Organização para 

a Cooperação e Desenvolvimento Econômico), o organofosforado conhecido como 

dimetoato é o ingrediente ativo padrão. Utilizado na agricultura e até mesmo na 

jardinagem, o dimetoato é facilmente diluído em água ou solventes orgânicos, sendo 
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extremamente tóxico para as abelhas, mesmo quando expostas em doses subletais 

(Gough; McIndoe; Lewis, 1994). 

Portanto, na busca para contribuir com uma agricultura mais sustentável e 

na preservação dos polinizadores, atendendo aos Objetivos do Desenvolvimento 

Sustentável das Nações Unidas: 2 (Fome Zero), por meio de práticas agrícolas 

sustentáveis e 15 (Vida Terrestre), o presente projeto propôs contribuir com 

informações sobre a segurança no uso de um produto formulado a base do fungo 

entomopatogênico B. bassiana para a espécie sem ferrão S. postica, comparando 

com os dados de toxicidade do dimetoato. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

O objetivo geral deste trabalho é investigar a segurança do bioinseticida à 

base de Beauveria bassiana, cepa PL 63 para a abelha sem ferrão Scaptotrigona 

postica. 

 

2.2 Objetivos específicos 

• Verificar a possível toxicidade do bioinseticida à base de B. bassiana por meio 

da determinação da Dose Letal Média (DL50) e Concentração Letal Média 

(CL50) para abelhas adultas de S. postica por via tópica e oral; 

• Validar os dados experimentais referentes ao produto biológico com o controle 

positivo padrão, o inseticida dimetoato; 

• Quantificar a viabilidade dos conídios do produto formulado, comparando com 

os dados referidos em bula. 
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3 HIPÓTESES E ESTRUTURAÇÃO DA DISSERTAÇÃO 

 

 

O presente estudo buscou avaliar a segurança do produto comercial à base 

do fungo entomopatogênico B. bassiana, considerando a aplicabilidade na realidade 

de campo. A estruturação da dissertação partiu das seguintes hipóteses: 

 Hipótese nula (H0): O fungo presente no bioinseticida não causa 

mortalidade significativa para as abelhas nos parâmetros testados, com os dados 

adquiridos nesse experimento, corrobora sua segurança para utilização em campo; 

 Hipótese alternativa (H1): O fungo presente no bioinseticida causa 

mortalidade significativa para as abelhas, indicando possíveis riscos associados ao 

seu uso. Além disso, a viabilidade dos esporos foi testada em laboratório, verificando 

a qualidade do produto. 

A abordagem metodológica permitiu testar as interações entre o fungo e as 

abelhas em condições controladas de laboratório, em concordância com a premissa 

da aplicação prática em campo, a concentração de 0,2 μg/ μL foi embasada no 

controle da mosca branca em cultura de algodão, o que garante a exploração das 

conclusões em situações reais de uso. Além da avaliação de mortalidade das abelhas, 

outro aspecto do estudo foi a análise da viabilidade dos conídios presentes no produto 

comercial. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Material biológico 

As abelhas S. postica (Figura 1) foram coletadas de três diferentes 

colmeias do meliponário do Grupo de Estudos e Pesquisas “Abelhas e os Serviços 

Ambientais”, localizado no Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal de 

São Carlos (CCA/UFSCar). Para a coleta, foram selecionadas colmeias saudáveis, 

seguindo um protocolo adaptado por Nocelli et al. (2018) (Projeto CNPq 400540/2018-

5) para abelhas sem ferrão, em conformidade com as diretrizes da Organização para 

Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OCDE, 1998). Foram utilizadas colmeias 

não-irmãs ao montar os grupos experimentais, visando assegurar a variabilidade 

genética. 

 

Figura 1 - Visão lateral de Scaptotrigona postica 

 

Fonte: Fototeca Cristiano Menezes (FCM). 

 

Os bioensaios foram conduzidos no laboratório de Biologia de 

Polinizadores do CCA/UFSCar. Cada grupo experimental consistiu em 30 abelhas (10 

de cada colmeia), selecionadas aleatoriamente na saída das colmeias e colocadas 

em gaiolas experimentais compostas por potes plásticos de 250 mL (9 cm de diâmetro 

x 7 cm de altura) (Figura 2), com furos nas laterais e tampa para ventilação, além de 

furos mais largos na tampa para acoplamento do alimentador e outro para manejo de 

abelhas mortas. Após a coleta, um tubo plástico contendo xarope de água e açúcar 
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cristal, na proporção 1:1 (m/v), foi disponibilizado ad libitum para as abelhas. Em 

seguida, as abelhas foram transferidas para o laboratório, onde permaneceram em 

adaptação por 24 horas antes da realização dos experimentos. 

 

Figura 2 - Coleta das abelhas 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

4.2 Bioensaios de toxicidade 

A dosagem máxima recomendada pelo fabricante do produto comercial 

para o controle de B. tabaci consiste em aplicar 1 kg do produto para se obter uma 

concentração de 5% de B. bassiana cepa PL 63, em um volume de calda total de 250 

litros por hectare.  

Transportando os dados acima para os bioensaios em laboratório, 

preparou-se a solução estoque com uma diluição de 10 mL de água destilada para os 

ensaios de contato e xarope para a exposição oral, resultando em uma concentração 

de 2 μg/ μL, considerada 10 vezes maior que a concentração de campo (0,2 μg/ μL). 

A partir desta solução, uma subdose foi preparada, sendo de 0,1 μg/ μL (0,5xCC), e 

também diluições seriadas calculadas em um fatorial de 1,5, para obter as 

concentrações específicas de 1,33 μg/ μL (6,65xCC), 0,88 μg/ μL (4,4xCC), 0,58 μg/ 
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μL (2,9xCC), 0,38 μg/ μL (1,9xCC) e 0,25 μg/ μL (1,25xCC), que respectivamente 

representam 6,65, 4,4, 2,9, 1,9 e 1,25 vezes maior a concentração de campo de 0,2 

μg/μL. 

 

4.2.1 Determinação da Dose Letal Média (DL50) 

Após a coleta, as abelhas foram anestesiadas dentro de suas gaiolas por 

meio de resfriamento em freezer comum, a uma temperatura de (-20 ºC) por 40 a 45 

segundos, de acordo com a massa corporal de S. postica. Em seguida, as abelhas 

foram dispostas em papel alumínio para a aplicação do bioinseticida à base de B. 

bassiana.  

As abelhas do grupo experimental receberam 1 μL da solução teste na 

parte dorsal do tórax. As abelhas do grupo controle receberam 1 μL de água destilada. 

Todas as abelhas testadas foram acondicionadas em suas gaiolas e mantidas em 

estufa de demanda bioquímica de oxigênio (B.O.D) em temperatura de 28±1°C e com 

umidade relativa do ar em 70±10%. As abelhas mortas foram contabilizadas a cada 

24 horas até o máximo de 96 h para posterior análise estatística. 

 

4.2.2 Determinação da Concentração Letal Média (CL50) 

Para simulação do consumo de pólen e néctar contaminado dentro da 

colmeia, os procedimentos para a determinação da CL50 oral seguiram o protocolo 

proposto por Nocelli et al. (2018) (Projeto CNPq 400540/2018-5). Na preparação dos 

ensaios, utilizamos as mesmas concentrações e métodos de preparo descritos no item 

anterior. 

Após a coleta e acondicionamento nas gaiolas, foi fornecido às abelhas dos 

grupos experimentais o xarope de água e açúcar cristal, na proporção 1:1 (m/v), ad 

libitum contendo as concentrações descritas no item 4.2, e para o grupo controle o 

alimento ausente de B. bassiana. Os alimentadores foram trocados e pesados 

diariamente para o cálculo de consumo. As abelhas foram observadas a cada 24 horas 

até 96 horas e as mortes contabilizadas para posterior análise estatística. 

 

4.2.3 Preparo de concentração elevada 

Por se tratar de um composto pouco testado em abelhas sem ferrão, e que 

apresentou baixa mortalidade nos testes para a determinação de DL50 e CL50, optou-
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se por testar uma dose de 20 μg/ μL (100xCC), considerada 100 vezes maior que a 

dose de campo recomendada em bula, ainda sim dentro da concentração limite de 

100 μg/ μL preconizada pela diretriz nº 425 de Teste-limite da OCDE (2022), seguindo 

o mesmo protocolo adaptado para abelhas sem ferrão. 

 

4.2.4 Preparação do controle positivo dos experimentos 

Para validar o experimento, seguindo as diretrizes da OCDE (1998a, 

1998b), foi utilizado o ingrediente ativo dimetoato (98% de pureza) como controle 

positivo (CP). Inicialmente, preparou-se uma solução estoque da substância de 10000 

µg/μL de água destilada. Em seguida foi feita uma diluição seriada em água destilada 

para exposição tópica até a concentração de 0,16 µg i.a/abelha e em xarope para 

exposição oral a concentração de 0,18 µg i.a/abelha, que são concentrações 

suficientes para ocorrer a mortalidade em Apis mellifera, conforme sugerido por 

Gough, McIndoe e Lewis (1994). 

 

4.3 Análise microbiológica do bioinseticida a base de fungo entomopatogênico 

Para embasar as análises microbiológicas, foi adotada uma estratégia de 

seleção de um subconjunto representativo das diversas concentrações utilizadas ao 

longo do mestrado. Essa seleção foi orientada pela utilização consciente dos recursos 

disponíveis, considerando a ampla variedade de concentrações utilizadas ao longo da 

pesquisa. Com isso, foram escolhidas concentrações que abrangeram diferentes 

níveis de exposição, incluindo uma concentração próxima à realidade de aplicação 

em campo, que serviu como referência comparativa, permitindo relacionar os 

resultados com informações disponíveis na literatura científica e nas instruções do 

fabricante. Além disso, também foram selecionadas concentrações distintas, sendo 

uma subdose a concentração de campo (0,1 μg/ μL) e uma concentração elevada (20 

μg/ μL). 

As análises foram realizadas no Laboratório de Microbiologia Agrícola e 

Molecular (LAMAM), localizado no Centro de Ciências Agrárias da Universidade 

Federal de São Carlos (UFSCar), campus Araras/SP. Todos os materiais utilizados 

(Erlenmeyer, Becker 250 mL, tubos de ensaio, colher dosadora e placas de Petri de 

vidro) foram autoclavados por 15 minutos, e a câmara de fluxo laminar foi esterilizada 

com luz UV por 15 minutos. 
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Foram pesados 9,75 g de Potato Dextrose Agar (PDA) para preparo de 

solução nutritiva em 250 mL de água destilada, também autoclavada por 15 minutos, 

e o antibiótico Tetraciclina foi adicionado quando a solução atingiu temperatura 

ambiente, antes do meio se solidificar. A diluição seriada, iniciou-se a partir da solução 

de campo até a diluição de 106. Essa diluição máxima foi escolhida para buscar um 

equilíbrio entre a densidade de colônias, entre 30 e 300 colônias, e a facilidade de 

contagem nos cultivos. Ao atingir a diluição 106, buscou-se evitar concentrações 

excessivamente baixas que poderiam resultar em um número insuficiente de colônias 

para análise, bem como evitar concentrações excessivamente altas, que tornaram 

difícil a contagem precisa devido à sobreposição das colônias. Essa escolha é usual 

na contagem de unidades formadoras de colônia (UFC) e permitiu maximizar a 

sensibilidade da contagem e minimizar os erros associados à análise, assegurando 

resultados confiáveis e representativos da viabilidade dos esporos presentes no 

bioinseticida. 

Para os plaqueamentos, foi inoculado 0,1 µL da diluição em cada placa, em 

triplicatas, sobre o meio nutritivo e espalhada por toda superfície utilizando uma alça 

de Drigalski estéril, seguindo o método spread plate (Wise, 2006). As placas foram 

incubadas a 28° C em B.O.D. O crescimento em cada placa foi monitorado durante 

24 horas durante 96 horas. 

Foram necessárias três repetições do plaqueamento do bioinseticida 

devido a ocorrência de contaminação cruzada no meio de cultura. Suspeita-se que 

essa contaminação tenha ocorrido durante o processo de incubação na B.O.D. do 

LAMAM. Com o intuito de contornar esse problema, optou-se por substituir as placas 

de Petri de vidro por placas estéreis e descartáveis. Após a inoculação do fungo, as 

placas foram cuidadosamente acondicionadas na B.O.D. do laboratório do Grupo 

ASAs, evitando-se qualquer outra interferência durante o processo. 

 

4.3.1 Contagem em câmara de Neubauer 

Para ajustar a presença de fungos e garantir a presença dos conídios nas 

quantidades previstas nas suspensões utilizadas nos testes de toxicidade tópica e 

oral, foi necessária a contagem de esporos totais pela câmara de Neubauer em 

microscopia de luz sem uso de corantes.  

A câmara de Neubauer consiste em uma placa retangular de vidro, com 

volume definido (0,1 mm³) da grade micrométrica gravada em sua superfície inferior 
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(Figura 3). A estrutura da câmara, observada em microscópio de luz, possibilita a 

contagem precisa de partículas ou células presentes na suspensão. Como a câmara 

possui dimensões padronizadas, é possível determinar com precisão o volume de 

suspensão contido em cada câmara, o que permite os cálculos de concentração. 

 

Figura 3 - Câmara de Neubauer 

 

Fonte: Site Instrumentalia. 

 

No procedimento de contagem em câmara de Neubauer para a análise de 

conídios totais, uma amostra da suspensão contendo os conídios é carregada em uma 

das extremidades da câmara, preenchendo as câmaras de contagem da grade. A 

gravidade e a capilaridade se encarregam de espalhar a suspensão uniformemente 

por toda a área das câmaras.  

As câmaras de contagem na câmara de Neubauer são subdivididas em 

quadrantes menores, permitindo que se contabilize o número de partículas em uma 

área específica e, a partir disso, se calcule a concentração da amostra. 

 

4.3.2 Contagem de Unidades Formadoras de Colônias (UFC) 

Após 96 horas da inoculação dos fungos em meio nutritivo, realizou-se a 

contagem para verificar a quantidade de conídios viáveis, excluindo casos em que as 

placas apresentaram alta viabilidade, devido à dificuldade em contar as colônias mais 

isoladas.  

Para avaliar a viabilidade dos conídios utilizados nos experimentos, 

procedeu-se a contagem direta das colônias nas placas de Petri após 96 horas da 

inoculação da solução contendo o fungo. Essa contagem foi realizada em triplicata 

para a concentração de campo, subdose e concentração elevada. 
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Cada placa com as concentrações testadas foi observada em um aparelho 

contador de colônias (Figura 4), sendo demarcado com caneta permanente cada 

colônia para facilitar a contagem, para comparação dos valores com os esporos totais 

visualizados na câmara de Neubauer. 

 

Figura 4: Contador de colônias 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

4.4 Análise estatística 

A escolha dos modelos estatísticos seguiu a abordagem inicial para a 

determinação de uma DL50 e CL50. nas diferentes concentrações do produto formulado 

a base do fungo entomopatogênico. Os testes realizados com as concentrações de 

1,33 μg/μL, 0,88 μg/μL, 0,58 μg/μL, 0,38 μg/μL e 0,25 μg/μL, 0,1 μg/ μL não 

apresentaram uma taxa de mortalidade estatisticamente significativa em relação ao 

controle negativo (CN) nas duas vias de exposição, não sendo possível obter uma 

curva de dose-resposta nos moldes estatísticos.  
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Para validação dos resultados de não mortalidade, o qual não seguia uma 

distribuição normal, foram aplicados os testes não paramétricos de Kruskal-Wallis 

(1952) para comparar as taxas de mortalidade das diferentes concentrações e 

comparadas entre si por meio do teste de Wilcoxon (1945) com ajuste de Bonferroni, 

quando os parâmetros não foram atingidos.  

Diante dos resultados iniciais, novos testes foram realizados com uma  

concentração de 20 μg/ μL, 100 vezes maior que a de campo, respeitando o parâmetro 

dentro do protocolo internacional proposto pela OCDE (2022) de uma concentração 

limite de até 100 μg/ μL. Para conseguirmos estipular uma curva de resposta, os dados 

desse experimento foram submetidos à análise pelo Modelo Binomial Generalizado, 

que considera os dados nas proporções de aplicação de uma substância a n 

indivíduos, ajustando os dados por meio da extensão c-loglog (Cordeiro; Demétrio, 

2013). 

Os dados referentes ao consumo durante a exposição por via oral foram 

submetidos a uma análise de variância (ANOVA) para avaliar a significância das 

diferenças entre as concentrações testadas e consumo (Ferenc; Foran, 2000). 

Posteriormente, as diferenças significativas foram validadas por meio do teste de 

Tukey. 

Todos os testes foram realizados pelo R Core Team (2020), respeitando-se 

o intervalo de confiança de 95% e nível de significância de 0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Determinação da DL50 e CL50 

Ao examinar as concentrações 1,25xCC, 1,9xCC, 2,9xCC, 4,4xCC e 

6,65xCC, o teste de Kruskal-Wallis não identificou diferenças significativas nas taxas 

de mortalidade entre essas concentrações em relação ao controle negativo (CN) (df = 

1; p = 0,4159 > 0,05) (Tabelas 1 e 2), o que impulsionou a realização dos testes com 

uma concentração mais elevada (100xCC) e outra de subdose a dose de campo 

(0,5xCC).  

 

Tabela 1: Mortalidade acumulada das abelhas S. postica após a exposição tópica, o 
qual foi aplicado 1μL de água destilada no tórax para o controle negativo (CN), 
dimetoato para controle positivo (CPT) e B. bassiana em concentrações 1,25; 1,9; 2,9; 
4,4 e 6,65 vezes acima da dose de campo (0,2 μg/ μL) entre 24 e 96 horas. 

Concentração 

(μg/ μL) 

Número 

amostral 

24 

horas 

48 

horas 

72 

horas 

96 

horas 

Desvio 

Padrão 

CN 30 0 0 0 0 0,00 

CPT 30 30 30 30 30 0,00 

1,25xCC 30 1 1 1 1 0,00 

1,9xCC 30 2 6 13 13 0,15 

2,9xCC 30 2 5 6 6 0,06 

4,4xCC 30 0 0 1 4 0,05 

6,65xCC 30 0 1 1 2 0,02 

Os valores apresentados representam a quantidade de indivíduos mortos (± desvio padrão) para cada 

concentração após 24, 48, 72 e 96 horas com 30 abelhas expostas por concentração. Fonte: autoria 

própria. 

  



28 
 

Tabela 2: Mortalidade acumulada das abelhas S. postica após a exposição oral 
contendo xarope de água e açúcar como controle negativo (CN), xarope contaminado 
com dimetoato para controle positivo (CPO) e B. bassiana em concentrações 1,25; 
1,9; 2,9; 4,4 e 6,65 vezes acima da dose de campo (0,2 μg/ μL) entre 24 e 96 horas. 

Concentração 

(μg/ μL) 

Número 

amostral 
24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 

Desvio 

Padrão 

CN 30 0 0 0 0 0,00 

CPO 30 2 29 30 30 0,40 

1,25xCC 30 3 3 14 15 0,19 

1,9xCC 30 1 1 1 1 0,00 

2,9xCC 30 4 6 6 8 0,05 

4,4xCC 30 4 6 6 8 0,05 

6,65xCC 30 2 3 3 3 0,02 

Os valores apresentados representam a quantidade de indivíduos mortos (± desvio padrão) para cada 

concentração após 24, 48, 72 e 96 horas com 30 abelhas expostas por concentração. Fonte: autoria 

própria. 

 

No primeiro teste com a subdose de campo 0,5xCC, uma réplica da 

exposição tópica apresentou mortalidade em todos os indivíduos, mas essa 

mortalidade não foi estatisticamente significativa (df = 2; p = 0,3173 > 0,05) (Tabela 

3). Esse resultado levou a repetição do experimento, que também não apresentou 

mortalidade significativa (df = 2; p = 0,3679 > 0,05) (Tabela 4). Em relação à exposição 

oral, as taxas de mortalidade foram baixas, com 4 indivíduos no primeiro teste e 5 no 

segundo teste após 96 horas (Tabelas 5 e 6), indicando a segurança do produto 

comercial formulado à base de B. bassiana para S. postica dentro dessas condições 

experimentais, tanto exposição via tópica e oral. 

  



29 
 

Tabela 3: Primeiro Teste Tópico da Subdose de Campo: Mortalidade acumulada 
das abelhas S. postica após a exposição tópica, o qual foi aplicado 1μL de água 
destilada no tórax para o controle negativo CN), dimetoato para controle positivo 
(CPT) e B. bassiana em subdose da dose de campo (0,2 μg/ μL) entre 24 e 96 horas. 

Concentração 

(μg/ μL) 

Número 

amostral 
24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 

Desvio 

Padrão 

CN 30 0 0 1 1 0,02 

CPT 30 30 30 30 30 0,00 

0,5xCC 30 7 8 12 15 0,11 

Os valores apresentados representam a quantidade de indivíduos mortos (± desvio padrão) para cada 

concentração após 24, 48, 72 e 96 horas com 30 abelhas expostas por concentração. Fonte: autoria 

própria. 

 

Tabela 4: Segundo Teste Tópico da Subdose de Campo: Mortalidade acumulada 
das abelhas S. postica após a exposição tópica, o qual foi aplicado 1μL de água 
destilada no tórax para o controle negativo (CN), dimetoato para controle positivo 
(CPT) e B. bassiana em subdose da dose de campo (0,2 μg/ μL) entre 24 e 96 horas. 

Concentração 

(μg/ μL) 

Número 

amostral 

24 

horas 

48 

horas 

72 

horas 

96 

horas 

Desvio 

Padrão 

CN 30 0 0 3 3 0,05 

CPT 30 30 30 30 30 0,00 

0,5xCC 30 7 8 9 15 0,11 

Os valores apresentados representam a quantidade de indivíduos mortos (± desvio padrão) para cada 

concentração após 24, 48, 72 e 96 horas com 30 abelhas expostas por concentração. Fonte: autoria 

própria. 
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Tabela 5: Primeiro Teste Oral da Subdose de Campo: Mortalidade acumulada das 
abelhas S. postica após a exposição oral contendo xarope de água e açúcar como 
controle negativo (CN), xarope contaminado com dimetoato para controle positivo 
(CPO) e B. bassiana em subdose à dose de campo (0,2 μg/ μL) entre 24 e 96 horas. 

Concentração 

(μg/ μL) 

Número 

amostral 

24 

horas 

48 

horas 

72 

horas 

96 

horas 

Desvio 

Padrão 

CN 30 0 0 1 1 0,02 

CPO 30 2 29 30 30 0,40 

0,5xCC 30 1 1 3 4 0,04 

Os valores apresentados representam a quantidade de indivíduos mortos (± desvio padrão) para cada 

concentração após 24, 48, 72 e 96 horas com 30 abelhas expostas por concentração. Fonte: autoria 

própria. 

 

Tabela 6: Segundo Teste Oral da Subdose de Campo: Mortalidade acumulada das 
abelhas S. postica após a exposição oral contendo xarope de água e açúcar como 
controle negativo (CN), xarope contaminado com dimetoato para controle positivo 
(CPO) e B. bassiana em subdose à dose de campo (0,2 μg/ μL) entre 24 e 96 horas. 

Concentração 

(μg/ μL) 

Número 

amostral 

24 

horas 

48 

horas 

72 

horas 

96 

horas 

Desvio 

Padrão 

CN 30 0 0 3 3 0,05 

CPO 30 2 29 30 30 0,40 

0,5xCC 30 1 1 4 5 0,06 

Os valores apresentados representam a quantidade de indivíduos mortos (± desvio padrão) para cada 

concentração após 24, 48, 72 e 96 horas com 30 abelhas expostas por concentração. Fonte: autoria 

própria. 

 

Quanto à concentração de 20 μg/μL, considerada 100 vezes maior que a 

de campo (0,2 μg/μL), observou-se a mortalidade de todos os indivíduos em 24 horas 

nas vias tópica e oral (Tabelas 7 e 8). No entanto, a análise estatística, utilizando o 

teste de Kruskal-Wallis, não revelou variações significativas nas taxas de mortalidade 

nessas condições experimentais, resultando em uma diferença não significativa (df = 

1; p = 0,3173 > 0,05). As comparações múltiplas de Wilcoxon, com ajustes de 

Bonferroni, confirmaram uma diferença significativa dos níveis de concentração entre 

o controle e a concentração de 20 μg/μL (p = 0,025 < 0,05). 
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Tabela 7: Mortalidade acumulada das abelhas S. postica após a exposição tópica, o 
qual foi aplicado 1μL de água destilada no tórax para o controle negativo (CN), 
dimetoato para controle positivo (CPT) e B. bassiana em concentração cem vezes 
acima a concentração de campo (0,2 μg/ μL) entre 24 e 96 horas. 

Concentração 

(μg/ μL) 

Número 

amostral 

24 

horas 

48 

horas 

72 

horas 

96 

horas 

Desvio 

Padrão 

CN 30 0 0 0 0 0,00 

CPT 30 30 30 30 30 0,00 

100xCC 30 30 30 30 30 0,00 

Os valores apresentados representam a quantidade de indivíduos mortos (± desvio padrão) para cada 

concentração após 24, 48, 72 e 96 horas com 30 abelhas expostas por concentração. Fonte: autoria 

própria. 

 

Tabela 8: Mortalidade acumulada das abelhas S. postica após a exposição oral 
contendo xarope de água e açúcar como controle negativo, xarope contaminado com 
dimetoato para controle positivo e B. bassiana em concentração cem vezes acima da 
concentração de campo (0,2 μg/ μL) entre 24 e 96 horas. 

Concentração 

(μg/ μL) 

Número 

amostral 

24 

horas 

48 

horas 

72 

horas 

96 

horas 

Desvio 

Padrão 

CN 30 0 0 0 0 0,00 

CPO 30 2 29 30 30 0,40 

100xCC 30 30 30 30 30 0,00 

Os valores apresentados representam a quantidade de indivíduos mortos (± desvio padrão) para cada 

concentração após 24, 48, 72 e 96 horas com 30 abelhas expostas por concentração. Fonte: autoria 

própria. 

 

Todas as concentrações de B. bassiana utilizadas neste estudo (0,01; 0,25, 

0,38; 0,58; 0,88; 1,33 e 20 μg/μL) foram submetidas a aplicação de um teste estatístico 

de regressão linear para estipular a Dose Letal Média (DL50) e outro mais robusto, o 

Modelo Binomial Generalizado para encontrar a Concentração Letal Média (CL50) por 

meio da extensão c-loglog, permitindo a construção de uma curva de dose-resposta. 

A DL50 encontrada foi de 2,3900 μg i.a/abelha, 11,95 vezes maior que a dose de campo 

e uma CL50 de 2,9736 μg/μL, 14,87 vezes maior que a concentração de campo de B. 

bassiana para a abelha S. postica. Essas comparações demonstram que as 

concentrações utilizadas na maioria dos testes foram consideravelmente acima da 

concentração de aplicação em condições reais de campo. 
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A análise estatística revelou uma relação exponencial no modelo loglog, 

indicando que o aumento da concentração do fungo está associado a uma maior 

probabilidade estimada de mortalidade das abelhas (Figuras 5 e 6). 

 

 

Figura 5: Curva de dose-resposta da exposição tópica nas concentrações de 0,01; 0,25; 0,38; 0,58; 
0,88; 1,33 e 20 μg/μL de B. bassiana, ajustada para o modelo c-loglog. O modelo c-loglog mostra 
como a probabilidade de sobrevivência com o aumento da concentração, demonstrando como a 

probabilidade de sobrevivência das abelhas diminui conforme a concentração aumenta. 
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Figura 6: Curva de dose-resposta da exposição oral às concentrações de 0,01; 0,25; 0,38; 0,58; 0,88; 
1,33 e 20 μg/μL, ajustada para o modelo c-loglog. A curva representa uma relação entre B. bassiana e 

a probabilidade de sobrevivência de S. postica. O modelo c-loglog mostra como a probabilidade de 
sobrevivência com o aumento da concentração, seguindo uma função de log-logística, demonstrando 

como a probabilidade de sobrevivência das abelhas diminui conforme a concentração aumenta. 

 

Com relação ao cálculo de consumo das diferentes concentrações 

administradas por via oral durante todos os ensaios, a análise de variância (ANOVA) 

demonstrou que o consumo das abelhas apresentou significância estatística (p = 

0,0065 < 0,05).  

Ao empregar o teste de Tukey para avaliar as diferenças entre o consumo 

nas diversas concentrações (Tabela 9), os resultados obtidos indicaram o seguinte 

padrão: não foram identificadas diferenças significativas entres as concentrações do 

controle, 0,38 μg/μL e 0,58 μg/μL. Da mesma forma, as concentrações de 0,01 μg/μL, 

0,25 μg/μL, 0,88 μg/μL e 1,33 μg/μL também não apresentaram diferenças 

significativas entre si, mas diferem do grupo da concentração de 20 μg/μL. 
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Tabela 9: Teste de Tukey para comparação das médias de consumo do xarope de 
água e açúcar como controle negativo e ao xarope contaminado por B. bassiana para 
a abelha sem ferrão S. postica, entre as concentrações contendo metade da dose de 
campo; 1,25; 1,9; 2,9; 4,4; 6,65 e cem vezes acima da dose de campo (0,2 μg/ μL). 

Concentrações 

(μg/μL) 

Consumo 

(gramas) 

Diferenças 

significativas 

0,00 3,362 a 

0,38 3,204 a 

0,58 3,134 a 

1,33 3,055 ab 

0,25 2,992 ab 

0,88 2,905 ab 

0,01 2,016 ab 

20,00 1,522 b 

Os dados foram organizados de acordo com as diferenças significativas entre os grupos. Para cada 

grupo de concentrações, são apresentadas as médias de consumo, seguido da média de consumo 

acompanhadas pelo intervalo de confiança de 95%. As diferenças significativas são representadas 

pelas letras minúsculas a, b e c, sendo que letras iguais indicam uma ausência de diferença 

significativa entre os grupos. Fonte: autoria própria. 

 

Enquanto que na concentração mais elevada de 20 μg/μL difere de todos 

os grupos mencionados anteriormente. Dentro do padrão de tempo dos bioensaios 

conduzidos foi o tempo máximo de observação 96 horas, nesta concentração houve 

a mortalidade total das abelhas expostas em 24 horas. 

A validação para todos os testes foi realizada pelo uso de um controle 

positivo, sendo este o dimetoato, que ocasionou a mortandade de todos os indivíduos 

pela exposição tópica e oral. Além disso, a mortalidade dos indivíduos do grupo 

controle foi inferior a 10%, garantindo a qualidade e confiabilidade dos testes 

executados durante todo o período deste projeto. 
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5.2 Análises microbiológicas 

Nas análises microbiológicas para avaliar a presença dos conídios totais 

na concentração de campo, na subdose e na dose mais elevada, os ajustes realizados 

por meio câmara de Neubauer indicaram as seguintes quantidades de conídios: na 

concentração de campo de 0,2 μg/ μL, foram registrados 8,38 x 106; na subdose 

equivalente à metade da concentração de campo, observou-se a presença de 0,57 x 

107 conídios/mL; e na concentração de 20 μg/ μL, foram contabilizados 7,15 x 107 

conídios/mL. 

Na concentração de campo (0,2 μg/ μL), após uma diluição de 10-3, obteve-

se uma média de 176 conídios viáveis em 1 mL, com valores individuais de 190, 172 

e 168 colônias. Da mesma forma, para a concentração de 0,1 μg/ μL, também após a 

diluição de 10-3, a média foi de 124 conídios viáveis em 1 mL, com resultados 

individuais de 130, 115 e 128 colônias. Já na concentração de 20 μg/ μL, com uma 

diluição de 10-4, a média foi de 271 conídios viáveis em 1 mL, com resultados 

individuais de 287, 268 e 258 colônias. 

Para fins de comparação com os dados constantes na bula do fabricante, 

que estipulam um mínimo de 1 x 108 conídios viáveis por grama, procedemos a 

conversão dos valores obtidos. A concentração correspondente ao produto comercial, 

quando convertido na unidade de medida para este estudo e da literatura científica, 

possui 1 x 108 conídios/mL. Na concentração de campo, resultou-se em um valor de 

1,0475 x 108 conídios viáveis/mL. Na subdose a dose de campo, observou-se a 

presença de 5,7 x 106 conídios viáveis/mL, enquanto que na concentração de 20 μg/ 

μL revelou uma contagem de 3,575 x 106 conídios viáveis/ mL. 

 

6 DISCUSSÃO 

 

Este estudo avaliou a segurança do produto comercial à base do fungo 

entomopatogênico B. bassiana em relação a abelha sem ferrão S. postica, 

considerando diferentes concentrações administradas por via tópica e oral. O objetivo 

foi compreender os efeitos do produto sobre a mortalidade dessas abelhas em um 

cenário que refletisse a aplicação prática em campo. 

Durante esta investigação, foi observado que as taxas de mortalidade 

foram baixas em concentrações menores e até 6,65 vezes superior à concentração 
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de campo. Quando comparado aos dados da literatura, o estudo mais recente de 

Faita; Pereira; Poltronieri (2023), demonstrou que o mesmo bioinseticida apresentou 

a presença de 1,0 x 107 conídios/mL −1 na concentração de campo. Essa concentração 

administrada por via tópica e oral de 1,0 x 107 conídios/mL foi letal para S. depilis 

(Leite et al., 2022). 

Essa relação de maior tolerância do gênero Scaptotrigona pode ser 

observada no caso da determinação da Dose Letal Média, quando comparado ao 

estudo de Conceição et al. (2014), os testes para determinação da DL50 de B. bassiana 

em abelhas “uruçu-nordestina” (Melipona scutellaris), observou-se uma mortalidade 

significativa mesmo em dosagens mais baixas, e estimou-se que a DL50 de B. 

bassiana para a M. scutellaris é de 2,04 x 105 conídios/mL, comparado a nossa DL50 

de 2,3900 μg i.a/abelha, que convertida seria de 4,1841 x 1013 conídios/mL. 

A germinação e infecção bem sucedida de fungos entomopatogênicos 

depende de alguns fatores, como um ambiente em que há alta umidade e baixa 

radiação UV, o estágio e susceptibilidade do hospedeiro, podendo começar nas 

primeiras 10 a 20 horas (Zimmermann, 2007; Nakai; Lacey, 2017). Em nosso 

experimento, as condições controladas de umidade e temperatura, além da privação 

de raios UV, que se assemelha ao ambiente dentro da colmeia, pode ter acarretado 

no ambiente favorável para a dose de 20 μg/μL ter acometido todas as abelhas 

expostas topicamente nas primeiras 24 horas. Quando expostas a temperaturas mais 

elevadas, as colmeias de A. mellifera inibem o crescimento fúngico (Peng et al., 2020), 

de forrageiras que tiveram contato com o fungo e adentraram a colônia. 

Sobre os dados de exposição oral de B. bassiana, tomando por base a CL50 

estimada de 2,9736 μg/μL encontrada em nosso estudo, quando convertida ao volume 

de 29,736 conídios/mL, mostra-se abaixo do testado por Leite et al. (2022), onde a 

concentração de 1,0 x 109 conídios/mL causou mortalidade em A. mellifera e Bombus 

terrestris entre 72 e 96 horas em menos da metade da população testada. Esses 

dados se assemelham com o estudo de Ramanaidu et al. (2012), em que a ingestão 

não trouxe mortalidade significativa para Bombus impatiens. 

Em relação ao tempo de exposição a B. bassiana, um tempo maior de 

exposição torna-se um recurso interessante para testes, pois nossos estudos testaram 

a mortalidade dentro de cinco dias de exposição, e na literatura esse dado é bastante 

diverso. Entre quatro a cinco dias após exposição a 107 conídios/mL, a mortalidade 

foi acima de 50% para S. depilis (Leite et al., 2022), seis dias para Meliponula 
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ferruginea a uma concentração de 1,0 x 108 conídios/mL (Omuse et al., 2022) e 10 

dias para Melipona scutellaris (Conceição et al., 2014). Em 20 dias de bioensaio, B. 

bassiana causou 30% de mortalidade em três espécies de abelhas sem ferrão 

(Toledo-Hernández et al., 2016). Considerando que em uma realidade de campo, o 

controle de pragas utilizando B. bassiana ocorre dentro de 10 a 14 dias. 

A abelha Apis mellifera foi cogitada como potencial disseminador de B. 

bassiana para controle de pragas em cultura de estufa (Al-Mazra’awi et al., 2007) e 

até para o controle de pragas dentro das colmeias, como o ácaro Varroa destructor 

(Sinia; Guzman-Novoa, 2018). Kapongo et al., (2007) utilizou Bombus impatiens numa 

concentração de 6,24 x 1010 conídios/mL e obteve a mortalidade das pragas. Mas este 

meio de controle de pragas no Brasil não é uma alternativa viável, sendo um país de 

agricultura em campo aberto, traz uma dinâmica diferente de outros países de clima 

temperado, onde a aplicação dos produtos é realizada em casas de vegetação (Parra, 

2021). 

As formulações a base de organismos entomopatogênicos precisam 

coexistir com outros meios de controle de pragas, para haver uma funcionalidade 

agrícola que permitam a fácil aplicação, boa volatilidade e preservação da viabilidade 

dos microrganismos (Faita; Pereira; Poltronieri, 2023). Desafios como a orientação 

voltada para os agricultores, que muitas vezes esperam que o controle biológico faça 

grande parte do trabalho no combate às pragas e/ou doenças na cultura, tecnologias 

de liberação, qualidade do inimigo natural, logística e disponibilidade destes 

bioinsumos, seletividade e o manejo quando há resistência, devem ser superados 

(Parra, 2014), e um melhor planejamento em oferecer o manejo integrado de 

polinizadores, circulando concomitantemente com o manejo integrado de pragas, 

assim como maiores estudos associados ao provável risco do uso de 

microorganismos e impactos nos organismos não-alvo. 

Meios de avaliação de risco para organismos vivos usados em controle de 

pragas são necessários para que, uma vez que cada um tem seu metabolismo, 

mecanismo de ação, o alvo destinado para controle, e até então não há um teste 

padrão como é o caso das Diretrizes para Avaliação de Risco de Agrotóxicos pela 

OCDE, por isso o planejamento de diretrizes para a homologação do protocolo de 

Manejo Integrado de Pragas e Polinizadores (Egan et al., 2020; Cappa; Barrachi; 

Cervo, 2022) seria ideal. 
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7 CONCLUSÕES 

 

Este é o primeiro trabalho envolvendo a espécie de abelha sem ferrão 

Scaptotrigona postica e o fungo Beauveria bassiana. Nas condições experimentais 

deste estudo, a DL50 E CL50 de B. bassiana a partir de um produto comercial 

demonstra ser maior que o recomendado em bula, confirmando a hipótese nula de 

que o fungo presente na dose de campo não causa mortalidade das abelhas testadas. 

O inseticida dimetoato, recomendado pelo protocolo internacional da 

OCDE utilizado em bioensaios de toxicidade para a abelha A. mellifera se confirmou 

como controle positivo para a abelha S. postica em nosso estudo. 

A viabilidade dos conídios presentes no lote utilizado neste trabalho estava 

dentro do que é preconizado na bula do fabricante. 
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