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De tudo ficaram trés coisas:
A certeza de que estamos sempre comegando.
A certeza de que precisamos continuar.
A certeza de que seremos interrompidos antes de terminar.
Portanto devemos:
Da queda, um passo de danca.
Do medo, uma escada.
Do sonho, uma ponte.

Da procura, um encontro.

Fernando Sabino
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RESUMO

SIMIONATTO, Dieli. Acdo de agentes de controle sobre Apis mellifera (Hymenoptera:
Apidae), 2013, 37f. Trabalho (Concluséo de Curso) — Bacharelado em Zootecnia,
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Dois Vizinhos, 2013.

A abelha Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) executa varias atividades, como a
polinizacdo, beneficiando a agricultura e garantindo a producéo de frutos e grédos, além da
producdo de mel, geleia real, cera, propolis, pélen e apitoxina. A polinizacédo efetuada por A.
mellifera atinge vérias culturas, tais como flores, frutiferas, areas de milho e soja, entre outras.
A aplicacdo de entomopatdgenos e produtos fitossanitarios naturais para o controle de insetos-
praga destas culturas é pratica comum em sistemas alternativos de produgdo. No entanto,
ainda existem poucas informacdes na literatura sobre a acdo destes agentes de controle sobre
abelhas. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a acdo de agentes de
controle sobre A. mellifera. Para isto, os produtos fitossanitarios naturais Natualho®,
Natuneem®, Rotenat®, Pironat®, Calda Bordalesa e o entomopatdgeno Bacillus thuringiensis
subesp. Kurstaki (Berliner) (Btk) foram avaliados sobre A. mellifera em dois testes. No
primeiro teste os produtos foram pulverizados, na concentragcdo recomendada pelo fabricante,
sobre as abelhas. No segundo teste, os produtos foram acrescidos a pasta Candi e esta foi
fornecida as abelhas. Em ambos os testes foram utilizadas 30 operarias por tratamento
(repeticdo), individualizadas em tubos de vidro e, para as respectivas testemunhas utilizou-se
a pulverizacdo de &gua destilada esterilizada e a adicdo de pasta Candi pura ou acrescida de
agua destilada esterilizada. Os experimentos foram mantidos em camara climatizada (30 +
2°C, U.R. de 70 % 10% fotofase de 12 h) e a mortalidade das operarias avaliada a uma; duas;
trés; quatro; cinco; seis; nove; 12; 15; 18; 21; 24; 30; 36; 42; 48; 60; 72 e 96 horas. As
operarias mortas pela ingestdo de pasta Candi contaminada foram separadas e selecionadas
aleatoriamente para a retirada do intestino (meséntero) e posterior analise histoldgica. O
meséntero, depois de retirado, foi fixado em Bouin e preparado para histologia, conforme
procedimentos padrdes. Os mesmos foram avaliados quanti e qualitativamente. \Verificou-se
que os agentes de controle quando pulverizados e/ou fornecidos através de alimento néo
interferiram na longevidade das operarias de A. mellifera. A histologia do meséntero de A.
mellifera ndo apresentou alterages morfométricas, ndo interferindo no tamanho das
vilosidades das células. Os produtos fitossanitarios e o entomopatégeno ndo interferiram na
longevidade das operérias de A. mellifera.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis. Produtos Fitossanitarios Naturais. Abelha
africanizada. Seletividade.



ABSTRACT

SIMIONATTO, Dieli. Action of control agents on Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae),
2013, 37f. Trabalho (Conclusdo de Curso) — Programa de Graduacdo em Bacharelado em
Zootecnia, Universidade Tecnoldgica Federal do Parand. Dois Vizinhos, 2013.

The bee Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) perform various activities such as pollination,
benefiting agriculture and ensuring the production of fruits and grains, besides the production
of honey, royal jelly, beeswax, propolis, pollen and bee venom. The pollination performed by
A. mellifera reaches multiple cultures, such as flowers, fruit, fields of corn and soybeans,
among others. The application of entomopathogens and natural plytossany products to control
insect pests of these crops is common practice in alternative production systems. However,
there is few information in the literature about the action of these control agents over bees.
Therefore, this study aimed to evaluate the effect of control agents on A. mellifera. For this,
the natural plytossany products Natualho®, Natuneem®, Rotenat®, Pironat®, Bordeaux mixture
and entomopathogen Bacillus thuringiensis subesp. Kurstaki (Berliner) (Btk) were evaluated
on A. mellifera in two tests. In the first test the products were sprayed at the concentration
recommended by the manufacturer on bees. In the second test, the products were added to the
Céandi paste this was provided to bees. In both tests 30 workers bees were used per treatment
(repetition) in individual glass tubes, for the respective controls we used the spray of sterile
distilled water and addition of pure the Céndi paste plus sterile distilled water. The
experiments were kept in a climatic chamber (30 £ 2 ° C, RH 70 £ 10% photoperiod of 12 h)
and mortality of workers bee assessed by one, two, three, four, five, six, nine, 12, 15, 18, 21,
24, 30, 36, 42, 48, 60, 72 and 96 hours. The dead workers bee were divided randomly selected
for removal from the intestine (midgut), and subsequent histological analysis. The midgut,
after removal, was fixed in Bouin and prepared for histology as standard procedures. They
were evaluated quantitative and qualitative. It was found that the control agents when sprayed
and / or provided through food did not affect the longevity of workers of A. mellifera. The
histology of the midgut of A. mellifera showed no morphometric changes, no changes in the
size of the cells of the villi. The natural phytosanitary products and entomopathogen did not
affect the longevity of workers of A. mellifera.

Key-words: Bacillus thuringiensis. Natural phytosanitary products. Africanized bee.
Selectivity.
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1 INTRODUCAO

Com o aumento da populacdo mundial, a demanda de alimentos aumentou
significativamente e, consequentemente, 0 uso de produtos fitossanitarios sintéticos também
aumentou, a fim de controlar as pragas e aumentar a produtividade agricola. Com a utilizaco
destes inseticidas em larga escala muitos problemas ambientais foram agravados, sendo estes,
toxicidade ao homem (aplicador), mortalidade de inimigos naturais e contaminacdo de
produtos consumidos in natura, além dos rios, nascentes e solo. Com isso, surgiu o MIP
(Manejo Integrado de Pragas), que prioriza 0 conhecimento do inseto-praga, sua biologia,
seus inimigos naturais, além da utilizacdo de diversos métodos de controle, tais como:
controle bioldgico, controle cultural, controle fisico, controle mecénico, controle alternativo,
utilizacdo de plantas transgénicas, controle quimico, controle por comportamento, desde que
seletivos aos inimigos naturais e aos insetos benéficos (GALLO et al., 2002; VALICENTE,
2009).

Entre estes métodos de controle, o controle biolégico estd entre 0s mais
ambicionados nos sistemas alternativos de producdo, com atencdo especial a utilizacdo de
entomopatégenos, como as bactérias, virus, fungos, protozoarios e nematoides
(VALICENTE, 2009). A utilizacdo dos entomopatdgenos apresenta varios beneficios, tais
como, menor contaminacdo ambiental e ao homem, especificidade, poucos registros de
resisténcia em insetos alvos, a ocorréncia de multiplicacdo do proprio entomopatégeno no
ambiente, além da seletividade a inimigos naturais (ALVES, 1998).

Os extratos vegetais e 0s inseticidas fitossanitarios naturais também sao utilizados
com frequéncia nos sistemas alternativos de producdo. No entanto, muitas vezes 0s insetos
ndo alvo também sdo atingidos, causando repeléncia, esterilidade, toxidade, reduzindo a
alimentacdo o desenvolvimento e modificando o comportamento (ARNASON et al., 1990;
BELL etal., 1990).

Apesar de diversos autores discorrerem sobre a baixa toxicidade dos produtos
bioldgicos e alternativos, ainda sdo poucas as pesquisas desenvolvidas nesta area, em especial
quanto a utilizacdo e sua acdo sobre insetos benéficos, como a abelha Apis mellifera L.
(Hymenoptera: Apidae). A preocupacdo com a abelha A. mellifera ocorre pelo fato deste
inseto trazer beneficios diretos e indiretos ao homem, sendo os beneficios diretos a producdo

de mel, prépolis, pélen, cera e apitoxina, que geram lucros ao apicultor, ja a indireta através



da polinizagdo, sendo essencial na reprodugdo e na perpetuacdo de uma diversidade de
espécies vegetais polinizadas (TRINDADE et al., 2004).

Verificou-se que os produtos fitossanitarios naturais Natuneem® (500 mL/100L) e
Pironat® (250mL/100L), quando aplicados por via de contato (nas concentracdes 0,25x, 0,5x,
1x e 2x a dose recomendada) sobre operéarias de A. mellifera ndo foram toxicos, os quais néo
alteraram a longevidade das mesmas (EFROM, 2009).

Além dos produtos fitossanitarios naturais, produtos utilizados no controle bioldgico,
como a bactéria Bacillus thuringiensis Berliner, também geram preocupacéo e foram testadas
sobre outros insetos ndo alvos da ordem Hymenoptera, como Trichogramma pratissolii
Querino & Zucchi (Hymenoptera, Trichogrammatidae), que néo teve o parasitismo afetado
qguando alimentado com goticulas de mel inoculadas com diferentes isolados desta bactéria
(PRATISSOLI, 2006).

Atualmente existem varios trabalhos e pesquisas que avaliam o efeito dos agentes de
controle sobre as pragas, deixando de avaliar, ou pouco enfatizando, seus efeitos sobre os
insetos benéficos, em especial os polinizadores, através de analises histoldgicas, pois muitas
vezes 0s agentes de controle ndo modificam seu comportamento, mas em contato com o
sistema digestorio podem causar danos diminuindo seu desempenho e mesmo com a producao

e com a reproducéo.

1.1 OBJETIVO GERAL/ESPECIFICO

Avaliar a acdo de agentes de controle sobre a abelha Apis mellifera (Hymenoptera:
Apidae).
Avaliar a acdo da pulverizacdo e da ingestdo dos agentes de controle, produtos
fitossanitarios naturais e Bacillus thuringiensis sobre a sobrevivéncia de A. melifera.
Analisar os efeitos destes agentes de controle no sistema digestério de A. melifera

através da analise histoldgica.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SISTEMA ALTERNATIVO DE PRODUCAO

O crescente aumento da area de producédo agricola no Brasil fez com que a demanda
de produtos fitossanitarios sintéticos aumentasse, a fim de controlar doencgas e pragas. No
entanto, juntamente com este aumento tem-se a preocupac¢do com 0 ambiente, pois varios
problemas comecaram a surgir, tais como contaminacdo de alimento, agua, solo, resisténcia
de pragas e eliminacdo dos organismos benéficos.

Nos sistemas alternativos de produgdo também ocorre a presenca de pragas e
doencas em culturas, assim como nos sistemas convencionais, com isso, necessita-se utilizar
conjuntamente com produtos alternativos para se substituir os produtos fitossanitarios
sintéticos, sendo necessario que estes produtos apresentem um baixo custo, ndo sejam
prejudiciais a salde humana e que apresentem seletividade aos insetos benéficos
(PENTEADO, 2007).

Atualmente, é crescente a busca de alimentos saudaveis livres de contaminagéo onde
0s sistemas alternativos de producdo ganharam mais espaco no mercado, destacando-se pelos
alimentos chamados de organicos. Este tipo de sistema de producdo utiliza uma variada
guantidade de produtos bioldgicos e alternativos para fazer o controle de doencas e pragas
(LUCKMANN, 2011). Neste cenério, ressalta-se a utilizacgdo do controle bioldgico,
representado pelos entomopatdgenos, parasitoides e predadores, e a utilizacdo do controle
com métodos alternativos, representado pelos produtos fitossanitarios naturais, caldas
fertiprotetoras, 6leos essenciais e extratos vegetais (PENTEADO, 2007).

A protecéo e a preservacdo ambiental sdo os objetivos dos sistemas alternativos de
producdo, nestes sistemas proporcionam alimentos de melhor qualidade com relacdo social
entra as pessoas envolvidas no processo de producdo (PRIMAVESI, 1994; GLEISSMAN,
2005).

2.2 CONTROLE BIOLOGICO
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O controle bioldgico é um fendbmeno natural, tem a finalidade de utilizar inimigos
naturais para controlar o nimero de animais e plantas. Dentre 0s diversos seres vivos, 0S
insetos apresentam varios inimigos naturais, tais como 0s insetos, bactérias, virus, fungos,
nematoides, entre outros (PARRA et al., 2002).

O estudo do controle bioldgico teve inicio no século Il a.C., através dos chineses,
que foram os primeiros a utilizar predadores para o controle de lepiddpteros desfolhadores e
coleobrocas de citros, utilizando a formiga Oecophylla smaragdina (Fabr.) (Hymenoptera,
Formicidae) (CLAUSEN, 1956; VAN DEN BOSCH et al., 1982). J4 no Brasil, o primeiro
inseto que foi introduzido com a finalidade de controlar a cochonilha escama-branca
(Pseudaulacaspis pentagona) (Targioni-Tozzetti) (Hemiptera: Diaspididae) foi o parasitoide
Prospaltella berlesei (Howard) (Himenoptera: Aphelinidae), trazido dos Estados Unidos em
1921(BRUMATTI; SOUZA, s.a). Os insetos mais utilizados para o controle bioldgico sdo os
da ordem Hymenoptera e em menor quantidade os da ordem Diptera, Strepsiptera e
Neuroptera (PARRA et al., 2002).

A busca por alimentos mais saudaveis fez com que o controle biolégico tivesse uma
maior importancia em programas de manejo integrado de pragas (MIP), o que tem ressaltado
essa pratica em muitas propriedades e que em conjunto com outros métodos, como o de
resisténcia de plantas a insetos, o fisico, o cultural e os comportamentais (feroménios),
objetiva manter o nimero de pragas abaixo nivel de dano econdmico (PARRA et al., 2002).

O controle biolégico, em especial o controle microbiano, que utiliza o0s
entomopatogenos, esta sendo uma alternativa para reduzir a utilizagdo dos produtos
fitossanitarios sintéticos, pois apresenta vantagens, como menor risco ambiental e humano,
alta especificidade, menor presenca de resisténcia nos insetos alvos e algumas vezes a
multiplicacdo do entomopatdgeno no ambiente, aumentando a sua persisténcia. No entanto, 0s
entomopatogenos apresentam algumas desvantagens sendo elas, maior suscetibilidade aos
fatores ambientais, baixa especificidade e necessidade de conhecimento sobre os métodos
corretos de aplicagdo, pois 0s mesmos podem atingir os insetos benéficos, ocasionando, além
de efeitos negativos no desenvolvimento e comportamento, a morte dos mesmos (ALVES,
1998).

2.2.1 Bacillus thuringiensis
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A bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis é distinguida como bastonete,
sendo Gram-positiva, aerébica ou facultativamente anaerdbica, esporulante e encontrada no
solo (COSTA et al., 2010). Esta bactéria € uma espécie caracterizada por formar proteinas
cristalinas extracelulares e intracelulares durante a esporulagdo (POLANCZYK; ALVES,
2003), estas produzem um cristal proteico intracelular, chamado Cry (YAMAMOTO; DEAN,
2000). Este entomopatdgeno tem agdo sobre as ordens Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera
e Diptera (PINTO; FIUZA, 2002), sendo considerado um entomopatdgeno com alto potencial
de disseminacdo, mas comumente ndo apresenta esporulacdo em insetos antes e apds a sua
morte. Por este motivo, dificilmente é encontra acarretando epizootias naturais em insetos
(POLANCZYK; ALVES, 2003).

Apds a ingestdo dos cristais protéicos as Cry pelo inseto alvo, estas proteinas
encontram-se insollveis no aparelho digestorio do inseto, ao entrar em contato com o pH
alcalino ocorre a solubilizagdo, sdo liberadas no intestino protoxinas desativadas e atraves da
acao proteolitica das enzimas digestivas ocorre quebradas em peptideos tdxicos. As toxinas
ativas vdo se ligar a receptores especificos presentes nas microvilosidades das células
epiteliais do meséntero, agindo sobre o balanco osmético e no gradiente i6nico, na membrana
apical, formando os poros e aumentando a permeabilidade da membrana, causando a ruptura
e extravasamento do contetdo celular com a hemolinfa proporcionando um meio adequado
para a germinacao dos esporos ocorrendo a morte dos insetos por septicemia (KNOWLES;
ELLAR, 1987; KNOWLES, 1994; ARONSON; SHAI, 2001).

Os produtos formulados a base de B. thuringiensis sdo utilizados em varias culturas,
como tomate, algodéo, citros, mandioca, soja, trigo, milho, entre outras para o controle de
lagartas (GALLO et al., 2002).

O entomopatégeno B. thuringiensis representava 90% do mercado dos produtos
fitossanitarios naturais, sendo que seus isolados possuem acéo patogénica para mais de 1000
especies de insetos, sendo 572 espécies de lepiddpteros, 0s quais sdo 0S mais suscetiveis
(POLANCZYK; ALVES, 2003). No mercado mundial de pesticida a comercializagdo de
produtos fitossanitarios naturais, até 2006, correspondia a 5% (BRAR et al., 2006).

No Brasil, a formulagdo p6 molhavel de B. thuringiensis é utilizada nas areas
agricolas, pois este tipo de formulagdo proporciona um maior potencial. No Parana, este
entomopatogeno é o mais utilizado na cultura de soja organica (HIRAKURI et al., 2011).

Apesar de B. thuringiensis apresentar seletividade e alta especificidade (GLARE;

O’CALLAGHAM, 2000), em algumas culturas, ap0s a pulverizacdo, os granulos dos
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produtos com B. thuringiensis séo facilmente apreendidos pelas abelhas, quando estas coletam
0 polen, levando esta bactéria para a colénia (JOHANSEN; MAYER, 2006).

2.3 CONTROLE ALTERNATIVO

A utilizacdo de produtos conhecidos como naturais fitossanitarios naturais € uma
ferramenta para quem necessita fazer o controle de insetos pragas. Estes produtos s&o
produzidos com plantas ou matérias que a propria propriedade pode proporcionar
(EMBRAPA, 2013).

Os produtos naturais podem ser oriundos de extratos vegetais, e deles também
extraido seus Oleos. Estes produtos também podem ser vendidos em comércios
especializados, como as caldas, que na maioria das vezes sdo produzidas pelo préprio
produtor para os sistemas alternativos de producdo. Por estes produtos apresentarem uma
variedade de substancias na sua composicdo, estes apresentam diversos principios ativos, e
com uma menor toxicidade aos seres humanos e aos animais, podendo ser facilmente
degradados, além da quantidade de residuos nos alimentos e no ambiente ser menor
(LUCKMANN, 2011).

2.3.1 Natuneem®

O produto Natuneem®, segundo os dados de sua composicéo, é proveniente de 6leo
de nim, extratos vegetais bioativados, 6leo de mamona e veiculo. O nim Azadirachta indica
Juss. € uma arvore da familia das Meliaceas, planta originaria da India e Birmania, sendo que
todas as partes da planta possuem compostos ativos (BRECHELT, 2004). Esta planta tem
suas partes utilizadas como inseticida, adubo e planta medicinal (MARTINEZ, 2002). O nim
possui a azadiractina como seu principal composto ativo, um tetranortriterpenoide, isolado das
sementes (REMBOLD, 1989), este produto apresenta elevada agdo acaricida e inseticida,
possuindo baixa toxidade ao homem e seletividade aos inimigos naturais (MOURAO et al.,
2004).
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O mercado possui varias formulagdes de produtos a base de nim, como p6 seco, 6leo,
extrato aquoso e organico (acetonico, etanolico, metandlico, cloroférmico, hexanico) e pasta
(SAXENA, 1989). Apresenta acdo sobre mais de quatrocentas espécies de insetos e acaros,
através da diminuicdo da fecundidade, mortalidade, inviabilidade quando nas formas imatura
e repeléncia (MARTINEZ, 2002), sendo considerado seletivo para 0s inimigos naturais
(SCHMUTTERER, 1997).

2.3.2 Natualho®

Natualho® é um produto obtido do extrato de alho (Allium sativum L.) adquirido
através da extracdo a frio e solvente natural, sendo sollvel em &gua, apresenta-se com aspecto
amarelado com pH entre 6 a 8. O alho pode ser utilizado, além da alimentacdo humana e
medicinal, para fazer a protecdo de vegetais, como inseticida, antibacteriano e fungicida
(BRECHELT, 2004).

O extrato de alho apresenta muitos compostos organosulfurados com acdo inseticida,
como principal o dialil-disulfito (THOMAS; CALLAGHAN, 1999). Por apresentar repeléncia
sobre as pragas, muitas vezes recomenda-se plantar com frutiferas (AMBIENTE BRASIL,
2009).

2.3.3 Pironat®

O produto Pironat® (extrato pirolenhoso) é um composto obtido por meio da
condensacdo das fumacas geradas na producdo do carvdo vegetal. Por meio da pirolise da
madeira possui um concentrado com mais de 100 substancias quimicas com participacao ativa
no crescimento e defesa das plantas e da microfauna a elas associada. A composi¢cdo do
produto Pironat® possui 10% de concentrado de moléculas originadas através da pirélise,
sendo os principais 0 acido acético, siringol, guaiacol, metilsiringol, metilguaiacol, cresol e
fenol. O produto é recomendado como repelente de insetos e na prevencdo de algumas
doencas (VALEAGRO, 2013).
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2.3.4 Rotenat®

Rotenat® é produzido a base de extrato de Timb6 (Derris sp.) e &cidos graxos,
composto por 5% de rotenona, sendo este o principio ativo do produto (NATURAL RURAL,
2011). Este principio ativo é um composto natural encontrado em algumas plantas da familia
Fabaceae, sendo localizadas na América do Sul e na Asia (ISMAN, 2006), proporcionando
caracteristicas inseticidas e acaricidas contra alguns besouros, lagartas, pulgdes, pulgas,
acaros, cochonilhas, cigarrinhas e moscas (XAVIER, 2009). A rotenona apresenta efeitos
toxicos nos mausculos e nervos, fazendo com que os insetos ndo consigam se alimentar,
ocorrendo a morte ap6s algumas horas ou dias (KLAASSEN; WATKINS, 2003).

2.3.5 Calda Bordalesa

A calda bordalesa é uma suspensao coloidal, de cor azul-celeste, sendo um fungicida
composto por sulfato de cobre, cal virgem e dgua (PAULUS, 2001). Esta calda possui acdo de
antibiose e nutricional para as plantas, faz o controle de fungos e tem substancias que atuam
como repelentes a insetos (PENTEADO, 1999; CLARO, 2001). No sistema alternativo de
producdo é um produto utilizado, além de fazer a protecdo para as plantas contra alguns
insetos-pragas e patdgenos, a planta consegue absorver nutrientes essenciais (Cu, Ca e S),

favorecendo o desenvolvimento e a qualidade dos frutos (FREITAS, 2003).

2.4 ORGANISMOS NAO ALVO

Os organismos nédo-alvos sdo os insetos benéficos presentes no meio ambiente, entre
0s insetos, destacam-se como organismos nao alvos os parasitoides, os predadores e 0s insetos
considerados Uteis, como os polinizadores, produtores de seda e mel. Neste sentido as abelhas,

em especial Apis mellifera, destaca-se como organismo ndo alvo, em especial pelo seu
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potencial econémico, pois além da polinizacdo natural, ainda é fonte de renda em pequenas
propriedades, como produtora de mel e propolis.

Nos cultivos agricolas, as abelhas geram um grande beneficio com a polinizagéo,
mas Ainda existem poucos trabalhos verificando o valor econdmico do servico prestado por
estes polinizadores para as culturas agricolas. De acordo com as pesquisas dos Estados
Unidos onde s&o pioneiros nestes estudos Morse, Calderone (2000) a agricultura dos Estados
Unidos foi beneficiada somente pelas A. melliferas L. em 14,6 bilhdes de dolares, sendo que
em 1989 foi de 9,3 bilhdes (ROBINSON, NOWOGRODZI; MORSE 1989), ou seja um
aumento de 36%.

As culturas com maior dependéncia pela polinizagdo sdo a macga (Malus domestica)
na regido Sul e o meldo (Cucumis melo) na regido Nordeste. Nas areas com poucos manejos
na producdo de meldo no Nordeste do Brasil em 2004 foram introduzidas abelhas
africanizadas para os servicos de polinizagdo através do servico de aluguel de 10.000 coldnias
tendo um custo de R$30,00/colénia, totalizando R$ 300.000,00, ja em Santa Catarina na
cultura da maca foram alugadas 45.000 col6nias com um custo de R$ 40,00/coldnia,
totalizando 1.800.000,00 em 2004 (FREITAS; IMPERATRIZ-FONSECA, 2005).

No sistema agricola, a diversidade de culturas é grande e estas culturas abrigam
insetos-pragas e também os insetos considerados ndo alvos. No entanto, a aplicagdo de
produtos fitossanitarios naturais e/ou sintéticos podem afetar estes organismos (SCHULER et
al., 1999).

Neste sentido, Costa (2007), em dois anos agricolas, fez a avaliacdo do
entomopatogeno B. thuringiensis e de produtos fitossanitarios sintéticos sobre os organismos
ndo alvos presentes nas culturas de arroz antes e apos a aplicacdo do produto biologico e
sintético. Foram avaliados seis tratamentos (quatro produtos fitossanitarios sintéticos, um
produto fitossanitario natural a base de B. thuringiensis aizawai e testemunha sem
inseticidas). Nos dois anos do estudo ndo foi observado efeito significativo de B. thuringiensis
sobre 0 nimero de inimigos naturais coletados apds a aplicacdo do produto fitossanitario
natural.

O manejo integrado de pragas em conjunto com a diminuicdo dos produtos
fitossanitarios sintéticos fez com que novos métodos de controle fossem utilizados e com isso,
novos produtos foram formulados. Assim, tornou-se necessario que novas avaliacbes e
pesquisas fossem realizadas testando a seletividade e a compatibilidade destes produtos
fitossanitarios naturais com organismos considerados ndo alvos (SMANIOTTO, 2011).
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2.4.1 Abelhas Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae)

Na ordem Hymenoptera sdo conhecidas mais de vinte mil espécies diferentes de
insetos, mas as abelhas estéo entre as mais estudadas e conhecidas, em especial as do género
Apis, espécie Apis mellifera. Este fato ocorre por estas abelhas executarem numerosas e
importantes atividades que beneficiam a humanidade, iniciando pela polinizacéo,
beneficiando a agricultura, garantindo maiores e melhores producées de frutos e gréos, além
da producdo de mel, geleia real, cera, prépolis, pélen e apitoxina (RAMOS; CARVALHO,
2007).

Em 1939 abelhas alemas Apis mellifera mellifera (Hymenoptera: Apidae) foram
inseridas no Brasil, através da imigracdo dos europeus, a partir do século XIX, estes
trouxeram junto com suas mudangas as abelhas da espécie europeia (CAMARGO, 1972), tais
como Apis mellifera carnica e Apis mellifera ligustica (NOGUEIRA-NETO, 1972).

Com o surgimento de doencas e pragas em apiarios, a apicultura brasileira, em 1950,
perdeu o estimado a 80% das coldnias. Em 1956, o pesquisador Dr. Warwick Estevan Kerr foi
até a Africa para selecionar colonias de abelhas africanas (A. mellifera scutellata) com a
finalidade de melhorar a apicultura brasileira com a introducdo de abelhas mais resistentes as
doencas. Porém, das col6nias que o pesquisador trouxe, 26 delas enxamearam e se cruzaram
com subespécies existentes no pais, originando as abelhas africanizadas (PEREIRA et al.,
2003). A abelha africanizada é identificada por apresentar caracteristicas marcantes como alta
producdo de mel, rusticidade, alta capacidade de identificacdo de fonte de alimento, rapido
desenvolvimento e adaptacgéo e polinizacdo eficiente (GONCALVES, 2006).

A africanizacdo trouxe muitas caracteristicas boas, como o aumento da producéo de
mel, mas também o comportamento defensivo e isso fez com que muitos apicultores
abandonassem esta atividade. Este fato ocorreu pela falta de conhecimento destes apicultores
no manejo destas abelhas (STORT; GONCALVES, 1994). Através das mudangas ocorridas
com a apicultura, comparado com outras atividades do agronegécio que ja estavam se
desenvolvendo, a mesma teve maior desenvolvimento em menor tempo no Brasil, sendo esta
atividade reconhecida como produtora e exportadora de mel organico, geleia real e propolis
(QUEIROZ et al., 2001; GONGCALVES, 2004).

O mel tem se destacado na renda de produtores orgéanicos ou de pequenos

produtores, este fato pode ser verificado com base nos dados de 2012, que indicam que a
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exportacdo de mel no Brasil foi de 16.707.404 toneladas. J& em 2013, o Brasil exportou no
primeiro semestre uma receita de US$ 27.028.082 milhdes, com 8.374.771 toneladas. Em
2012, o Parana obteve uma receita de US$ 9.713.143 mil com a exportacdo de 3.024.883
toneladas (ABEMEL, 2013).

Durante a atividade de forrageamento as operarias vao fazer coleta de pélen, néctar e
agua, percorrendo Vvérios locais do ambiente, como solo, vegetacdo, agua e ar. Durante o
periodo de realizacdo dos seus servi¢os, muitas particulas como fungos e bactérias, podem se
aderir ao corpo e também podem ser ingeridas, o que possibilita a contaminacao delas e de
outras abelhas na coldnia, levando & morte das mesmas (RIBEIRO et al., 2010).

As abelhas sdo insetos que tem caracteristica de viver em sociedade, o que leva a
facilidade de infeccdo, disseminacéo e sobrevivéncia de micro-organismos, pois o interior das
colmeias possui umidade e temperatura propicia para o desenvolvimento destes agentes
(FRIES; CAMAZINE, 2001). As altas densidades populacionais dentro de uma coldnia e as
suas interagdes, tais como alimentagdo de larvas, limpeza e comunicacdo, sdo fatores que
proporcionam a sobrevivéncia e a disseminacdo dos mesmos (FRIES; CAMAZINE, 2001,
INVERNIZZI et al., 2009).

O primeiro desaparecimento das abelhas foi no continente europeu, conhecido como
“Sindrome de Despoblamiento de las Colmenas” (HIGES et al., 2005), no qual as causas
ainda ndo foram esclarecidas, mas tem indicios de estar associado a possiveis acdes de
patégenos (HIGES et al., 2009). Muitos organismos infectam as abelhas meliferas no mundo
inteiro como os acaros, fungos, bactérias e virus (BAILEY; BALL 1991; ELLIS; MUNN
2005).

Apesar de existirem alguns trabalhos que indicam efeitos nocivos de produtos
fitossanitarios naturais em organismos ndo alvo, raramente estes efeitos sdo detectados no
ambiente/campo, provavelmente porque a quantidade de produto utilizado em laboratério é

superior aquele utilizado e recomendado em campo (LUCHO et al., 2004).

2.5 ACAO DE AGENTES DE CONTROLE SOBRE Apis mellifera

Com o aumento da utilizacdo de produtos fitossanitarios sintéticos a preocupagdo com

a contaminacdo do meio ambiente aumentou, sendo necessario pesquisas testando a
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seletividade de entomopatdgenos e produtos fitossanitarios naturais sobre A. mellifera para
verificar se ha ou ndo interferéncia destes agentes de controle sobre as abelhas.

A ingestdo de dieta (pasta Candi) contaminada com B. thuringiensis subespécie
kurstaki (Btk) ( Dipel® PM), nas concentracdes 0,25; 0,50; 1,00; 2,50; 5,00; 10,0;20,0g/60g
de pasta Candi, provocou mortalidade em 73; 75; 81; 97; 98; 100; e 100% (respectivamente),
diferindo significativamente da testemunha (BRIGHENTI et al., 2007).

Brighenti et al. (2007) registraram efeito de toxicidade da bactéria B. thuringiensis
(Dipel®) sobre as operéarias de A. mellifera, 0 mesmo aplicou sobre as abelhas a uma
concentracédo 0,259/100mL e verificou a mortalidade de 62,2%.

Em avaliaco da seletividade do produto Natuneem® sobre organismos ndo alvos,
Xavier (2009) verificou que o mesmo foi toxico a abelhas operérias de A. mellifera, causando
mortalidade aproximada de 85%, ap0s seis dias de exposicao, em testes de contato (XAVIER,
2009). Larvas de A. mellifera ndo foram afetadas 14 dias apds a ingestdo do produto
fitossanitario natural Natualho®, sendo que a mortalidade no atingiu 5% (XAVIER, 2009).
Rotenat CE®, em testes de seguranca, aplicado via tépica sobre operérias de A. mellifera,
reduziu a sobrevivéncia destas em 80,2% (EFROM, 2009).

Pironat® ja foi testado quanto a sua seguranca e seletividade sobre outros insetos da
ordem Hymenoptera. Em testes sobre Telenomus podisi Ashmead (Hymenoptera:
Scelionidae), Smaniotto (2011) verificou que Pironat, quando pulverizado na concentracao
recomendada sobre os ovos de Euschistus heros (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae), ndo

repeliu o parasitismo deste parasitoide.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados na Unidade de Ensino e Pesquisa (UNEPE)
Apicultura e no Laboratério de Controle Bioldgico da Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana, Campus Dois Vizinhos (UTFPR-DV).

3.1 OBTENCAO DOS AGENTES DE CONTROLE E DE Apis mellifera

O agente de controle bioldgico utilizado foi a bactéria entomopatogénica B.
thuringiensis, produto comercial Thuricide®, utilizada na concentracdo recomendada pelo
fabricante (0,3g/100mL). Os produtos fitossanitarios naturais comerciais foram obtidos em
centros especializados em produtos para sistema alternativos de producdo, utilizados nas

concentragOes recomendadas pelos fabricantes (Tabela 1).

Tabela 1 - Nome comercial, composicdo, recomendacdo de uso e concentragdo recomendada dos produtos
fitossanitarios naturais utilizados nos experimentos. UTFPR, Campus DoisVizinhos, PR, 2013.

Nome Composicio Recomendacéo de Concentragédo Valor de
Comercial uso Recomendada mercado*
**
Natualho® Extrato de alho INS 3mL/1L
Oleo de nim, revigorante organico, 6leo
de mamona, extratos vegetais bioativos 40,00
Natuneem® e veiculo INS 05mL/1L
Extrato de Derris sp e acidos graxos, 18.90
Rotenat®  principio ativo rotenona INS 6mL/1L ’
Composto de diferentes espécies de 9.60
Pironat® madeira INS 1mL/1L :
Calda 10g CuSO, + 10g 30.00
Bordalesa Sulfato de Cobre; Hidréxido de Célcio FUN de Ca(OH),/ 1L '
Thuricide Bacillus thuringiensis Berliger INS 0,3/100mL 90,00

INS= inseticida; FUN= fungicida
*Valor tabulado em setembro/2013

** N&o esta mais disponivel no mercado
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As operérias de A. mellifera africanizadas foram obtidas por meio de oitos
favos tipo Langstroth de cria operculada provenientes do Apiario Experimental da UNEPE
Apicultura da UTFPR-DV. A selecdo dos mesmos foi baseada na qualidade e quantidade de
oviposicdo da rainha. Segundo Nogueira-Couto e Couto (2006) a operaria emerge aos 21 dias.
Sendo assim, um dia antes da emergéncia os favos foram retirados do Apiario acondicionados
em sacos de papel Kraft (60 cm x 70 cm com gramatura 50), lacrados e perfurados, e
transportados ao Laboratério de Controle Bioldgico. Estes quadros com a postura foram
acondicionados em camara climatizada tipo B.O.D. (30 + 2°C, U.R. de 70 + 10%), para

emergéncia uniforme das operarias, simulando o ambiente da colénia de origem.

3.2 PULVERIZACAO DOS AGENTES DE CONTROLE SOBRE Apis mellifera

Apbs 24 horas foi realizada a coleta 450 abelhas (Figura 1A) de mesma idade e
genealogia, previamente anestesiadas com CO,, por 120 segundos (BAPTISTA et al., 2009).
Na sequéncia estas operarias foram transferidas para placas de Petri, em grupos de 10
individuos. Cada placa, contendo 10 operéarias foi pulverizada com 1 mL do tratamento,
utilizando-se um aerégrafo Pneumatic Sagyma® acoplado a uma bomba Fanem® de presséo
constante 1,2 kgf/cm (Figura 1B). Cada tratamento constou de 30 operéarias pulverizadas, as
quais foram transferidas, individualmente, para tubos de vidro esterilizados (10 cm x 2,5 cm),
sendo cada tubo considerado uma repeticéo, totalizando 30 repeti¢fes por tratamento (Figura
1C). A testemunha constou da pulverizagdo de agua destilada esterilizada.

Os tubos contendo as operarias foram vedados com tecido voil, e sobre este foi
fornecido alimento constituido de pasta Candi (acucar de confeiteiro e mel) e algoddo
embebido em &gua destilada (Figura 1D). Estes foram acondicionados em camara climatizada
tipo B.O.D. (30 + 2°C, U.R. de 70 £ 10%).
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Figura 1. A) Coleta de Apis mellifera de quadros de postura oriundos da UNEPE Apicultura; B) Pulverizagdo
dos produtos fitossanitarios naturais sobre um grupo de dez abelhas; C) Operédrias de A. mellifera
acondicionadas individualmente em tubo de vidro, vedado com tecido tipo voil; D) Alimentacéo de A. mellifera
composta por pasta Candi e algoddo umedecido com agua destilada.

Foi avaliada a mortalidade das operarias a uma; duas; trés; quatro; cinco; seis; nove;
12; 15; 18; 21; 24; 30; 36; 42; 48; 60; 72 e 96 horas conforme metodologia descrita por
(BAPTISTA et al., 2009). Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias
foram comparadas entre si pelo teste de Duncan, através do programa Assistat (SILVA,
2012).

3.3 ADICAO DOS AGENTES DE CONTROLE EM PASTA CANDI

Operérias de A. mellifera, recém emergidas, foram transferidas para tubos de vidro
esterilizados (repeticdes), conforme descrito no item 3.2. Os tubos foram vedados com tecido
voil, e sobre este foi fornecido alimento composto de pasta Candi acrescida de um agente de

controle (tratamento) e algoddo embebido em &gua destilada esterilizada. Foram preparadas



22

duas testemunhas, sendo a primeira composta por pasta Candi acrescida de &gua destilada
esterilizada e a segunda composta de pasta Candi pura. As condi¢gdes experimentais, 0s

parametros avaliados e a analise dos dados foram os mesmos descritos no item 3.2.

3.4 HISTOLOGIA DE Apis mellifera ALIMENTADA COM OS AGENTES DE
CONTROLE

Para a realizacdo da histologia foram utilizadas as operarias dos bioensaios
anteriores, sendo retirado o trato digestério das mesmas. Estes foram fixados em Bouin
(formaldeido 5% 5 mL + acido acético glacial 5% 25 mL + solucdo saturada de acido picrico
5% aquoso 75 mL) por 4 h, lavadas em alcool 70% (3x 15 minutos) e armazenadas em &lcool
70% até o processamento.

As amostras armazenadas em alcool 70% foram desidratadas por imersao em alcool
de diferentes concentragdes (alcool 80%: 30 minutos, alcool 90%: 30 minutos, alcool 95%: 30
minutos, alcool 98%: 30 minutos, alcool 100% I: 30 minutos e &lcool 100% IlI: 40 minutos),
sendo posteriormente diafanizadas por imersdao em Xilol (Xilol I: 40 minutos, Xilol I1I: 40
minutos e Xilol-parafina: 90 minutos). Ap6s a completa desidratacdo foi realizado a
parafinizacdo (Parafina: 12 horas) e o emblocamento em Parafina Histoldgica (Parafina
Histologica/Cera de abelha 4:1: 09 horas).

O material emblocado foi cortado em Micr6tomo, em cortes de 6 a 7 um de
espessura. Estes foram montados em lamina de vidro para microscopia (3,0 x 10,0 cm)
contendo albumina, sendo assentados sobre chapa quente para distensdo dos cortes. Na
sequéncia, foram eliminados os residuos de albumina e as laminas permanecerdo sete dias em
estufa a 35 °C, para secarem completamente. Os cortes foram corados pelo método H/E
(Hematoxilina/Eosina), para isto foi realizada a desparafinizagdo (Xilol I: 15 minutos, Xilol
I1: 10 minutos, alcool 100% I: 5 minutos) e a reidratacdo destes (&lcool 95%: 5 minutos,
alcool 70%: 15 minutos, lavagem em agua destilada corrente: 2 minutos). Para a coloracao, 0s
cortes foram banhados em Hematoxilina (4 minutos), lavados em agua corrente (10 minutos),
banhados em Eosina (2 minutos) e novamente lavados em &agua destilada corrente (10
segundos). Estes ficaram armazenadas em prateleira por trés dias, para que 0s corantes
secassem, e apos dois dias foram recobertos por laminulas de vidro para microscopia (2,3 cm

3,6 cm) e fixados com Balsamo do Canada.
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As laminas contendo os cortes foram pré-selecionadas em Microscopio de Luz Opton
trinocular TNB-40T-PL, com camera digital para captura de imagens, com auxilio do
programa software ScopePhoto 2.04. Foram realizados testes quantitativos, comparando a
altura das vilosidades do intestino das abelhas e testes qualitativos, com observacdes de
alteracOes teciduais, comparando os tecidos das operérias de A. mellifera pulverizadas e
alimentadas com os agentes de controle com as operérias pulverizadas e alimentadas com as
solucdes testemunha, avaliando-se as possiveis alteracdes provocadas por estes.

Os dados dos testes quantitativos foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste Tukey, com 5% de significancia no programa Assistat (SILVA,
2012).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PULVERIZACAO DOS AGENTES DE CONTROLE SOBRE Apis mellifera

Os produtos fitossanitarios naturais Rotenat®, Pironat®, Natuneem® Natualho®,
Calda bordalesa e o entomopatégeno Btk, quando pulverizados sobre as operarias de A.
mellifera, ndo apresentaram efeito negativo na longevidade, ndo diferindo da testemunha
(Tabela 2).

Tabela 2 - Longevidade (em horas) (+ EP) de operarias de Apis mellifera apos pulverizacdo de produtos
fitossanitarios naturais comerciais na concentragdo recomendada. Temperatura 30 + 2 °C, 12 horas de fotofase e
U.R. de 70 + 10%. UTFPR, Campus Dois Vizinhos, 2013.

Tratamento Longevidade (horas)
Testemunha 77,80+7,17 ab
Btk 66,67 +7,00b
Rotenat® 92,00 +5,67 a
Pironat® 62,00+ 5,19 b
Natuneem® 82,10 + 6,16 ab
Natualho® 78,23+ 7,23 ab
Calda Bordalesa 69,00 + 5,93 ab

CV% 15,46

Dados transformados em logaritmo. Médias (+EP) seguidas pela mesma letra minuscula na coluna nédo diferem
entre si pelo teste de Duncan (P>0,05). 'Bacillus thuringiensis subesp. Kurstaki

Embora o Btk (Thuricide®) utilizado no presente trabalho ndo tenha interferido na
longevidade de operarias de A. mellifera quando comparado com a testemunha, Brighenti et
al. (2007) verificou que 0,25g de Dipel®/100mL de 4gua causou 62,2% de mortalidade porém,
sem interferir na longevidade, que foi de 74,64 horas. No entanto, pulverizagdes acima de
2,5g de Dipel®/100mL de &gua interferiram na longevidade, reduzindo a menos de 60 horas.
Esta diferenca com os trabalhos realizador podem ser ocasionada por serem produtos
distintos.

Quando comparados com os outros produtos verificou-se que o Btk e o produto

Pironat uma reducdo na longevidade das abelhas (Tabela 2).
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As variagdes da longevidade podem ser ocasionadas pela diferenca de idade das
abelhas empregadas nos testes, pois no presente trabalho foram utilizadas abelhas operarias
rescem emergidas com um dia de vida e, para os teste de Brighenti et al. (2007), também
foram utilizadas abelhas operarias adultas, ou seja, em abelhas mais jovens o comportamento
de higiene e lambedura sdo mais pronunciados, no qual uma abelha faz a limpeza do
tegumento pela outra, proporcionando maior ingestao de esporos de bactérias e ocasionando a
mortalidade.

Apesar de Rotenona (Rotenat® CE) néo interferir na sobrevivéncia de A. mellifera,
Xavier (2009) verificou que o Rotenat® CE causou mortalidade em 33% ap6s o quarto dia de
exposicdo ao produto, quando aplicado a concentragdo recomendada (1mL/200mL de calda)
sobre as operarias de A. mellifera. Entretanto, o mesmo produto ndo foi toxico a abelha
Nonnotrigona testaceicornis (Lepetier) (Hymenoptera: Apidae). Efrom (2009) avaliou o
efeito toxico da Rotenona (Rotenat® CE) sobre as operérias A. mellifera, na concentracéo
recomendada (1200mL/ 100L™), verificando longevidade maior que 48 horas para 69,5% das
abelhas pulverizadas.

O produto Pironat®, quando aplicado em diferentes concentraces (62,5, 125, 250 e
500 mL/ 100L) via topica, ndo afetou a longevidade das operarias de A. mellifera nas
primeiras 24 horas (100; 100; 100; 98,7), mas ao passar das 48 horas de aplicacdo houve um
aumento significativo na mortalidade de A. mellifera, (97,6; 96; 94,3 e 93%, respectivamente
as concentracdes) (EFROM, 2009).

Semelhante ao obtido no presente trabalho, o déleo de nim na concentracdo
recomendada (2L de Natuneem®100L de &gua) quando aplicado sobre as operarias de A.
mellifera, ndo afetou a sobrevivéncia desta abelha (SILVA et al., 2007). Observou-se que 0
produto Natuneem® ndo interferiu na longevidade das operarias de A. mellifera no presente
trabalho (0,5mL/1L), no entanto, Xavier (2009) analisou que o nim (Natuneem®) foi o
produto mais toxico para as operarias de A. mellifera apos quatro dias de exposi¢do ao
produto (0,2mL/100mL de calda), provocando mortalidade em 85%.

Em trabalhos de avaliacio de seletividade de Natualho® sobre organismos néo alvos,
Xavier (2009) verificou toxicidade em adultos de A. mellifera, o qual provocou mortalidade
em 55% das abelhas apds quatro dias da aplicacdo, na dosagem recomendada.

Os agentes de controle, diferentemente dos produtos fitossanitarios sintéticos,
apresentam degradacdo mais rapida no ambiente, o que favorece o pouco contato com insetos
considerados Uteis ou organismos ndo alvo, podendo ndo interferirem na longevidade das

abelhas e ja os produtos fitossanitarios sintéticos quando aplicados em lavouras, as abelhas
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podem transportar residuos destes produtos, juntamente com o néctar e o polen, intoxicando

as outras abelhas adultas e larvas que estdo dentro da colmeia.

4.2 ADICAO DOS AGENTES DE CONTROLE EM PASTA CANDI

Na ingestdo da dieta contaminada (pasta Candi com agentes de controle), verificou-
se que tanto o entomopatdgeno (B. thuringiensis) quanto os produtos fitossanitarios naturais
ndo apresentaram efeito toxico sobre as abelhas A. mellifera (Tabela 3), fato observado pela

ndo alteracdo da longevidade quando comparados as testemunhas.

Tabela 3- Longevidade (em horas) (x EP) de operérias de Apis mellifera apds fornecimento de pasta Candi
misturada aos produtos fitossanitarios naturais comerciais na concentra¢do recomendada. Temperatura 30 + 2 °C,
12 horas de fotofase e U.R. de 70 + 10%. UTFPR, Campus Dois Vizinhos, PR, 2013.

Tratamento Longevidade (horas)
Testemunha A! 80,20 + 9,42 ab
TestemunhaB? 84,3 + 11,58 ab

Btk® 100,10 + 11,58 b
Rotenat® 100,37 + 13,95 ab
Pironat® 59,10 + 6,48 ab

Natuneem® 79,17 + 11,13 ab
Natualho® 95,16 + 13,20 ab
Calda Bordalesa 56,50+ 7,88 a
CV % 20,67

Dados transformados em logaritmo. Médias (+EP) seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan (P>0,05); *A- Adigo de 4gua destilada esterilizada & pasta Candi; °B- Pasta Candi
pura; *Bacillus thuringiensis subesp. kurstaki

Embora o Btk ndo tenha interferido na longevidade de A. mellifera no presente
trabalho, Brighenti et al. (2007) observaram que o produto Dipel, nas concentragdes de 0,25 e
1g do produto/60g de pasta Candi na alimentacdo das operarias adultas de A. mellifera,
provocou mortalidade em 54% e 68% destas, respectivamente e, ap0s 72 horas do
fornecimento, verificaram mortalidade superior a 94%, chegando a 100% nas concentracdes
de 10 e 20g. Apds o fornecimento da pasta Candi com o produto estes autores verificaram
rejeicdo do alimento, ficando mais pronunciado quando utilizadas concentragdes mais altas.

Também verificaram grande fluxo de fezes liquefeitas na parede das gaiolas, possivelmente
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ocasionadas por distdrbios intestinas, realizando analises das fezes através do método MBI
obtendo o isolamento da bactéria B. thuringiensis confirmando a passagem desta bactéria no
trato intestinal da abelha.

Efrom (2009) verificou que o fornecimento do produto Rotenat® CE (600 ou
1200mL/100L") adicionado & pasta Candi, interferiu na longevidade de A. mellifera, que
apresentou 89,2% e 76,6 % de sobrevivéncia 48 horas ap0s ingestdo. Este mesmo autor
verificou que o produto Pironat® (62,5, 125, 250, 500mL/100L de 4gua) adicionado & pasta

Candi, ndo interferiu na longevidade e sobrevivéncia das operarias de A. mellifera.

4.3 HISTOLOGIA DE Apis mellifera ALIMENTADA COM OS AGENTES DE
CONTROLE

O comprimento das vilosidades do meséntero de A. mellifera, quando alimentadas
com pasta Candi incrementada com os agentes de controle Btk, Rotenat®, Natualho®,
Natuneem®, Pironat® e Calda Bordalesa, n&o foram alterados, ndo diferindo do comprimento
das vilosidades das operarias alimentadas com pasta Candi pura (Testemunha) (Tabela 4).

As vilosidades do meséntero de A. mellifera, quando esta foi alimentada com pasta
candi acrescida de Btk, apresentaram uma reducdo de 16,75um (Figura 2B) e ja quando
alimentada com pasta candi acrescida com o produto Natualho® apresentaram uma aumento
do tamanho de 13,73um (Figura 2C). Apesar de ndo diferirem da testemunha
significativamente 95,21 um (Figura 2A), pode-se verificar alteracGes estrutural e qualitativa,

como se observa na Figura 2.
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Figura 2. Foto micrografia de luz de meséntero de A. mellifera (Microscdpio de Luz Opton trinocular TNB-40T-
PL, com camera digital para captura de imagens utilizando uma objetiva de aumento de 10x ); A) Alimentada
com pasta Candi pura; B) Alimentada com entomopatégeno ‘Bacillus thuringiensis subesp. Kurstaki (Btk); C)
Alimentada com produto fitossanitario natural Natualho®.

Tabela 4: Comprimento (Um) (x EP) das vilosidades do meséntero de operarias de Apis mellifera ap6s
alimentacdo com pasta Candi misturada aos produtos fitossanitarios naturais comerciais na concentragdo
recomendada. Campus Dois Vizinhos, PR, 2013.

Tratamento Vilosidades do meséntero (um)
Testemunha 95,21 + 1,99 abc

Btk* 78,46 + 2,57 ¢
Rotenat® 85,81 + 5,91 b
Natualho® 108,94 3,69 a
Natuneem® 104,85 + 4,50 ab
Pironat® 84,89 + 5,99 bc

Calda Bordalesa 82,63 + 7,46 bc

CV% 10,80

Médias (xEP) seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05);
'Bacillus thuringiensis subesp. kurstaki

Ao realizar teste quantitativo das vilosidades do intestino (meséntero) de A. mellifera
as vilosidades do meséntero composta pelos tratamentos quando comparadas com a
testemunha ndo houve diferenca significativamente (Tabela 4). Este fato também foi
observado quanto a longevidade de operarias de A. mellifera, quando pulverizadas com o0s
agentes de controle (Tabela 2) ou quando estes foram adicionados a pasta Candi (Tabela 3).
Verificando que estes agentes de controle ndo interferem negativamente na sobrevivéncia e

longevidade de operérias de A. mellifera.
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A parede do meséntero de larvas de 4° instar de Alabama argillacea (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae) apresentaram modificacGes apds a ingestdo de 0, 183 + 0, 077ng da
proteina Cryl Ac, presente nos discos de folhas de algoddo Bt (AcalaDTL-90B). As
modificagdes observadas foram morfologicas e ultraestruturas nas celulas caliciformes
(produtoras de queratina) e colunares (envolvidas no processo de absorgdo e secrecdo de
enzimas). Também verificaram diminuicdo no nimero de células regenerativas (renovagdo do
epitélio), destruicdo da membrana peritréfica (protecdo do epitélio) em algumas regides do
meséntero e alteracdo da camada muscular (SOUSA et al., 2009).

Embora o produto Natuneem® ndo tenha observado alteracdes no meséntero de A.
mellifera no presente trabalho, em lagartas de 3° instar de Dione juno juno Cramer, 1779
(Lepidoptera: Nymphalidae), ap6s a ingestdo de folhas de maracuja tratadas com diferentes
concentracdes deste produto (0,1; 0,25; 0,5 e 1%) foram observadas modificacdo do
meséntero, como alteracbes na morfologia das células epiteliais, redugdo do nimero de
células regenerativas e dos ninhos formados por elas e afrouxamento da musculatura
associada ao meséntero (CARDOSO; CONTE; NANYA, 2011).

Larvas de 3° instar de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) foram
imersas em tanino catético isolado da planta do cerrado Magonia pubescens (Sapindaceae) a
37 ppm permanecendo por 24 horas. Apos seis horas de aplicacdo do tratamento verificou-se
alteracOes nas trés regides do meséntero (anterior, mediana e posterior). As células da regido
anterior apresentaram grandes vacuolos citoplasmaticos e vesiculas apicais, ja na regido
mediana apresentou células vacuolizadas, com formas irregulares e aumento do espaco
intercelular e na regido posterior as células apresentaram-se muito vacuolizadas e em intensa
atividade secretora. A extrusdo da matriz peritrofica mostrou mecanismo de defesa da larva de
A. aegypti que elimina todo o alimento contaminado com a substancia larvicida (VALOTTO
etal., 2010).

Em abelhas adultas os produtos fitossanitarios naturais ndo ocasionaram alteracdes
histolégicas no meséntero, necessitando de mais estudos histologicos para observar a
influéncia destes produtos sobre as larvas de A. mellifera, que ainda sdo pouco conhecidas.
Apbs as analises realizadas verificou-se que os agentes de controle também nédo apresentaram
efeito negativo sobre a longevidade das abelhas, futuros testes de repeléncia ainda podem ser
implementados a fim de respaldar ainda mais a seletividade dos agentes testados no presente
trabalho.

A forma e o momento de utilizagdo dos produtos fitossanitarios naturais podem fazer

com que diminua a exposi¢do das abelhas aos produtos. Neste sentido, aplicaces nos horarios
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em que a taxa de forrageamento € menor, pode diminuir o contato das abelhas com o0s
produtos, como as aplicagbes destes produtos no final da tarde, onde a taxa de abelhas nas
lavouras € menor. Também pode ser realizado o fechamento da entrada da colmeia durante o
periodo das pulverizagdes, realizando a alimentacdo artificial durante este estagio. Essas sdo
medidas para incrementar as agdes de seguranga para que as abelhas ndo se contaminem com
produtos utilizados para o controle de insetos-praga. Mas muitas vezes estes tipos de manejos
ndo sdo realizados, pois 0 fechamento das entradas das colmeias por um tempo prolongado
podera ocasionar a morte das abelhas, entdo como uma alternativa para que nao ocorra a
contaminacgdo das abelhas € levar as colméias para outro local tendo uma distancia de 2,5 Km
longe do local que seré realizado a aplicacdo dos produtos fitossanitarios naturais.
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5 CONCLUSAO

A longevidade das operarias de A. mellifera ndo foram alteradas tanto quando os
agentes de controle foram pulverizados como quando foram adicionados a pasta Candi.

A histologia do meséntero de A. mellifera alimentada com pasta Candi e os agentes
de controle ndo exibiu modificacbes morfoldgicas e morfométricas.

Os agentes de controle testados no presente trabalho sdo alternativas para a utilizagdo
em culturas, pois além de fazer o controle ndo apresentam efeitos negativos na longevidade

das abelhas A. mellifera.
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