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“As pessoas precisam dos insetos para sobreviver, mas os insetos ndo
precisam de noés. Se toda a humanidade desaparecesse amanha, nao
teriamos, é provavel, a extingdo de uma unica espécie de insetos (...). No
entanto, se 0s insetos desaparecessem, 0 ambiente terrestre logo iria entrar
em colapso e mergulhar no caos”.

(Edward O. Wilson)
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RESUMO

Os semioquimicos podem ser uma ferramenta importante para o
manejo de abelhas em areas urbanas e rurais, seja pelo uso de potenciais
volateis repelentes ou atraentes. O trabalho objetivou avaliar as respostas
eletroantenograficas e comportamentais de abelhas africanizadas (operarias),
Apis mellifera, de diferentes idades, ao feroménio comercial de Nasanov
sintético (FNS) (Swarm Catch Lure, Contech Inc.), ao 6leo essencial de capim
limdo (OCL), ao benzaldeido (BZA) e ao antranilato de metila (AME); verificar
o percentual de ocupacdo de enxames em caixas iscadas com 0S mesmos
compostos e avaliar o potencial de repeléncia do BZA e do AME em
condicBes de campo. Em laboratério, foram realizados testes para avaliar as
respostas eletroantenograficas (mV) e o comportamento quimiotaxico, em
olfatbmetro de dupla ou quatro escolhas, de abelhas operéarias jovens e/ou
velhas (1-5 e 20-30 dias, respectivamente). Os testes de repeléncia foram
executados com o0 uso de benzaldeido ou antranilato de metila puros.
Registrou-se 0 numero médio de abelhas que visitaram o0s tratamentos com
ou sem a presenca destas substancias. Para verificar o percentual de
ocupacao, foram utilizadas caixas de papeldao contendo caixilhos com uma tira
de cera de abelha alveolada, iscadas com FNS, OCL, BZA ou AME. Foram
utilizados doze caixas por tratamento em Eldorado do Sul e Minas do Leé&o
(RS). Semanalmente as caixas foram vistoriadas e, as ocupadas,
substituidas. O limiar de resposta eletroantenogréfica foi de 0,1 pg/uL para
FNS e de 10 pg/uL para o OCL, o BZA e o AME. O FNS e o OCL
desencadearam quimiotaxia positiva em abelhas, ja o BZA e AME,
comportamento de repeléncia em olfatometria. Nao foi observada diferenca
tanto na percepcdo eletrofisiolégica quanto na quimiotaxia entre operérias
jovens e velhas submetidas aos diferentes odores. Os tratamentos com BZA e
AME foram menos visitados pelas abelhas campeiras em relagédo as solucdes
de mel sem a presenca destas. Observou-se que o feroménio comercial foi o
mais atrativo e que o nimero de enxames capturados nas caixas iscadas com
OCL, BZA e AME néo diferiu em relacéo ao controle.
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ABSTRACT

Semiochemicals might be an important tool for bees management in
urban and rural areas, either by its use as potential repellent or attractive
volatiles. The study aimed to evaluate the electrophysiological and behavioral
responses of africanized honey bees (workers), Apis mellifera, at different
ages, to commercial synthetic Nasanov pheromone (SNP) (Swarm Catch
Lure), to lemongrass essential oil (LGO), to benzaldehyde (BZA) and to methyl
anthranilate (MAT); to verify occupancy percentage of swarms in baited
cardboard boxes with the same compounds and to evaluate the potential
repellency of BZA and MAT under field conditions. Laboratory tests were
conducted to observe electroantennographic responses (mV) and chemotactic
behavior of young and old workers bees (1-5 and 20-30 days, respectively) in
two or four choice olfactometer. The repellency tests were performed, by using
pure BZA or MAT. The field bioassay was conducted by using twelve
cardboard boxes with a bee wax sheet foundation placed in each frame,
baited with NSP, OLG, BZA or MA, in Eldorado do Sul and Minas do Le&o
(RS). The cardboard boxes were checked weekly and replaced as far as it
was occupied by honey bees. The mean number of swarms found in
treatments with or without such compounds, was registered. The threshold to
Nasanov synthetic pheromone was 0.1 pug/pL and to lemongrass essential oil,
benzaldehyde and methyl anthranilate, 10 pg/puL. Nasanov synthetic
pheromone and OLG triggered positive chemotaxis in bees, however, BZA
and MA, repellency behavior in olfactometry. It was not observed
electrophysiological and behavioral difference responses between young and
old workers subjected to different odors. Treatments with benzaldehyde and
methyl anthranilate were less visited by foraging honey bees than those
without compounds (control). Cardboard boxes with commercial pheromone
were more attractive to swarms and no differences were found in those baited
with LGO, BZA and MAT, as well as, in the control treatment.

IMaster of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (60p.) April, 2015.
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1 INTRODUCAO

A eusocialidade em Apis mellifera Linnaeus 1758 (Hymenoptera:
Apidae) é mediada pela presenca de varias substancias produzidas por suas
glandulas exdcrinas. Estes compostos (feromonios) sdo empregados por
operarias, zangdes e rainhas no reconhecimento de seus companheiros de
coldnia, acasalamento, defesa do ninho e marcadores de percurso. Em
operarias, os feromoOnios sdo responsaveis pela marcacdo de fontes de
alimentos e 4gua, além de atuarem nos comportamentos de alarme e defesa,
entre outros. Um dos mais importantes semioquimicos produzidos por esta
casta € secretado pelas glandulas de Nasanov. Esse feromonio é responséavel
pela orientacdo, aglomeragdo e forrageamento, auxiliando as abelhas a
encontrarem sitios de alimentacao e de nidificagéo.

Abelhas africanizadas s&o conhecidas por suas caracteristicas
defensivas e seu maior potencial enxameatorio em relacéo as ragas europeias.
Esse processo natural esta relacionado ao comportamento reprodutivo das
abelhas e permite a dispersdo dos enxames no ambiente. Durante este
processo, algumas abelhas da colonia matriz que esta prestes a enxamear, ou

do enxame que esta em processo de transi¢ao, visitam locais em busca de um



novo sitio para alojamento, marcando-o com o feroménio de Nasanov. Em
ambientes naturais os enxames normalmente se alojam em buracos no solo,
arvores ocas, entre outras cavidades. Porém, em areas urbanas estes podem
utilizar edificagbes e outras estruturas. Devido seu comportamento defensivo,
as abelhas ao se sentirem ameacadas atacam a vitima e liberam feromoénios
gue recrutam outras operarias da colmeia e podem ocasionar acidentes para
pessoas e animais domeésticos.

Os semioquimicos podem ser uma ferramenta importante para 0 manejo
de abelhas em areas urbanas e rurais, seja pelo uso de potenciais volateis
repelentes em locais onde estes insetos sao indesejados, quanto de atraentes,
incrementando, por exemplo, a captura de enxames em caixas isca as quais
podem ser removidas, posteriormente, para apiarios. Estes fatos motivaram a
realizacdo de experimentos, com o feromdnio de Nasanov sintético e o 6leo
essencial de capim limado (Cymbopogon citratus), atrativos para abelhas, bem
como, com o antranilato de metila e benzaldeido, potenciais repelentes para
insetos.

Desta forma, o trabalho teve os seguintes objetivos: avaliar as respostas
eletroantenograficas e comportamentais (olfatometria) de abelhas africanizadas
Apis mellifera (operarias) ao feroménio de Nasanov sintético, ao 6leo essencial
de capim limdo, ao benzaldeido e ao antranilato de metila; avaliar o potencial
de repeléncia do benzaldeido e do antranilato de metila em condigbes de
campo e verificar o percentual de ocupacao de caixas iscadas com 0s mesmos

compostos por enxames de abelhas africanizadas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia das abelhas

As abelhas sdo responsaveis por cerca de 80% da polinizacdo dos
cultivos agricolas. Uma polinizacdo adequada contribui para a melhoria na
qualidade dos frutos, promove um amadurecimento mais uniforme e aumenta o
namero de sementes ou graos. Além deste papel, estes insetos também estédo
envolvidos na producdo de mel, prépolis, cera e geleia real (Kevan &
Imperatriz-Fonseca, 2002; Ricket et al., 2008).

O Rio Grande do Sul responde por 20% da producdo nacional de mel,
sendo o maior produtor do Brasil (IBGE, 2012). Em 2013 foram exportados 16
mil toneladas (SEBRAE, 2014). Outro produto de grande valor é o prépolis,
apreciado pelo mercado europeu e asiatico, o produto in natura brasileiro é
responsavel por cerca de 90% do abastecimento no Japéo, sendo que Minas
Gerais detém 70% da producao nacional, fornecendo especialmente o propolis
verde de Bacharis dracunculifolia (Asteraceae) (IBGE, 2012).

2.2 Apis mellifera

2.2.1 Historico

Apis mellifera é originaria da Africa tropical, tendo se dispersado,

posteriormente, para 0s continentes asiatico e europeu (Weinstock et al.,



2006). Na Ameérica do Sul, foi introduzida pelos colonizadores no periodo
colonial, sendo as abelhas aleméas (A. mellifera mellifera) as primeiras a serem
trazidas para o Brasil em meados de 1840, seguido das italianas (A. mellifera
ligustica), entre os anos de 1870 e 1880 (Gongalves, 1994; Delavira &
Agostinho, 1999).

Em 1956, através de um programa de melhoramento genético para
aumentar a produtividade das colmeias e alavancar a producdo de mel no
Brasil, foram importadas rainhas de abelhas africanas, Apis mellifera scutellata
Lepeletier 1836. A enxameacédo das abelhas africanas das colmeias do apiario
experimental deu iniciou a um processo de cruzamentos naturais com as
europeias ja existentes no pais, originando hibridos que passaram a ser
chamados de abelhas africanizadas (Kerr, 1967). Devido ao comportamento
defensivo dos hibridos e a inumeros acidentes envolvendo-os, houve uma
reducdo drastica da atividade apicola ocasionando uma queda na producdo de
mel durante aquele periodo. A partir da década de 70 iniciou-se uma nova fase
na apicultura brasileira com a utilizacdo de equipamentos e técnicas

adequados ao manejo de abelhas africanizadas (Pereira et al., 2003).

2.2.2 Aspectos morfolégicos e bioecolégicos

O comportamento de A. mellifera é categorizado como eusocial, visto
gue nessa espeécie existe a colaboracao dos individuos da mesma colbnia no
cuidado parental, ha sobreposicdo de geracbes e a presenca de castas
distintas, ou seja, reprodutiva (rainhas e zangdes) e de operarias (Rothenbuhler
et al., 1968). A rainha é considerada o personagem central da colmeia, pois é

dela que depende a harmonia e a reproducéo da colbnia, sendo a Unica capaz



de colocar ovos fecundados. As abelhas operarias sdo responsaveis pela
maioria das tarefas da colmeia, como limpeza dos alvéolos, cuidados com a
cria e construcdo de favos, além de atividades externas como guarda e
forrageamento. JA os zangdes, podem ser encontrados nas colmeias em
épocas reprodutivas e tem como funcédo o acasalamento (Winston, 2003).

A rainha pode ovipositar em dois tipos de células de tamanhos distintos.
Favos com células menores (5,1 mm de diametro) sdo mais frequentes na
colmeia e recebem ovos fecundados que normalmente originam abelhas
operarias. Nas células maiores (6,5 mm de diametro), poderéo ser depositados
ovulos (haploides), onde se desenvolverdo os machos (zangbes) (Winston,
1987). Para a formacdo de uma nova princesa as operarias roem os alvéolos
adjacentes em torno de larvas diploides com até 3 dias de idade, constroem
células diferenciadas chamadas de “realeiras” e fornecem geleia real até o final
desse estagio. Dessa forma, o tamanho dos alvéolos e a qualidade do alimento
sao fatores que influenciam na determinacdo da casta das fémeas (Pereira et
al., 2003).

As operarias, ao contrario da rainha, apresentam ovarios néo funcionais
em virtude da alimentacdo recebida no estagio larval e pela influencia de
determinados feromoénios liberados pela rainha (Loper et al., 1993; Pham-
Delégue et al., 1993). Em situagBes adversas, seja pela auséncia da rainha ou
pela incapacidade desta produzir feromoénios inibitorios, as abelhas operarias
podem ovipositar ovulos originando zangdes por partenogénese arrenotoca,
porém, esses machos néo sao reprodutivamente viaveis (Cruz-Landim, 2004).

O desenvolvimento ovo-adulto das abelhas pode variar de acordo com a

subespécie ou raca. Em abelhas europeias, como A. mellifera ligustica e A.



mellifera carnica, o tempo de desenvolvimento €, em média, de 16 dias para
rainhas, de 21 para operarias e de 24 dias para zangdes (Winston, 1992). Para
abelhas africanizadas, esse periodo € cerca de um dia mais curto para todas
as castas (Nunes-Silva et al., 2006). A abelha rainha pode viver até cinco anos,
um zangao até quatro meses antes do periodo reprodutivo e as operarias tém
uma longevidade média de 42 dias (Winston, 2003).

A dieta natural das abelhas consiste exclusivamente de polen e néctar
coletado das flores, podendo ocasionalmente ser suplementada por agua e
resinas (Michener, 1974). Ha uma regulacdo do tamanho da populacdo de
abelhas campeiras e a quantidade de polen disponivel (Pankiw & Page Jr.,
2001). Colmeias com baixa disponibilidade de pélen ou com um aumento do
namero de cria, demandam uma maior procura por flores, ocasionando um
aumento da populacdo forrageira (Eckert et al., 1994; Pankiw & Page Jr.,
2001). Niveis de armazenamento de pdlen podem ter um efeito direto sobre a
aptiddo da colmeia em sobreviver em épocas com menor disponibilidade de
recursos, podendo ser este um fator importante no processo enxameatorio
(Fewell & Winston, 1992).

Em A. mellifera existem dois tipos de saida em massa dos individuos da
colbnia: enxameacdo migratéria e reprodutiva. Esta ultima resulta na saida de
uma parte da populacdo de operarias e a rainha velha, sendo considerado um
processo natural nesta espécie. Alguns dias antes deste evento ocorrer,
abelhas campeiras, também denominadas de “batedoras”, saem em busca de
um novo local para nidificagdo. Essas, ao localizar um novo habitat, marcam-no
com o ferom6nio de Nasanov e guiam o enxame para a fundagcéo de uma nova

colonia (Beekman et al., 2006; Hepburn, 2011). A formacao da nova rainha



inicia um més antes da enxameacdo (Winston, 1987) e todo o processo €
guiado pelas abelhas operéarias (Chung- Cheng et al., 2003). O numero de
enxames formados a partir de uma colbnia matriz varia de acordo com as
condicBes ambientais e os recursos (Winston, 1987).

Fatores como contracdo de doencas, stress, pélen contaminado ou
toxico, temperaturas baixas ou muito altas, baixa umidade relativa, falta de
alimento ou mesmo aumento do tamanho populacional podem desencadear o
processo de enxameacdo migratéria (Hepburn, 2011). Os enxames migratorios
sdo normalmente sazonais, com movimentos de col6nias principalmente em
regides tropicais, em geral sem a producédo de novas rainhas e zangdes. Este
tipo de comportamento é considerado estratégico para a sobrevivéncia das
colénias, pois possibilita um maior acesso a recursos alimentares relacionados
a condicbes ambientais adequadas (Hepburn, 2011).

Em A. mellifera o alimento é transferido diretamente de uma operéaria
para outra, bem como para a rainha e zangdes. A trofalaxia € importante para
fortalecer as relacdes sociais entre os membros da colmeia. Durante a
transferéncia, as glossas e as antenas do doador e do receptor estdo em
constante movimento, fazendo com que ambos mantenham contato (Free,
1980).

As antenas dos insetos sdo 6rgdos dotados de sensilas inervadas por
neuroreceptores especializados na deteccdo de diferentes modalidades
sensoriais (Hildebrand & Shepherd, 1997). A antena de uma operéaria de A.
mellifera possui cerca de 6.000 sensilas olfativas (Esslen & Kaissling, 1976) e
uma lateralizacdo anatdmica, sendo a antena direita mais perceptiva aos

odores (Anfora et al., 2010). Ja as de um zangdo, sdo compostas por 18.600



sensilas, porém essas sao especializadas na deteccdo do feromonio sexual da
princesa (Esslen & Kaissling, 1976). Os principais tipos de sensilas
encontradas nas antenas sao tricoides, basiconicas, celoconicas e placdides
(Carvalho et al., 2001, Frasnelli et al., 2010).

A comunicacao entre as abelhas é realizada por meio de sinais fisicos
(dancas e sons) e quimicos (feromonios) (Wilson, 1965; Boucher & Schneider,
2009). A “danca” é utilizada para indicar a dire¢cdo de um recurso e a vibracéo
das asas e do abdome, na superficie do favo, pode informar sobre a qualidade
do mesmo. Apesar da importancia da danca, segundo Gongcalves (1969), a
marcacao através de pistas odoriferas tem maior influéncia no forrageamento,
pois apenas 33% das informacfes direcionais sao transmitidas por meio da

danca e 67%, pelo odor na fonte de alimento.

2.2.3 Comunicacéao quimica de Apis spp.

As substancias quimicas envolvidas na comunicacdo entre os individuos
sdo denominadas semioquimicos, essas quando sado liberadas por um
organismo no ambiente, provocam uma mudanca fisiologica e/ou
comportamental em outro individuo (Vilela & Della Lucia, 2001).

Os feromobnios sdo uma das principais ferramentas utilizadas pelos
individuos dentro de uma colmeia (Winston & Slessor, 1992). O emissor deste
sinal quimico normalmente € a rainha, podendo também as operarias atuar
nesta comunicacdo. Os volateis liberados pela rainha sdo responsaveis por
efeitos inibitérios na producdo de novas princesas, controle do
desenvolvimento ovariano das operarias, atracdo de zangdes, entre outros

(Loper et al., 1993; Pham-Delégue et al., 1993). Nas operarias, os feromonios



produzidos atuam na marcacdo da colonia e de fontes de alimentos e agua,
além de terem um importante papel no comportamento de alarme e defesa
(Carvalho et al., 2001).

As glandulas exocrinas responsaveis pela producdo de feromoénios
podem ser encontradas em diferentes partes do corpo das abelhas e
desencadeiam diferentes tipos de comportamento. Além disso, o0s
componentes que constituem o feroménio em uma determinada glandula
podem variar de acordo com a idade e a atividade da abelha dentro da colbénia
(Carvalho et al., 2001).

Um dos principais feromonios sintetizados pela rainha é o mandibular
(acido 9-oxo-trans-2-decendico), o qual é produzido na glandula de mesmo
nome (Free, 1980 apud Carvalho et al., 2001). Ainda h& mais trés feroménios
acido (+)-9-hidroxidec-2E-oico, metil p-hidroxibenzoato e 4-hidroxi-3-
metoxifeniletanol, produzidos nessas glandulas que agem em sinergismo com
0 acido 9-oxo-trans-2-decendico (Slessor et al., 1990). Pham-Delegue et al.
(1993) observaram que apesar de todas as operarias serem responsivas ao
ferombnio mandibular da rainha, o grupo com até cinco dias de idade é mais
sensivel a este odor, sendo que a presenca do feromonio inibe a producao de
outras princesas. Segundo Trhlin & Rajchard (2011), quando ocorre a
diminuicdo da concentracédo do feroménio, como em colmeias com populacdes
grandes, ha a diluicdo dos volateis o que pode desencadear o processo de
producdo de novas princesas. Segundo os autores, as secre¢Oes produzidas
nas glandulas mandibulares também s&o utilizadas para atrair os machos
durante o voo nupcial. Esses autores também referem que existem pelo menos

outros oito compostos envolvidos, além do acido 9-oxo-trans-2-decendico, 0
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que contribui para que o feromonio sintético ndo seja perceptivel para todas as
racas de A. mellifera.

Os feromonios produzidos pelas glandulas do tergito abdominal (acido 9-
oxidecenoico) de rainhas também atuam na comunicacdo com as operarias,
desencadeando comportamento semelhante aos compostos produzidos pela
glandula de Nasanov (Mota & Cruz-Landim, 1988). Esta se situa na superficie
dorsal do sétimo segmento abdominal das operarias, e secreta principalmente
citral, geraniol e acido geranico, contendo o seu isdmero geométrico acido
nerélico. Esse semioquimico é responsavel pela sinalizacdo, sendo uma de
suas funcdes, orientar as forrageadoras a visitar determinados locais, como
fontes de alimento e sitios de nidificacdo (Winston, 1987).

A quimiotaxia de A. mellifera a 195 substancias puras ou misturadas foi
observada por Woodrow et al. (1965), os quais constataram que 142
apresentaram baixo ou nenhum efeito sobre esta espécie, 30 foram
consideradas como moderadamente repelentes, 19 fortemente repelentes,
dentre estas o acido acético, acido butilico, acido propriénico e apenas quatro
foram consideradas moderadamente atrativas, entre elas, o feromonio de
rainha (acido 9-oxo-trans-2-decendico).

A maioria dos Oleos essenciais, isolados de plantas, apresentam
propriedades antagonistas aos insetos, ou seja, atuam na repeléncia ou
mortalidade dos mesmos (Curtis et al.,, 1989). Estes Oleos sao produtos
naturais com baixa toxicidade para mamiferos e com comprovada eficacia no
manejo de pragas (Katz et al., 2008). Plantas do género Cymbopogon sé&o
tradicionalmente utilizadas como repelentes de mosquitos (Moore et al., 2007).

No entanto, ja foi observada a atratividade de Apis mellifera ao 6leo de capim
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limdo (Cymbopogon citratus) (Lindauer, 1951; Shimidt, 1994; Leopoldino et al.,
2002; Malerbo-Souza et al., 2004), provavelmente por esse conter substancias
como o citral e o geraniol, ambas encontradas no feroménio de Nasanov
(Free, 1987).

Leopoldino et al. (2002) ao testarem o Oleo essencial de capim lim&o
(Cymbopogon citratus) obtiveram 70% de ocupacdo nas caixas iscadas no
municipio de Pimenteiras, Piaui, sendo que nas caixas controle, o percentual
de captura foi inferior a 30%. Quando os autores compararam o 6leo essencial
ao feroménio de Nasanov sintético, verificaram 90% de ocupacdo de enxames
de abelhas africanizadas nas caixas iscadas com o ferom6nio. De acordo com
Schimdt (1999), caixas de madeira com o feroménio de Nasanov atrairam cinco
vezes mais enxames de abelhas europeias do que as controle. Outros odores
testados como linalol, 6leo de cravo e o feroménio sexual da traca da cera,
Galleria mellonela L. (Lepidoptera: Pyralidae), ndo foram atrativos quando
comparados ao feromonio sintético. Posteriormente o0 autor constatou que
favos contendo mel atrairam mais abelhas do que os que continham prépolis,
diferenciando também da testemunha. Segundo Schmidt (2001), favos vazios
podem dar um indicativo de que o local é favoravel para nidificacdo, uma vez
gue outra colmeia ja se estabeleceu anteriormente.

O efeito de dez tratamentos (Bee-Here®, extrato de capim limdo, 2-
heptanona, amoniaco, 0leo de améndoas, p6 de urucum, Oleo de citronela,
esséncias de mel, de flor de eucalipto e de flor de laranjeira) foi avaliado por
Marlebo-Souza & Nogueiro-Couto (1998) em A. mellifera. Os autores
observaram que a maior atratividade foi maior para o Bee-Here®, seguido do

extrato de capim limdo, ndo havendo visitacdo de abelhas nas placas que



12

continham as esséncias de mel, eucalipto e de flor de laranjeira. Os produtos
que apresentaram maior repeléncia foram o 6leo de citronela, seguido de 2-
heptanona.

Os compostos N,N-dietiltoluamida, Pyranha® e Repelx® foram testados
por Schmidt et al. (2003). De acordo com estes, apenas o Repelx® repeliu as
abelhas. Os demais contém odores similares ao citral, geraniol e acido geranio,
0S quais podem ser atrativos para abelhas, apesar de repelir outros insetos.

A maioria dos odores encontrados pelas abelhas em seu ambiente
natural sdo perfumes florais compostos por uma complexa mistura de produtos
quimicos como terpenos, alcodis, aldeidos, cetonas e ésteres (Knudsen et al.,
2006). Alguns metabdlitos de plantas podem agir como um mecanismo de
defesa fisiolégica, como € o caso do antranilato de metila (Murai et al., 2000). O
antranilato € um volatili de planta considerado repelente para insetos e
passaros (Pankiw, 2009; Werner & Provenza, 2011).

Pankiw (2009) ao realizar testes para avaliar o potencial de defesa de
colonias de A. mellifera constatou que o antranilato de metila (10%), ao ser
aplicado nas roupas do apicultor, reduziu o niamero de ataques em 94%,
gquando comparado ao tratamento controle. A autora também observou uma
redugdo no numero de ninhos construidos pela vespa Polistes sp.
(Hymenoptera: Vespidae) na presenca deste composto. Esse metabolico
também desencadeia respostas em outros insetos da familia Hymenoptera
como € descrito por Murai et al. (2000), os autores ao aplicarem essa
substancia (1%) em armadilhas, préoximas a hortas infestadas de Thrips

hawaiiensis Morgan 1913 (Thysanoptera: Thripidae) e Thrips coloratus
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Schmutz 1913 (Thysanoptera: Thripidae), verificaram o aumento da quantidade
do parasitoide Ceranisus menes (Hymenoptera: Eulophidae).

Outro volatil secundario de plantas € o benzaldeido, encontrado em 6leo
essencial de louro (Laurus nobilis - Lauraceae), 6leo de améndoa amarga
(Amygdalus communis - Rosaceae), entre outras plantas (Azambuja, 2009). De
acordo com Sackin & Fishman (1998) o produto US 5738863 A (sem nome
comercial), a base de benzaldeido e 6leo essencial de Melaleuca alternifolia
(Myrtaceae), repele himenopteros. Collins et al. (1996) avaliaram o efeito de
trés repelentes de mosquitos (benzamida, 2-etilexano-1,3-diol, e ftalato de
dimetila) e dois outros compostos (benzaldeido e mentol, ambos a 15%) em
abelhas de racas de origem europeia e africanizada. Foram simulados ataques
de abelhas sobre panos pretos e contabilizado o nimero médio de ferrdes
aderidos antes e apds a aplicacdo dos referidos compostos. Os autores
observaram que todos os tratamentos reduziram significativamente o nimero

de abelhas sobre o alvo.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao dos insetos

As abelhas utilizadas nos bioensaios foram provenientes de quatro
colénias de Apis mellifera africanizadas alojadas em colmeias padréo
“Langstroth” mantidas no Campus da Faculdade de Agronomia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (30°01°’S; 51°13’0). Os bioensaios
foram realizados no Laboratério de Etologia e Ecologia Quimica de Insetos
(LEEQI) da UFRGS, em Porto Alegre - RS.

Para a obtencdo das operérias foram isolados, de diferentes colmeias,
favos com cria madura operculada. Estes eram revestidos com uma tela de
voile para evitar o escape das abelhas emergentes, levados para o laboratério
e mantidos na posicdo vertical (como estavam na colmeia), na escotofase em
camara climatizada (30 + 1 °C, 60 + 10% UR). Os favos telados eram
inspecionados diariamente, entre 8 e 9 horas, e as abelhas emergidas
marcadas no torax, com tinta atdéxica (caneta UniPOSCA™), sendo
posteriormente, liberadas na colmeia de onde eram provenientes.
Aproximadamente 25 abelhas eram marcadas diariamente, com cores

diferentes, possibilitando o controle da idade.
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Uma hora antes da realizacdo dos bioensaios, as colmeias eram
manejadas com fumigador e as operarias transferidas com o auxilio de um
aspirador de p6 portatii modificado (Makita, mod. ClI 100 Dw), para copos
plasticos (200 mL) com &agua destilada, oferecida em buchas de algodao

através de um orificio na tampa.

3.2 Bioensaios eletroantenograficos (EAG)

Foram avaliadas as respostas eletroantenograficas de operarias de A.
mellifera com intervalos de idade entre 1-5 (jovens, nutrizes) e/ou 20-30 dias
(velhas, campeiras).

Os insetos eram imobilizados, com o auxilio de uma pinca e levados a
observacdo em estereomicroscopio (aumento de 400 X) onde era feita a
seccdo da antena direita, conforme metodologia de Anfora et al. (2010). Estas
eram acopladas a um eletrodo de prata de dois filamentos utilizando-se gel
condutor (Spectra 360, Electrode Gel-Parker). A extremidade basal e apical da
antena ficava aderida ao eletrodo registrador e ao neutro, respectivamente. A
resposta analdgica do sinal, em milivolts (mV), era capturada, amplificada e
processada com um controlador de aquisicdo de dados (IDAC-4, Syntech®) e,
posteriormente, registradas através de software (EAG2000, Syntech®).

Os tratamentos eram aplicados (10 pL), individualmente sobre papel
filtro (1,5 X 2,5 cm) dobrados em forma de gaita aguardando-se dois minutos
para evaporacdo do solvente, sendo entdo colocado nas extremidades
posteriores de pipetas Pasteur. A extremidade anterior desta era colocada

dentro de um orificio na parede de um tubo de metal (1 cm de didmetro X 18
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cm de comprimento), orientado em dire¢cdo a antena, a uma distancia
aproximada de 1 cm. Para evitar 0 ressecamento e, consequentemente,
aumentar a durabilidade das antenas, estas foram constantemente
umidificadas durante os testes com um fluxo de ar que passava por um baldo

de Erlenmeyer (50 mL) contendo agua destilada (borbulhador) (Figura 1).

FIGURA 1. Eletroantendgrafo: (A) eletrodo, em detalhe; (B) pré-amplificador de sinal
elétrico; (C) controlador de aquisi¢cdo de dados; (D) controlador de fluxo de ar e
(E) registro da resposta eletroantenografica da antena estimulada.

As antenas foram submetidas a pulsos de ar, gerados por um
controlador de fluxo (CS-02, Syntech®), em um volume de 2,5 mL/0,5 s, com
os diferentes tratamentos testados, incluindo o controle, etanol. Foi estipulado
um tempo de um minuto entre sucessivos estimulos, para que a antena
recuperasse sua capacidade de percep¢do odorifera. Os papéis contendo as
diferentes substancias foram renovados a cada trés antenas testadas, para que

a volatilizacdo dos compostos nao interferisse nas respostas.
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3.1.1 Testes de sensibilidade e seletividade

Foi avaliada a sensibilidade de operarias campeiras de A. mellifera ao
Oleo essencial de capim limdo (OCL) [Cymbopogon citratus (DC) Stapf.]
(Tekpon Ltda.), feromdnio de Nasanov sintético (FNS) (0,5 mL/Eppendorf®)
(Swarm Catch Lure, Contech Inc.), benzaldeido (BZA) (99%; Sigma-Aldrich) e
antranilato de metila (AME) (98%; Sigma-Aldrich), em cinco concentracdes
(0,01, 0,1; 1,0; 10; 100 pg/uL), diluidos em etanol PA (Sigma-Aldrich)
(controle), bem como, as substancias puras. Todos os tratamentos foram
impregnados em papel filtro (Whatman, 4 x 15 cm/80g/m?).

A seletividade de abelhas jovens e/ou velhas foi registrada utilizando-se
0S mesmos compostos do experimento descrito anteriormente, porém, em dois
diferentes veiculos, ou seja, papel filtro (Whatman, 4 x 15 cm/80g/m?) e
emulsado de parafina.

Nos testes com papel foi adicionado, separadamente, um volume de 10
ML de cada um dos tratamentos em uma Unica concentracao (10 pg/uL), com o
auxilio de uma pipeta automatica (Discovery Confort®). A ordem de exposicao
dos estimulos as antenas foi aleatoria, com excec¢ao do controle (etanol), o qual
era utilizado sempre no inicio e ao final do bioensaio.

A emulséo de parafina foi elaborada e fornecida pela empresa Tecnhano -
Nanotecnologia para a Agricultura, Porto Alegre—RS. Nesta, foram adicionados,
10% de OCL, de BZA ou de AME. Também foi avaliada a formulagdo comercial
do feromdnio de Nasanov sintético (Swarm Catch Lure, Contech Inc.), o qual foi

considerado o controle positivo do bioensaio.
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As emulsbes (1g) com cada uma das trés substancias, bem como, o
produto inerte (controle) foram pesadas em balanca de precisdo e colocadas,
com o auxilio de uma seringa, sobre um papel sulfite de 3 cm2. Posteriormente
foram inseridas no interior de caixas de papeldo com volume de 35 L, contendo
dois caixilhos com uma tira de cera de 5 cm (trés caixas por tratamento) e
mantidas em condi¢cdes de campo. Assim como as emulsdes, a isca comercial
foi submetida ao mesmo periodo de exposicdo em condi¢cdes de campo (20 £ 5
°C, 70 = 10% UR). Foram expostas 24 aliquotas (emulsGes) para cada
tratamento, assim como 24 tubos contendo FNS. Para a realizacdo dos
bioensaios, a cada sete dias eram retirados trés amostras de cada tratamento,
ao longo de oito semanas de exposicdo, sendo estas armazenadas em
temperatura de - 4 °C até a realizacdo dos testes. Nesse experimento, foram
avaliadas apenas antenas de abelhas campeiras.

Os tratamentos com diferentes dias de exposi¢do eram colocados dentro
de tubos adaptados tipo Falcon (50 mL) e oferecidos, semanalmente e de
forma aleatdria. Para todas as antenas testadas, sempre o primeiro e o ultimo
estimulo foram com a emulsao inerte (controle).

Foram realizadas, no minimo, 15 repeticbes com cada um dos
tratamentos. As médias das respostas (mV) foram testadas quanto a
normalidade, submetidas a analise de variancia e comparadas pelo teste de
Kruskal-Wallis, com 95% de confiabilidade utilizando-se o software Bioestat

5.3° (Ayres et al., 2007).

3.3 Bioensaios Comportamentais

3.2.1 Olfatometria
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Os testes foram conduzidos em céamara climatizada com condicGes
controladas (25 +1°C e 70 £ 10 % UR), entre as 9 e 15 horas, na fotofase (900
lumens). Antes do inicio dos experimentos os insetos eram aclimatados por 30
minutos na sala teste. Foi realizado, no minimo, 40 repeticbes para cada
tratamento e cada inseto foi observado por um periodo de até 5 minutos. Para
a analise estatistica, somente o0s insetos responsivos foram considerados.

Foram avaliadas as respostas quimiotaxicas de operarias jovens e/ou
velhas de A. mellifera, ao OCL, FNS, BZA e AME em dois diferentes veiculos
(papel filtro e emulsdo de parafina) e com a utilizacdo de dois tipos de
olfatbmetro: de duas escolhas (tipo “Y”) para os testes com substancias
atraentes, 6leo de capim liméo e feromoénio de Nasanov sintético e de quatro
escolhas, para repelentes como benzaldeido e antranilato de metila.

Nos bioensaios utilizando o papel filtro (1,5 x 2,5 cm) foram registradas
as respostas de abelhas nutrizes e campeiras. Nestes, pipetou-se 10 uL de
cada tratamento contendo as substancias isoladas em diferentes
concentracdes: 0,1 pg/uL para o FNS, 10 pg/uL para o OCL, AME e BZA, todas
diluidas em etanol. As concentracfes foram definidas através do teste de
sensibilidade em EAG (item 3.1.1), que através do limiar de resposta
possibilitou a determinacdo da concentracdo mais adequada para cada
tratamento. O OCL também foi avaliado na concentracdo de 0,1 pg/pL.

Nos testes com as emulsbes, previamente descritas no item 3.1, foi
observada a quimiotaxia somente de campeiras frente aos tratamentos OCL,
AME e BZA, bem como a emulséo inerte (controle). Também foram observadas
as respostas de A. mellifera ao FNS, sendo seu controle um tubo de mesmo

tipo vazio.
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A arena do olfatbmetro de dupla escolha tipo “Y” foi confeccionada com
tubos de vidro transparente com 2 cm de diametro interno, arena inicial com 10
cm, bifurcada em dois “bragos menores” de 8 cm de comprimento, cada. Um
fluxo de ar, previamente filtrado com carvao ativado, era conduzido para dentro
do sistema com o auxilio de uma bomba a vacuo conectada a um fluximetro e
um borbulhador, a uma taxa de 0,3 L/min, ligado as extremidades distais dos
dois bracos menores do olfatbmetro.

Cada individuo era liberado na entrada da arena e utilizado somente
uma vez, sendo as respostas consideradas positivas quando as abelhas
alcancavam a fonte de odor ou percorriam, pelo menos, 4 cm dentro de um dos
“bragos menores” permanecendo nessa area por, no minimo, 30 segundos.

A cada quatro repeticbes o olfatbmetro era invertido horizontalmente
(rotacdo de 180°) e, a cada oito, era lavado com agua, sabdo neutro,
enxaguado e lavado novamente com etanol. Apos este procedimento o0 mesmo
era seco em estufa de esterilizacdo a 150 °C e os papeis filtros com os
tratamentos, renovados. Tanto o OCL como o FNS foram colocados
isoladamente na extremidade de um dos bragcos menores do olfatbmetro e
sempre contrastados com o etanol (controle).

O olfatbmetro de quatro escolhas era composto por uma arena (1,5 cm
de espessura) de material acrilico em formato de “X”, coberta por duas placas
de vidro, uma na parte inferior e outra na superior, com 484 cmz (Figura 2). O
fluxo de ar, previamente filtrado com carvao ativo e umidificado através de um
borbulhador contendo agua destilada, era conduzido para dentro do sistema

com auxilio de um propulsor conectado em um fluximetro a uma taxa de 0,6
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L/min para cada um dos quatro bracos do olfatbmetro, sendo a taxa de vacuo
total do sistema de 0,4 L/min.

ApoOs a aclimatacdo, os insetos foram liberados individualmente no
centro da arena e submetidos a escolha entre dois tratamentos, posicionados
nas extremidades de cada um dos quatro bracos do olfatbmetro. Em trés das
quatro extremidades (bracos) foram posicionados o benzaldeido ou o
antranilato de metila, em triplicata. Na quarta extremidade, foi colocado o
controle (etanol).

A cada quatro repeticdes o tratamento foi renovado e a cada oito o
olfatdbmetro foi lavado com sabdo neutro e agua destilada, enxaguado com
etanol e seco em estufa de esterilizacdo a 60 °C. Depois deste procedimento,

os tratamentos foram rotacionados.

FIGURA 2. Olfatdmetro de quatro escolhas. A) bomba de ar; B) fluximetro; C) borbulhador;
D) entradas de ar; E) arena; F) bragos da arena e G) area de resposta
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Para andlise considerou-se o tempo de residéncia, em segundos, dos
insetos em cada braco do olfatbmetro. As abelhas que permaneceram somente
na area central deste ou ficaram por menos de 60 s nos bracos, foram
considerados nao responsivas e, portanto, desconsideradas na analise
estatistica.

Nos experimentos comportamentais de dupla escolha, os dados foram
comparados pela andlise do Qui-quadrado (x?), e nos de multipla escolha,
comparados pelo teste de Friedman (Bioestat 5.3%; Ayres et al., 2007). O nivel

de confiabilidade foi de 95%.
3.4 Bioensaios de campo

3.4.1 Efeito do antranilato de metila e do benzaldeido no

forrageamento de Apis mellifera

Os bioensaios foram executados no Campus da Faculdade de
Agronomia em Porto Alegre, RS (30°01’S; 51°13’0) entre os meses de outubro
a dezembro de 2014, em dias com temperatura entre 20 e 30 °C e sem registro
de pluviosidade.

Em cada bateria de teste foram utilizados 2 mL de BZA ou AME puros,
pipetados individualmente em discos de papel filtro (Whatman, 80g/m?) com
diametro de 10 cm. Esses discos foram colocados dentro de placas de Petri (13
cm de didametro), sendo que na por¢ao central de cada placa foi adicionado um
alimentador contendo 40 mL com solucé&o de mel (25%) (Figura 3A). As placas
foram posicionadas sobre estacas a uma altura de 80 cm do solo e
distanciadas de, aproximadamente, 10 metros de colbnias de A. mellifera.

Como controle foi utilizado placa contendo disco de papel filtro e alimentador
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com a solucdo de mel. Realizou-se uma repeticdo por dia com cada
substancia, totalizando 30 réplicas. Os bioensaios foram avaliados por 30
minutos, entre as 10 e 12 horas.

As abelhas gue se alimentavam durante as visitas eram contabilizadas e
marcadas com tinta atoxica (caneta UniPOSCA™), com cores distintas por

tratamento (Figura 3B).

FIGURA 3. Dispositivo de teste. A) alimentador contendo solu¢cdo de mel e placa de Petri
com papel filtro fixados em estaca; B) abelhas marcadas no tratamento
controle

O numero médio de abelhas que visitaram e se alimentaram do mel
presente em cada tratamento foram testados quanto a normalidade,
submetidos a ANOVA e comparados pelo teste de Tukey com 95% de

confiabilidade (BioEstat, 5.3; Ayres et al., 2007).



24

3.4.2 Influéncia da presenca de compostos sintéticos no

alojamento de enxames de Apis mellifera em caixas isca

Os bioensaios foram realizados em duas areas, na propriedade P6r-do-
Sol situada no municipio de Minas do Ledo, RS (30°06°26”S, 52°01°04” O) e na
Estacdo Experimental Agrondmica da UFRGS, localizada em Eldorado do Sul,
RS (30°05’52"S, 51°39'08” W). A area experimental de Minas do Ledo (Figura
4B) possui cerca de 2 ha, com superficie no entorno coberta por campo nativo
e cultivo de eucalipto (Eucalipto grandis). A area de Eldorado do Sul (Figura
4C) possui 1,6 ha com campos de pastagens naturais, areas de eucalipto, além
de culturas anuais como soja (Glycine max) e milho (Zea mays), no entorno.
Em ambos os locais havia a presenca de apiarios que se encontravam a uma

distancia aproximada de 150 m das areas experimentais.

FIGURA 4. Mapa do Rio Grande do Sul (A) e vista aérea das areas experimentais: Minas do
Ledo (B) e Eldorado do Sul (C), RS. Circulos vermelhos delimitam as trés areas
na propriedade Por-do-Sol (B) e a area parcial na Estacdo Experimental
Agrondmica da UFRGS (C) (Google Earth, 2015)
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O periodo de avaliacéo foi de 16 de outubro de 2013 a 15 de maio de
2014, na area B e de 03 de janeiro de 2014 a 15 de maio de 2014, na area C.

Foram utilizadas caixas isca confeccionadas com papeldo branco com
cobertura metalizada, seguindo as medidas dos nucleos padrdo Langstroth
com capacidade para cinco quadros de ninho (caixilhos), com volume de 35 L.
No interior de cada uma das caixas eram colocados apenas dois caixilhos,
centralizados, contendo uma tira de cera alveolada, com dimensfes de 42 cm
de comprimento e 5 cm de altura, fixados na barra superior do mesmo. Todas
as caixas isca foram cobertas e protegidas da chuva por sacos plasticos

(Figura 5).

FIGURA 5. Caixa isca com enxame de Apis mellifera na &rea experimental no municipio
de Minas do Ledo — RS.

As caixas isca foram posicionadas no chao distantes 5 m entre si e
iscadas com um dos seguintes tratamentos: formulacdo comercial do FNS
(Swarm Catch Lure Contech Inc.), éleo essencial de capim lim&o, benzaldeido
e antranilato de metila. As trés udltimas foram formuladas em emulsdo de

parafina (1g) na concentracdo de 10%, conforme item 3.1. Os tratamentos
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foram colocados no interior das caixas isca e renovados a cada 30 dias. Foram
feitas seis repeticbes por area, divididas em trés subparcelas com duas
caixas/tratamento.

A inspecéo era realizada semanalmente e, quando verificada a presenca
de abelhas alojadas, as caixas eram fechadas e recolhidas do local, sendo uma
nova, com 0O respectivo tratamento, instalada em outro local, dentro da
subparcela.

O numero médio de enxames de A. mellifera coletados nas caixas iscas
contendo os diferentes tratamentos foi testado quanto a normalidade e
submetidos a ANOVA sendo as diferencas comparadas pelo teste de Tukey (a

= 0,05) (BioEstat, 5.3; Ayres et al., 2007).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Respostas eletetroantenograficas

4.1.1Testes de sensibilidade e seletividade

As curvas de respostas as concentracdes obtidas a partir de bioensaios
eletronatenograficos (EAGSs) de antenas de A. mellifera com idade entre 20-30
dias, ao feroménio de Nasanov sintético (FNS), éleo essencial de capim limao
(OCL), benzaldeido (BZA) e antranilato de metila (AME) estdo representadas
nas figuras 6 a 9, respectivamente.

O limiar de resposta para o FNS foi atingido em concentracbes de
aproximadamente 0,1 ug /uL (Figura 6), ou seja, menores do que para o OCL
BZA e AME (~10 pg/uL), figuras de 7 a 9, respectivamente (Kruskal-Wallis, P <
0,05). Concentracdes abaixo dos referidos valores, foram similares ao controle
(etanol) (Kruskal-Wallis, P > 0,05).

No presente estudo as respostas eletroantenograficas de A. mellifera a
cada um dos compostos (seletividade) nao diferiram entre operarias jovens e
velhas (Mann-Whitney; P > 0,05). As antenas de abelhas com idade entre um e
cinco dias desencadearam respostas significativamente maiores aos
tratamentos OCL e ao FNS em relacéo ao controle. Nas mais velhas, além dos
dois compostos citados, foi observada uma resposta maior também para o

benzaldeido, quando em comparacgao ao controle (Tabela 1).
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FIGURA 6. Respostas eletroantenograficas (+ EP) de Apis mellifera campeiras as seis
concentracdes do feromdnio de Nasanov sintético: 0,01; 0,1; 1; 10; 100 pg/uL e
puro e ao solvente etanol (controle). Médias seguidas de letras distintas diferem
entre si (Kruskal-Wallis, P< 0,05).
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FIGURA 7. Respostas eletroantenograficas (+ EP) de Apis mellifera campeiras as seis
concentracdes do 6leo de capim limao: 0,01; 0,1; 1; 10; 100 ug/uL e puro e ao
solvente etanol (controle). Médias seguidas de letras distintas diferem entre si
(Kruskal-Wallis, P < 0,05).
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. Respostas eletroantenogréficas (x EP) de Apis mellifera campeiras as seis
concentragdes de benzaldeido: 0,01; 0,1; 1; 10; 100 ug/uL e puro e ao solvente
etanol (controle). Médias seguidas de letras distintas diferem entre si (Kruskal-
Wallis, P< 0,05).
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Respostas eletroantenograficas (+ EP) de Apis mellifera campeiras as seis
concentracdes de antranilato de metila: 0,01; 0,1; 1; 10; 100 ug/uL e puro e ao
solvente etanol (controle). Médias seguidas de letras distintas diferem entre si
(Kruskal-Wallis, P < 0,05).
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TABELA 1. Respostas eletroantenogréaficas (mV) de abelhas em dois grupos de idade (1-5 e
20-30 dias) aos tratamentos, em papel filtro, com 6leo essencial de capim limao
(OCL), feromdnio de Nasanov sintético (FNS), benzaldeido (BZA), antranilato de
metila (AME) e etanol (controle) (n = 15).

Tratamento Idade das operarias (dias) (resposta em mV+ EP)
1-5 20-30

OCL 12,14 + 1,21 ABa* 11,32 + 0,83 Aa

FNS 11,12 + 1,32 ABa 10,44 + 0,84 Aa

BZA 10,12 £ 1,20 BCa 9,90 + 0,90 ABa

AME 8,65 + 1,25 BCa 6,98 + 0,70 BCa

Etanol (controle) 6,07 £ 0,56 Ca 4,12 + 0,51 Ca

*Médias seguidas de letras distintas mailisculas, nas colunas e mindsculas, nas linhas, diferem
entre si pelo teste Kruskal-Wallis (P<0,05).

As sensilas olfativas de A. mellifera tem a capacidade de responder a
diversos odores, com células mais sensiveis a alguns tipos de compostos em
detrimento de outros (Fonta et al. 1991; Leal, 2005). Nesse trabalho constatou-
se que todos os odores testados foram percebidos pelas antenas das abelhas,
apesar das diferencas no limiar e na intensidade de respostas observadas.

De forma geral, as maiores despolarizacbes foram observadas para o
tratamento FNS e para o OCL (que contem substancias analogas ao FNS),
porém, o limiar foi menor para o primeiro, indicando que as abelhas sdo mais
sensiveis a ele. As maiores respostas das abelhas aos estimulos com OCL e
FNS, em relacdo ao controle, estdo relacionadas, provavelmente, ao maior
namero de proteinas receptoras especificas de feromoénio na hemolinfa antenal

destes insetos. Este fato se deve a importancia da percepcao destes odores na



31

comunicacdo quimica das abelhas e, consequentemente, na organizacdo da
colénia (Free, 1987).

Segundo Thiéry & Marion-Poll (1998) o tamanho das respostas
eletrofisioldgicas depende da familiaridade do composto na rotina dos insetos e
que estas estdo diretamente vinculadas ao efeito da substancia no
comportamento dos mesmos. O ferombnio de Nasanov é responsavel pela
orientacdo, aglomeracdo e forrageamento, auxiliando as abelhas a
encontrarem sitios de alimentacdo e de nidificacdo (Hepburn, 2011). Do
mesmo modo, o0 Oleo essencial de capim lim&o, por ter substancias analogas
ao FNS, como o citral e o geraniol, também pode desencadear
comportamentos semelhantes em operarias, independentemente da idade
destas (Veturiano & Monteiro, 2006).

Allan et al. (1987), atraves de EAG, avaliaram o efeito dos compostos
feromonais presentes nas glandulas mandibulares de rainhas (9-hidroxi-2-
decendico, 9-ceto-(E)-2-decendico, 9-keto-(E)-2-decendico) e dos compostos
do feroménio de alarme (acetato de octila, acetato de octila, alcool benzilico,
(+)-nonan-2-ol, (%)-nonan-2-ol, Eicos -11Z-en-1-ol) em operarias de Apis
mellifera ligustica L. com idade entre 1 a 60 dias. Segundo os autores n&o
houve um acréscimo no tamanho das respostas eletroantenograficas em
funcéo da idade.

Resultado semelhante foi observado por Masson & Arnold (1984) ao
testarem as respostas de antenas de operarias de A. mellifera (raca europeia)
desde a emergéncia até 22 dias de idade. Os autores observaram que a

despolarizacdo das sensilas olfativas atingiu seu maximo no 4° dia,
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permanecendo inalterada até os 22. Estes resultados corroboram os
encontrados nesse trabalho, onde ndo foram observadas diferencas no
tamanho das respostas (mV) a todos os odores quando comparados grupos de
1-5 e de 20-30 dias de idade.

Sabe-se que a percepcdo de odores € importante para a coesao e
orientacdo das abelhas dentro e fora da colmeia, ou seja, para que o
superorganismo sobreviva € necessario que a percepcao olfativa seja igual
para todos os membros da casta operaria de A. mellifera. Desde a fase larval
até a adulta, as abelhas sdo sucessivamente submetidas a odores diferentes,
como aqueles emitidos pelas crias, pelas irmés adultas, pela rainha e/ou pelos
alimentos armazenados. ApoOs seu primeiro voo de orientagcdo, a abelha
também é submetida a uma enorme variedade de pistas quimicas, entre estas,
0s complexos e instaveis volateis florais (Masson et al., 1993).

As operarias memorizam o0s odores que sdo de interesse e conseguem
reconhecer substancias chave entre uma gama de substancias, que podem
estar sinalizando, por exemplo, para os recursos alimentares. Nesse sentido,
as abelhas de faixas etarias distintas devem estar igualmente sensiveis as
principais substancias, tanto aquelas utilizadas no reconhecimento dos
integrantes da mesma coldnia, quanto as dos recursos que estdo no entorno
(Masson et al.1993).

Assim como constatado nos bioensaios com as substancias testadas em
papel, foi observado que o OCL e FNS também desencadearam maiores
respostas eletroantenograficas em campeiras nos tratamentos com emulsao de

parafina, independentemente do tempo de exposicdo (Tabela 2). De forma
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geral, ndo houve diferenca, com excecédo do BZA, entre as despolarizacdes de
antenas de A. mellifera, submetidas as emulsdes novas em comparacdo com
as expostas por oito semanas. Esse resultado pode ser decorrente das
interacbes quimicas entre a matriz dispersora e 0s ingredientes ativos
(compostos) com a taxa de liberacdo similar para os mesmos. Porém, o
benzaldeido foi o Unico tratamento em que se observou a diminuicdo das
respostas eletrofisiolégicas ao longo do tempo. Este resultado pode estar
relacionado a maior volatilidade desse composto em relacdo aos demais e
também ao fato deste aldeido se oxidar a acido benzoico na presenca do ar,

resultando em uma substancia néo volatil (Peter et al., 2006; Aldrich, 2012).



TABELA 2. Respostas eletroantenograficas (mV) (x EP) de Apis mellifera campeiras, aos compostos sintéticos: antranilato de metila (AME), benzaldeido
(BZA), 6leo essencial de capim lim&o (OLC), formulagdo comercial do feroménio de Nasanov sintético (FNS) (Swarm Catch Lure.) e a emulséo
de parafina (controle), expostos por até oito semanas em condi¢des de campo (20 + 5 °C, 70 + 10% UR) (n = 18).

Exposicdo das substancias em condi¢des de campo (semanas) (mV + EP)

Tratamento
Segunda Terceira Quarta Quinta Sexta Sétima Oitava
Controle 1,54 + 0,26 Aa 3,74+0,26 Abc 5,64 +0,54 Ab 4,18+0,34 Ab 3,38+0,24 Ab 1,97+0,25 Aac 2,44+0,20 Aac 2,36+0,21 Aac
AME 3,12+0,51 ABa 3,70+£0,29 Aab 4,17+ 0,47 Aab 6,59+0,78 ABC 5,13+0,34 ABc  4,22+0,61 ABab  3,2410,29 Aab 2,89+0,20 Aab
BZA 6,00 + 0,89 Ba 5,72 + 0,38 Ba 3,96 £ 0,92 Aabc  3,92+0,51 Aab 3,08+0,41 Abc  2,15+0,28 Abc 2,14+0,38 Ac 2,30+0,31 Abc
OCL 5,98 + 0,87 Ba 5,92+ 0,47BCa 8,46+ 1,01Bb 8,43+1,19 Bb 8,56+0,76 Bb 6,27+0,85 Bab 6,12+0,53 Bab 4,91+0,40 Ba
FNS 894+141Bab 9,13+0,76 Cab 12,05+1,11Cb 10,19+1,12 Bab  8,39+0,56 Bab  7,20+0,97 Bab 6,49+0,75 Ba 6,62+0,56 Ba

*Médias seguidas de letras mailiscula na coluna e mintsculas na linha, diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (P < 0,05).

ve
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4.2 Bioensaios comportamentais

4.2.1 Olfatometria

Nos bioensaios em olfatbmetro tipo “Y”, as operarias nutrizes (y2 =
9,8; gl =1; P=0,0017) e campeiras (32 = 12,8; gl = 1; P = 0,0003) de A.
mellifera africanizadas foram significativamente mais atraidas para o FNS na
concentracdo de 0,1 pg/uL quando comparado ao controle (etanol), n&o
havendo diferencas de respostas entre abelhas de idades diferentes ao FNS

(= 0,036 ; gl = 1; P = 0,8488) (Figural0).
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FIGURA 10. Respostas quimiotaxicas de operarias (%) de Apis mellifera com 1-5 e 20-30
dias de idade, testadas em olfatbmetro de dupla escolha e submetidas ao
feromonio de Nasanov sintético (0,1 ug/uL) e etanol (controle), em papel filtro.
*O numero de abelhas que se direcionaram ao feromdnio de Nasanov difere
significativamente do controle (x?; P < 0,05). NR = N&o Responsivos.

Desde a fase imatura as abelhas estdo expostas aos compostos

feromonais de seus coespecificos e é de se esperar que na fase adulta elas
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sejam igualmente sensiveis a estes (Masson et al.,, 1993). Resultado
semelhante ao deste estudo, também com substancias feromonais, foi
encontrado por Pham-Delégue et al. (1993) que ao testarem grupos de
abelhas em olfatbmetro de quatro escolhas com idades de 2, 4, 8, 15 e 21
dias ao feromdnio natural e sintético da rainha de A. mellifera, n&o
observaram diferenca significativa no tamanho das respostas entre operarias
de diferentes idades. Willians et al. (1982) avaliaram, em olfatbmetro, a
atratividade de abelhas europeias ao feroménio natural de Nasanov e ao
sintético e também ndo observaram diferenca na atratividade entre os
tratamentos.

Abelhas operarias podem ser observadas na entrada de colmeias com
o abdémen levantado agitando as asas e expondo a glandula feromonal.
Através desse comportamento, estas liberam o feromoénio de Nasanov
orientando os demais individuos da sua colénia que estdo sobrevoando o
local. Esse processo também pode ser observado em enxames de abelhas
que estdo pousados, ou seja, enquanto algumas operarias voam para
buscar agua para as irmas que estdo aglomeradas, outras sinalizam com
feromonio a posi¢cdo do enxame (Lindauer, 1951; Schimdt, 1994; Sandoz et
al., 2007).

O feromoénio de Nasanov também pode ser utilizado na marcacédo de
sitios de nidificacdo. Quando, na época reprodutiva, as abelhas estdo em
busca de um novo local para se alojarem, elas marcam os locais que
consideram apropriados com esse feroménio. Posteriormente, voltam a
colénia, ou ao enxame de onde partiram, e informam as demais sobre a

localizac&o do achado (Schimdt, 1994; Sandoz et al., 2007).
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Nesse presente estudo foi utilizado Swarm Catch Lure, que € uma
isca comercial usada para a captura de enxames de abelhas de racas
europeias. Com os resultados deste trabalho constatamos que as abelhas
africanizadas, assim como as europeias, também séo atraidas a esta isca.
Os resultados dos bioensaios de olfatbmetria também mostraram que
aproximadamente 60% das campeiras se direcionaram ao tratamento
contendo o OCL (0,1 pg/uL), em relacdo aos 32 % que foram para o controle
(x¢=17,2; gl =1; P=0,0073), o mesmo foi observado quando foram utilizadas
abelhas com um a cinco dias de idade (x2 = 7,2; gl = 1; P= 0,0073) (Figura
11).

Quando foi contrastado o comportamento quimiotdxico de campeiras
frente ao OCL e ao FNS, em papel filtro, ambos na concentracédo de 0,1
Mg/uL, registraram-se um numero semelhante de abelhas em cada um deles
(x2 = 0,200; gl = 1; P = 0,6547). Esse resultado pode ser explicado pelo fato
do OCL ter em sua composi¢cado 0s compostos como o0 geraniol e nerol que

também estéo presentes no feroménio de Nasanov (Pickett et al., 1980).
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FIGURA 11. Respostas quimiotaxicas de operarias (%) de Apis mellifera com 1-5 e 20-
30 dias de idade, testadas em olfatbmetro de dupla escolha e submetidas
ao Oleo essencial de capim liméo (OCL) (0,1 pg/uL) e etanol (controle) em
papel filtro. *O nimero de abelhas que se direcionaram ao OCL difere
significativamente do controle (x2; P < 0,05). NR = N&do Responsivos.

Os resultados de quimiotaxia constatados neste estudo evidenciaram
que a maior percepcdo ao OCL em relacdo ao controle, observada nos
EAGs (4.1.1), esta associada a resposta motora positiva das abelhas a este
tratamento.

Resultado semelhante foi observado por Malerbo-Souza et al. (2004)
em condicbes de campo. Segundo os autores, a pulverizacdo de Oleo
essencial de capim limdo em pomares de laranja doce (Citrus sinensis),
aumentou o numero de visitas de A. mellifera em comparagdo com o
tratamento controle. No entanto, quando as plantas foram pulverizadas com

uma mistura de eugenol, citral e geraniol (sendo os dois ultimos presentes
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no feroménio de Nasanov) foi observado um maior nimero de abelhas, em
relacdo as que receberam o 6leo de capim liméo.

Extratos de capim limdo, manjericéo, falsa-melissa, folha de laranjeira
e de eucalipto, todos a 20%, foram pulverizados isoladamente nas flores, em
culturas de abacateiro (Silva et al., 2002) e de maracujazeiro (Malerbo-
Souza, et al. 2003) para avaliar o nimero de visitas de abelhas no periodo
de floracdo. Contudo, ao contrario do trabalho anterior, ndo foi observado
aumento significativo nas visitas dos insetos nas flores pulverizadas em
relacdo ao tratamento controle, em ambas as culturas.

No presente estudo, quando foi utilizado o OCL na concentracéo
resposta (10 pg/uL), também ndo foi observada a atratividade motora
positiva de A. mellifera a este tratamento, ao contrario, as abelhas preferiram
se deslocar para o local onde estava o etanol (controle) (2 =5;gl=1; P =
0,0253) evidenciando que o0 comportamento quimiotaxico pode ser
influenciado pela concentracdo do composto utilizado, conforme ja registrado
por Wright et al. (2009).

Dessa forma supde-se que concentracdes préoximas de 10 ug/uL do
OCL podem provocar a saturacdo das proteinas receptoras das antenas de
operarias de A. mellifera, podendo também interferir na interpretacdo
neurofisiolégica do inseto em relacdo ao estimulo olfativo exposto, fazendo
com que este odor deixe de ser atrativo para as abelhas.

Nos bioensaios realizados em olfatbmetro de quatro escolhas com
antranilato de metila (10 pg/uL) e etanol (controle), foi observado um maior

tempo de residéncia no braco do olfatbmetro que continha o etanol, em
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relacdo aos outros trés bracos da arena (P < 0,05) com AME (Figura 12).
Esse resultado indica que o composto na concentracdo utilizada exerceu

acao repelente nas abelhas.
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FIGURA 12. Tempo de residéncia (+ EP) de operéarias de Apis mellifera com idade entre
1-5 e 20-30 dias de idade, nos bracos do olfatbmetro de quatro escolhas
contendo antranilato de metila (A1, A2 e A3) (10 pg/pL) ou etanol. *Colunas
de mesma cor seguidas de letras mailsculas, e de cores diferentes, dentro

de cada tratamento, seguidas de letras mindculas diferentes, diferem entre
si, pelo teste de Friedman (a = 0,05). Tempo de observagéo: 5 min

O comportamento desencadeado por AME ja foi registrado para
abelhas, dentre outros himenopteros e dipteros. De acordo com Pankiw
(2009) o antranilato de metila a 10% aspergido na vestimenta do
pesquisador, reduziu o numero de ferroadas durante um ataque de A.
mellifera. Também foi observado pelo autor uma diminuigdo na quantidade
de ninhos de vespas do género Polistes em locais onde foram instalados
dispersores contendo esta substancia pura.

Compostos do grupo antranilato (antranilato de etila, antranilato de

butila e antranilato de dimetila) também foram descritos em testes
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laboratoriais como repelentes de Drosophila melanogaster (Diptera:
Drosophilidaee) (Kain et al., 2013) e Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)
(Afify et al., 2014).

De forma contraria, Murai et al. (2000) constataram que o antranilato
de metila foi atraente para Thrips hawaiiensis Morgan (1913) (Thysanoptera:
Thripidae) e Thrips coloratus Schmutz (1913) (Thysanoptera: Thripidae),
bem como, para o parasitoide Ceranisus menes (Hymenoptera: Eulophidae).
Simpson et al. (2011) pulverizaram antranilato de metila em trés diferentes
concentracdes (0,5%, 1% e 2%) e culturas (Vitis vinifera L., Zea mays L.,
Brassica oleracea L.) e observaram que um dia apds a aplicacdo do produto
foram atraidos os predadores das seguintes espécies: Dicranolaius bellulus
(Coleoptera: Melyridae), Micromus tasmaniae (Neuroptera: Hemerobiidae),
Nabis kinbergii (Neuroptera: Nabidae) e Oeachalia schellenbergii
(Hemiptera: Pentatomidae), além de uma morfoespécie de Encyrtidae, apos
0 quarto dia da pulverizacdo. O AME é um composto secundario que pode
ser liberado por plantas danificadas por insetos fitéfagos (Murai et al.,2000;
Pankiw, 2009). Dessa forma, provavelmente a atracdo dos predadores e
parasitoides pode estar relacionada a presenca de herbivoros (presas ou
hospedeiros), na area onde o composto foi liberado.

Esta substancia também esta presente em flores de citros e ja foi
utilizada para caracterizar a origem floral de méis provenientes de espécies
desse género (Sesta et al., 2008). Portanto, o AME ¢é familiar para A.
mellifera as quais podem reagir de forma diferente na presenca deste
composto, de acordo com a concentracdo exposta, como relatado e

observado neste estudo.
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As abelhas, logo apds a emergéncia, sdo submetidas a odores dentro
da colmeia, inclusive aos dos alimentos armazenados como pélen e néctar.
Como o antranilato de metila esta presente em flores de origem citrica, € de
se esperar que tanto abelhas nutrizes, como campeiras sejam igualmente
perceptiveis a esse odor.

Em relacdo ao tratamento com benzaldeido (10 pg/pL), o tempo de
residéncia despendido nos bracos da arena correspondente ao tratamento
controle (etanol), foi maior (P < 0,05), tanto para operarias novas como
velhas, evidenciando a repeléncia deste composto, nesta concentracao, para
abelhas africanizadas (Figura 13). O BZA também foi reportado como
repelente para formigas (Eisner et al., 1978; Eisner et al., 2005) e A.

mellifera (Townsend, 1963).
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FIGURA 13. Tempo de residéncia (+ EP) de operarias de Apis mellifera com idade entre 1-5
e 20-30 dias de idade, nos bracos do olfatbmetro de quatro escolhas contendo
benzaldeido (B1, B2, B3) (10 pg/pL) ou etanol. *Colunas de mesma cor
seguidas de letras mailsculas, e de cores diferentes, dentro de cada
tratamento, seguidas de letras minuculas diferentes, diferem entre si, pelo teste
de Friedman (a = 0,05). Tempo de observacéo: 5 min.
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Corroborando os dados obtidos neste estudo, Townsend (1963)
também constatou, em laboratorio e campo, que o benzaldeido e o benzoato
de metila provocaram um percentual de repeléncia de 85 e 81%,
respectivamente, em abelhas europeias. Segundo Bargamann (1993), o BZA
também pode desencadear respostas comportamentais diferentes de acordo
com a concentracdo utilizada. Cossé e Baker (1999), por exemplo,
observaram que esse composto € atraente para Diabrotica sp. (Coleoptera:
Chrysomelidae) somente em altas concentragdes (> 200 mg/ 25°C), em
baixas, esta substancia ndo altera o comportamento quimiotaxico destes
insetos.

Foram realizados bioensaios para avaliar as respostas quimiotaxicas
de A. mellifera campeiras, em funcdo do tempo de exposicdo dos
dispersores: feroménio de Nasanov sintético (FNS) (Swarm Catch Lure,
Contech Inc.) e emulsdo com OCL, BZA ou AME.

As abelhas foram mais atraidas para os tratamentos com o FNS, em
relacdo ao controle, independentemente do tempo de exposicdo da
formulacdo (Figura 14). Esse resultado indica que esta permaneceu estavel
e atrativa para as abelhas ao longo de todo o periodo, reforcando os
resultados encontrados nos testes de eletroantenografia (Tabela 2).

Em relacédo ao OCL, foi verificada a atratividade para campeiras até a
quinta semana de exposicao (x? = 7,2; gl = 1; P = 0,0073) (Figura 15). A
partir da sexta semana, o percentual de escolhas das abelhas néo diferiu
significativamente. Sendo assim, a formulacdo de capim limdo se manteve
atraente por um periodo maximo de cinco semanas em testes quimiotaxicos.

Ja nos EAGs, a formulacdo se manteve perceptivel para as abelhas até a
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oitava semana. Segundo Masson et al. (1993) as abelhas podem apresentar
respostas eletroantenograficas a determinados estimulos, mas ndo motora,
uma vez que é necessario uma equalizacdo entre o odor percebido e a
respectiva interpretacdo do sinal no lobulo antenal e, posteriormente, no

deutocérebro para desencadear o comportamento.

Controle Nasanov
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FIGURA 14. Respostas quimiotaxicas (%) de operarias de Apis mellifera com idade de 20-
30 dias, testadas em olfatbmetro de dupla escolha, submetidas a formulacéo
comercial do ferombnio de Nasanov sintético (FNS) (Swarm Catch Lure) e
controle (tubo Eppendorf vazio) expostos ao ambiente por até oito semanas.
Todas as respostas ao FNS diferiram significativamente do controle (3% P <
0,05).

Tanto a formulacdo contendo antranilato de metila, quanto
benzaldeido, expostas por até oito semanas, apresentaram acao repelente
para as abelhas. O tempo médio das campeiras em ambos 0s tratamentos
foi maior para o tratamento controle (Friedman, P < 0,05), quando

comparado ao tempo despendido nas arenas que continham o AME ou o
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BZA, separadamente. A percepc¢ao a estes compostos durante este periodo,

ja tinha sido constatada nos testes de eletroantenografia (Tabela 2).

-}

r
™
o
F+

8 Semana 17
17

ns

14

15

o
.

3' Semana

1" Semana 14

4
.

o
)
o
-
o
)
&
o
o

80 40 20

FIGURA 15. Respostas quimiotaxicas (%) de operarias de Apis mellifera com idade de 20-
30 dias, testadas em olfatdbmetro de dupla escolha, submetidas ao 6leo de
capim limdo (OCL) (10%), em emulsdo de parafina, e ao tratamento controle
(emulsdo inerte). *Respostas ao OCL seguidas de asteriscos diferem
significativamente do controle (y?; P < 0,05). ns = n&o significativo.

4.3 Bioensaios de campo
4.3.1Efeito do antranilato de metila e do benzaldeido no
forrageamento de Apis mellifera
Os resultados dos testes realizados a campo mostraram que tanto o
AME quanto o BZA apresentaram efeito repelente as abelhas. O numero
médio de individuos que visitaram os alimentadores contendo a solucdo de
mel a 25%, na presenca dos compostos puros, foi significativamente menor

guando comparado com o controle (Tukey; P < 0,05). A média de visitantes
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no alimentador contendo a solucédo de mel na presenca do AME foi de 1,37 +
1,06 e de seu controle foi de 9,3 + 2,59. Ja no benzaldeido foi de 1,17 £ 1,21
em relacdo ao controle 7,13 + 2,3.

Segundo Menzel (1999), as abelhas associam recompensas (xarope
de acucar, por exemplo) com odores de plantas e podem desenvolver
respostas condicionadas quando estimuladas a esses odores. No entanto,
no presente estudo, observou-se que apenas 9% das abelhas que visitaram
o alimentador contendo a solucdo com mel na presenca do antranilato de
metila retornaram ao mesmo pela segunda vez, enquanto que no
alimentador controle (solucdo de mel), o nimero de retornos foi de
aproximadamente 50%. Ja& no alimentador tratado com o BZA, 17% das
abelhas que consumiram a solucdo de mel retornaram para uma segunda
visita, enquanto que no controle, 51% das campeiras revisitaram-no. NOoSs0s
resultados corroboraram os de Townsend (1963), que registrou o efeito de
repeléncia do benzaldeido em operérias de A. mellifera.

Free et al. (1989) também constataram que um outro composto do
grupo benzila (acetato de benzila) desencadeou comportamento de
repeléncia de A. mellifera em plantas de girassol (Heliantus annuus L.)
quando utilizado nas concentracbes de 0,5 e 5 mg/100 pL em parafina
liquida).

4.3.2 Influéncia da presenca de compostos sintéticos no

alojamento de enxames de Apis mellifera em caixas isca

O numero de enxames de A. mellifera africanizadas capturados nas
caixas isca contendo o FNS (Swarm Catch Lure Contech Inc.) foi

significativamente maior do que nas caixas iscadas com qualquer um dos
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outros tratamentos (ANOVA; P < 0,05), tanto em Eldorado do Sul-RS, como
em Minas do Ledo-RS. O nimero de enxames capturados nas caixas isca
gue continham os demais tratamentos, incluindo o controle, foi semelhante
(Tabela 3).

TABELA 3. Niumero médio (+ EP) de enxames de Apis mellifera coletados em caixas isca
com os compostos sintéticos: antranilato de metila (AME), benzaldeido (BZA),
Oleo essencial de capim limao (OCL), formulacdo comercial do feroménio de
Nasanov sintético (FNS) (Swarm Catch Lure) e o controle, nas areas
experimentais de Eldorado do Sul (RS) e Minas do Le&o (RS), no periodo de
outubro de 2013 a maio de 2014.

Tratamento Numero médio de enxames (+ EP)

Eldorado do Sul Minas do Le&o Total
FNS 2,0 £0,24a 4,0 +£0,40a 6,0 + 0,53a*
BZA 0,5 +0,02a 2,0+£0,47ab 2,5+ 0,69b
OCL 0,5 + 0,04a 1,5+ 0,05ab 2,0 £0,24b
AME 0,5+ 0,02a 1,0 £0,15b 1,5+0,06b
Controle Oa 1,0 £0,14b 1,0 £0,28b

* Letras distintas diferem entre si na coluna (ANOVA, P < 0,05).

Sabe-se que a escolha de um novo local para nidificacdo é decidido
através de um “comité de busca” de centenas de abelhas que inspecionam
os locais. Ao retornar, elas executam uma danca indicando a distancia e a
qualidade do novo sitio (Lindauer, 1955; Seeley et al.,, 2006). Segundo
Seeley & Buhrmann (2001) quando ha varias opg¢bes, o grupo decide pela
qualidade do local. Nos nossos resultados, provavelmente a presenca do
odor do feromdnio de Nasanov contribuiu para que 0s enxames preferissem
as caixas com o FNS, em detrimento aos outros tratamentos.

O fato de que o numero de enxames capturados nas caixas isca que

continham os tratamentos OCL, antranilato de metila, benzaldeido e controle
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tenha sido semelhante, pode estar associado ao tipo de formulacdo dos
compostos. A emulsdo de parafina utilizada como matriz dispersora pode ter
diminuido ou aumentado a taxa de liberacdo dos voléateis, impedindo a acéo
repelente de AME e BZA em A. mellifera e a atraente do OCL. De fato, nas
concentracfes utilizadas nas caixas isca 0S compostos repelentes néo
interferiram negativamente na atracdo de abelhas, ao contrario dos
resultados obtidos nos experimentos em que foram utilizados puros (item
4.3.1). Esse resultado demonstrou que a concentracdo do AME e do BZA
sdo preponderantes na repeléncia de abelhas e devem ser ajustadas para
essa finalidade. Quanto ao OCL, apesar de ter compostos semelhantes aos
do ferombnio de Nasanov (Pickett, 1980), este se diferenciou da isca
comercial, provavelmente pela competitividade com os volateis desta.

A formulacdo em base de parafina foi escolhida por ser utilizada
comercialmente no controle e manejo de insetos, principalmente em técnicas
de interrupcdo do acasalamento em lepiddpteros, na qual um dos requisitos
€ obter uma formulacdo com uma taxa de liberacdo constante ao longo do
tempo (Pastori et al., 2008; Harter et al., 2010). Atterholt et al. (1999)
avaliaram cinco formulag¢des e concluiram que a parafina € um bom veiculo
para a liberacdo controlada de feroménios sexuais de insetos. No mercado
nacional séo utilizados com sucesso emissores a base de ceras e 6leos sob
forma de pasta, denominados “SPLAT® (Specialized Pheromone and Lure
Application Technology) para a interrupcdo do acasalamento de Grapholita

molesta (Busck, 1916) (Lepidoptera, Tortricidae) (ISCA, 2015).



5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente estudo e nas condi¢gbes

em que o trabalho foi realizado, é possivel concluir que:

o limiar de resposta eletroantenogréfica de Apis mellifera
africanizadas para o feromdénio de Nasanov sintético é de 0,1
pHg/UL e para o 6leo essencial de capim limdo, antranilato de
metila e benzaldeido, de 10 pg/uL;

o ferombnio de Nasanov sintético e o 6leo essencial de capim
limdo desencadeiam quimiotaxia positiva em abelhas, ja o
antranilato de metila e benzaldeido, comportamento de
repeléncia, em olfatometria;

abelhas com 1 a 5 dias e com 20 a 30 dias de idade percebem
igualmente os odores do ferom6nio de Nasanov sintético, 6leo
essencial de capim liméo, antranilato de metila e benzaldeido;
antranilato de metila e benzaldeido puros, repelem Apis
melifera africanizadas em condi¢des de campo;

o feroménio comercial de Nasanov sintético (Swarm Catch
Lure, Contech Inc.) atrai mais enxames de Apis mellifera em

caixas iscas do que emulsdes de parafina contendo 10% de
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O0leo essencial de capim limdo, antranilato de metila ou

benzaldeido.



6 CONSIDERACOES FINAIS

Os semioquimicos podem ser uma ferramenta importante para o
manejo de abelhas, seja pelo potencial uso de volateis repelentes ou
atraentes.

Nesse estudo foi constatado que tanto o feromdnio comercial de
Nasanov como o Oleo essencial de capim limdo, sdo atrativos para A.
mellifera africanizadas. Sendo assim, ambos poderiam ser utilizados em
caixas isca, na captura de enxames de abelhas com este perfil genético e,
posteriormente, direcionados para produc¢do apicola.

O fato de o FNS ter capturado mais enxames do que o OCL nesta
pesquisa, nao inviabiliza ou descredibiliza a utilizacdo do ultimo como
atrativo para enxames, uma vez que bioensaios de laboratério confirmaram
a atratividade de abelhas nutrizes e campeiras a este composto. E possivel
que o uso isolado do capim limdo, sem a presenca do FNS, potencialize a
atratividade de abelhas para caixas isca com OCL, pois a presenca deste
nao seria camuflada pela do feroménio de Nasanov. No entanto, outros
trabalhos devem ser conduzidos para validar esta hipotese.

E importante salientar que o feroménio comercial (Swarm Catch Lure,
Contech Inc.) € um produto importado com preco aproximado de trés dolares

(Betterbee, 2015), além das taxas de importacdo. A formulacdo com OCL
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em parafina podera ser uma alternativa econémica e eficiente, uma vez que
0 custo dos produtos para sua formulacdo é acessivel e com durabilidade
de, pelo menos, cinco semanas. Também podem ser realizados ajustes na
férmula da emulsdo de parafina para permitir uma taxa de liberacdo mais
lenta, ou rapida do OCL, de acordo com as condi¢des climaticas onde a isca
seria utilizada.

O antranilato de metila e benzaldeido desencadearam um
comportamento de repeléncia em laboratério e campo. O estudo mais
aprofundado sobre a ac&o quimiotaxica destas substancias, principalmente a
respeito das concentracdes e formulacdes a serem utilizadas, pode resultar
na obtencdo de uma importante ferramenta para o manejo de abelhas em
areas urbanas e rurais nas quais a presenca destes organismos €
indesejada, como estabelecimentos comerciais e residenciais com grande
circulacdo de pessoas ou em pomares de Vitis vinifera em época de colheita.
Outra alternativa para utilizacdo dos repelentes em agroecossistemas
poderia ser através da incorporacao destes em iscas toxicas para controle
de insetos praga, ou seja, as abelhas seriam repelidas e ndo entrariam em
contato com o inseticida, preservando-se, desta forma, este importante
polinizador. Importante ressaltar que para a utilizagdo desses compostos em
sistemas agricolas é necessério diversos estudos sobre a interacdo desses

no ambiente e com os diversos organismos presente no ambiente.
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