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RESUMO

Avaliou-se a influéncia do Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Berliner) sobre adultos de Apis mellifera Linnaeus. Os
experimentos foram realizados em laboratério a 28 + 2 °C, UR 70 + 10% e fotofase de 12 horas. B. thuringiensis foi aplicado com
pulverizagdo sobre adultos, e fornecido através de solugéo aquosa de mel a 50% e em adicdo a pasta Candi, utilizando o produto
comercial Dipel® PM. Esse produto quando aplicado com pulverizag&o ou incorporado a pasta Candi ou a solugdo aguosa de mel
provocou mortalidade de adultos de A. mellifera em todas as concentragdes utilizadas, com excegéo de 0,25 g de Dipel®/100 mL
adicionado a solugéo aquosa de mel a50%. Ao ser incorporado a pasta Candi, aCL  correspondeu a 0,325 geaCL, 2,127 g do B.
thuringiensis var. kurstaki/60 g de pasta. Adicionado a solugéo aguosa de mel a50%, aCL  foi de 1,403 geaCL, foi de 7,759 g do
B. thuringiensis var. kurstaki/100 mL de solugdo. Sintomas de infec¢do pelo B. thuringiensis foram identificados nas abelhas adultas
e através do isolamento obteve-se uma cultura dessa bactéria o que comprovou a patogenicidade para adultos de A. mellifera.

Termos para indexacéio: Abelha, toxicidade, inseticida biol 6gico.

ABSTRACT

The effects of Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Berliner) on adults of Apis mellifera Linnaeus were evaluated. The
bioassays were carried out under controlled conditions at 25+2°C, RH 70+10% and 12-h photophase. Adults of A. mellifera were
exposed to the commercia product Dipel® PM. The following methods were used: direct spraying; supplying Bt with honey agueous
solution; and by a Candy paste added to Bt. B. thuringiensis caused mortality on A. mellifera adults, independent of the method used,
except at 0.25 g of Bt/100 mL added to the honey agueous solution. B. thuringiensis added to the Candy paste showed CL_, and CL
of 0.325 g and 2.127 g of the product to 60 g of Candy paste, respectively. Dipel® PM added to the honey aqueous solution showed
CL,, and CL,, of 1.403 g and 7.759 g of B. thuringiensis/100 mL, respectively. Infection symptoms by B. thuringiensis were
identified on bees adult and by isolation of this bacterium, the toxicity of B. thuringiensis on A. mellifera was confirmed.

Index terms: Beg, toxicity, biological insecticide.

(Recebido em 24 de setembro de 2003 e aprovado em 22 de abril de 2005)

Em coldnias com alta densidade populacional os
favos ndo séo prejudicados, porque as abelhas repelem
as mariposas e, mesmo quando surgem algumas lagartas
datraga, as operérias prontamente realizam alimpeza do

INTRODUCAO

As abelhas produzem cera para construcéo dos
favos onde ocorre o armazenamento de pélen, mel e o
desenvolvimento de ovos, larvas e pupas. Para o

armazenamento dos favos de cera durante a entressafra é
necesséria a utilizagdo de técnicas de conservagdo para
evitar o aparecimento da traca Galleria mellonella
(Linnaeus, 1758) (L epidoptera: Pyralidag), encontrada no
Brasil, em criagBes de abelhas, desde 1938 (SCHENK, 1938).
As lagartas fazem galerias nos favos, aimentando-se de
cera, polen e mel, podendo destrui-los totalmente,
impedindo sua reutilizagdo (VANDENBERG &
SHIMANUKI, 1990b).

favo, impedindo seu desenvolvimento (BURGES, 1978).
No caso de baixa densidade populacional deve-se manejar
corretamente a colméia, mantendo-se um ndmero
adequado de favos nas melgueiras (BURGES & BAILEY,
1968). Além da destruicdo dos favos, lagartas e adultos
da traca podem ser vetores de patdgenos e, através das
fezes, os adultos podem disseminar esporos das bactérias
Paenibacillus larvae (White, 1906) causadora da “cria
putrida americana” e Melissococcus pluton (Bailey &

Zootecnista, Doutorando em Entomologia, M. Sc. Entomologia — Universidade Federal de Lavras/UFLA — Cx.P. 3037 — 37.200-000 — Lavras, MG — abelha@ ufla.br
2Professores do Departamento de Entomologia/DEN — Universidade Federal de Lavras/UFLA — Cx. P. 3037 — 37.200-000 — Lavras, MG.
3Matematica, M. Sc., Doutoranda em Estatistica e Experimentagédo Agropecudria — Universidade Federal de Lavras/UFLA — Cx. P. 3037 — 37.200-000 —

Lavras, MG.

“Agrénomo, Doutorando em Entomologia — Universidade Federal de Lavras/UFLA — Cx. P. 3037 — 37.200-000 — Lavras, MG.



280

BRIGHENTI, D. M. et dl.

Collins, 1982) “cria patrida européia’ (ANDERSON,
1990).

Os prejuizos causados pela traga da cera tém
incentivado pesquisadores a buscar métodos alternativos
de controle, umavez que a utilizagdo de produtos quimicos
nas colméas e nos favos armazenados pode provocar a
mortalidade de abelhas, contaminagdo do mel e demais
produtos apicolas. Assim, dentre os métodos de controle
empregados, tem-se sugerido o térmico, sendo
normalmente de alto custo e de pouca eficiéncia
(BOLLHALDER, 1999). Dessaforma, outras técnicas de
controle desse inseto-praga, usando produtos de origem
biolégica, podem ser empregadas, como a utilizagdo de
entomopatégenos (VERMA, 1995). Dentre os produtos
de origem microbiana comercializados no Brasil & base de
Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Berliner, 1915)
destaca-se o Dipel® 32 PM, que pode ser empregado no
controle datraga da cera; contudo, aindando foi registrado
para protecdo de favos (DIAS, 2001).

B. thuringiensis € umabactéria “gram” positiva
gue, apos afase de crescimento, passa por um processo
de esporulacdo devido a exaustdo de nutrientes,
produzindo um esporangio que contém um endosporo
e inclusBes cristalinas de proteinas que s&o
responsaveis por sua acdo entomopatogénica. Esse
cristal protéico é composto por um polipeptideo
denominado endotoxina (NAVON, 1993). Quando formas
larvais de um inseto alimentam-se dessas proteinas,
inicia-se uma série de reacBes que culminam com a morte
das mesmas, caracterizando, assim, o efeito do controle
biol6gico (MENDONGCA, 2002). O emprego desse
entomopatégeno € uma estratégia para o controle de
lagartas ndo s6 por causa da sua especificidade, mas
também por ser atoxico a seres humanos. Suaeficéciaé
maior quando ingerida pelas lagartas durante os
primeiros instares, sendo considerado ineficaz para
adultos (PEREIRA et al., 1998).

Segundo Burges & Bailey (1968), formulacBes de
B. thuringiensis incorporadas a cera alveolada durante o
Seu processamento ndo causaram efeitos prejudiciais as
abelhas. Charriere & Imdorf (1999) ndo encontraram
residuos na cera, mel, pdlen e prépolis, considerando a
bactéria in6cua para abelhas. Na Europa, alguns
pesquisadores conseguiram resultados satisfatorios na
conservacdo de favos, em que a incorporacdo de B.
thuringiensis foi realizada durante o processo de fabricacdo
da cera aveolada, permitindo o controle datraca da cera
na entressafra (JY OTI & BREWER, 1999; VANDENBERG
& SHIMANUKI, 1990a).

O método que melhor resultado tem proporcionado
no controle da traga, apesar do aumento de mao-de-obra, &
0 emprego de B. thuringiensis por meio da pulverizacdo
dosfavos (BAILEY, 1981; OIRSA, 1988; SINGH, 1962;
SZABO & HEIKEL, 1987). Dias (2001) mencionou gque a
conservagdo dos favos depois de vazios e limpos por meio
de pulverizagdo com Dipel® e armazenamento em local
fresco e argjado, pode evitar reinfestagdes de G. mellonella.
Em Uttar Pradesh, na india, Verma (1995) utilizou uma
formulagdo comercial de Dipel® testada em col6nias de
Apis cerana Fabricius, 1793 infestadas com esse piralideo.
A mortalidade médiadatragafoi de 98,7% aplicando-se 10
g de Dipel®1000 mL de &guaem pulverizagao, e aeficicia
no controle desse inseto perdurou por 5,5 meses, sendo
gue as larvas das abelhas ndo foram af etadas.

Levando-se em consideracdo a importancia que
representa a traca da cera, tanto para colméias em condigdes
de campo como também para favos que normal mente sao
armazenados na entressafra, 0 presente trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito de B. thuringiensis var. kurstaki
em adultos deApis mellifera Linnaeus, 1758

MATERIAL E METODOS

Abelhas do apiario experimental da UFLA foram
coletadas dos favos de ninhos e transportadas em gaiolas
teladas para laboratério. Para a avaliagdo da bioatividade
de B. thuringiensis var. kurstaki sobre adultos de A.
mellifera, foram utilizadas trés formas de aplicacéo de
Dipel®, encontrado na formulagdo p6 molhavel (PM),
concentracdo de 32 g/kg (16.000 unidades internacionais
de poténcia por mg, contendo um minimo de 25 bilhes de
esporos vidveis por grama, de acordo com seu fabricante).
Pulverizacdo de adultos — abel has foram anestesiadas
com CO, por 120 segundos e pulverizadas com 10 mL da
solucéo de Dipel® nas concentragdes de 0,25; 0,5; 1,0;
2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 g em 100 mL de &gua destilada,
utilizando um pulverizador manual com capacidade para
1000 mL. Em seguida, os individuos tratados foram
distribuidos em gaiolas de PV C de 15 cm de alturax 10 cm
de didmetro com a parte superior fechada com fil6 e a
inferior com organza, sendo mantidas em sala climatizada
a28+ 2°C, UR de 70 + 10% e fotofase de 12 horas. Em
cada gaiola foi colocado um chumaco de algodéao
embebido em &gua destilada e aproximadamente 6 g de
pasta Candi preparada com aglcar de confeiteiro e mel.
Adicionado a pasta Candi — utilizaram-se as mesmas
concentragdes do Dipel® mencionadas anteriormente,
sendo que cada uma foi incorporada a dieta artificial
constituida por 60 g de pasta Candi. Umaaliquotade 6 g
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da dieta contaminada foi colocadaem um recipiente pléstico
de 25 mm de didmetro x 5 mm de atura, o qual foi mantido
sobre cadagaiolade PVC de 15 cm de alturax 10 cm de
didmetro para alimentagdo dos adultos. Colocou-se
também chumago de algodao embebido em agua destilada,
aqual foi reposta sempre que necessario.

Adicionado a solucao aquosa de mel a 50% - empregaram-
se as mesmas concentragdes do Dipel® em 100 mL de
solucdo aguosa de mel a 50%, fornecendo em cada gaiola,
um recipiente de vidro com capacidade para 20 mL,
contendo a tampa perfurada, por onde foi inserido um rolo
dentério de algoddo umedecido na solucdo aquosa de mel
com a respectiva concentracdo de Dipel®, para alimentacdo
das abelhas.

Nas trés formas de aplicacdo foi utilizado o
delineamento inteiramente ao acaso, com oito tratamentos
e dez repeticbes, sendo cada uma formada por 10
individuos. Avaliou-se amortalidade das abelhasas 1, 3 e
6h apds a aplicacédo do Dipel® e posteriormente a cada 6h
até completar 96h daliberagdo dos insetos nas gaiolas, a
fim de estimar o periodo de sobrevivénciadeA. mellifera.
A mortalidade total em cada tratamento foi corrigida através
dafdérmula de Abbott (1925).

Aplicou-se teste de médias de agrupamento de
Scott & Knott (1974) (P < 0,05). Os dados de mortalidade
foram submetidos & andlise de Probit, determinando-se
curvas de concentracdo-mortalidade para os trés
bioensaios, e por meio destas, foram estimados os valores
deCL,, eCL, (FINNEY, 1971). Oteste x* foi usado para
medir o gjuste dos pontos da reta probitica. Posteriormente,
avaliou-se a sobreposi¢céo ou ndo do interval o de confianca
(IC) das CL e CL, estimadas. A sobreposicéo do IC foi
interpretada como igualdade de tratamentos. O nivel de
significanciados testesfoi de o = 0,05.

Os dados de mortalidade ao longo do tempo para
cada repeticéo foram gjustados utilizando o modelo Probit
(PREISLER & ROBERTSON, 1989). Calculou-se o tempo
letal médio (TL ;- tempo estimado para 50% de mortaidade
dos individuos) e alongevidade média (quociente da soma
das longevidades individuais, pelo nimero de individuos).
Para cada concentragéo aplicada, um TL e seu erro padréo
foi calculado, e estabelecido um intervalo de confianca (IC
95%). A sobreposicdo do IC foi interpretada como
igualdade de tratamentos. O nivel de significancia dos
testesfoi de o =0,05.

As abelhas mortas foram col ocadas em placas de Petri
e conservadas em freezer a umatemperatura de—18 °C para
posterior isolamento do Bacillus e confirmacdo dapresenca
da bactéria como aresponsavel pela mortalidade dos adultos.

O isolamento de B. thuringiensis nas abelhas foi realizado
no Laboratério de Bacteriologia do Departamento de
Fitopatologia da UFLA, conforme metodol ogia proposta por
Chaves et al. (1973)°citados por Zanuncio (1976). Em camara
de fluxo laminar colocou-se em uma placa de Petri uma
aliquota de cinco abelhas de cada tratamento para cada
bioensaio. Acrescentou-se dcaool a 70% até a completa
imersdo das abelhas por 30 segundos, em seguida foram
transferidas para outra placa com solucéo de hipoclorito de
sédio a 2% por cinco minutos. Posteriormente, foram
colocadas em uma nova placa com &gua destilada, pararetirar
0 excesso de hipoclorito de sodio, sendo, em seguida,
maceradas e colocadas em tubos de vidro de 2,5 cm de
diémetro x 8 cm de altura.

Para eliminacdo de organismos saprdfitos, os tubos
de vidro foram colocados em banho-mariaa 80°C por 20
minutos, uma vez que as bactérias do género Bacillus sd0
resistentes a temperaturas mais altas. Em seguida, foram
feitas duas placas por tratamento (repicagens) para meio
de cultura (Meio Bésico | — MBI) composto de 10 g de
sacarose, 4 g de extrato de lévedo, 8 g de caseina &cida
hidrolisada, 2 g de K,HPO, (anidro), 0,3 g de MgSO,, 20 g
de &gar e 1000 mL de agua destilada (KADO & HESKETT,
1970). Ao término, as placas foram levadas para camara
climatizada em auséncia de luz, regulada a 30+2°C por 24h,
periodo suficiente para o crescimento da cultura de B.
thuringiensis var. kurstaki. O produto comercial Dipel®
também foi diluido em agua esterilizada e transferido para
tubo de vidro. Em seguida, foram feitas as repicagens para
0 meio de cultura MBI para caracterizacdo e comparacéo
das culturas nas placas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pulverizacio de adultos — 0 composto Dipel® quando
aplicado em pulverizacdo provocou mortalidade
significativa das abelhas. Os maiores indices ocorreram
nas concentragBes de 0,25; 0,5; 1,0 € 10,0 g/200 mL, com
mortalidade média de 62,2; 52,4; 54,1 e 45,9%,
respectivamente (Tabela 1).

A variagdo de mortalidade provavelmente ocorreu
devido a diferencas de idades dos individuos, visto que
em abelhas mais jovens, os comportamentos de higiene e
lambedura sdo mai s acentuados, o que pode ter propiciado
maior ingestdo de esporos da bactéria e consegiientemente
maior mortalidade.

5CHAVES, G; CARVALHO, M. G; CRUZ-FILHO, J,; RO-
MEIRO, R. S. Roteiro de aulas de fitopatologia. Vigcosa: UFV,
1973. 58 p.
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TABELA 1 - Mortaidade (%) (+EP)! de adultos de Apis mellifera apds 96 horas da pulverizagdo com Dipel® 32 PM.
Temperaturade 28+2°C, UR de 70+10% e fotofase de 12 horas.

Dipel® (2/100 mL de dgua) Mortalidade Mortalidade corrigida *

0,00 390+04a 0,0
0,25 770+11c 62,2
0,50 71,0+ 14c 52,4
1,00 720+07¢ 54,1
2,50 57,0+ 05b 29,5
5,00 530+ 0,6b 22,9
10,0 67,0+ 04c 45,9
20,0 56,0+ 0,3b 27,9
cv.’? 17,7 -

M édias seguidas pela mesma letra minascula nas colunas néo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott-

Knott a 5% de probabilidade.

LErro Padréo.

2Mortalidade corrigida pelaférmula de Abbott (1925).
3Coeficiente de Variagdo.

N&o foi possivel estimar a CL
se gjustaram ao modelo de Probit.

As abelhas que receberam o tratamento com B.
thuringiensis sobreviveram, em média, de 1,6 a 3,1 dias
(Tabela?2).

Pela sobreposicéo dos intervalos de confianga,
pode-se verificar que o TL ., ndo diferiu para as dosagens
testadas, quando da aplicacéo do Dipel® em pulverizaggo.

A mortalidade pela aplicacdo do Dipel® em
pulverizagdo pode ter ocorrido por duas causas. Uma delas
seria 0 comportamento higiénico no qual a limpeza do
tegumento de uma abelha pela outra, pode ter provocado
maior ingestdo do produto. A outra poderia ser o
comprometimento da respirag8o desses insetos, tendo
ocorrido mortalidade mesmo antes da agdo da bactéria nos
Seus intestinos, principalmente nas concentragdes mais
altas. Estes fatos, possivelmente, explicam a variagdo na
longevidade, pois foi verificado maior porcentagem de
mortalidade logo ap6s a pulverizagdo. Observou-se que 0
TL, foi elevado, provavelmente, depois de realizada a
limpeza, ndo houve mais contato das abelhas restantes
com abactéria.

Adicionado a pasta Candi — observaram-se dois grupos
distintos de porcentagem de mortalidade pelo Dipel®. No
primeiro, concentracfes entre 0,25 e 1 g do produto/60 g da
pasta Candi causaram mortalidade entre 54 e 68% (Tabela 3).
No segundo, a mortalidade foi superior a 94%, chegando a
100%, em apenas 72h, nas concentraces de 10 e 20 g,
evidenciando o elevado efeito do produto na mortalidade.

5 POIs 0s dados ndo

Verificou-se que os dados se gjustaram ao modelo
probit (FINNEY, 1971) ( »* = 6,87; gl =5; p > 0,05)
determinado pela equacéo:

- ) 1 X2
Probabilidade de mortalidade = — | exp| —— ldx
i Jeo| 5

emque:  y=[-0,7667 + 1,5711* Log (concentragio)]

Foi constatado que nas concentragdes de 0,325 g
(1Cy,, [0,2; 0,453]) e 2,127 g/60 g de pasta Candi (IC,,
[1,571; 3,239]) de B. thuringiensis var. kurstaki/60 g de
pasta Candi ocorreram 50 e 90% de mortalidade de adultos
deA. mellifera, respectivamente (Figura 1).

O coeficiente angular da curva concentracdo-
mortalidade (b = 1,5711) é inverso ao desvio padréo da
distribuicdo da tolerancia ao inseticida biolégico. Dessa
forma, maiores coeficientes angulares indicam menor
variac8o na resposta da populagdo ao inseticida.

A longevidade média de abelhas adultas variou
entre 2,6 a 3,1 dias (Tabela4). Na aplicacéo do Dipel® por
adicao apasta Candi o TL . ndo diferiu para as dosagens
de 0,25; 0,5 e 1,0 g pela sobreposicdo dos intervalos de
confianca. Observou-se que em funcdo do aumento das
concentracdes o tempo letal médio foi diminuindo,
evidenciando uma acao relativamente réapida do produto.
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TABELA 2 - Longevidade média (horas) (+EP)* e tempo letal de 50% (TL,,) de mortalidade de adultos de Apis mellifera
pulverizados com Dipel®32 PM. Temperatura de 28+2°C, UR de 70+10% e fotofase de 12 horas.

Dipel® (g/100 mL de agua) Longevidade TLsy (IC 95,0%)

0,25 74,64+ 21,79 a 73,31 (66,32; 81,03)
0,50 74,19+ 21,09 a 76,57 (69,65; 84,18)
1,00 75,42+ 21,17 a 75,67 (68,27, 83,88)
2,50 60,00+ 17,68b 86,31 (75,61; 98,53)
5,00 47,07+ 16,29 ¢ 90,12 (76,70; 105,90)
10,0 43,17+13,19¢c 67,56 (55,58; 82,12)
20,0 38,52+ 9,77¢c 85,28 (67,65; 107,50)
[ 17,95

M édias seguidas de mesma | etra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott- Knott a 5% de probabilidade.
1Erro Padréo. , 2Coeficiente de Variagéo.

TABELA 3 — Mortalidade (%) (+EP)* de adultos de Apis mellifera apds 96 horas da alimentacdo com pasta Candi
contendo Dipel®32 PM. Temperatura de 28+2°C, UR de 70+10% e fotofase de 12 horas.

Dipel® (2/60 g de pasta Candi) Mortalidade Mortalidade corrigida®

0,00 41,0+09a 0,0

0,25 730+ 04b 54,2
0,50 750+0,5b 57,6
1,00 81,0+0,3b 67,8
2,50 97,0+ 0.2c 94,9
5,00 98,0+0,1c 96,6
10,0 100,0 + 0,0c 100,0
20,0 100,0+0,0¢ 100,0

C.V.3(%) 9,4

M édias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas néo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.
1Erro Padréo. , 2 Mortalidade corrigida pela formula de Abbott (1925). , *Coeficiente de Variagéo.

TABELA 4 - Longevidade média (horas) (+EP)* e tempo letal de 50% (TL ) de mortalidade de adultos de Apis mellifera
em funcdo de diferentes concentragtes de Dipel®32 PM adicionadas & pasta Candi. Temperatura de 28+2°C, UR de
70+10% e fotofase de 12 horas.

Dipel® (g/60 g de pasta Candi) Longevidade Média TLsy (IC 95,0%)

0,25 70,71+ 26,49 a 78,23 (72,10; 84,89)
0,50 72,09+ 2366 a 77,49 (71,90; 83,52)
1,00 71,52+ 25,66 a 77,99 (73,23; 83,06)
250 73,98+ 2563 a 60,31 (56,70; 64,16)
5,00 73,20+ 2761a 46,43 (43,05; 50,07)
10,0 63,30+ 3341a 43,14 (40,50; 45,96)
20,0 69,39+ 32,25 a 38,86 (36,90; 40,93)
CV.? 27,04

M édias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott- Knott a 5% de probabilidade.
1Erro Padrdo. , ?Coeficiente de Variagdo.
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FIGURA 1 — Curva de concentragdo-mortalidade de adultos de Apis mellifera em funcéo de diferentes concentragtes

de Dipel®32 PM adicionadas a pasta Candi.

Adicionado a solucio aquosa de mel a 50% - & excecdo de
0,25 g de Dipel®/100 mL, as demais concentracdes causaram
mortalidade significativa das abelhas. As concentractes
de 10 e 20 g/100 mL., apresentaram as maiores médias de
mortalidade, sendo de 94,7 e 98,2%, respectivamente, e a
2,5e5 g de Dipel®100 mL apresentaram médiasde 73,7 e
75,4%, respectivamente. Observou-se mortalidade de
33,3% para as concentragdes de 0,5 e 1 g do produto/100 mL
(Tabelas).

Os dados do efeito da concentracdo do B.
thuringiensis var. kurstaki adicionado a solucdo aquosa
de mel a50% sobre a mortalidade das abelhas se gjustaram
a0 modelo Probit (FINNEY, 1971) ( z*> =6,64; 9l =5;p>
0,05), sendo determinado pela equagéo:

- . 1 5 x?
Probabilidade de mortalidade=—— |exp| — — |dx
Nor o[ p{ 2 }

emque  y =[-0,2538 + 1,7255* L og (concentragio)]

Verificou-se que nas concentragdes de 1,403 g (1C,
[1,017; 1,820]) e 7,759 ¢/100 mL de solucéo aquosa de mel
(1Cqs, [5,744; 11,672]) do B. thuringiensis. Var. kurstaki |
100 mL de solucdo aquosa de mel ocorreram 50 e 90% de
mortalidade de abelhas, respectivamente (Figura 2).

A diferenca nas metodologias de aplicacdo foi

evidenciada pela ndo sobreposicdo dos intervalos de

confianga da CL,, do B. thuringiensis var. kurstaki
adicionado a pasta Candi com o |C obtido no bioensaio
via solugdo aguosa de mel. As estimativas da CL , e da
CL, foram, respectivamente, 4,3 e 3,6 vezes menores, na
metodologia por adicdo a pasta Candi do que naadi¢do em
solucéo aguosa de mel.

O coeficiente angular, da curva concentracéo-
mortalidade, obtido a partir da analise de Probit na
metodologia por adi¢8o de B. thuringiensis var. kurstaki
via solucdo aquosa de mel a50%, foi de b = 1,7255 e préximo
ao coeficiente obtido no bioensaio de pasta Céandi,
indicando semelhanca na variabilidade de resposta entre
as abelhas utilizadas nos dois bioensaios, ou ainda,
homogeneidade das populacfes testadas.

Na aplicacdo do Dipel® em solucdo aquosa de mel,
0 TL, ndo diferiu para as concentragGes de 10 e 20 g pela
sobreposicdo dos intervalos de confianca. A longevidade
média dos adultos de abelhas variou entre 2,3 a 3,2 dias
(Tabela 6).

A concentragdo de 0,25 g Dipel®/100 mL de solucdo
aquosa de mel ndo causou mortalidade superior a 50%
durante o periodo de 96 horas (Tabela 6). O maior TL
obtido foi o de 84,2 horas correspondente a concentragcéo
de 1 g/100 mL, o que indica uma possibilidade de utilizagdo
do produto em concentragBes inferiores a este valor uma
vez que a CL  obtida quando se utilizou essa metodologia
foi de 1,403 g/100 mL.
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TABELA 5 — Mortaidade (%) (+EP)* de adultos de Apis mellifera ap6s 96 horas da alimentacdo com solugéo aquosa
de mel a50% contendo Dipel® 32 PM. Temperatura de 28+2°C, UR de 70+10% e fotofase de 12 horas.

Dipel® (g/100 mL de soluciio . Mortalidade
paqu(()gsa de mela 50% )9 Mortalidade corrigida >
0,00 43,0+ 04 a 0,0
0,25 440+ 0,5a 1,8
0,50 62,0+ 05b 33,3
1,00 62,0+ 05b 33,3
2,50 85,0+ 0,2c 73,7
5,00 86,0+ 0,3c 75,4
10,0 97,0+ 0,2d 94,7
20,0 99,0£0,1d 98,2
C.V.2 (%) 11,2 -

M édias seguidas pela mesma letra mintscula nas colunas ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade. , *Erro Padréo. , 2 Mortalidade corrigida pela férmula de Abbott (1925)., *Coeficiente de Variag&o.

1+

0,9

0,8 +
o v .

; a

g o7l By
3 .
5 06+
£
o 05t
k]
()] .

04+ .
g R
E 0,3 + "‘ ,A M= probit [-0,2538 + 1,7255 x log(concentragéo)]
4 ’ '
g 02 + ,
T 04 4

0 VA . - -
0,1 1 CLeml40 o 77610 100
Concentracéo de Bacillus thuringiensis var. kurstaki
(9/100 mL de solugéo aquosa de mel)

FIGURA 2 — Curvade concentrag&o-mortalidade de adultos de Apis mellifera em fungéo de diferentes concentragtes
de Dipel® 32 PM adicionadas a solugéo aquosa de mel a 50%.

TABELA 6 — Longevidade media (horas) (+EP)* e tempo letal de 50% (TL ;) de mortalidade de adultos de Apis mellifera
alimentados com Dipel® em solucdo aquosa de mel a 50%. Temperatura de 28+2°C, UR 70+10% e fotofase de 12 horas.

Dipel® (g/100 mL de solucio

aquosa de mel) Longevidade Média TLso (IC 95,0% )

0,25 76,86 + 28,40 a ---

0,50 70,68 + 29,56 a 80,19 (69,35; 92,72)
1,00 74,82 + 26,59 a 84,20 (75,05; 94,46)
2,50 63,42 £ 27,29 a 63,76 (57,38; 70,85)
5,00 70,02 £ 24,47 a 71,50 (66,06; 77,39)
10,0 54,12+ 21,64 b 53,22 (48,77; 58,07)
20,0 54,39+ 19,49b 53,84 (49,92; 58,17)
[ 26,14

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott- Knott a 5% de probabilidade.
1Erro Padrdo. , 2Coeficiente de Variagao.
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Comparando-se as trés formas de aplicacao,
constatou-se menor mortalidade através da aplicagdo em
solucdo aquosa de mel a 50% até a concentragéo de 1 g;
acima dessa, 0 método em que se constatou menor
mortalidade foi ade pulverizagdo. A mortalidade causada
pela aplicagcédo de 0,5 g de Dipel® ndo diferiu
significativamente entre as formas de aplicaggo. A partir
de 2,5 g ndo houve diferenca entre os resultados, quando
daadicdo em pasta Candi e solucéo aquosa de mel a50%.
Com relacéo a testemunha, a mortalidade foi
significativamente mais baixa e ndo diferiu entre as
metodol ogias empregadas (Figura 3).

Quanto alongevidade média, observou-se que nas
trés metodol ogias os menores valores foram obtidos nas
concentragdesde 10 e 20 g de Dipel®. A maior variabilidade
dalongevidade ocorreu na metodologia de aplicagéo por
pulverizaggo (entre 75,42 e 38,52 horas) (Tabela2), eamenor
na pasta Céndi, onde a longevidade média variou entre
73,98 e 63,30 horas (Tabela 4). E importante notar que a
longevidade médiano caso daaplicacéo por pulverizacdo,
praticamente ndo diferiu paraas dosagensde 0,25; 0,5e 1
g de Dipel®, efoi decrescente com 0 aumento das demais
dosagens, fato ndo constatado nas outras metodologias.

A vantagem do método de aplicacdo por
pulverizag&o em laboratdrio é que as abelhas sdo expostas
principalmente pelo contato direto, como ocorre durante o

T e T e T, [V
A )
NENENNNENNNNNENENENNE Y

NERENENENENENNNENENNE Y

NENEENNENEREEN]
IINENENENNNEEEE Y
bbb bbby Q0

Porcentagem de mortali dade de abel has
Pt St

O phhhbihbihihbhhbh bbbl O

,25

0,5
Concentrago de Dipel ® (g)

1

25

forrageamento em culturas onde é utilizado o Dipel® para
controle de insetos-praga. Dias (2001) sugeriu a
conservacdo dos favos, pulverizando-os com Dipel ®;
entretanto, n&o eram conhecidos os efeitos del etérios desse
produto paralarvas e/ou adultos de A. mellifera.

O isolamento de B. thuringiensis em abelhas
retiradas dos tratamentos, nas trésformas de aplicacdo do
inseticida bioldgico, foi realizado pelo método MBI,
totalizando 24 placas de cultura. Apos 24 horas do
isolamento, fez-se a comparagdo dos isolados dos
tratamentos com a cultura obtida diretamente do produto
comercia Dipel®. Osisolados de todos os tratamentos, a
excecdo da testemunha, foram considerados idénticos,
comprovando-se ser 0 mesmo microrganismo patogénico
para todos os grupos de abelhas utilizados.

Os sintomas externos provocados pelo B.
thuringiensis em adultos de A. mellifera ndo eram
conhecidos, uma vez que esse produto é indicado para
controle de lagartas delepidopteros, larvas de col edpteros
edipteros. Foi observado que o comportamento delimpeza
do corpo e de agregacéo noturna das abelhas adultas foi
alterado. Nas primeiras horas apés o fornecimento do
produto na pasta Candi e solucdo aguosa de mel, houve
rejeicdo do alimento, principalmente quando utilizadas
concentracfes mais altas, fato ndo ocorrido na aplicacéo
por pulverizag8o. Possivelmente, distdrbios intestinais

bb

Pulverizagéo

M Pasta Candi

B Solugdo aquosa de mel
a50%

Pt o

b e O

Pttt

5 10 20

FIGURA 3 - Porcentagens de mortalidade de adultos de Apis mellifera submetidos a diferentes metodologias de
aplicacdo do Dipel®32 PM. Temperaturade 28+ 2 °C, UR de 70+ 10% efotofase de 12 horas.
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passaram a ocorrer, pois grande fluxo de fezes liguiefeitas
foi encontrado nas paredes da gaiola, aspecto ndo presente
no tratamento testemunha. Quando os adultos foram
pulverizados, notou-se a presenca de fezes das abelhas na
dieta posicionada na parte superior da gaiola.

Também foi realizado o isolamento do B.
thuringiensis pelo método MBI, na pasta Candi com
residuos de fezes obtidos do experimento por pulverizaggo.
A cultura obtida foi idéntica ao isolamento realizado com o
produto comercial Dipel®, confirmando a passagem desta
bactéria pelo trato intestinal destes insetos.

Constatou-se também um aumento de 20 a 30% do
volume do abdome de abel has que foram submetidas aos
tratamentos com maiores concentrages do Dipel®,
independente do método de aplicagdo utilizado (Figura4).
Houve perda de agilidade, observando-se a presenca de
abelhas caminhando lentamente, com posterior paralisia
geral antes de morrer. Individuos vivos tentavam retirar, do
fundo do recipiente, as abelhas mortas nas primeiras 60 h da
aplicagdo do produto, caminhando com o adulto morto
para a lateral da gaiola, preso em suas mandibulas,
comportamento caracteristico das abelhas, como descrito
por Gramacho (2002). Apds esse periodo néo foi observado
0 hébito de limpeza, aumentando o nimero de individuos
gue se mantinham isolados durante a noite, o0 que n&o
ocorreu no tratamento testemunha, quando se mantiveram
sempre agregados.

Foram observadas modificacdes evidentes no
comportamento, sobrevivéncia e longevidade em todos

as metodologias empregadas. Verma (1995), na india,
relatou que ndo houve mortalidade de larvas e adultos de
A. cerana pulverizados com Dipel®, provavel mente por
se tratar de uma outra espécie de abelha. Brighenti et al.
(2002) e Carvalho et a. (2002) mencionaram que Dipel® foi
inécuo para as abelhas com concentragGes inferiores as
utilizadas neste trabalho. Os resultados obtidos
confirmaram o efeito deletério de B. thuringiensis para
adultos de abelhas nestas concentragbes e de acordo
com Sebesta & Horska (1970)¢, citados por Arantes (1989),
a b-exotoxina pode causar envenenamento nos adultos.
Heimpel & Angus (1960) relataram que lepidopteros
adultos da familia Geometridae e abelhas sdo susceptiveis
aos esporos de B. thuringiensis.

Levando-se em consideracdo a necessidade de
controle da traga, torna-se necessario o desenvolvimento
de outras pesquisas, como, por exemplo, o efeito dessa
bactéria sobre adultos e larvas de A. mellifera ap6s o
periodo de armazenamento dos favos tratados na
entressafra, ou mesmo no mel e em outros derivados, em
concentragBes menores. Burges & Bailey (1968) e Charriere
& Imdorf (1999), em suas pesquisas, ndo encontraram
residuos de B. thuringiensis aizawai na cera, polen e
prépolis e consideraram o produto indcuo as abel has.

6 SEBESTA, K.; HORSKA, K. Mechanism of inhibition od DNA
dependent RNA polymerase by exotoxin of Bacillus thuringiensis.
Biochimica Biophysica Acta, Amsterdam, v. 209, p. 357-367, 1970.

FIGURA 4 — Adultos de Apis mellifera com intumescimento abdominal apés o tratamento com Dipel® 32 PM (abaixo)

e adultos da testemunha (acima).
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CONCLUSOES

1. B. thuringiensis var. kurstaki presente no Dipel®,
€ comprovadamente toxico a adultos de A. mellifera.

2. O Dipe® na concentragcdo de 0,25 g/100 mL
adicionado a solucdo aquosa de mel a’50 % n&o provocou
mortalidade de abelhas.

3. A CL,, B. thuringiensis Va. kurstaki incorporado
apasta Candi é de 0,325 g do Dipel®/60g de pasta Céndi e
aCl,,2127g.

4. A CL doB. thuringiensis var. kurstaki/100 mL
de solugdo aguosa de mel 50% é de 1,403 ea CL, € de
7,759¢.
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