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RESUMO

No sul do Brasil a produgao de magas ¢ dependente da polinizagdo, destacando-se a abelha Apis
mellifera como o polinizador principal na polinizagdo dirigida da cultura. Devido a doencas
fingicas, a pulverizagao de fungicidas ¢ utilizada para evitar a perda da producao, esse proce-
dimento faz com que 4. mellifera entre em contato com o produto, ocasionando efeitos subletais
e desconhecidos. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento higiénico,
infestagdo de Varroa destructor, for¢a das colmeias e indice de Vairimorpha ssp. em A. melli-
fera expostas aos fungicidas Captan®SC e Zignal®, utilizados em pomares de macieiras. O bi-
oensaio foi composto por trés repeticdes, representadas pelas colmeias e quatro tratamentos.
Cada colmeia foi exposta a dietas alimentares correspondentes aos tratamentos: Controle, Cap-
tan®SC, Zignal® e Mistura. As colmeias foram avaliadas nos tempos 0, 60, 90, 180, e 240 dias,
quanto ao comportamento higiénico (CH), infestacdo do acaro V. destructor (IVD) e indice de
Vairimorpha ssp. A forga das colmeias foi avaliada nos tempos 0, 45, 135 e 180 dias. Os resul-
tados demostraram aumento no indice de acaro V. destructor, redugao no CH e forga das col-
meias tratadas, evidenciando um efeito dos tratamentos que foi dependente do tempo. O trata-
mento mistura apresentou os piores resultados, com reducdo no CH de 18,4 % nos tempos 0 e
60 dias ap6s o inicio dos bioensaios e reducdo na forca das colmeias, comprometendo princi-
palmente a area de cria e populacdo de adultas. A analise da prevaléncia para Vairimorpha spp.
indicou que os tratamentos € o tempo interferiram no niumero de abelhas infectadas. O tempo
diferiu 60 dias ap6s a exposicdo entre os tratamentos Captan®SC e Mistura. Nos tratamentos
foi observada diferenga 120 dias entre os tratamentos Zignal® e Mistura. Nossos resultados
indicaram que doses de campo dos fungicidas Captan®SC e Zignal® exercem efeitos subletais
em colmeias de A. mellifera, causando prejuizos em vérias geracdes ao longo das analises.

Palavras chaves: Mortalidade, subletalidade, Vairimorpha ssp, pomar de macieira, poliniza



ABSTRACT

In southern Brazil, apple production is dependent on pollination, highlighting the Apis mellifera
bee as the main pollinator in the directed pollination of the crop. Due to fungal diseases, spray-
ing fungicides is used to avoid production loss. This procedure makes A. mellifera come into
contact with the product, causing sublethal and unknown effects. Therefore, this study aimed
to evaluate the hygienic behavior, Varroa destructor infestation, hive strength and Vairimorpha
ssp. rate in 4. mellifera exposed to Captan®SC and Zignal® fungicides used in apple orchards.
The bioassay consisted of three repetitions, represented by the hives, and four treatments. Each
hive was exposed to food diets corresponding to the treatments: Control, Captan®SC, Zignal®
and Mixture. The hives were evaluated at 0, 60, 90, 180, and 240 days for hygienic behavior
(HB), V. destructor mite infestation (VDI), and Vairimorpha ssp. rate. Hive strength was eval-
uated at 0, 45, 135, and 180 days. The results showed an increase in the V. destructor mite rate,
a decrease in HB and strength of the treated hives, evidencing a time-dependent effect of the
treatments. The mixture treatment had the worst results, with an 18.4% decrease in the HB at 0
and 60 days after the beginning of the bioassays and a decrease in the strength of the hives,
mainly compromising the brood area and the adult mite population. Prevalence analysis for
Vairimorpha spp. showed that treatments and time interfered with the number of infected bees.
Time differed 60 days after exposure between Captan®SC and Mixture. A difference was no-
ticed at 120 days between the Zignal® and Mixture treatments. Our results indicated that field
doses of the fungicides Captan®SC and Zignal® have sublethal effects on A. mellifera hives,
causing damage in several generations throughout the analyses.

Keywords: Mortality, sublethality, Vairimorpha ssp, apple orcard, pollinati.
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1. INTRODUCAO

A atividade agricola intensa, aliada ao uso de produtos fitossanitarios, aumentou consi-
deravelmente a producao de alimentos nas tltimas décadas (MATSON et al., 1997), ocasionado
danos inrreparaveis ao meio ambiente, como a destruicao de habitats naturais, que ¢ considerada
uma das principais causas para o declinio nas populacdes de polinizadores em todo o mundo
(WINFREE et al., 2009; POTTS et al., 2010; ALVES-DOS-SANTOS et al., 2014; NOVAIS et
al., 2019). Outros fatores ambientais colaboram com a redu¢do do tamanho populacional ou
desaparecimento de espécies polinizadoras, como; mudancas climaticas, infestagdes de pragas,
doengas causadas por patdgenos e introducao de espécies exdticas, tém sido identificadas como
causas do declinio (BUCHMANN, NABHAN, 1996; KEARNS, et al., 1998; WINFREE et al.,
2009; FREITAS et al., 2012).

Ecossistemas agricolas beneficiam-se amplamente dos servigos prestados por poliniza-
dores, como as abelhas, principamnete aqueles que cultivam culturas da alimentagdo humana
(GARIBALDI et al., 2011). A cultura da macieira ¢ dependente de polinizadores para a ade-
quada frutificacdo, pois mesmo apresentando flores completas (calice, corola, androceu e gine-
ceu), necessita da polinizacdo cruzada, realizada por animais, principalmente abelhas (IUCHI,
2006). Uma das fases mais importantes do cultivo da macieira ¢ a época da florada, quando o
pomar recebe polinizadores que asseguram a produtividade e qualidade do fruto (DONG et al.,
1998). A polinizagao realizada por abelhas ¢ considerada um servigo ecossistémico importante
para a manutencao da biodiversidade (PATRON, 2010), entretanto, as mudancas no ambiente
promovidas por atividades antropicas, tem causado a reducdo dos polinizadores naturais, au-
mentando a dependéncia dos pomares por sistemas de polinizacdo dirigida, realizada por Apis
mellifera (Hymenoptera: Apidae) (BALESTIERI et al., 2002; BPBES, 2019).

No sistema de polinizagdo dirigida, as colmeias sdo encaminhadas de modo sistemati-
zado aos pomares durante a floracdo das macieiras (COUTO; COUTO, 2002). Por sua facili-
dade de manejo e grande populacdo de abelhas campeiras, A. mellifera ¢ um importante com-
ponente nos processos de polinizagdo dirigida (DONG et al., 1998; COUTO; COUTO, 2002).
Entretanto, para preservagao da sanidade das abelhas ¢ necessario evitar sua exposi¢ao a pro-
dutos fitossanitarios como fungicidas, que podem contaminar as colmeias (DONG et al., 1998).
O emprego de fungicidas durante a floragdo ¢ devido a agdo de patogenos causadores de doen-
cas, dentres eles estdo fungos como Venturia inaequalis (Venturiales: Venturiaceae), causador

da sarna da macieira, sua proliferagdo pode promover a perda de at¢ 100% da producgdo de
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macas (BONETI et al., 2002; NETO E SILVA et. al., 2011). Nesse sentido, sdo utilizados fun-
gicidas como Captan® (Captana) e Zignal® (Fluazinam) (VALDEBENITO SANHUEZA, 2002;
BECKER etal., 2021; FREITAS; PINHEIRO, 2010). O controle deste fitopatogeno ¢ realizado
com pulverizagdes sequenciais e preventivas com fungicidas (VALDEBENITO-SANHUEZA
et al., 2002; BECKER et al., 2021). Apesar de ser eficiente no controle de doencgas, o uso abu-
sivo de fungicidas pode afetar organismos nio alvo, como as abelhas (GOULSON, 2013; SAN-
CHEZ-BAYO et al., 2017; TAVARES et al., 2019; ALMASRI et al., 2020).

Além disso, trabalhos com abelhas mostraram que quando expostas a fungicidas asso-
ciados a outros produtos quimicos, ocasionaram alteragdes comportamentais, contribuindo para
elevadas infec¢des do microsporidio de Vairimorpha spp. (Microsporidia: Nosematidae) (PET-
TIS etal. 2013; WANG et al., 2021), e tornando-as, suscetiveis aos acaricidas usados no manejo
do acaro ectoparasita Varroa destructor (Arachnida: Varroidae) (JOHNSON et al., 2013). A
longo tempo os fungicidas causam prejuizos na conservacao da colmeia, alterando a imunidade
social, podendo levar a infestagdes do acaro V. destructor e infec¢des de Vairimorpha spp.
(PETTIS et al. 2013; JOHNSON et al., 2013; DEGRANDI-HOFFMAN et al., 2015; TADEI et
al., 2019). Estudos demostram que fungicidas agindo isoladamente ou em combinagdo com
outros produtos quimicos, podem alterar a fisiologia e comprometer o sistema nervoso, cau-
sando efeitos dréasticos na sobrevivéncia apds 20 dias de exposicdo a esses produtos (ALMASRI
et al., 2020).

Diante disso, ha necessidade de levantar mais informacgdes sobre os efeito de fungici-
das sobre colmeias de 4.mellifera, com isso objetivo deste trabalho ¢ avaliar o impacto causado
pelos fungicidas Captan®SC e Zignal® sobre a sanidade de colmeias, por meio da avaliagio do
comportamento higiénico, nivel de infestacdo de V. destrutor, forga da colmeia e infec¢do por

Vairimorpha spp.
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OBJETIVOS GERAL
Avaliar os efeitos dos fungicidas Captan®SC e Zignal® de modo isolado e em mistura

em colmeias de 4. mellifera.

ESPECIFICOS

Avaliar o comportamento higiénico de 4. mellifera em colmeias expostas a Captan®SC

e Zignal® de modo isolado e em mistura.

Avaliar a infestacdo do acaro V. destructor em larvas e adultos de 4. mellifera em col-

meias expostas a Captan®SC e Zignal® de modo isolado e em mistura.

Avaliar a presenga dos microsporidios de Vairimorpha spp. em colmeias expostas e ndo

expostas aos fungicidas Captan®SC e Zignal® de modo isolados e em misturas.

Avaliar a forga da colmeia de A. mellifera em colmeias expostas a Captan®SC e Zignal®

de modo isolado e em mistura.

HIPOTESES:
O comportamento higiénico de A. mellifera é afetado negativamente pelos fungicidas

Captan®SC e Zignal®.

Colmeias de 4. mellifera expostas aos fungicidas Captan®SC e Zignal® sdo mais susce-

tiveis a presenga do acaro V. destructor.

Colmeias de 4. mellifera expostas aos fungicidas Captan®SC e Zignal® s3o mais susce-

tiveis a Vairimorpha spp.

A forga da colmeia é afetada negativamente quando exposta aos fungicidas Captan®SC

e Zignal®
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CAPITULO1
5. REVISAO BIBLIOGRAFICA
5.1  CULTIVOS DE MACIEIRAS (Malus domestica BORKH)

A macieira ¢ uma frutifera pertencente a Ordem Rosales, familia Rosaceae, subfamilia
Pomoideae, género Malus e espécie Malus domestica Borkhausen (IUCHI, 2006). Os primeiros
cultivos de macieira no Brasil ocorreram por volta de 1926, em Valinhos-SP com mudas da
Ohio Beauty (BREICHER, 2002). O Pais iniciou o desenvolvimento comercial da cultura da
macieira na década de 70. Dentre os estados que realizam pesquisas com melhoramento gené-
tico de macieiras esta Santa Catarina, destacando-se a Empresa de Pesquisa Agropecudria e
Extensao Rural (Epagri), que hoje ¢ a tnica empresa de pesquisa publica que atua nessa area
(PETRIet al, 2011; KVITSCHAL, 2018). Atualmente, a producao nacional de macas esta con-
centrada nas regides de Palmas, PR, Vacaria, RS e Sao Joaquim e Fraiburgo, SC (PETRI et al.,
2018).

Santa Catarina ¢ o maior produtor de macas do pais, responsavel pela producdo de
575.759 toneladas da fruta. Sdo Joaquim e Fraiburgo sdo os maiores produtores de magas no
estado, onde ambos os municipios possuem clima favoravel para a cultura (KIST 2019). Nesse
contexto, o Brasil que era importador da fruta, se tornou em 20 anos autossuficiente, passando
a exporta-la (PETRI et al., 2011). Planta lenhosa, com flores alternadas simples de cor branca
ou rosea, possui raizes que exploram grande volume do solo. O fruto ¢ constituido por um
receptaculo carnudo que envolve os ovarios. O endocarpo ¢ formado por um pericarpo coriaceo
€ possuil uma unica semente, transformando-a em um pseudofruto, originada do receptaculo
floral, sendo que o verdadeiro fruto € a parte interna que envolve as sementes (IUCHI, 2006).

As condicdes climdticas para a macieira sdo fundamentais, tanto para o processo
fisiologico de dorméncia, quanto para os bioldgicos, como a polinizagao, fecundacao de flores,
crescimento e desenvolvimento de frutos (PETRI; COUTO, 2014). A macieira ¢ uma espécie
que contém uma grande variedade de cultivares, onde a maioria sdo autoincompativeis (FREE,
1960, BROOTHAERTS et al., 2004). Desse modo, ela se torna altamente dependente da poli-
nizagao cruzada, quando ocorre a fertilizacao das flores para obtencao de bons frutos (MCGRE-
GOR, 1976). Para que isso aconteca, ¢ necessario que as plantas polinizadoras possuam poélen
compativeis e que haja coincidéncia da flora¢do no ciclo da cultura (WEIRTHEIM; SCHMIDT,
2005; WERTHEIM; WEBSTER, 2005). A polinizacdo ¢ o evento mais importante para a ma-
cieira e depende diretamente de agentes polinizadores (DAG et al., 2012; DONG et al., 1998).
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Os insetos sdo os principais agentes polinizadores, em especial as abelhas, sendo A. mellifera
essencial para uma boa poliniza¢ao e produtividade dos frutos (VISCENS; BOSCH, SILVA
2000; DAG etal., 2012; SALOME; ORTH 20 14). A macieira ¢ acometida por doengas e pragas,
podendo causar muitas perdas ao produtor de magas, como a inutilizagdo dos pseudofrutos para
a comercializagdo (VALDEBENITO-SANHUEZA, 2002).

No Brasil a principal doenga que acomete a cultura da macieira ¢ a Sarna da macieira
ocasionada pelo fungo V. inaequalis, que se nao controlada pode inutilizar toda a produgao
(PROTAS; SANHUEZA, 2003). A cultura é também atacada por pragas como o dcaro verme-
lho Panonychus ulmi (Koch1836) (KOVALESKI; RIBEIRO, 2002). A principal medida fitos-
sanitaria para esses problemas sdo os fungicidas, pois existe formulagdes a base de fluazinam,
ingrediente ativo do Zignal®, que também age como acaricida no combate do 4caro vermelho.
(RIBEIRO et al., 1999; SANHUEZA; BETTI, 2005; BONETI; KATSURAYAMA; BLEI-
CHER, 2006; STADNIK, 2009). Esses produtos sdo classificados em sua natureza quimica e
modo de acdo, contra os fitopatdogenos: protetores ou de contato, erradicantes e sistémicos
(ZAMBOLIM et al., 1995; MINEIRO et al, 2015; KIMATI, 1995).

Nessa classificagdo temos os fungicidas protetores ou de contato, onde sdo eficientes
somente quando aplicados antes da ocorréncia da penetragdo do patdogeno no hospedeiro (PI-
CINNINI, 1994). Esses tipos de fungicidas agem como uma barreira toxica, impedindo a pene-
tracdo do fungo através do bloqueio da germinacdo dos esporos, sendo o fingicida Captan®SC
com esse modo de agdo (PICINNINI, 1994). Essa classificagdo de fungicidas que penetram no
interior dos microorganismos, torna-se eficaz por possuir caracteristicas quimicas para nao se
decompor facilmente pela acdo de fatores ambientais (HORSFALL; BARRATT 1945; ZAM-
BOLIM et al., 1995; ANNOSCIA et. al, 2021).

5.2 ABELHAS Apis mellifera HYMENOPTERA: APIDAE).

As abelhas Apis mellifera sdo insetos sociais que pertencem ao reino Animalia, filo
Arthropoda, classe Insecta, ordem Hymenoptera, subordem Apocrita, superfamilia Apoidea,
familia Apidae, género Apis (RUTTNER, 1988). Uma coldnia de Apis mellifera é constituida
por trés castas: rainha, operarias e zangdes (CAMARGO; PEDRO, 2013). A rainha ¢ respon-
savel por realizar posturas e manter a ordem social (HAMILTON, 1964; LAIDLAW; PAGE,
1984). As operéarias sdo responsaveis por todos os trabalhos na colmeia (GALLO, 2002), sua

divisdo ¢ de acordo com a idade das operarias (WINSTON, 2003). Por nao possuirem ferrdo e
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nem corbicula para armazenamento de pdlen os zangdes ndo acumulam trabalhos, podendo
viver até trés meses, desde que ndo haja acasalamento ou se houver alimento na colmeia, sua
fungdo ¢ fecundar rainhas de outras colmeias (VETTER; VISSCHER, 1997).

A apicultura nos estados do Sul do Brasil iniciou-se por volta de 1845, quando colo-
nizadores alemaes introduziram colmeias de Apis mellifera mellifera (Hymenoptera: Apidae)
(CICCO, 2007). Em 1956, foram trazidas dezenas de colmeias de abelhas Apis mellifera scu-
tellata (Hymenoptera: Apidae) da Africa para o municipio de Rio Claro — SP, com o intuito de
iniciar um programa de sele¢do para obtencao de hibridos que tivessem a mansiddo das euro-
peias e a produtividade das africanas (KERR, 1967). Entretanto, em 1957, 26 rainhas de Apis
mellifera scutellata enxamearam das colmeias, restando 47 colmeias com rainhas originais
(KERR, 1967), a partir deste momento, iniciou-se a africanizacao das abelhas no Brasil, pela
formagao de hibridos como espécies de Apis mellifera Linnaeus, com as espécies europeias que
haviam sido anteriormente introduzidas e as africanas (KERR, 1967; STORT; GONCALVES,
1979; GONCALVES, 1992; GONCALVES; STORT, 1994; STORT; GONCALVES, 1994).

As abelhas sdo de suma importancia para a manutengdo da vida e sustentabilidade do
planeta (LOPES et al., 2014), sendo responsaveis por 66,35% da polinizacdo, influenciando os
indices produtivos de inimeras culturas agricolas (BPBES, 2019). As abelhas estdo em pro-
cesso gradativo de ameaca a extin¢do devido ao uso indiscriminado de defensivos agricolas,
seu desaparecimento afetaria diretamente a agricultura, pois 70% das culturas agricolas depen-
dem destes polinizadores (IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2012; BARBOSA et al., 2017). O
valor preciso das abelhas como polinizadores de plantas em ambientes naturais ou agricolas ¢
incalculdvel devido a importincia ao ecossistema (KREMEN et al., 2002; BIESMEIJER et al.,
2006; GOMES, 2017).

A apicultura promove um incremento na renda familiar, fortalecendo a economia a partir
do manejo para polinizacao dirigida e produtos apicolas como: mel, propolis, geleia real, pdlen,
cera, apitoxina e favo de mel no pote (NUNES; HEINDRICKSON, 2019; CARVALHO 2019).
Dentre as espécies de abelhas descritas em todo o mundo, poucas sdo manejadas comercial-
mente para a polinizagao dirigida, como 4. mellifera (BOSCH; KEMP, 2002). Por ser uma
espécie generalista, as operarias de A. mellifera trabalham individualmente e de preferéncia
sobre a mesma fonte de néctar e de polen, tornando-se progressivamente mais eficientes no

forrageio e, talvez por isso, a mais exposta a agrotoxicos (MALAGODI-BRAGA, 2005).
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Devido ao uso abusivo de agrotoxicos no meio ambiente, seus residuos sdo encontrados
em diferentes locais, como, solo, agua, polen e néctar das plantas (JOHANSEN; MAYER,
1990; KRUPKE et al., 2012; LENTOLA et al., 2017; SKERL et al., 2009). Devido & estrutura
social da espécie A. mellifera, os agrotoxicos sdo levados para a colonia por abelhas campeiras
e seus residuos sdo encontrados em diferentes produtos apicolas, como, mel e cera, bem como
no corpo das abelhas e no alimento que estd disponivel para todos os individuos da colmeia
(MALASPINA et al., 2008; KILJANEK et al., 2017; PANSERI et al., 2014; SIMON-DELSO
et al., 2017), causando a contaminagao de todas as fases de desenvolvimento do inseto, inclu-
indo a rainha (ZHU et al., 2014; MILONE; TARPY, 2021).

Segundo Pettis et.al., (2013) a probabilidade de infeccao por Varimorpha spp. aumentou
com a presenca de fungicida encontrado no pdlen consumido. Fungicidas quando combinado
com acaricidas utilizados no combate do acaro V. destructor tiveram sua agao adversa na capa-
cidade das abelhas de resistir a infec¢ao do parasita (JOHNSON et al., 2013). No entanto, sua
acdo se da ao longo do tempo e seus efeitos sdo prejudiciais para a colonia. As abelhas expostas
a fungicidas apresentam alteracdes comportamentais, redu¢cdo da longevidade e forrageamento,
individuos deformados e autolimpeza excessiva, alteragdes na respiragdo e preferéncia por co-
res em flores (ALMEIDA et al. 2021), ocasionando o declinio da colmeia (TADEI et al., 2019).
O fungicida Captan®SC exerce efeitos de repeléncia em abelhas, causando diminui¢do da ha-
bilidade de forragemento, defeitos morfogénicos e mortalidade de individuos na fase larval

(FREITAS; PINHEIRO, 2012).

5.3 FUNGICIDAS

Fungicidas sdo compostos quimicos utilizados para combater fungos que atacam plan-
tagdes, controlando e impedindo a progressao do doenca ou patdégeno, podendo ser aplicado
desde o tratamento de sementes até a pds-colheita, visando proteger de contaminacdes os frutos,
vegetais, tubérculos e sementes armazenadas (REIS, 2015). Desde o plantio até a colheita, va-
rias culturas estdo sujeitas a acdo de fitopatogenos, tornando a producdo dependente de aplica-
¢oes de produtos fitossanitarios (BALBA, 2007). Os fungicidas devem possuir caracteristicas
relevantes que determinam sua eficacia (SILVA et al., 2011), como a fungitoxidade, determi-
nada pela quantidade do produto fixado na folha durante a pulverizagdo, que permanece apos a
acdo de intempéries. Essas condi¢des estabelece a quantidade de residuo ativo nas superficies

foliares resultando no controle dos fitopatdégenos (RICH, 1954).
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Apos a pulverizacdo, residuos de fungicidas podem ser encontrados sobre microrga-
nismos do solo e agua, além de promover alteracdes no metabolismo e fisiologia de plantas
(BRUCK, 2009). Enzimas que sao ligadas a sintese de ATP podem ser afetadas por fungicidas,
prejudicando a sintese de proteinas e acidos nucleicos, comprometendo a estrutura e fungdo da
membrana celular, transdugdo de sinais, respiragdo, mitose e divisdo celular de microrganismos
nao alvo (YANG et al., 2011). Nos estudos de Ruddick e Khera (1975) o etilenotioureia (ETU)
ocasionou ma formagdes em embrides de ratas, a baixa toxicidade deste fungicida, pode causar,
entre outros efeitos, a hidrocefalia em animais (KHERA, 1989).

O cultivo da macieira enfrenta problemas fitossanitarios relacionados ao ataque de
pragas e doengas, podendo ocorrer depreciacdao na qualidade dos frutos (SANTOS; WAMSER,
20006). Dentre as principais doencas encontradas em pomares, estdo as ocasionadas pelos fungos
Venturia inaequalis, Colletotrichum gloeosporioides e Glomerella cingulata (BONETI et al.,
2002). O emprego de fungicidas ¢ uma das estratégias mais utilizadas em macieira para o con-
trole de fungos na cultura (KOGAN, 1998). A necessidade de pulverizacao estd relacionada
com a sua eficiéncia, uma vez que os fungicidas ndo agem apenas em fungos, como ¢ o caso do
Zignal® que ¢ utilizado também como um acaricida (RIBEIRO et al., 1999).

Estudos demonstraram que fungicidas podem prejudicar a imunidade de abelhas, au-
mentando a presenga de virus e pragas e diminuir a emergéncia de rainhas (DEGRANDI-HO-
FFMAN et al., 2015). Em uma colmeia as crias de abelhas sdo mais expostas aos fungicidas
(MUSSEN et al., 2004; ZHU et al., 2014). A exposi¢do de larvas a dieta contaminada com
fungicidas pode ocasionar alteragdes morfogénicas e aumento na mortalidade, comprometendo
o desenvolvimento de abelhas adultas, podendo levar ao colapso da colmeia (DEGRANDI-
HOFFMAN et al., 2013). Segundo Zaluski (2017) o desenvolvimento das glandulas mandibu-
lares e hipofaringianas sdo alteradas quando expostas a doses subletais de fungicidas. A manu-
tencao realizada por fungos benéficos responsaveis em conservar e digerir o pdlen da colmeia,
sao afetados pelo uso indiscriminado de fungicidas, diminuindo o valor nutricional do alimento

(YODER et al., 2013).

5.4 FUNGICIDA CAPTAN® SC (CAPTANA)
O Captan®SC é um fungicida de amplo espectro, utilizado em diversas culturas no
Brasil, como, batata, cebola, maca, tomate e uva (EDNEV, 1956). Utilizado também para o

tratamento de sementes, como, algodao, feijdo, milho e soja (EAVES et al., 1958). O principal
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ingrediente ativo do Captan® SC é a captana, muito utilizado no mundo (INGHAM et al. 1991),
a captana reduz a atividade enzimatica, respiragao e altera a fisiologia e morfologia de fungos
(LUKENS 2013). Residuos de captana foram encontrados em magas, onde o produto obteve
uma longa vida residual, sua perda foi de 17% evidenciando que parte do residuo de captana
foi absorvido pela cuticula da fruta (KOIVISTOINEN et al.,1965). A Food and Drug Adminis-
tration (FDA) determinou um limite de tolerancia de 100ppm para captana em produtos agri-
colas, devida a sua baixa toxicidade (KOIVISTOINEN et al.,1965). Nos estudos de Piotrowska-
Seget et al (2008) indicou que o preparo sucessivo do solo com captana (fungicida) e oxitetra-
ciclina (antibidtico) afetou negativamente os microrganismos do solo alterando suas atividades.
O efeito de captana em organismo nao alvo como a Saccharomyces cerevisiae resultou em
morte celular necrética tipica e perda da integridade da membrana celular (SCARIOT et al.,

2017).

5.5 FUNGICIDA ZIGNAL® (FLUAZINAM)

O fungicida Zignal® é utilizado em diversas culturas no Brasil, como, batata, feijio,
magca, soja ¢ tomate (ANEMA-BOUWMAN 1992). Sua eficiéncia ndo age apenas em doencas
fingicas, sendo também utilizado como acaricida na cultura da maca (RIBEIRO et al., 1999).
O principal ingrediente ativo do Zignal® é o fluazinam, onde possui um amplo espectro (BU-
TZLER et al., 1998), devido isso a unido europeia determinou limites de residuos de fluazinam
na macga que foram legislados em 0,3 miligramas por quilograma (DOWLEY; OSULLIVAN,
1995). No Japao onde o fungicida foi desenvolvido (SMITH et al., 2008; MALHAT et al.,
2013) os valores sao de 0,5 miligramas por quilogramas (WU et al., 2014). Por ser um fungicida
de contado seu modo de acdo se da na separag¢do da fosforilacdo oxidativa mitocondrial, ini-
bindo a sintese de ATP da célula fungica (VITORATOS, 2014). Ao contrario dos fungicidas
sistémicos, o fluazinam quase nao pode ser transportado pela planta (VITORATOS, 2014) ¢
resitente a chuva (KOMYOJI et al., 1995; XU et al., 2006) e considerado um protetor, devendo
ser aplicado antes do inicio da doenca para um melhor resultado (BUTZLER et al., 1998). Nos
estudos de Liang et al., (2015) a agcdo do controle preventivo do fluazinam foi maior do que a
efic4cia curativa, apresentando um nivel maior de toxicidade em Sclerotinia sclerotiorum. Sua
manipulagdo por um tempo prolongado ¢ prejudicial a satide humana, podendo causar dermatite

e induzir reagdes imunologicas especificas nas vias aéreas (DRAPER et al. 2003).


https://link.springer.com/article/10.1007/s11274-008-9815-2#_blank
https://link.springer.com/article/10.1007/s11274-017-2325-3#_blank
https://link.springer.com/article/10.1007/s10658-015-0644-5#_blank
https://link.springer.com/article/10.1007/s10658-015-0644-5#_blank
https://link.springer.com/article/10.1007/s10658-015-0644-5#_blank
https://link.springer.com/article/10.1007/s10658-015-0644-5#_blank
https://link.springer.com/article/10.1007/s10658-015-0644-5#_blank
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5.6  SANIDADE APICOLA.

As doengas exercem efeitos deletérios no desenvolvimento e produtividade de 4. mel-
lifera, sua resisténcia a fatores antropicos ¢ maior se elas estiverem sauddveis e nutridas
(POTTS et al., 2016). A proliferacdo de doengas em abelhas meliferas retrata um crescente
problema, devido a uma multiplicidade de fatores, entre os quais, se pode salientar a compra e
venda a nivel mundial de abelhas e produtos apicolas (GONCALVES, 2008; SANTOS et al.,
2018). A introducao do acaro V. destructor no Brasil, se deu devido a compra de rainhas im-
portadas por apicultores do Paraguai, onde ja havia ocorréncia de infestagdes do parasita em
colmeias de abelhas (MORSE; GONCALVES 1979). A sanidade das abelhas 4. mellifera ¢
preocupante, pois além do acaro V. destructor existem outros infestagdes que podem acometer
a colmeia, como acarapiose, tropilaelaps, besouro da colmeia, infecgdes de loque americana,
loque europeia e nosemose (OIE 2020).

No Brasil, as principais doengas que ocorrem em colmeias de 4. mellifera sdo a nose-
mose ¢ a varroose (KLEE et al., 2007; STRAPAZZON et al., 2009; LOPES et al., 2004). A
nosemose tem contribuido com o desaparecimento e/ou morte de abelhas, sendo um dos prin-
cipais patdogenos para a apicultura (HIGES et al., 2010), ¢ uma das doengas parasitarias que
mais causa danos a apicultura, seja isolada ou associada a outras doencas apicolas
(TENTCHEVA et al., 2006). Além das doengas, outros fatores podem comprometer a sanidade
de abelhas, como mudangas climatica, destruicdo de ambientes naturais, uso da terra para mo-
nocultivos/monocultura intensivos, uso indiscriminado de agrotoxicos, pragas, baixa disponi-
bilidade de alimento e manejo inadequado (GIANNINTI et al., 2017; IMPERATRIZ-FON-
SECA, 2017: BERINGER, 2019). Quando expostas a agrotoxicos a capacidade das abelhas de
detectar e remover agentes infecciosos causadores de doengas de crias e abelhas adultas pode
ser comprometida (WILSON-RICH et al., 2009).

Abelhas adultas, quando expostas a agrotoxicos apresentam mudangas comportamen-
tais e cognitivas (SANTOS et al., 2018; ANNOSCIA et al., 2020), como dificuldade em retor-
nar para a colmeia, danos nas habilidades de memdria, orientacdo, comunicagao, tremores, agi-
tacdo e reducio comportamentais (SANCHEZ-BAYO, et al., 2017; TISON et al., 2019). Estu-
dos realizados por Almeida et al., (2021), demostraram que quando expostas a fungicidas, abe-

lhas campeiras tiveram uma reducao nas taxas de respiracdo e preferencias de cores em flores.



25

Os fungicidas, apesar de ter sua a¢do voltada para as doencas fungicas em plantas, podem com-
prometer o comportameto das abelhas (ARNO et al., 2018; TADEI et al., 2019; ALMASRI et
al., 2021).

5.6.1 COMPORTAMENTO HIGIENICO

O comportamento higiénico ¢ um mecanismo de defesa natural das abelhas, sendo
determinado geneticamente (SCHAFASCHEK et al., 2016, ROTHENBUHLER, 1964a-b;
GRAMACHO, 1999). E uma condigio genética controlada por dois pares de genes recessivos
o gene u = uncapper (desoperculador) e o gene r = remover (removedor) que em homozigose
(uu/rr), permitem que as abelhas portadoras de ambos os genes, sejam classificadas como higi-
énicas (ROTHENBUHLER, 1964). No entanto, foi sugerido um modelo de trés loci indicando
que o comportamento higi€nico seria de fato, um mecanismo genético mais complexo (MO-
RITZ, 1988).

O comportamento higiénico ¢ considerado o principal mecanismo de resisténcia de
abelhas meliferas, sendo classificadas de abelhas higiénicas aquelas que expressam o compor-
tamento de detectar e remover parasitas (MESSAGE, 1979) e crias mortas ou doentes da col-
meia, funcionando como um eficiente mecanismo comportamental de resisténcia a doencas da
cria (GILLIAM et al., 1983; PALACIO et al., 2000; SPIVAK et al, 2001). Para ser considerada
higiénica a colmeia deve ser capazes de detectar, desopercular e remover a cria doente antes da
proliferacdo da doenca, evitando o manuseio e a transmissao do patogeno (SCHAFASCHEK
et al., 2019). Uma colmeia altamente higiénica deve removem 85% ou mais das crias mortas
no prazo de 24 horas, aquelas que ndo conseguirem atingir este valor, sdo consideradas ndo-
higiénicas (MASAQUIZA et al. 2021; GRAMACHO; GONCALVES, 1994).

A sanidade de A. mellifera ¢ afetada quando a colmeia ndo exerce o comportamento
higi€nico, impactando diretamente seu trabalho quando expostas a doengas causadas por virus,
bactérias, fungos, parasitas, desordens metabolicas, nutricionais e hormonais, além de intoxi-
cacdes diversas (GONCALVES, 2008). Parasitas, como V. destructor, microsporidios de Vari-
morpha spp. e produtos apicolas contaminados por agrotoxicos (SILVA et al, 2020), pode oca-
sionar perdas ou enfraquecimento de colmeias, comprometendo o comportamento higi€nico
(MALASPINA et al., 2008; CARVALHO et al., 2009; MALASPINA et al., 2010; BIZZOC-
CHI, 2014). Segundo Schoning et al. (2012) a presenca do acaro V. destructor na colmeia nao

¢ incentivo para a remogao da cria, sua remocao se da a partir das lesdes provocados nas larvas
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e referente ao grau de infec¢ao dos acaros. Uma colmeia de 4. mellifera deve garantir, além de

uma grande produtividade, uma elevada capacidade de defesa contra doengas e parasitas

(STRAPAZZON et al., 2009).

5.6.2 ACARO Varroa destructor.

O é&caro Varroa destructor ¢ um ectoparasita de abelhas, que pertence a classe dos
aracnideos, ordem Mesostigmata, familia Varroidae, género Varroa, espécie V. destructor
(CRANE, 1978). Os primeiros relatos sobre o acaro V. destructor foram realizados por Jacob-
soni em 1904, que encontrou esses parasitas em Apis cerana (Hymenoptera: apidae) na ilha de
Java, Indonésia (DELFINADO; BAKER et al., 1974). No entanto, a defini¢do do acaro foi
realizada por Oudemans, apontando o detalhamento e classificando-o a principio como Varroa
Jjacobsoni Oudemans, 1904 (DELFINADO et al., 1989). Durante a primeira parte do século XX
na Asia o 4caro passou a parasitar colmeias de 4. mellifera, se espalhando logo depois pelo
continente, chegando a Europa na década de 70 devido a comercializagdo de colmeias parasi-
tadas, espalhando - se rapidamente, atingindo a Africa, América do Sul e América do Norte
(KRAUS et al., 1995).

O ciclo de vida do acaro V. destructor possui fases distintas como: desenvolvimento,
reproducdo e fase forética, seu desenvolvimento e reproduciao ocorrem dentro do alvéolo junto
com a larva de abelha, desde a fase de ovo até o individuo ficar adulto e sexualmente maduro,
este ciclo bioldgico leva de 13 a 14 dias (SILVA, 2010). As fémeas adultas saem fecundadas
das células de cria e aderidas a abelha, nesse momento se inicia a fase forética, os machos, por
ndo possuirem um aparelho bucal para se alimentar, morrem ou sdo removidos pelas abelhas
(MURILHAS; CASACA, 2004; CALDERON et al. 2010). Na fase forética, o acaro ¢ total-
mente dependente da abelha, onde pode viver durante meses parasitando, se alimentando da
hemolinfa e corpo gorduroso (TRAYNOR et al., 2020) de crias e adultos de A. mellifera, cau-
sando a varrose (MURILHAS; CASACA, 2004). A fémea pode repetir a fase reprodutiva de
duas a trés vezes (ROSENKRANZ; ZIEGELMANN, 2009), com preferencias em crias de zan-
goes (HARRIS et al., 2016), devido ao tamanho da célula e com o fato dele levar mais tempo
para emergir, aumentando o sucesso reprodutivo do adcaro (CALDERON et al. 2010).

Acredita-se que diversos fatores estressantes, atuando isoladamente ou em conjunto,
prejudicam a resposta imune do inseto e contribuem para o enfraquecimento de colmeias de A4.

mellifera, permitindo a agdo de patdgenos oportunistas e pragas, como o acaro V. destructor
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(COX-FOSTER 2007; VANENGELSDOREP et al., 2009; DI PRISCO et al., 2013; BIZZOC-
CHI, 2014). A exposi¢ao a doses de agrotoxicos aumenta a susceptibilidade das abelhas a di-
versos parasitas e patogenos como os microsporideos de Varimorpha (PETTIS et al. 2013),
aumentando o gasto energético em atividades de desintoxica¢do e reduzindo a energia disponi-
vel para a defesa contra pragas como o acaro V. destructor (RAND et al., 2015). Para o controle
desse ectorapasita sao aplicadas algumas técnicas sanitarias, com acaricidas (SAMMATARO
et al., 2005), oleos essénciais (DAMIANI et al., 2009) e acido oxalico dentre outros (PORRINI
et al., 2017), porém a sanificagdo pode ser prejudicial a colmeia, devido a constituicdo quimica
e o constante uso desses produtos, podendo tornar o acaro ainda mais resistente (CASTAG-
NINO; ORSI, 2012). O acaro V. destrictor ¢ vetor do virus da asa deformada (PINTO et al.,
2015), podendo levar a perda da colmeia (TORRES; BARRETO, 2013). A principal conse-
quéncia da varrose em A4. mellifera é o enfraquecimento da colmeia, devido a intensa desordem
nutricional provocado pelo 4caro ao se alimentar do corpo gorduroso ¢ hemolinfa da abelha

(SAMMATARO et al., 2013; TRAYNOR et al., 2020).

5.6.3 MICROSPORIDIOS Varimorpha spp.

Os microsporidios de Vairimorpha spp, pertencem ao reino Fungi, filo Microspora,
ordem Dissociodihaplophasida, familia Nosematidae, género Vairimorpha (CAVALIER;
SMITH, 1998; TOKAREV et al., 2020). Entre as 1200 espécies de microsporidios de Vairi-
morpha spp. existentes no mundo (KEELING; FAST, 2002), apenas trés sao capazes de infectar
A. mellifera, como, Vairimorpha apis, Vairimorpha ceranae € Vairimorpha neumanni (FRIES
etal. 1996; HIGES et al., 2006; HUANG et al., 2007, CHEMUROT et al., 2017; SULBORSKA
et al. 2019; TOKAREYV et al., 2020). Esses microsporidios apesar de serem organismos euca-
riontes, possuem aspectos semelhantes aos procariontes, pois ndo apresentam mitocondrias e
peroxissomas (FRANZEN; MULLER, 1999), sdo parasitas intracelulares obrigatdrios das cé-
lulas intestinais de A. mellifera adultas, causando infeccdo intestinal sistémica grave (DE
GRAAF et al., 1994). A infec¢do ocorre pela ingestdo de esporos presentes no ar (SUL-
BORSKA et al. 2019), alimento, por via oral (trofalaxia), via fecal, ou depois da limpeza dos
pelos (SMITH, 2012).

As operarias de A. mellifera sdo as mais afetadas pelas infec¢des causadas pelos mi-
crosporidios de Vairimorpha spp, a infeccdo comeca quando os esporos chegam ao aparelho

digestivo da abelha, onde encontram circunstancias ideais tanto fisicas quanto quimicas para
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germinarem (PERNAL, 2012). A replicagdo dos esporos, ocorre quando o microsporidio intro-
duz o esporoplasma infeccioso através de um filamento no citoplasma das células intestinais da
abelha (LARSSON, 1986; FRIES et al., 1996; GISDER et al., 2011). Apds a germinagdo, a
estrutura vegetativa inicial (meronte fusiforme) se multiplica e, apds 48 a 72 horas a infec¢ao
se estabelece no epitélio do ventriculo, sendo observados esporos em diferentes fases do ciclo
de desenvolvimento (GISDER et al., 2011; HIGES et al., 2007). Os microsporidios de Vairi-
morpha spp. por ndo possuirem mitocondrias necessitam do ATP sintetizado pelas abelhas, essa
dependéncia € notoria, principalmente na fase de germinagdo dos esporos, promovendo estresse
nutricional e energético nos hospedeiros (CORNMAM et al., 2009). Ao lesar o sistema diges-
torio as abelhas ficam mais susceptiveis a outras infec¢des, seja por virus ou bactérias (GUI-
MARAES-CESTARO et al., 2016). O nosemose pode promover a diminui¢io populacional das
abelhas adultas, comprometendo o rendimento das abelhas forrageiras na coleta de alimento,

tendo como consequéncia o declinio da colmeia (GOBLIRSCH et al., 2013).
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CAPITULO 11
EFEITOS DOS FUNGICIDAS CAPTAN® & ZIGNAL® NO COMPORTAMENTO HI-
GIENICO E INDICE DE Varroa destructor EM Apis mellifera HYMENOPTERA: API-
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RESUMO

Os pomares de macieiras sofrem com doencas ocasionadas por fungos, para seu combate ¢
necessario utilizar produtos fitossanitarios, como fungicidas Captan®SC e Zignal®. Essa pulve-
rizacdo ¢ realizada no periodo da floragdo, periodo em que os pomares estdo recebendo os po-
linizadores, como Apis mellifera, sendo considerada um dos polinizadores mais importantes
para a cultura. Seus efeitos sdo desconhecidos para a colmeia quando expostas a esses produtos
a doses de campo. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento higié€nico,
infestagdo de Varroa destructor e forga das colmeias de A. mellifera expostas aos fungicidas
Captan®SC e Zignal®, utilizados em pomares de macieiras. O bioensaio foi composto por qua-
tro tratamentos, com trés repeticdes, representadas pelas colmeias. Cada colmeia foi exposta a
dietas alimentares correspondentes aos tratamentos: Controle, Captan®SC, Zignal® e Mistura.
As colmeias foram avaliadas nos tempos 0, 60, 90, 180, e 240 dias ap6s a exposi¢ao, quanto ao
comportamento higiénico (CH) e indice do &caro V. destructor (IAV). A forca das colmeias foi
avaliada nos tempos 0, 45, 135 e 180 dias ap6s a exposi¢do. Os resultados indicaram uma di-
minui¢ao no CH, aumento no indice de V. destructor e reducao na forga das colmeias tratadas
com os fungicidas isolados e em mistura, evidenciando um efeito dos tratamentos dependente
do tempo. A mistura foi a mais prejudicial dentre as colmeias tratadas, com reducdo no CH de
18,4 % nos tempos 0 e 60 dias, apds o inicio dos bioensaios e reducio na forca das colmeias,
comprometendo principalmente a area de cria e populagdo de adultas. Nossos resultados indi-
cam que as exposi¢des as doses de campo dos fungicidas Captan®SC e Zignal® exercem afeitos
subletais em A. mellifera, causando prejuizos em varias geracdes no decorrer dos 240 dias ana-
lisados e assim o declinio da colmeia.

Palavras-chave: Efeito subletal, captana, fluazinan, for¢a da colmeia, varroose.
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Abstract

Apple orchards suffer from diseases caused by fungi, and to fight them, it is necessary to use
phytosanitary products such as Captan®SC and Zignal®. This spraying is performed in the flow-
ering period, the period when the orchards are receiving pollinators, such as Apis mellifera,
which is considered one of the most important pollinators for the crop. Therefore, this study
aimed to evaluate the hygienic behavior, Varroa destructor infestation and strength of 4. mel-
lifera hives exposed to Captan®SC and Zignal® fungicides used in apple orchards. The bioassay
consisted of four treatments, with three replications, represented by the hives. Each hive was
exposed to food diets corresponding to the treatments: Control, Captan®SC, Zignal® and Mix-
ture. The hives were evaluated at 0, 60, 90, 180, and 240 days after exposure for hygienic be-
havior (HB) and V. destructor mite rate (Indice do acaro V. destructor, IAV). Hive strength was
evaluated at 0, 45, 135, and 180 days after exposure. The results indicated a decrease in HB, an
increase in V. destructor rate and decrease in the strength of the hives treated with fungicides
alone and in a mixture, highlighting a time-dependent effect of the treatments. The mixture was
the most harmful among the treated hives, with an 18.4% decrease in the HB at 0 and 60 days
after the beginning of the bioassays and a decrease in the strength of the hives, mainly compro-
mising the brood area and the adult mite population. Our results show that field doses of the
fungicides Captan®SC and Zignal® have sublethal effects on A. mellifera hives, causing damage
to several generations over 240 days and thus the decline of the hive.

Keywords: Sublethal effect, captan, fluazinan, hive strength, varroosis.
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7. INTRODUCAO

A maca (Malus domestica Borkh) ¢ uma fruta de clima temperado, com sua producao
concentrada no Sul do Brasil (PETRI et al., 2018). Seu cultivo possui importancia social e eco-
ndmica, gerando emprego e renda para milhares de pessoas (KRETZSCHMER e RUFATO,
2020). A alta produtividade da macieira é dependente da entomofilia (da ROSA et al., 2017).
A abelha Apis mellifera Linnaeu (Hymenoptera: Apidae) € utilizada na polinizacao dirigida em
macieiras (SALOME, 2014; WIESE; SALOME, 2020). Seu uso ¢ devido ao facil manejo, ele-
vada populagdo por colmeia, eficiéncia na polinizagdo e facilidade de transporte para pomares
(BIZOTTO et al., 2018).

O transporte das colmeias para os pomares inicia quando ha entre 5 e 10% de flores
abertas (SALOME, 2014). Esse procedimento tem por objetivo evitar que as abelhas busquem
fontes alimentares alternativas no entorno do pomar (ABROL, 2012). Entretanto, durante a flo-
racdo ocorrem doengas fingicas nas macieiras, sendo utilizados fungicidas para evitar perdas
de producdo (BONETI et al., 2002; NETO e SILVA et al., 2011). Apesar de insetos ndo serem
alvo de fungicidas, o contato direto ou residual, ou a exposi¢ao via néctar ou pdlen contaminado
sugerem que estes produtos afetam abelhas (GULLEN et al., 2019; ZIOGA et al., 2020).

A exposi¢ao de abelhas a fungicidas pode causar efeitos subletais, dentre os quais des-
tacam-se, o comprometimento de fungdes fisiologicas e comportamentais (SCARIOT et al.,
2017; TARNO et al., 2018; TADEI et al., 2019), como: alteragdes no padrao de voo, lesdes no
intestino médio, redugdo da sobrevivéncia de adultos, enfraquecimento da colmeia (DE-
GRANDI-HOFFMAN et al., 2015; CIZELJ et al., 2016; TADEI et al., 2019; ZALUSKI et al.,
2020) e o comprometimento do comportamento higiénico (ALMEIDA 2017).

O comportamento higiénico ¢ um mecanismo de defesa de abelhas a doengas. Abelhas
com esse comportamento detectam e removem crias mortas ou doentes da colmeia (ROTHEN-
BUHLER, 1964a-b; SCHAFASCHEK et al., 2019). Para ser considerada higiénica, as abelhas
devem remover 85% ou mais das crias mortas em até 24 horas (MASAQUIZA et al. 2021;
GRAMACHO; GONCALVES, 1994). O comportamento higiénico ¢ controlado por genes re-
cessivos e expresso em abelhas homozigoticas (ROTHENBUHLER, 1964; MORITZ, 1988).
Entretanto, a exposicao a fungicidas pode comprometer a expressao do comportamento higié-
nico (CIZELJ et al., 2016; TADEI et al., 2019; SILVA, 2021), favorecendo a varroose em col-
meias (GUERRA et al., 2010; RAND et al., 2015; ANNOSCIA et al 2020). Além disso, a ex-

posicdo a fungicidas promove um gasto energético para desintoxicacao, reduzindo o vigor de
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A. mellifera na defesa contra parasitas (PETTIS et al., 2013; RAND et al., 2015), tornando as
colmeias mais suscetiveis a Varroa destructor (Arachnida: Varroidae).

O acaro V. destructor ¢ um importante ectoparasita de 4. mellifera (CRANE, 1978;
TRAYNOR et al 2020), que se alimenta da hemolinfa e do corpo gorduroso de A. mellifera
(MURILHAS e CASACA, 2004; RAMSEY et al., 2019; TRAYNOR et al., 2020). Essa ali-
mentacao reduz o metabolismo de proteinas essenciais ao sistema imune do inseto (ALAUX et
al., 2011; DEGRANDI-HOFFMAN; CHEN, 2015), o que pode acelerar o declinio da colmeia.
Nesse contexto, a exposi¢do a fungicidas, pode comprometer a resposta imune de A. mellifera,
contribuindo para o enfraquecimento da colmeia e potencializando a agdo de V. destructor (DI
PRISCO et al., 2013; ALMASRI et al 2020).

A introdugdo de A. mellifera em pomares durante a floracdo da macieira possibilita o
contato com fungicidas. Essa exposi¢do pode afetar o comportamento higiénico, potencializar
a acdo de V. destructor e diminuir a forca da colmeia, causando a perda de colmeias (GE-
NERSCH et al., 2010). Deste modo, diante da lacuna sobre os efeitos de fungicidas em colonias
de A. mellifera, ha a necessidade de estudos que subsidiem agricultores e técnicos para o em-
prego de estratégias de aplicacdo que preservem estes polinizadores. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o comportamento higiénico, infestacao de V. destructor e forga das colmeias
de A. mellifera expostas aos fungicidas Captan®SC e Zignal®, utilizados em pomares de maci-

eiras.

8. MATERIAL E METODOS
8.1  APIARIO

O experimento foi conduzido em apidrio experimental da Cidade das Abelhas, locali-
zado na Ilha de Santa Catarina, Brasil (27°32'13.2”" S; 48°30'09.5"0), (Figura 1). O clima ¢
classificado como Cfa (Classificagdo climatica de Koppen-Geiger), mesotérmico imido, com
verdes quentes e chuvas distribuidas durante o ano e temperatura média anual 21,15 °C (RO-
CHA etal., 1993). A é4rea experimental ¢ circundada por uma unidade de conservagao ambiental
(4,92 Km?), ndo sendo permitido o uso agricola e emprego de agrotoxicos em um raio de até 10
km da area experimental. As colmeias de A. mellifera foram mantidas em caixas do tipo Langs-
troth com dez quadros cada, sendo manejadas e monitoradas de julho de 2020 a margo de 2021,
para padronizagdo quanto a postura da rainha, quantidade populacional de abelhas adultas, area

de cria e alimento estocado, de acordo com o método subjetivo de Delaplane et al. (2013).
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Adicionalmente, foram realizados manejos sanitarios para controle de parasitas com a introdu-

¢ao de fitas de acido oxalico.

Figura 1. Colmeias de A. mellifera no apiario experimental da Cidade das Abelhas,
Florianépolis — SC.

8.2 PRODUTOS FITOSSANITARIOS

Foram utilizados os fungicidas Captan®SC e Zignal® recomendados para a cultura da
macieira (MAPA, 2022). O fungicida Captan®SC é uma suspensio concentrada (SC) contendo
480 g/L de Captana (ingrediente ativo (I.A.)). Utilizou-se 0,75 ml de Captan®SC diluidos em
300 g de alimento, correspondendo a 1,2 mg [.A. por mL-1 de calda, representando a concen-
tracdo recomendada pelo fabricante para o uso no controle do patogeno Venturia inaequalis
(Venturiales: Venturiaceae). O fungicida Zignal® é uma suspensdo concentrada (SC) contendo
500 g/L de Fluazinam (I.A). Utilizou-se 0,3 mL de Zignal® diluidos em 300 g de alimento,
correspondendo a 0,5 mg I.A por mL-1 de calda, sendo a concentracdo recomendada para o

controle de Panonychus ulmi (KOCH, 1836) (Trombidiformes: Tetranychidae) e V. inaequalis.
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8.3 PREPARO DO ALIMENTO OFERECIDO AS COLMEIAS

Durante os bioensaios, as colmeias receberam semanalmente 300 g de alimento, com-
posto por 200 ml de xarope de acucar (alimento energético) e 100 g de polen multifloral (ali-
mento proteico) (Figura 2). O alimento energético foi preparado utilizando agtcar cristal orga-
nico (5 Kg) e 4gua (2 L). A mistura foi aquecida e, ao levantar fervura, 5g de &cido citrico foi
adicionado para conversao da sacarose em frutose e glicose, mantendo-se em fogo baixo por
mais cinco minutos. O pdlen ofertado as colmeias foi obtido a partir da instalagdo de coletores
de polen na entrada das caixas, sendo recolhido e pesado diariamente. Deste modo, a entrada

de abelhas com poélen foi impedida e garantido que consumissem o alimento ofertado (Figura

2).

Figura 2. (A) Xarope de acucar (alimento energético), (B) coletor de pdlen na entrada da colmeia.
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8.4 BIOENSAIOS

O bioensaio foi composto por quatro tratamentos, correspondentes as dietas alimenta-
res, e trés repeti¢des, representadas pelas colmeias. Os tratamentos eram compostos por: con-
trole, que recebeu 300 g alimento; Captan®SC, que recebeu 0,75 mL de produto comercial em
300 g de alimento; Zignal® que recebeu 0,3 mL do produto comercial em 300 g de alimento; e
Mistura, que recebeu 0,3 mL de Zignal® e 0,75 mL de Captan®SC em 300 g de alimento, para
avaliar o efeito da interagdo dos produtos nas colmeias. Os diferentes tratamentos alimentares
foram fornecidos semanalmente as colmeias durante um més, sendo ofertados por meio de ali-

mentadores internos de cobertura. Apds o periodo de exposicao as dietas alimentares, as col-
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meias foram monitoradas por 240 dias, sendo avaliadas com intervalos de 60 dias para as ana-
lises do comportamento higiénico, indice de infestacao de V. destructor e forga das colmeias,

conforme especificado a seguir.

8.5 AVALIACOES DO TEMPO PARA O COMPORTAMENTO HIGIENICO, INFES-
TACAO POR V. destructor E FORCA DAS COLMEIAS

As avaliagdes do comportamento higiénico (CH) e indice de infestacao por V. destruc-
tor (IVD) foram realizadas em crias e adultas. Foi realizada uma avaliagdo antes da exposi¢ao
das abelhas aos tratamentos e 60, 90, 180, e 240 dias ap6s a exposi¢ao aos fungicidas. As ava-
liagdes da forca das colmeias foram realizadas em quatro momentos. A primeira (tempo 0),
antes da exposi¢do das colmeias aos fungicidas; a segunda, 45 dias depois da exposi¢ao (tempo
1); a terceira, 135 dias ap6s a exposigdo (tempo 2); e a quarta, 180 dias apds a exposi¢ao (tempo
3).

8.6 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO HIGIENICO.

As avaliagdes do CH das abelhas foram realizadas utilizando o método descrito por
Newton e Ostasiewski (1986) e modificado por Gramacho e Gongalves (1994). Para isso, de
cada colonia, foi retirado um quadro com crias operculadas com idade entre dez e quatorze dias.
Em cada quadro foi delimitada duas areas paralelas (tratamento e controle) com 100 células,
onde foram contadas as células de cria operculadas, desoperculadas, com alimento e as vazias.
Na area do tratamento, as crias foram perfuradas no centro dos opérculos pela introdugao de

um garfo desoperculador adaptado (Figura 3).
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Figura 3. Perfuragdo da area tratada para o CH.

A area definida para a perfuragdo dos opérculos foi aquela que apresentou o menor
numero de crias vazias (Figura 4). Na area controle as células de cria operculadas ficaram in-
tactas. Apos a delimitacdo das areas e a perfuragdo das células operculadas os quadros foram
identificados e devolvidos as suas respectivas colmeias para que as abelhas operarias realizem

a desoperculagdo e remogao das crias mortas das areas controle e tratamento.
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Figura 4. Quadro de crias para a avaliagdo do CH, com delimitagdo, lado (A) con-
trole, células de crias intactas, lado (B) tratamento, células de crias perfuradas e
setas amarelas indicam as celular abertas.

Apbs 24 horas os quadros foram retirados das colmeias e o nimero de células vazias
das areas de tratamento e controle foram novamente contadas. Para realizacao do calculo da
porcentagem do CH, foi utilizado o fator de corre¢ao “Z”. O fator de corre¢do “Z” corresponde
a taxa de limpeza natural do controle (remog¢ao natural de crias), sendo calculado e descontado

do valor das crias removidas na area tratamento, sendo obtido pela féormula:
z=§*1oo (1)
Onde:

e Z = Percentual (%) de células onde a cria operculadas foi removida naturalmente no

controle.
e A =Numero de cé¢lulas de cria operculadas no controle antes do teste de limpeza.

e Y =Numero de células na qual a cria foi removida naturalmente no controle, sendo que

para obtencao de Y empregou-se a féormula:

Y=C-B )
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Onde:
e C = Numero de células vazias na area controle apds o favo ter sido submetido ao teste

de limpeza.

e B = Numero de células vazias na area do tratamento antes do favo ter sido submetido

ao teste de limpeza.

O valor estimado para o CH da colmeia foi considerado somente quando o fator de
correcdo “Z” da area controle foi igual ou menor que 10%. Caso ocorra uma remogao superior
a 10% das células a repeti¢ao deve ser descartada, pois remogdes acima de 10% podem estar
associadas a outros fatores que nao a perfuragdo, como doengas existentes na colonia (Machado,

2013). Para avaliar o CH foi utilizada a férmula descrita por Gramacho & Gongalves (1994):

__ CH(ap6s24h)—-CH(0h)
- co

CH

* 100 — Fator Z 3)
Onde:

e CH = Comportamento higiénico;

e CH (ap6s 24h) = Numero de células vazias 24 horas ap0s a perfuragao;
e CH (0Oh) = Numero de células vazias antes da perfuragao;

e (CO = Numero de células operculadas antes da perfuragao

e Fator Z = Taxa de remocgao de crias no controle (remog¢ao natural).

A partir dos resultados obtidos, as colmeias receberam diferentes classificagdes,
sendo: ndo-higiénicas, quando a remocdo de crias mortas for menor que 60%; intermedidrias
quando a remocao de crias mortas for entre 60,1 a 85% e altamente higi€nicas, quando a remo-

¢ao de crias mortas for superior a 85% (MASAQUIZA et al. 2021).

8.7 AVALIACAO DO NIVEL DE INFESTACAO POR V. destructor EM ABELHAS
ADULTAS DE A. mellifera

As avaliagdes do nivel de infestagdo pelo acaro V. destructor em abelhas adultas foi
realizada utilizando o método proposto por Dietemann et al., (2013). Para isso, foram coletadas
com a ajuda de uma vassoura espanadora apicola, aproximadamente 300 abelhas de cada col-

meia, presentes sobre trés ou mais quadros diferentes e acondicionadas em recipientes contendo
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alcool 70%, previamente identificados. As amostras foram levadas ao Laboratério de Entomo-
logia da Universidade Federal de Santa Catarina - LABENTO, permanecendo em élcool 70%
por 24 horas. Ap0s esse periodo, o conteudo dos frascos foi agitado por pelo menos trés vezes
para que fossem desprendidos os acaros dos corpos das abelhas e despejado em bandejas de

plastico branco para contagem de acaros e abelhas (Figura 5).

Figura 5. (A) Amostras para quantifica¢do de acaros em abelhas adultas. (B) Movimentacdo das amostras
por agitacdo mecanica manual. (C) Abelhas despejadas em bandeja branca para a contagem. (D)

lavagem das amostras com alcool 70%. (E) Coleta dos acaros. (F) Contagem das abelhas. (G)

Contagem dos acaros. (H) Fémeas adultas de V. destructor.

Para estimar o nivel de infestacdo de acaros sobre abelhas adultas, os valores obtidos

foram aplicados na seguinte formula:
NV
TIA% = —* 100 (4)
Onde:

e TIA%= Taxa de infestacdo por V. destructor em abelhas adultas.
e NV= Numero de acaros V. destructor.

e NA= Numero de abelhas
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8.8 AVALIACAO DE INFESTACAO POR V. destructor EM CRIAS DE 4. mellifera

As avaliagdes do nivel de infestacao de V. destructor em crias de abelhas 4. mellifera
foi realizada utilizando o método proposto por De Jong e Gongalves, (1981). Para isso foi co-
letado de cada colmeia um fragmento de favo com 50 crias operculadas na fase de pupas em
ambos os lados (Figura 6). Os fragmentos coletados foram armazenados em sacos de papel
devidamente identificados, transportados para laboratério e mantidos a 4° C até a avaliagao.
Com o auxilio de uma pinga, as células de crias foram desoperculadas para retiradas de 50 pupas
de cada lado do favo totalizando 100 crias, para a contagem dos dcaros presentes em cada célula.
Retiradas as pupas os favos foram postos sobre uma bandeja de plastico branco, onde cada
célula de cria foi lavada com 4gua, apds a lavagem foram dadas leves batidas no favo para

ajudar a remover os acaros das células de crias.
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Figura 6. (A) Corte de uma area com 50 crias fechadas para a contagem dos
acaros V. destructor em crias de A. mellifera. (B) Corte de crias
desoperculados para a contagem de V. destructor. Setas em ama-
relo indicando 03 acaros.

el *

Para estimar a taxa de infestacdo de acaros sobre crias de abelhas foi utilizado a for-
mula:
NA
TIC% = N—Cj %100 (5)
Onde:
o TIC%= Taxa de infestag@o por V. destructor em crias de abelhas.

e NAa= Numeros de acaros adultos.

e NCd= Numero de crias desoperculadas.
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8.9 FORCA DAS COLMEIAS

A forca das colmeias foi avaliada de acordo com o método subjetivo proposto por
Delaplane et al. (2013). Os parametros avaliados foram determinados pelo nimero de quadros:
contendo abelhas adultas em ambos os lados; com area de ninhada aberta e fechada; contendo
alimento armazenado. Esta avaliacdo consiste em estimar visualmente a area do quadro coberto
com abelhas, ninhada aberta e fechada, mel e pdélen de cada colmeia, realizada no inicio da

manha, por dois observadores humanos previamente treinados (Figura 7).

Figura 7. Analise da forca das colmeias

Para cada parametro foi descrito e estimado sua porcentagem. As informacdes foram
repassadas para um auxiliar que registrou as observagdes. Posteriormente, os valores das por-

centagens dos parametros avaliados foram somados para se conhecer a forga das colmeias.
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8.10 ANALISES ESTATISTICAS

Os tratamentos foram realizados em 12 colmeias, onde cada colmeia ¢ uma populacao
de abelhas e ndo em um Unico individuo, sendo assim as unidades amostrais ndo foram consi-
deradas homogéneas por se tratar da variabilidade genética existente em uma populagdo. Deste
modo para que ndo haja interferéncia das variagdes nos resultados, foram realizadas coletas de
dados antes e depois da aplicagdo dos fungicidas. A realizagdo das analises estatisticas foi apli-
cada a partir da seguinte formula:

VE = VDT — VAT (6)

Onde:

e VE =valores para a realizacao das analises estatisticas.
e VDT = valores coletados depois da aplicagao dos tratamentos.
e VAT = valores coletados antes da aplica¢ao dos tratamentos.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com os qua-
tro tratamentos; controle, Captan®SC, Zignal®, e a mistura e com as cinco analises de tempo. A
média final foi obtida por meio das cinco analises consecutivas de tempo em cada tratamento,
realizados em intervalos de 60 dias, sendo a primeira avaliagdo executada antes da exposi¢ao
das colmeias aos tratamentos. As variaveis analisadas foram indice de comportamento higié-
nico e indice de infestagdo do acaro V. destructor em operarias adultas e crias.

Ap6s os resultados os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) por
meio de modelos lineares generalizados (MLG). Quando ocorreu diferenca significativa entre
os tratamentos, foi utilizado o teste de comparacdes multiplas para raqueamento das médias
(Tukey, p <0,05). As analises foram realizadas empregando-se o software estatistico Minitab
(18.0). A associagdo ou a independéncia entre a exposi¢ao € a ndo exposicao aos fungicidas foi
testada para cada um dos quatro componentes da forca das colmeias. Foram utilizadas tabelas
de contingéncias e estimada a significancia estatistica dos valores dos desvios do teste de qui-

quadrado (X?).
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9. RESULTADOS
9.1 COMPORTAMENTO HIGIENICO

Na avaliagdo do CH realizada antes da introdugdo dos tratamentos, as colmeias foram
classificadas como altamente higiénicas, refletindo as caracteristicas expressas por estas popu-
lagdes (Figura 8). O padrao do CH entre as colmeias apresentou variagdes apds a administracao
das dietas alimentares de cada tratamento, com diferencas significativas sendo observadas 180

dias ap6s a exposicao (Tabela 1).

Figura 8. Avalia¢do do CH, indicando colmeias altamente

Na primeira avalia¢do ap0s a administragdo dos tratamentos, as colmeias foram reclas-
sificadas como altamente higiénicas, com excecdo do grupo Mistura, que teve uma queda de
18,4 % e foi classificada com o CH intermediario (Tabela 1). Nas avalia¢des seguintes, apenas
uma colmeia deste tratamento apresentava area de cria operculada para realizagdo do teste de
CH. Deste modo, a auséncia de variabilidade impediu a realizagdo da andlise estatistica dos

dados (Tabela 1).
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Tabela 1. Porcentagem média (+ erro padrdo) comportamento higi€nico de colonias de Apis mellifera expostas, por contaminagido
de dieta alimentar, as concentragdes de campo dos fungicidas Captan®SC, Zignal® e mistura (Captan® SC +Zig-

nal®).

Dias apo6s a exposi¢do a dieta alimentar contaminada F-va- p-va-
Tratamento

0 60 120 180 240 lor —lor
Controle 89,3 (£2,2) 92,2 (£3,3) 96,2 (£0,9) 86,0 (£1,4) ab 93,6 (+3,3) 2,98 0,08

Captan®SC! 86,9 (+2,6) AB 92,0 #2,1) A 813 (£102) AB 544 (+11,0)Bb 72,1 (£5,6)AB 3,92 0,04

Zignal® 93,3 (1,7) 95,1 (£2,5) 91,2 (£1,3) 91,3 (£1,5) a 74,7 (£12,5) 3,04 0,08
Mistura?® 89,8 (£1,8) 73,3 (£11,1)* 2,15 0,22
F-valor 1,56 2,75 1,60 7,21 2,08
p-valor 0,27 0,11 0,28 0,03 0,27

! Captan® SC (1,2 mg Ingrediente Ativo (L.A.) por mL™! de calda);

2 Zignal® (0,5 mg I.A por mL™! de calda);

3 Mistura (1,2 mg I.A. Captan® SC + 0,5 mg LA. Zignal® por mL"' de calda).

4 Os dados foram excluidos das analises com 120, 180 e 240 dias por ndo haver variabilidade.

5 Letras distintas, mintisculas na coluna e maiusculas na linha, diferem entre si por Tukey (p-valor<0,05).
Fonte: elaborado pelos autores

Na avaliacao de 120 dias apds o inicio dos bioensaios, os tratamentos nao apresenta-
ram diferengas no CH, onde as colmeias do tratamento Controle e Zignal® foram classificadas
como altamente higiénica e Captan®SC como intermediarias (Tabela 1). Apés 180 dias o trata-
mentos Zignal® diferiu do tratamento Captan®SC, nesta avaliagdo as colmeias do tratamento
Captan®SC foram classificadas como nio higiénica e apresentaram redugéo de 39,4 % no seu
CH em relagdo a avaliagdo realizada aos 120 dias (Figura 9). Na avaliacao realizada aos 240
dias, nao foram observadas diferengas no CH entre os tratamentos. Apenas as colmeias Controle
foram classificadas como altamente higiénicas, enquanto nos tratamentos Captan®SC e Zig-

nal®, foram classificadas como intermediarias (Tabela 1).
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Figura 9. Colmeia ndo higiénica. Setas em branco indicam células de cria
“vazia”. Setas em amarelo indicam células com cria morta. Setas
em vermelho indicam células com alimento.

9.2  INDICE DE INFESTACAO DE V. destructor EM ADULTOS E CRIAS DE A. melli-
fera

Na primeira avaliacao (tempo 0), o indice de infestacdo em todas as colmeias estava
abaixo de 5% em abelhas adultas. A infestacao por V. destructor apresentou variagdes ao longo
do tempo, com diferencas entre os tratamentos na primeira e terceira avaliagao apos a exposi¢ao
(tempos 60 e 180), enquanto que nas crias, a diferen¢a foi observada na tltima avaliagdo (tempo

240) (Tabela 2).
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Tabela 2. indice de infestagdo (%) de V. destructor (+ EPM) em adultos e crias de 4. mellifera oriundos
de colodnias expostas, por contaminagdo de dieta alimentar as concentragdes de campo dos fungi-
cidas Captan®SC, Zignal® e mistura (Captan®SC +Zignal®).

Tratamento Dias apos a exposi¢do a dieta alimentar contaminada F-va- p-va-
em adultos 0 60 120 180 240 lor lor
Controle 1,8 (£1,0) 2,5 (+0,9)b 2,2 (+0,8) 5,9 (£1,0)b 5,8 (£2,3) 3,18 0,07
Captan®SC' 3,1 (%0,9) 3,5 (x1,2)b 6,6 (£2,6) 8,6 (+1,3)ab 4,1 (£0,1) 2,27 0,14
Zignal® 1,3 (£1,3)B 11,2 (£1,5)a/A 7,9(+0,5AB 14,1 (£2,4)a/A 10,2(x2,3)A 9,05 0,03
Mistura® 2,3 (x0,7) 6,3 (¥2,1)ab 3,6 (£0,6) 4,2 (£2,4)b 3,7 (£2,1) 0,86 0,53
F-valor 0,63 6,86 2,92 5,72 2,37

p-valor 0,61 0,01 0,11 0,03 0,21

Tratamento Dias apo6s a exposic¢do a dieta alimentar contaminada F- p-va-
em crias 0 60 120 180 240 valor lor
Controle 8,7 (£6,7) 1,7 (£1,2) 4,3 (£1,9) 11,0 (+6,7) 5,0 (£0,00b 0,65 0,64
Captan®SC' 4,7 (£3,2) 4,3 (£1,5) 9,7 (+4,3) 35,3 (x16,7) 11,0 (#3,00b 2,36 0,13
Zignal® 6,7 (£6,7) 8,7 (£2,9) 6,3 (£3,0) 16,0 (+0,0) 27,0 (£3,0)a 3,58 0,06
Mistura® 1,7 (£0,3) 6,3 (£2,0)* 5,16 0,84
F-valor 0,36 2,20 0,70 1,24 21,56

p-valor 0,78 0,17 0,53 0,36 0,02

! Captan® SC (1,2 mg Ingrediente Ativo (L.A.) por mL™' de calda);

2 Zignal® (0,5 mg I.A por mL"! de calda);

3 Mistura (1,2 mg I.A. Captan® SC + 0,5 mg LA. Zignal® por mL"' de calda).

4 Os dados foram excluidos das analises com 120, 180 e 240 dias por ndo haver variabilidade.

5 Letras distintas, mintisculas na coluna e maiusculas na linha, diferem entre si por Tukey (p-valor<0,05).
Fonte: elaborado pelos autores

As colmeias expostas ao fungicida Zignal® mostraram-se mais comprometidas em re-
lagdo ao indice de infestacdo, apos o inicio dos bioensaios principalmente em adultos, foi ob-
servado aumento nas avaliacdes de 60 e 180 dias de 9,9 % e 12,8 %, respectivamente, quando
comparadas com a taxa de infestacdo no tempo 0 (Tabela 2). Evidenciando um efeito do trata-
mento dependente do tempo, onde o tempo 240 diferiu sobre o tempo 0 em Zignal®, assim
como observado para o CH. Em crias, o aumento foi de 20,3 % na avalia¢do de 240 dias, em

relagdo a primeira (Figura 10).
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Figura 10. (A) Corte do favo com crias para analise de Varroa. (B) Setas em amarelo
indicam o acaro sobre a cria.

No tratamento mistura, ndo foi possivel avaliar o indice de infestacdo em crias a partir
de 120 dias ap6s o inicio dos bioensaios devido a reducdo da area de cria, o que interferiu no
indice de infestacdo em abelhas adultas, devido a baixa disponibilidade de local para reprodu-
¢ao dos acaros. O indice médio de infestagdao nas colmeias do tratamento controle, nas avalia-
coes de 180 e 240 dias, foi superior a 5%, o que provavelmente foi causado pela produgdo de

células de zangdo, observadas nas colmeias.

9.3 FORCA DAS COLMEIAS

A exposicao das colmeias aos diferentes tratamentos interferiu na populacdo de abe-
lhas adultas, area de cria e alimento estocado, com redugao significativa destes pardmetros na-
quelas expostas ao tratamento mistura, que combinou os fungicidas Captan®SC e Zignal® (Ta-

bela 3).
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Tabela 3. Valores de qui-quadrado ()?) e a respectiva probabilidade (p) de comparag@o entre os tratamentos,
para os parametros preditores de forga das colmeias, 180 dias apds as exposi¢des (Ctrl: Controle;
Cap: Captan®SC; Zig: Zignal® e Mis: Zignal® + Captan®SC).

Parametros avaliados

Tratamentos Populagio de abe- Cria aberta Cria fechada Alimento esto-
lhas adultas cado
x* p valor x2 p valor x? p valor X2 p valor

Ctrl vs Cap 0.2048 09768  0.0216  0.9992  0.0576  0.9964 0.4514  0.9294
Ctrl vs Zig 0.0247 0.9999  0.1486  0.9854  0.0197 09993  0.3297  0.9543
Ctrl vs Mis 24356 04870 1.1293  0.7700  1.6456  0.6491 1.7803  0.6192
Cap vs Zig 0.1619 09835 0.1820 0.9804  0.0425 09977  0.2887  0.9621
Cap vs Mis 1.9020  0.5930  1.1827 0.7572 1.8144  0.6118 2.4467  0.4850
Zig vs Mis 2.0063 0.5711 1.2462  0.7419  1.6219 0.6544  2.1109  0.5497

Fonte: elaborado pelos autores

Nos pardmetros avaliados, os valores de y? foram maiores para as colmeias expostas
ao tratamento mistura quando comparadas aos demais tratamentos. Estes resultados indicam
que a presenca de ambos fungicidas na alimentacdo das abelhas, contribuiu significativamente
para a reducao da forga das colmeias dependente do tempo, inclusive, causando a morte de uma
delas antes do término dos bioensaios. Para este mesmo tratamento, ndo foi possivel realizar
avaliacdes de CH e IVD a partir de 120 dias apds o inicio dos bioensaios, devido a drastica

redugdo na area de cria, inviabilizando as analises.

10. DISCUSSAO

Os fungicidas Captan®SC, Zignal® afetaram as colonias de 4. mellifera. A exposi¢io
das colmeias ao alimento contendo Captan®SC, Zignal® isolados e em mistura, mostrou que as
concentragdes utilizadas para manejos fitossanitarios das plantas causaram a queda no CH, au-
mento no indice de V. destructor e reducao da forca das colmeias. Nossos resultados contribuem
para o entendimento dos efeitos adversos dos fungicidas sobre a complexidade de interagdes
das colmeias que se assemelham aos reportados em estudos sobre inseticidas. A conducao dos
bioensaios em condi¢des de campo permitiu identificar efeitos cronicos dependente do tempo
semelhante ao observado em colmeias expostas a doses subletais de neonicotinoides (TENNE-
KES, SANCHEZ-BAYO 2012; SANDROCK et al., 2014).

A exposicao das colmeias aos fungicidas ocasionou efeitos deletérios sobre o CH. Em

A. mellifera, esse comportamento ¢ uma caracteristica hereditaria (ROTHENBUHLER, 1964;
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MORITZ, 1988) associada a capacidade das abelhas em reagir a estimulos olfatorios (MAS-
TERMAM et al., 2000). Abelhas com idade entre 11 e 17 dias sdo capazes de identificar larvas
e pupas mortas ou parasitadas (ARATHI et al., 2000), realizando a abertura da célula para a
remogao da cria (MASTERMAM et al., 2000). E possivel que a alteragio do CH em abelhas
expostas aos fungicidas esteja associada ao comprometimento da capacidade de reagir a odores.
Herbicida a base de glifosato, acaricidas e inseticidas reduzem a resposta das abelhas no ensaio
do reflexo de extensdo da probdscide (GASHOUT et al., 2019; HERBERT et al., 2014; WIL-
LIAMSON et al., 2013), comprometendo o CH (CARDOZO 2017; MORFIN et al., 2019;
GASHOUT et al., 2019).

A exposi¢do a mistura de fungicidas pode ter antecipado a atividade de forrageio. Essa
antecipacao pode ser atribuida ao envelhecimento precoce das glandulas hipofaringeanas, pois
abelhas nutrizes expostas a herbicidas e fungicidas apresentaram altera¢des ultraestruturais e
degeneracao precoce nas glandulas hiporingeanas, compativeis com abelhas forrageiras (CHA-
VES, 2022; FAITA et al., 2018). Deste modo, ¢ possivel que a exposicao das abelhas aos fun-
gicidas tenha interferido na eficiéncia do CH tanto pelo prejuizo da sua capacidade olfativa,
quanto pela antecipacgdo da atividade de forrageio.

A populacdo de V. destructor apresentou flutuagao ao longo do tempo nas colmeias de
todos os tratamentos. No inicio dos bioensaios, o indice de infestagao em abelhas adultas estava
abaixo de 5%, o que ¢ considerado tolerdvel e incapaz de causar danos econdmicos (HARRIS
et al., 2016). No controle, os maiores indice de infestagdo ocorreram aos 180 e 240 dias apods o
inicio dos bioensaios. Estes indicies coincidiram com o periodo da primavera, quando as col-
meias estavam produzindo zangdes. A presenca de células de zangdes e sua propor¢ao em re-
lacdo as células de operarias ¢ relevante para regular o crescimento populacional de 4caros na
colmeia, uma vez que os 4caros tem preferéncia por essas celulas (FRIES et al., 1994), sendo
necessario medidas profilaticas quando 10 % ou mais dos zangdes estiverem infestados (HAR-
RIS et al., 2016).

Em colmeias expostas aos fungicidas, o aumento na populagdo de V. destructor foi
maior em colmeias que apresentaram redu¢do no CH. O CH ¢ um dos mecanismos de imuni-
dade social que garante a homeostase da colmeia (LARSEN et al., 2019), auxiliando a controlar
acaro (BOECKING; DRESCHER 1992). As colmeias expostas aos fungicidas tiveram maior

indice de infestagdo quando comparadas ao controle, tanto para abelhas adultas quanto para
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crias. O tratamento Zignal® diferiu dos demais, apresentando os maiores indices de infestacdo
por V. destructor, evidenciando um efeito do tratamento dependente do tempo.

Os danos causados por fungicidas sobre o sistema imunologico de abelhas nao foram
detalhadamente descritos. Entretanto, os danos ao sistema imunolédgico das abelhas ja sdo co-
nhecidos para inseticidas e herbicidas a base de glifosato (LEMAITRE; HOFFMANN 2007;
DI PRISCO et al; 2013; ANNOSCIA et al., 2020). Inseticidas neonicotinoides afetam a sinali-
zagdo de NF-xB, um fator de transcricdo que regula funcdes humorais e celulares em insetos
(LEMAITRE; HOFFMANN 2007), suprimindo barreiras antivirais e promovendo a replicacao
do virus da asa deformada (DI PRISCO et al; 2013). Estes inseticidas regulam negativamente
a expressao do gene Amel\102, responsavel pela melanizag¢do e a encapsulamento de organis-
mos no interior da hemocele (ANNOSCIA et al., 2020) e favorecem a proliferacao de V. des-
tructor, aumentando o IVD das colmeias (DI PRISCO et al., 2013; ALBURAKI et al., 2015;
DIVELY et al 2015; MONCHANIN et al., 2019).

Os herbicidas a base de glifosato, por sua vez, reduzem a sintese da maior proteina da
geleia real 3 (MRJP3) (FAITA et al., 2022), que desempenha importante fun¢ao na imunidade
social das colmeias, atuando sobre abelhas de diferentes idades e castas (MAORI et al., 2019D).
Adicionalmente, por ser uma espécie eussocial, A. mellifera possui menor nimero de genes
associados a imunidade (EVANS et al., 2006) e sintese de enzimas para desintoxicacdo (LAR-
SEN et al., 2019). Deste modo, ¢ possivel que a exposi¢ao das abelhas aos fungicidas tenha
prejudicado seu sistema imunologico, contribuindo para o aumento de V. destructor, conforme
observado no presente estudo.

As colmeias expostas aos fungicidas apresentaram um declinio populacional. Este de-
clinio pode indicar que Captan® SC e Zignal® interferem na forca da colmeia, sendo este um
efeito dependente do tempo e do tratamento. A redugdo na area de cria aberta e fechada foi mais
evidente no tratamento mistura quando comparado aos fungicidas de forma isolada. A mistura
pode indicar uma potencializacdo dos fungicidas quando combinados, caracterizado pelos mai-
ores prejuizos as colmeias, como a redu¢do da populagdo de adultas, estoque de alimento e
sobrevivéncia. Adicionalmente, quando expostas aos fungicidas Captan®SC e Zignal®, as abe-
lhas 4. mellifera apresentaram alteragdes ultraestruturais e degeneracao precoce nas glandulas
hiporingeanas (CHAVES et al., 2022). O comprometimento destas estruturas pode ter igual-

mente afetado as caracteristicas da geleia real, a nutri¢do da rainha e da ninhada, com efeitos a
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longo prazo sobre castas e geragdes de abelhas (FAITA et. al, 2021), afetando diretamente a
for¢a das colmeias.

A forca de uma colmeia ¢ determinada pelo indice de populacao de adultos, area de
cria aberta e fechada, além de alimento para sua manutengdo (DELAPLANE, 2013). No en-
tanto, a exposicao aos agrotoxicos pode afetar estes pardmetros, causando o enfraquecimento
das colmeias. Os fungicidas clorothalonil e propicanizol afetaram a forca de colmeias de A.
mellifera, promovendo redugdo no tamanho de rainhas e baixa produgdo de operarias
(TRAYNOR et al., 2021). Colonias de Bombus impatiens expostas a clorothalonil tiveram re-
dugdo significativa da populagao e prejuizo na produgao de rainhas no outono (BERNAUER et
al., 2015). Adicionalmente, colmeias expostas cronicamente a neonicotinoides tiveram reducao
de populagdo, sendo incapazes de produzir rainhas (SANDROCK et al., 2014; TSVETKOV et
al., 2017).

A ingestdo de alimento contendo Captan®SC e Zignal®, isolados e em mistura, com-
prometem a imunidade social ¢ homeostase das colmeias. A redugdo da forg¢a das colmeias,
pode ser compreendida como consequéncia da diminuigdo da area de cria € do numero de ope-
rarias adultas, que acabam prejudicando a eficiéncia do CH e favoreceram o aumento do IVD.
Os fungicidas sdo produtos fitossanitarios, cuja a formula deveria afetar apenas fungos fitopa-
togénicos. No entanto, estudos vem demostrando que eles causam prejuizos em organismos nao
alvo, como as abelhas. Considerando ainda que os fungicidas podem aumentar a toxicidade de
inseticida formulados a base de piretroides em até 1000 vezes (PILLING; JEPSON, 1993), ¢
possivel que em um cenario realista, onde as abelhas sdo expostas a multiplos agrotoxicos, a
sanidade e forga das colmeias sejam mais afetadas, comprometendo os servigos de polinizagdo

e produtos apicolas.

11. CONCLUSAO

As colmeias expostas aos tratamento com os fungicidas Captan®SC e Zignal® tiveram
reducao no CH, aumento do indice do acaro Varroa destructor em abelhas adultas e crias e
comprometimento na for¢a da colmeia. No entanto os indices foram mais significativos no tra-
tamento mistura, demostrando reducao da forga e perda de colmeias. Isso demostra que os fun-
gicidas agiram ao longo do tempo nas colmeias, inviabilizando o desenvolvimento de novas
crias e interrompendo o trabalho de abelhas adultas, demostrando que quando combinados sao

mais perigosos para colmeia.
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CAPITULO III
EFEITOS DOS FUNGICIDAS CAPTAN®SC E ZIGNAL® NO NIVEL DE INFECCAO
POR Vairimorpha spp. EM Apis mellifera LINNAEU (HYMENOPTERA: APIDAE)
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RESUMO

Colmeias de Apis mellifera sdo acometidas por varios patdgenos, dentre esses estdo 0s micros-
poridios de Vairimorpha spp. agente causador da nosemose. Doenca considerada uma das mais
importantes para a apicultura, pois 4. mellifera ¢ o principal polinizador na polinizacdo dirigida
de macieiras. Na floracao devido a doencas fungicas, sdo utilizados produtos fitossanitarios,
como os fungicidas Captan®SC e Zignal® como medida defensiva a esses patogenos. Deste
modo, diante da lacuna sobre os efeitos de fungicidas nesses polinizadores, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a prevaléncia e incidéncia de Vairimorpha spp em A. mellifera expostas aos
fungicidas Captan®SC e Zignal®, utilizados em pomares de macieiras. O bioensaio foi com-
posto por quatro tratamentos, com trés repeti¢des, representadas pelas colmeias. Cada colmeia
foi exposta a dietas alimentares correspondentes aos tratamentos: Controle, Captan®SC, Zig-
nal® e Mistura. As colmeias foram avaliadas nos tempos 0, 60, 90, 180, e 240 dias, quanto a
prevaléncia e incidéncia de Vairimorpha spp em A. mellifera. A anélise da prevaléncia para
Vairimorpha spp. indicou que os tratamentos € o tempo interferiram no ntimero de abelhas
infectadas. Para os tratamentos, foi observada diferenca significativa 120 dias apds a exposi¢ao
entre os tratamentos Zignal® e Mistura. Para o tempo, observou-se diferenca 60 dias apds a
exposi¢do nos tratamentos Captan®SC e Mistura. Os fungicidas utilizados na cultura da maci-
eira Captan®SC e Zignal® influenciaram na dindmica da incidéncia de Vairimorpha spp em A.
mellifera, onde os tratamentos tiveram quantidade menor de abelhas contaminadas, principal-
mente na mistura dos fungicidas, demostrando a potencializagdo desses produtos.

Palavras-chave: Polinizadores, efeitos subletais, sanidade apicola, nosemose, microsporidio.
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ABSTRACT

Apis mellifera hives are affected by many pathogens, which include Vairimorpha spp. micro-
sporidia, the causing agent of nosemosis. This disease is considered one of the most important
for beekeeping since 4. mellifera is the main pollinator in the directed pollination of apple trees.
In the flowering period, due to fungal diseases, phytosanitary products such as Captan®SC and
Zignal® fungicides are used as a defensive measure against these pathogens. Thus, given the
lack of information on the effects of fungicides on these pollinators, this study aimed to evaluate
the prevalence and incidence of Vairimorpha spp in A. mellifera exposed to Captan®SC and
Zignal® fungicides used in apple orchards. The bioassay consisted of four treatments, with three
replications, represented by the hives. Each hive was exposed to food diets corresponding to
the treatments: Control, Captan®SC, Zignal® and Mixture. The hives were evaluated at 0, 60,
90, 180, and 240 days for prevalence and incidence of Vairimorpha spp in A. mellifera. Preva-
lence analysis for Vairimorpha spp. showed that treatments and time interfered with the number
of infected bees. For treatments, a significant difference was observed 120 days following ex-
posure between the Zignal® and Mixture treatments. For time, the difference was noticed 60
days following exposure between Captan®SC and Mixture. The fungicides used in apple tree
crops, Captan®SC and Zignal® influenced the dynamics of the incidence of Vairimorpha spp
in A. mellifera, where the treatments had fewer contaminated bees, especially in the mixture of
fungicides, demonstrating the power of these products.

Keywords: Pollinators, sublethal effects, bee health, nosemosis, microsporidia.
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13. INTRODUCAO

A nosemose ¢ uma das doengas mais importantes para a apicultura mundial (PORRINI
et al. 2020). E causada por microsporidios do género Vairimorpha e ataca abelhas Apis melli-
fera Linnaeu (Hymenoptera: Apidae), (CAVALIER-SMITH, 1998; TOKAREYV et al., 2020).
Entre os microsporidios existentes, apenas trés sao capazes de infectar 4. mellifera, sendo Vai-
rimorpha apis, Vairimorpha ceranae (FRIES et al. 1996; HIGES et al., 2006; HUANG et al.,
2007; TOKAREYV et al., 2020) e Vairimorpha neumanni (CHEMUROT et al., 2017; SUL-
BORSKA et al. 2019). Estes microorganismos sao parasitas intracelulares obrigatorios das cé-
lulas intestinais de abelhas adultas (FRANZEN; MULLER, 1999). Ao parasitarem A. mellifera,
estes microsporideos causam infec¢@o intestinal sistémica grave, com impacto negativo direto
na forga e produtividade da colmeia (De GRAAF etal., 1994; MAYACK; NAUG, 2009; HIGEs
etal., 2010)

A nosemose inicia com a ingestdo de esporos que pode ocorrer durante a trofalaxia, no
momento da limpeza dos pelos e da colmeia (SMITH, 2012) ou ainda estarem presentes no
alimento (MACINNIS et al., 2020). As operarias de A. mellifera sdo as mais suscetiveis as
infecgdes causadas pelos microsporidios de Vairimorpha spp. (PERNAL, 2012). Alteragdes
metabolicas sdo ocasionadas por esse patdogeno, como, a redugdo de proteinas pela diminuicao
do tecido das glandulas hipofaringeas (WANG; MOFLLER, 1970) e alteracdo na constituicao
da hemolinfa ao nivel de acidos graxos, comprometendo a vida 1til das abelhas (ANTUNEZ et
al., 2009).

A interacao de Vairimorpha spp. com diferentes estressores, como, pesticidas, pode
auxiliar no aumento da mortalidade de abelhas e colmeias de A. mellifera (GOULSON et al.,
2015). Os residuos desses produtos encontrados no pdlen e néctar coletados pelas abelhas for-
rageiras (MALASPINA etal., 2008; CODLING et al., 2018; TONG et al., 2018) causam efeitos
deletérios em adultos de 4. mellifera, aumentado a suscetibilidade a infecgdes por patogenos
(DI PRISCO et al., 2013) ou infestacdo por Vairimorpha spp. (ALAUX et al., 2010).

Agrotoxicos utilizados em culturas como a da macieira podem comprometer colonias
de A. mellifera aumentando o indice de Vairimorpha spp (FAITA et al., 2020). Segundo Pettis
et al. (2013) a infecgdo por Vairimorpha spp. em abelhas alimentadas com polen contendo re-
siduo de fungicidas e inseticidas foi maior, a medida que a quantidade de residuo aumentou na

dieta polinica das abelhas. Nesse contexto, estudos relacionados a interagdo de fungicidas e
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indice de Vairimorpha spp. em colmeias de 4. mellifera sdo escassos na literatura. Neste sen-
tido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a prevaléncia e incidéncia de Vairimorpha spp em A.

mellifera expostas aos fungicidas Captan®SC e Zignal®, utilizados em pomares de macieiras.

14.  MATERIAL E METODOS
14.1 APIARIO

O experimento foi conduzido em apiario experimental da Cidade das Abelhas, locali-
zado na Ilha de Santa Catarina, Brasil (27°32'13.2”" S; 48°30'09.5"0). O clima ¢ classificado
como Cfa (Classificagao climatica de Koppen-Geiger), mesotérmico imido, com verdes quen-
tes e chuvas distribuidas durante o ano e temperatura média anual 21,15 °C (ROCHA et al.,
1993). A area experimental ¢ circundada por uma unidade de conservagao ambiental (4,92
Km?), ndo sendo permitido o uso agricola e emprego de agrotéxicos em um raio de até 10 km
da area experimental. As colonias de A. mellifera foram mantidas em caixas do tipo Langstroth
com dez quadros cada, sendo manejadas de julho de 2020 a marco de 2021, para padronizacao
quanto a postura da rainha, quantidade populacional de abelhas adultas, area de cria e alimento
estocado, de acordo com o método subjetivo de Delaplane et al. (2013). Adicionalmente, foram
realizados manejos sanitarios para controle de parasitas e patdogenos, a partir do uso de fitas de

acido oxalico 60 dias antes do inicio dos bioensaios.

14.2 PRODUTOS FITOSSANITARIOS

Foram utilizados os fungicidas Captan®SC e Zignal® recomendados para a cultura da
macieira (MAPA, 2022). O fungicida Captan®SC é uma suspensio concentrada (SC) contendo
480 g/L de Captana (ingrediente ativo (I.A.)). Utilizou-se 0,75 mL de Captan®SC diluidos em
300 g de alimento, correspondendo a 1,2 mg I.A. por mL™! de calda, representando a concen-
tracdo recomendada pelo fabricante para o uso no controle do patogeno Venturia inaequalis
(Venturiales: Venturiaceae). O fungicida Zignal® é uma suspensdo concentrada (SC) contendo
500 g/L de Fluazinam (I.A). Utilizou-se 0,3 mL de Zignal® diluidos em 300 g de alimento,
correspondendo a 0,5 mg I.A por mL™! de calda, sendo a concentragio recomendada para o
controle do adcaro Panonychus ulmi (KOCH, 1836) (Trombidiformes: Tetranychidae) e V. inae-

qualis.
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143 PREPARO DO ALIMENTO OFERECIDO AS COLMEIAS

Durante os bioensaios, as colmeias receberam semanalmente 300 g de alimento, com-
posto por 200 mL de xarope de actcar (alimento energético) e 100 g de podlen multifloral (ali-
mento proteico). O alimento energético foi preparado utilizando agucar cristal organico (5 Kg)
e dgua (2 L). A mistura foi aquecida e, ao levantar fervura, 5g de acido citrico foi adicionado
para conversao da sacarose em frutose e glicose, mantendo-se em fogo baixo por mais cinco
minutos. O pélen ofertado as colmeias foi obtido a partir da instalagdo de coletores de pdlen na
entrada das caixas, sendo recolhido e pesado diariamente. Deste modo, a entrada de abelhas

com polen foi restringida, permitindo o consumo do alimento ofertado.

144 BIOENSAIO

Para avaliar o efeito da interagdo dos produtos nas colmeias foram empregados quatro
tratamentos, correspondentes as dietas alimentares, e trés repeti¢cdes, representadas pelas col-
meias. Os tratamentos eram compostos por: controle, que recebeu 300 g alimento; Captan®, que
recebeu 0,75 mL de produto comercial em 300 g de alimento; Zignal® que recebeu 0,3 mL do
produto comercial em 300 g de alimento; e Mistura, que recebeu 0,3 mL de Zignal® e 0,75 mL
de Captan® SC em 300 g de alimento. Os diferentes tratamentos alimentares foram fornecidos
semanalmente as colmeias durante um més, sendo ofertados por meio de alimentadores internos
de cobertura. Apos o periodo de exposi¢do as dietas alimentares, as colmeias foram avaliadas
em tempos distintos (0, 60, 90, 180, e 240 dias). A primeira avaliacdo ocorreu antes do inicio

dos bioensaios e as demais, apds a exposicao das abelhas aos tratamentos.

15. AVALIACAO
15.1 DETERMINACOES DA INFECCAO POR Vairimorpha spp.

O nivel de infec¢ao de Vairimorpha spp. foi avaliado em abelhas adultas por meio do
método proposto por Fries et al. (2013). Para isso as entradas das colmeias foram fechadas em
dias ensolarados com temperatura acima de 20°C para ndo permitir a entrada ou saida de abe-
lhas (Figura 11). Quando as campeiras regressavam, acumulavam-se na entrada da colonia,
sendo coletados aproximadamente 100 individuos, com a ajuda de uma vassoura apicola. Estes
insetos foram armazenados em recipientes devidamente identificados contendo alcool 70% e

transportados ao laboratério para estimar o nivel de infec¢do por Vairimorpha spp.



82

Em laboratorio, as abelhas permaneceram em alcool 70% por 24 horas. Apds este pe-
riodo, 60 abelhas tiveram seus abdomens seccionados sem que fossem comprimidos. Posteri-
ormente, os abdomens foram macerados em um cadinho de porcelana com 20 mililitros de 4gua
destilada até formar uma massa homogénea. Este macerado foi filtrado com ajuda de uma pe-
neira, para que restassem somente os tecidos maiores, sendo adicionado 40 mililitros de dgua
destilada sobre os restos de tecidos que ficaram na peneira. O conteudo foi novamente macerado
para que o maior numero de esporos passe para a solu¢do. A solucao resultante do macerado
foi colocada em um agitador por 1 min, para que os esporos ficassem distribuidos de forma
homogénea. A contagem dos esporos foi realizada em uma camara de Neubauer, em microsco-

pio Optico com aumento de 40x.

Figura 11. (A) Coleta das operarias forrageiras. (B) Amostras de operarias coletadas. (C)
Abdomens seccionados de operarias para maceragdo. (D) Liquido resultado da
macera¢do dos 60 abdomens. (E) Liquidos sendo homogeinizado. (F) Camara de

Neubauer. (G) Observagdo dos esporos em microscopio. (H) Contagem dos qua-

drantes 1, 2, 3, 4 ¢ 5 com esporos em camara de Neubauer.

A abundancia para cinco quadrantes do hemocitdmetro (quadro das esquinas € um no

centro) foi obtida por meio da seguinte féormula:

Abundancia = < = NEC * 50.000 (1)

Onde:

e NE = Numeros de esporos.
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e NA= Numeros de abelhas.
e NEC= Numeros de esporos contados.
Quando foi observado menos de 1 esporo por quadrantes pequeno, foram contados

todos os 25 quadrantes grandes. Neste caso, a abundancia foi obtida por meio da seguinte for-

mula:
Abundancia = = = NEC * 10.000 )

Onde:
e NE = Numeros de esporos.
e NA= Numeros de abelhas.
e NEC= Numeros de esporos contados.

A prevaléncia de cada amostra foi adquirida a partir de uma subamostra de 20 abelhas
de cada colmeia. Seus intestinos foram individualmente, puxando-os pelo ferrdo, onde foram,
macerados em 0,5 mililitros de 4gua destilada com o auxilio de uma pinga na propria ldmina.
Posteriormente foi coberto por uma laminula e observados os esporos em microscopio optico

com aumento de 40x.

16.  ANALISES ESTATISTICAS

Os tratamentos foram realizados em 12 colmeias, onde cada colmeia ¢ uma populacao
de abelhas e ndo em um unico individuo, sendo assim as unidades amostrais ndao foram consi-
deradas homogéneas devido a variabilidade genética existente em uma populacdo, devido a
copula da rainha com varios zangdes. Deste modo para que ndo haja interferéncia das variagdes
nos resultados, foi realizada coletas de dados antes e depois da aplicacdo dos fungicidas. A
realizagdo das analises estatistica foi aplicada a partir da seguinte formula:

VE = VDT — VAT (3)
Onde:

e VE = valores para a realizacdo das andlises estatisticas.
e VDT = valores coletados depois da aplicacdo dos tratamentos.
e VAT = valores coletados antes da aplicacdao dos tratamentos.

A média final foi obtida por meio de cinco avaliagdes consecutivos, realizados em
intervalos de 60 dias a partir da primeira exposi¢ao das abelhas aos tratamentos, sendo a pri-

meira avaliacdo executada antes da exposi¢ao aos fungicidas. A varidvel analisada foi o indice



84

de Vairimorpha spp. em abelhas adultas de A. mellifera, os resultados foram submetidos a um

teste de normalidade de residuos e homogeneidade de variancias.

17. RESULTADO

As colmeias de 4. mellifera expostas a alimentagio contendo Captan®SC e Zignal®,
isolados e mistura, apresentaram variagdes no indice de infestacao por Vairimorpha spp., indi-
cado que os fungicidas afetaram a sanidade das abelhas ao longo do tempo analisado. A analise
para prevaléncia de Vairimorpha spp. indicou que os tratamentos e o tempo interferiram no
ntiimero de abelhas infectadas. O tratamento, Zignal® diferiu entre a Mistura no tempo 120, apds
a exposicao. Para o tempo, observou-se diferenga 60 dias, apds a exposi¢ao entre os tratamentos
Captan®SC e Mistura. A mistura dos fungicidas foi o tnico tratamentos que diferiu entre os

tempos e tratamentos analisados (Tabela 4).

Tabela 4. Percentual de Apis mellifera infectadas com esporos de Vairimorpha spp., a partir do teste de prevalén-
cia, dos tratamentos Captan® SC, Zignal® e mistura (de Captan® SC + Zignal®), coletadas em diferen-

tes tempos, apos o inicio dos bioensaios.

Dias apos a exposi¢do a dieta alimentar contaminada

Tratamento F-valor  p-valor
0 60 120 180 240

Controle 8.67 14.33 6.67ab 6.33 2.00 2.21 0.15

Captan®SC 4.67B 13.33A 5.33ab/AB 6.33AB 3.00B 5.08 0.02

Zignal® 7.33 10.33 2.33b 6.67 8.00 1.66 0.24

Mistura 5.67B 13.33A 10.00a/BA 5.50B 4.50B 4.40 0.04

F-valor 0.28 0.76 4.56 0.06 2.69

p-valor 0.84 0.55 0.04 0.98 0.18

Letras distintas, mintsculas na coluna e maitsculas na linha, diferem entre si por Tukey (p-valor<0,05).
Fonte: elaborado pelos autores

Mesmo com menor niumero de abelhas infectadas (teste de prevaléncia), a carga de
esporos encontradas nestes insetos indica uma alta infestagao (teste de intensidade), demos-

trando que o tempo foi significativo para o aumento dos esporos (Tabela 5).
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Tabela 5. Efeito de fungicidas e tempo de exposi¢io sobre o nimero médio de esporos de Vairimorpha
sp em Apis mellifera expostas via alimento contaminado a 0,75 mL de Captan® SC, 0,3 mL

de Zignal® e mistura (0,75 mL de Captan® SC + 0,3 mL de Zignal®).

Fonte de variacao gl F p-valor
Fungicidas 3 0,72 0.548
Tempo 4 3,66 0,014
Fungicidas x Tempo 12 0.32 0.980
Erro 34 - -

Fonte: elaborado pelos autores

As maiores intensidade de esporos foram evidenciadas nos tratamentos Captan®SC e
Mistura ao final dos bioensaios. No tratamento Captan®SC o niimero de esporos ap6s 180 dias
da exposi¢do era de 12 milhdes passando para 42 milhdes esporos na avaliagdo realizada apds
240 dias da exposi¢do. A intensidade foi mais severa nas colmeias do tratamento mistura, onde,
a analise apos 180 dias da exposi¢do indicou um nimero de esporos de 10 milhdes, passando
para 63 milhdes esporos apds 240 dias da exposicao, ocorrendo um aumento 5 vezes no nimero
de microsporidios de Vairimorpha spp. A intensidade da infec¢do por microsporidios de Vairi-
morpha spp. em abelhas forrageiras ndo foi significativo para nenhum das avaliagdes no tempo

ou tratamentos (Tabela 6).

Tabela 6. Numero médio de esporos de Vairimorpha spp em Apis mellifera expostas via alimento con-
taminado a 0,75 mL de Captan®SC, 0,3 mL de Zignal® e mistura (0,75 mL de Captan®SC +
0,3 mL de Zignal®) ap6s 0, 60, 120, 180 e 240 dias da exposigao.

Dias apos a exposi¢ao a dieta alimentar contaminada p-va-
Tratamento F-valor

0 60 120 180 240 lor
Controle 22.500.000 27.777.778 12.777.778 9.705.556  41.666.667 1,01 0,45
Captan®SC  15.111.111 12.305.556 23.611.111 12.250.000 42.916.667 1,90 0,19
Zignal® 45.555.556 21.111.111 21.944.444 18.055.556 5.666.6667 1,54 0,27
Mistura 32.222.222 30.611.111 11.083.333 10.000.000 63.916.667 0,75 0,59
F-valor 0.93 0.83 0.69 0.67 0.09
p-valor 0.47 0.52 0.58 0.60 0.96

Fonte: elaborado pelos autores
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18.  DISCUSSAO

O nivel médio de infestagdo por Vairimorpha spp. em abelhas adultas, em condi¢des
de campo, foi afetado pela exposi¢ao das colmeias a alimentacao contendo os fungicidas Cap-
tan®SC e Zignal®. Os testes de prevaléncia e incidéncia indicaram que houve um comprometi-
mento da sanidade das abelhas, principalmente para as colmeias expostas a mistura. Em siste-
mas agricolas, ¢ comum a presenga de multiplos agrotoxicos nos recursos troficos coletados
pelas abelhas (SANCHESZ-BAYO et al., 2016; McART et al., 2017; TOSI et al., 2018) e mel
(SILVA et al., 2015; MITCHELL et al., 2017). Essa exposi¢ao pode interferir nas condigdes
sanitarias das colmeias, favorecendo a proliferagdo dos microsporideos e reduzindo a longevi-
dade das abelhas (PETTIS et al., 2013; FAITA et al., 2020).

A redugdo na carga de esporos de Vairimorpha spp. ao longo do tempo nas abelhas do
tratamento Zignal®, pode ser efeito do fungicida sobre os microsporidios. Em fungos, o fluazi-
nam (i.a. do Zignal®) atua sobre as vias metabolicas da mitocondria, interferindo na fosforilagio
oxidativa e inibindo a sintese de ATP (VITORATOS, 2014). E possivel que a exposi¢io ao
Zignal® tenha afetado as mitocondrias das abelhas e ocasionado o comprometimento do meta-
bolismo energético destes insetos. Por consequéncia, isso pode ter afetando os indices de Vai-
rimorpha spp., uma vez que os microsporidios dependem do ATP produzido pelas células para
sobrevivéncia e esporulagdo (CORNMAN et al., 2009). Os agrotdxicos t€ém impactos sobrea o
comportamento das abelhas, como encontrar o caminho de volta para a colmeia, forrageamento
(THOMPSON, 2003) e coordenacdao motora da proboscide (ORUC et al., 2012), interferindo
na longevidade, orientacdo e aprendizagem, (CIARLO et al., 2012). Os fungicidas podem afetar
a imunidade, a sintese de ATP do tecido muscular toracico (DEGRANDI-HOFFMAN et
al.,2015) e também a composicao e diversidade do intestino, afetando micrébios dos quais as
abelhas dependem para a digestaio (BABENDREIER, 2007; YANG et al. 2011; DEGRANDI-
HOFFMAN et al. 2012).

O aumento na carga de esporos por abelhas ao longo do tempo nos tratamentos Cap-
tan®SC e Mistura, indicam o efeito cronico dos fungicidas. Esse comportamento foi ressaltado
principalmente ap6s 240 dias de exposi¢ao. No tratamento Mistura esse efeito pode estar asso-
ciado a potencializagdo da toxicidade dos fungicidas, sendo observado a reducao da forga das
colmeias. Os fungicidas tém a¢ao deletéria sobre a microbiota intestinal das abelhas, reduzindo
a diversidade fingica em exposic¢des cronicas (AL NAGGAR et al 2022), reduzindo sua diges-
tdo e promovendo a desnutricao destes insetos (DEGRANDI-HOFFMAN et al., 2017). Abelhas
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A. melliferas expostas aos fungicidas clorotalonil e piraclostrobina quando contaminadas com
microsporidios de Vairimorpha spp., apresentaram maiores cargas de esporos, indicando que
estes fungicidas acometem a satide das abelhas (PETTIS et al., 2013). Efeitos semelhantes fo-
ram observados em abelhas expostas ao herbicida glifosato, que tiveram alteragdes na microbi-
ota intestinal, com reducdo de espécies bacterianas que contribuem para a regulacdo imunolo-
gica e a resisténcia a patégenos (MOTTA 2020). Adicionalmente, a exposicao simultanea da
A. mellifera a esporos de Vairimorpha spp. e Roundup®, causou maior mortalidade de abelhas
em relagdo a estes estressores de forma isolada (FAITA et al., 2020).

Nos tratamentos Captan® e Mistura também foi observada a queda do nimero de abe-
Ihas infectadas com microsporidios e da for¢a das colmeias. E provavel que a redugdo da lon-
gevidade das abelhas tenha afetado a homeostase da colmeia, promovendo a quebra do polite-
ismo etario, que é baseado na idade e trabalhos que as operarias desempenham (VOSSCHER,
DUKAS, 1997; THOMPSON, 2007; PERNAL, 2012). Com a longevidade reduzida, as abelhas
forrageiras mortas sdo substituidas por abelhas jovens, levando ao forrageamento precoce (MO-
RAIS-VATIMO 2008). Em consequéncia, ha uma diminuigdo no niimero de abelhas enfermei-
ras, causando um impacto na dinamica da colmeia, como; cuidados com a cria, a rainha, arma-
zenamento e processamento de alimentos (THOMPSON, 2007; PERNAL, 2012). Em condi-
¢oes normais, o forrageamento € realizado por abelhas mais velhas (SEELEY 1982; NOWO-
GROSZKI 1984; ROBINSON, 1992) que também apresentam a maior quantidade de esporos
(GIERSCH et al. 2009; JACK et al., 2016). Neste sentido, € possivel que reducao da populagao
das colmeias tenha induzido abelhas jovens a fazer o papel das forrageiras e ainda ndo apresen-
tavam contaminacao e/ou esporula¢do do microsporidios. Assim, em cada vistoria, a coleta de
abelhas de diferentes idades justificaria a baixas quantidade de abelhas infectadas.

Cardozo, (2017), ao analisar cerca de 60 abelhas recém-emergidas constatou que as
amostras deram 100% negativo para a presenca de esporos de Vairimorpha spp., a mesma quan-
tidade foi avaliada para abelhas com cinco dias de vida e poucas apresentaram a presenga do
esporo e as que apresentaram continham uma esporulagdo baixa. Abelhas A. melliferas quando
contaminadas com fungicidas isolado ou em mistura, tiveram mortalidade, agindo principal-
mente no estado fisiologico do intestino médio, abddmen.S-transferase, glicose abdominal e
fosfatase alcalina do intestino médio, que estdo envolvidos na desintoxicacdo de xenobidticos,

sistema nervoso, defesas contra o estresse oxidativo, metabolismo e imunidade (ALMASRI et
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al., 2020). O desequilibrio na colmeia pode levar as abelhas mais jovens a adquirir um compor-
tamento fora do normal, onde as abelhas mais jovens podem reverter, retardar e acelerar ativi-
dades que so seriam suas em determinadas idades, devido a essas condi¢des (BRILLET et al.
2002).

Nossos resultados colaboram para a compreensdo dos efeitos dos fungicidas sobre col-
meias de 4. mellifera, os experimentos foram conduzidos em condigdes realista, o que nos per-
mitiu identificar efeitos cronicos dependente do tempo, a exposi¢ao das colmeias aos fungicidas

ocasionou efeitos nocivos sobre o indice de esporos de Vairimorpha spp em A. mellifera.

19. CONCLUSAO

Os fungicidas utilizados na cultura da macieira Captan® SC e Zignal® influenciaram
na dinamica da incidéncia de Vairimorpha spp em A. mellifera, onde os tratamentos com fun-
gicidas tiveram uma quantidade menor de abelha contaminadas, principalmente na mistura, de-
mostrando uma potencializacao da toxicidade desses produtos. Além de diminuir a quantidade
de abelhas contaminadas as que continham os esporos eram em um nivel muito elevado, as
colmeias tratadas com a mistura dos fungicidas tiveram piores resultados. Essa exposi¢do levou
as colmeias a um nivel de stress alto, onde resultou na postura da rainha, diminui¢ao da popu-

lagdo tanto de cria quanto de adultos e estoque alimentar.
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