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RESUMO

BRIGHENTI. Deodoro Magno. Bioatividade do Dipel” Bacillus thuringiensis
var. kurstaki (Berliner, 1915) para Galleria mellonella (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Pyralidae) e adultos de Apis mellifera Linnaeus, 1758
(Hymenoptera: Apidae). 2003. 67p. Dissertagdo (Mestrado em Entomologia) -
Universidade Federal de Lavras — Lavras. MG.'

O trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia do Bucillus thuringiensis var.
kurstaki no controle de Galleria mellonella. bem como sua influéncia na
mortalidade de adultos de Apis mellifera. Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Biologia de Insetos do Departamento de Entomologia da
Universidade Federal de Lavras — UFLA, Lavras. MG, a 28 £ 2 °C.UR 70
10% e fotofase de 12 horas. O Dipel® foi aplicado através de pulverizagdo e
imersdo dos favos e também incorporado a dieta artificial fornecida as lagartas
de terceiro instar da traga da cera. A influéncia do B. thuringiensis na
mortalidade das abelhas foi verificada por meio da pulverizagio dos adultos.
fornecimento através de solugdo aquosa de mel a 50% e via adigdo a pasta
Candi. A aplicagdo do Dipel® através da pulverizagio dos favos foi eficiente no
controle de lagartas, atingindo niveis iguais ou superiores a 85% de mortalidade
quando foram utilizados 5 g/100ml de dgua. Na aplicagao por imersdo dos favos.
todas as dosagens testadas foram eficientes atingindo até 100% de mortalidade.
Adicionada a dieta artificial, a concentragdo com maior porcentagem de
mortalidade foi de 10 g/60 g de dieta. A mortalidade de adultos de A. mellifera
também foi afetada pela aplicagido do Dipel® nas trés metodologias testadas. A
anica dosagem que ndo afetou a mortalidade de abelhas foi de 0.25 g de
Dipel®/100ml de 4gua adicionada & solugdo aquosa de mel a 50%. Sintomas de
infecgdo pelo B. thuringiensis foram identificados tanto nas lagartas como nas
abelhas adultas e o isolamento da bactéria, através de uma cultura de Bacillus.
comprovou a “causa mortis” desses insetos em todas as dosagens de Dipel®
utilizadas.

! Orientador: César Freire Carvalho - UFLA.



'ABSTRACT

BRIGHENTI. Deodoro Magno. Bioactivity of Dipel” Bacillus thruringiensis
var. kurstaki (Berliner, 1915) for Galleria mellonella (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Pyralidae) and adults of Apis mellifera Linnaeus, 1758
(Hymenoptera: Apidae). 2003. 67p. Dissertation (Master in Entomology) -
Universidade Federal de Lavras — Lavras. MG."

The work was intended to evaluate the efficiency of Bacillus thruringiensis var.
kurstaki in the control of Galleria mellonella. as well as its influence on the
mortality of adults of Apis mellifera. The experiments were conducted in the
Insect Biology Laboratory of the Entomology Department of the Universidade
Federal de Lavras — UFLA, Lavras, MG. Brazil, at 28 + 2 °C, RH 70 + 10% and
12-hour photophase. Dipel® was applied through spraying. comb soaking and
also incorporated into the artificial diet fed to third instar caterpillars of the wax
moth. The influence of B. thruringiensis on the mortality of bees was found by
means of the spraying of adults, furnishing through the aqueous honey solution
at 50% and via addition to the Candy paste. Application of Dipel® through the
spraying of the combs was efficient in caterpillar control. reaching levels equal
or larger than 85% of mortality when 5g/100ml of water were utilized. In the
application by soaking of the combs all the dosages tested were efficient
reaching up to 100% of mortality. Added to the artificial diet, the concentration
with the greatest percentage of mortality was of 10 g/60 g of diet. Mortality of
adults of A. mellifera was also affected by application of Dipel® in the three
methodologies tested. The single dosage which did not affect bee mortality was
of 0.25 g of Dipel®/100 ml of water added to the aqueous honey solution at 50%.
Symptoms of infection by B. thruringiensis were identified both in the
caterpillars and in the adult bees and the isolation of the bacterium through a
culture of Bacillus, proved to be the “causa mortis™* of those insects at all the
dosages of Dipel® utilized.

2 Adviser: César Freire Carvalho — UFLA.



1 INTRODUCAO

As abelhas do género Apis sdo insetos sociais que vivem em coldnias €
sdo conhecidas ha mais de 40 mil anos. Pertencem a Classe Insecta. Ordem
Hymenoptera e Superfamilia Apoidea sendo consideradas importantes agentes
polinizadores (Damasceno, 1998).

Os himenépteros da familia Apidae sdo insetos que se destacam pela
produgdo de mel. propolis. polen. geléia real. veneno. cera e polinizagéo.
contribuindo para o aumento da produgao de frutas e sementes (Almeida. 2002).

O Brasil possui grande potencial apicola, especialmente em fung¢do de
sua extensa area territorial e diversidade de plantas nectariferas e poliniferas. O
mercado brasileiro dos produtos apicolas estid avaliado atualmente em 360
milhdes de dolares anuais e com potencial, a curto prazo, de um bilhdo. A
estimativa anual para produgio de mel ¢ de 40 mil toneladas. sendo a tonelada
avaliada pelo mercado internacional em até 2500 ddlares (Kiss, 2002).

A abelha produz cera para construgdo dos favos, armazenamento de
polen. mel e local para desenvolvimento de ovos, larvas e pupas. A cera €
composta de alcoois, acidos graxos, ésteres, hidrocarbonetos e vitamina A. E
utilizada pelo homem na indistria quimica. farmacéutica e na fabricagdo de
produtos artesanais (Custédio et al., 1998).

Para o armazenamento dos favos de cera durante a entressafra €
necessaria a utilizagio de técnicas de conservagio dos favos para evitar o
aparecimento da traga Galleria mellonellu (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Pyralidae). encontrada no Brasil. em criagdes de abelhas. desde 1938 (Schenk.
1938). As lagartas fazem galerias nos favos. alimentando-se de cera. pdlen e
mel. podendo destrui-los totalmente. impedindo sua reutilizagdo. Contudo. nio
existem estimativas dos danos provocados por esse piralideo a apicultura

brasileira. Essa espécie alimenta-se de favos presentes em enxames em



condigdes naturais ou daqueles quando em armazenamento. e os danos chegam a
atingir milhdes de doélares anualmente nos Estados Unidos (Vandenberg &
Shimanuki. 1990b).

Os prejuizos causados pela traga da cera tém incentivado pesquisadores
a buscarem métodos alternativos de controle. uma vez que a utilizagdo de
produtos quimicos nas colmeias e em favos armazenados. pode provocar a
mortalidade de abelhas. contaminagio do mel e demais produtos apicolas.
Assim. dentre os metodos de controle empregados. tem-se sugerido o térmico.
sendo normalmente de alto custo e de pouca eficiéncia (Bollhalder. 1999). Dessa
forma. outras técnicas de controle desse inseto-praga. utilizando produtos de
origem bioldgica. podem ser empregadas. como. por exemplo, a utilizagio de
entomopatégenos (Verma, 1995).

De modo geral. para o controle biolégico, podem-se utilizar predadores.
parasitoides e patogenos. os quais podem ser importantes reguladores
populacionais de artropodes-praga. Nesse contexto. dentre os produtos de
origem microbiana comercializados no Brasil a base de Bacillus thuringiensis
var. kurstaki (Berliner, 1915) destaca-se o Dipel®. que podera ser empregado no
controle da traga da cera: contudo, ainda nio foi registrado para protegdo de
favos contra essa praga (Dias. 2001).

Levando-se em consideragdo a importancia que representa a traga da
cera. tanto para colmeias em condigdes de campo como também para favos que
normalmente sdo armazenados na entressafra. o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a eficiéncia de B. thuringiensis var. kurstaki. Dipel® 32 PM no

controle da G. mellonella e seus efeitos sobre adultos de Apis mellifera.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos bioecologicos de Galleria mellonella

Os ovos sdo brancos e elipticos medindo 1.2 mm por 0.83 mm. com
periodo embrionario de dois a quatro dias. A fase larval com sete instares tem
duragio que pode variar de 34 a 48 dias. Dependendo da temperatura ou em caso
de escassez de alimento, podera ocorrer um periodo de repouso nessa fase. tendo
sido constatadas variagdes de até seis meses. O tamanho e cor dos adultos
podem variar consideravelmente. dependendo da composi¢do e abundincia de

“alimento. Em média. machos tém 21 mm de envergadura e as fémeas sdo
maiores com aproximadamente 32 mm. tendo um periodo de pré-oviposi¢io de
quatro a dez dias (Singh. 1962: Anderson & Mignot. 1970: Guerra, 1973: Morse.
1978: Paixdo. 1983; Crane. 1990: Mangum. 2000: Imperatriz-Fonseca. 2001).

~

Ovos, lagartas e pupas de G. mellonella encontram-se nos favos. e ao
completar o ciclo os adultos comegam a ovipositar nos quadros da colmeia.
Nesse local. as lagartas alimentam-se de pdlen e cera. construindo galerias.
estendendo sua seda no interior e na superficie, disseminando grande quantidade
de fezes nos favos e inutilizando-os totalmente (Dadant & Hijos. 1975. Persano.
1980: Patetta & Manino, 1989; Biri, 1997; Wiese. 2000).

Esses insetos pertencem a familia Pyralidae: tém vasta distribuigao
geografica sendo encontrados em regides onde temperaturas podem situar-se
abaixo de 15 °C por periodos prolongados: contudo, os danos econdmicos
seriam despreziveis. Os adultos caminham rapidamente de um lado para outro.
fazendo apenas vos curtos. ndo se alimentam. pois suas pegas bucais sdo
atrofiadas. mas sio responsaveis pela transmissdo de importantes patogenos para

as larvas de abelhas. como a doenga bacteriana conhecida como “cria pitrida™

ou também “loque americana” (Hooper. 1976: Charriére & Imdorf. 1999).



A velocidade de crescimento ¢ diretamente proporcional a temperatura e
ao suprimento alimentar. sendo que o ciclo total pode durar de cinco semanas a
seis meses. Em condigdes ideais de temperatura e alimentagdo. o peso das
lagartas pode dobrar diariamente nos primeiros dez dias. No final da fase de
desenvolvimento a lagarta tece um casulo de seda muito resistente,
transformando-se em pupa de coloragdo amarelo-avermelhada. medindo de 8 a
12 mm de comprimento por 2 a 4 mm de largura. Os adultos tém uma
longevidade aproximada de uma semana e podem colocar de 200 a 1000 ovos
(Charriére & Imdorf, 1999).

2.2  Prejuizos causados por Galleria mellonella

A traga da cera encontra-se disseminada em condigdes naturais.
podendo-se afirmar que ndo existem colmeias ou enxames encontrados em
condigdes de campo livres da presen¢a dessa praga. ocorrendo invasdo das
colonias por mariposas que efetuam posturas em frestas das colmeias. Em
colonias com populagido aproximada de 60 mil individuos adultos. os favos
parecem ndo ser atacados. porque as abelhas repelem as mariposas e. mesmo
quando surgem algumas lagartas da traga, as operarias prontamente realizam a
limpeza do favo, impedindo seu desenvolvimento. Entretanto. se as colmeias
possuirem baixa densidade populacional e nio apresentarem pelo menos uma
melgueira. danos por essas lagartas poderdo ocorrer (Burges. 1978). No caso de
colmeias ndo populosas. deve-se realizar um manejo que mantenha. em cada
uma, nimero suficiente de favos. sem adigdo de melgueira (Burges & Bailey.
1968).

Os favos perfurados e ligados entre si por um emaranhado de fios de
seda impedem o transito das abelhas. impossibilitando a prote¢do da colmeia e

desenvolvimento das larvas. que morrem e apodrecem contaminando-a. As



abelhas que conseguem emergir apresentam pernas e asas defeituosas (Bailey.
1981: Vandenberg. 1990).

Além da destruigdo dos favos. lagartas e adultos da traga podem ser
vetores de patogenos as abelhas. Por meio das fezes. os adultos podem
disseminar esporos da bactéria Paenibacillus larvae. causadora da “cria pitrida
americana”, doenga que pode destruir a colonia (Anderson. 1990).

Message & Jong (1999) relataram que essa bactéria forma esporos
altamente resistentes aos tratamentos quimicos e fisicos. podendo. inclusive.
permanecer viavel no solo e no interior da colmeia por um periodo superior a 30
anos. E encontrada causando graves danos as colmeias na Europa. China,
Estados Unidos e Australia. Nesses locais sdo gastos milhdes de ddlares por ano
para fiscalizagdo e manutengdo de mio-de-obra especializada na tentativa de
controlar a doenga, sem contar as perdas diretas com colmeias improdutivas.
Morse (1978) e Couto & Couto (1996). nos Estados Unidos. verificaram que os
prejuizos causados pela cria pitrida americana podem chegar a cinco milhdes de
dolares e que os danos causados pela traga da cera ¢ igual ou excede aqueles
provocados por essa doenga.

Oertel (1968) estimou os prejuizos causados pela traga da cera as
colmeias no Estado de Luisiana, E.U.A., em 31 mil délares por ano. Segundo
Rodriguez & Trujillo (1991), no municipio de Tecoman no México. perdem-se
10% da produgdo de mel, polen, cera e migragdes de enxames devido a G.

mellonella.
2.3 Controle de Galleria mellonella
Métodos quimicos foram desenvolvidos utilizando-se os produtos

paradiclorobenzeno, acido cianidrico. brometo de metila. sulfureto de carbono.

anidrido sulfuroso e fosfina. Embora esses compostos sejam utilizados para o



controle desse piralideo. seu emprego apresenta inimeros problemas. podendo-
se destacar as intoxicagdes as abelhas nas diversas fases do seu desenvolvimento
¢ também a contaminagdo do mel. cera. propolis. pdien e geléia real (Bollhalder.
1999).

Em anélises de amostras de cera alveolada produzida na Alemanha e em
outros paises da Europa e Asia. foram encontrados residuos de aldrin. dieldrin.
hexaclorobenzeno. pentaclorofenol, vinclozoline, clortalonile. DDT e lindane.
Nenhuma delas estava livre de residuos dos acaricidas tetradifon e fluvalinate.
sendo que mais de 70% das amostras de cera alveolada continham
paradiclorobenzeno empregado para o tratamento da traga da cera.
Pesquisadores do Instituto de Apicultura da Universidade de Hohenheim na
Alemanha, diante das evidéncias. reconheceram que além dos residuos de
paradiclorobenzeno em favos e outros produtos oriundos das abelhas. esse
composto tem sido detectado em amostras de mel e também lhe é atribuido um
possivel efeito carcinogénico (Wallner, 1992; 1997).

O expurgo com fosfina, apesar de eficiente para o controle das lagartas
presentes nos favos, ndo impede reinfestagdes. Muitos apicultores australianos
utilizam a fosfina para o controle da traga da cera com grau de sucesso variavel.
Nos Estados Unidos a fosfina ¢ usada no controle dessa praga, mas sua aplicagio
€ controlada e os usuérios devem possuir autorizagao estadual emitida por 6rgio
competente (Goodman et al., 1990).

A prevengdo da traga pode ser feita a partir de métodos fisicos. sem
riscos para a saude e sem deixar qualquer espécie de residuo. A conservagdo dos
favos em camaras frias apresenta otimos resultados: contudo. é um processo
caro. Os favos sdo mantidos em cdmara de refrigeragdo a temperatura abaixo de
15 °C durante a entressafra. Esse procedimento é suficiente para provocar a
mortalidade de ovos e lagartas da traga sem afetar a cera dos favos. Outro

método consiste em submeter os favos. tanto no processo de reciclagem como



durante o armazenamento. a um tratamento de calor por via seca. utilizando

estufa regulada a 49 °C durante 40 minutos. (Charriére & Imdorf. 1999).

2.4 O entomopatogeno Bacillus thuringiensis

O B. thuringiensis. uma bactéria entomopatogénica. se destaca em meio
as demais, por produzir toxinas letais para muitos insetos-praga e/ou de
importancia epidemioldgica humana. Devido a isso. tem merecido especial
atengao por parte dos entomélogos. principalmente as linhagens dessa bactéria
que sio patogénicas a individuos pertencentes as ordens Lepidoptera.
Coleoptera, Diptera e Nematoda. A bactéria ¢ comumente encontrada em solo
em forma de bastonete de 3 a 5 um de comprimento por 1 a 1.2 pm de largura.
A temperatura ideal de crescimento pode variar de 28 a 35 °C: apresenta
reprodugio assexuada e seus esporos podem sobreviver em virios ambientes
(Navon, 1993: Vidaurre, 1996). '

E uma bactéria “gran™ positiva que. apds a fase acelerada de
crescimento, passa por um processo de esporulagio devido a exaustio de
nutrientes. produzindo um esporingio que contém um endosporo e inclusdes
cristalinas de proteinas que sdo responsaveis por sua agdo entomopatogénica.
Esse cristal protéico é composto por um polipeptideo denominado 3-endotoxina |
(Navon, 1993). Quando formas larvais de um inseto alimentam-se dessas
proteinas, inicia-se uma série de reagbes que culminam com a morte das
mesmas. caracterizando. assim. o efeito do controle bioldgico. Dessa forma. a
proteina usada como bioinseticida tem participagdo importante nos modelos de
sistemas de controle bioldgico. pois ndo possui nenhum grau de toxicidade para
os seres humanos e o ecossistema em geral (Mendonga. 2002).

Algumas variedades de B. thuringiensis produzem. além da

S-endotoxina, a B-exotoxina, que é termoestavel e solivel em agua. sendo



excretada desde o inicio da esporulagdo. Essa toxina afeta os insetos durante a
metamorfose. impedindo a pupagdo e podendo também causar intoxicagdo de

alguns insetos adultos (Sebesta & Horska. 1970 citados por Arantes. 1989).

2.4.1 Modo de a¢iio da proteina Cry

Baseado na atividade biologica e caracteristicas moleculares. as
d-endotoxinas podem ser agrupadas em: Cry I. toxica a lepidopteros: Cry Il. as
larvas de dipteros: Cry lll. as larvas de coledpteros: Cry IV, a fase jovem de
dipteros e lepidopteros e Cry V toxica a lepidopteros e coledpteros. E.
ultimamente, foi reportada a Cry B, com atividade contra nematéides. além da
Cry t (Vidaurre. 1996). .

Gill et al. (1992)’. citados por Valicente et al. (2000). descreveram os
mecanismos de agdo das endotoxinas, causando a morte de um grande nimero
de insetos e especialmente lagartas de lepidopteros por intoxicagio ou
septicemia apos a ingestdo de esporos e de cristais. A eficiéncia de uma toxina é
dependente da solubilidade do cristal e afinidade com os receptores disponiveis
no trato digestivo das lagartas. Essas toxinas interagem com as células do
epitélio do intestino de insetos susceptiveis. induzindo a formagio de pequenos
poros na membrana das células e provocando desequilibrio osmético.

A proteina cristalizada atinge o intestino médio do hospedeiro por
ingestdo, sendo que o cristal que contém as pré-toxinas se dissolve pela agio do
pH alcalino que ocorre no meséntero e se quebra por agdo de proteases

especificas para a liberagdo da toxina propriamente dita. Posteriormente. ocorre

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

*GILL. S. S.: COWLES. E. A.: PIETRANTONIO. P. V. The mode of action of Bacillus
thuringiensis. Annual Review of Entomology. Palo Alto, v. 37, p. 615-636. 1992.



a ligagdo das moléculas de toxina a receptores especificos na membrana das
células do intestino do inseto. criando canais ou poros de ions. que provocam a
ruptura celular (Habib & Andrade. 1998). Os efeitos citoliticos sdo mediados
pela ligagdo da toxina ativada em receptores especializados das células do
intestino, onde pequenos poros sdo formados nas membranas das células
procedendo a um influxo de ions e agua. resultando num crescimento das células
do tecido epitelial até a sua ruptura, e causando paralisagcdo do intestino.
término de alimentagdo e morte do hospedeiro (Knowles & Ellar. 1987).

Os esporos de B. thuringiensis podem ainda invadir outros tecidos do
corpo do inseto e. multiplicando-se na hemolinfa, pode leva-lo & morte apos
algumas horas ou semanas da aplicagdo da bactéria. dependendo da espécie do

inseto e da quantidade do entomopatdgeno ingerida (Vankova et al., 1974).

2.5 Utilizacdo de Bacillus thuringiensis

O emprego desse entomopatogeno ¢ uma estratégia para o controle de
lagartas por causa da sua especificidade. mas também por ser atoxico a seres
humanos. Sua eficacia ¢ maior quando ingerida pelas lagartas durante os
primeiros instares, sendo ineficaz para adultos (Pereira et al., 1998).

A utilizagdo do B. thuringiensis é muito difundida na China. Ruissia.
Franga. Italia, Inglaterra. Alemanha e América do Norte. No Extremo Oriente ¢
registrado para o controle de lagartas que atacam olericolas. pastagens. fumo.
algodoeiro. citros, videira. macieira, feijoeiro. soja. plantas ornamentais.
espécies florestais e produtos armazenados. perfazendo um total de 150 espécies
de insetos susceptiveis em mais de 50 culturas (Marques. 1993).

A bactéria B. thuringiensis foi eficiente no controle de lagartas de Tuta
absoluta (Meirick, 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae). da lagarta da soja nos

Estados do sul do Brasil e. atualmente. o INPA (Instituto Nacional de Pesquisas



A bactéria B. thuringiensis foi eficiente no controle de lagartas de Tuta
absoluta  (Meirick. 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae). da lagarta da soja nos
Estados do sul do Brasil e, atualmente, o INPA (Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazonia) e a Funasa (Fundagdo Nacional de Saude) estudam o uso da
bactéria para eliminar larvas do culicideo Aedes aegypti (Linnaeus) (Roa &

Jimenes. 1992: Marques & Alves. 1996).

Segundo Burges & Bailey (1968). formulagdes de B. thuringiensis
incorporadas a cera alveolada durante o seu processamento. ndo causaram
efeitos prejudiciais as abelhas. Charriére & Imdorf (1999) nido encontraram
residuos na cera, mel. polen e propolis. considerando a bactéria indcua para
vertebrados e abelhas. Na Europa. alguns pesquisadores conseguiram resultados
satisfatorios na conservagdo de favos. onde a incorporagdo de B. thuringiensis
foi realizada durante o processo de fabricagdo da cera alveolada, permitindo o
controle da traga da cera na entressafra (Vandenberg & Shimanuki, 1990a: Jyoti

& Brewer, 1999).

O método que melhor resultado tem proporcionado no controle da traga
da cera, apesar do aumento de mdo-de-obra, é o emprego de B. thuringiensis por
meio da pulverizagdo de favos (Singh, 1962: Bailey. 1981: Szabo & Heikel.
1987: Oirsa. 1988).

Ha algumas cepas de B. thuringiensis e cada uma apresenta toxicidade
especifica aos insetos: B. thuringiensis aizawai é usada no controle das lagartas
da traga da cera nos favos de mel: B. thuringiensis kurstaki controla lagartas de
varias espécies de lepidopteros. sendo que mais de 150 espécies sd3o bastante
suscetiveis (Navon, 1993). B. thuringiensis israelensis é eficaz no controle de
larvas de dipteros (Becker & Margalit. 1993) e B. thuringiensis tenebrionis é
eficaz para larvas de algumas espécies de coledpteros (Keller & Langenbruch.

1993).



A atividade inseticida de B. thuringiensis foi descoberta em 1911:
entretanto, ndo estava comercialmente disponivel até a década de 50. Foi
registrado originalmente em 1961 como um produto fitossanitario de uso geral e
pouco toxico. Recentemente. houve interesse renovado pelo B. thuringiensis e
diversos produtos foram desenvolvidos, a maioria por causa da seguranga dos
inseticidas a base dessa bactéria (Charriére & Imdorf, 1999). Comercialmente.
sao conhecidos os seguintes produtos: Acrobe. Bactospeine. Berliner. Certan,

Dipel. Javelin, Leptox. Novabac. Teknar e Thuricide.
2.6 O Inseticida Dipel®

Os inseticidas bioldgicos produzidos a partir da bactéria B. thuringiensis
sdo encontrados sob formulagdes de p6 molhavel ou mesmo géis com esporos. O
desenvolvimento de inseticidas bacterianos é de custo inferior se comparado
com o de um inseticida sintético. As aplicagdes podem ser feitas de modo
tradicional, tal qual o usado para muitos outros produtos fitossanitarios. O
agente ativo do inseticida Dipel® 32 PM é uma proteina produzida pelas
bactérias durante o processo de esporulagdo. Pelo fato da 8-endotoxina ser
codificada por um unico gene, as técnicas modernas de DNA recombinante
podem ser usadas para isolar esse gene e transferi-lo para o genoma da planta de
interesse, de modo que suas células passam a produzir as proteinas-inseticida
dando origem as plantas transgénicas. Dentre os produtos mais utilizados no
Brasil a base de B. thuringiensis var. kurstaki encontra-se 0 Dipel® que pode ser
encontrado na formulagdo po6 molhavel (PM). concentragio de 32 g/kg (16.060
unidades internacionais de poténcia por mg, contendo um minimo de 25 bilhdes
de esporos viaveis por grama). E um inseticida bioldgico de ocorréncia natural.
atuando por ingestdo e enquadrado na classe toxicologica IV (pouco toxico).

(Mickillup & Brown, 1991: Andrei. 1999).



O Dipel” 32 PM é usado em culturas sob a forma de pulverizagio
mediante o emprego de equipamento convencional de aplicagdo aérea ou
terrestre. O éxito no emprego desse produto para o controle de varias espécies de
insetos-praga. esta relacionado com a utilizagdo de um volume de &agua
adequado, assegurando a uniformidade de distribuigdo na superficie foliar. A
conservagdo dos favos depois de vazios e limpos por meio de pulverizagdo com
Dipel® e armazenamento em local fresco e arejado. pode evitar reinfestagdes de
G. mellonella (Dias, 2001).

Verma (1995) utilizou uma formulagido comercial de Dipel® testada em
Uttar Pradesh na india. em colénias de Apis cerana (Fabricius. 1793). infestadas
experimentalmente com G. mellonella. Obteve-se mortalidade média de 98.7%
das tragas quando se aplicaram 10 g de Dipel® por litro de agua em
pulverizagdo. e sua eficacia no controle desse inseto perdurou por 5.5 meses.

sendo que as larvas das abelhas ndo foram afetadas.
3 MATERIAL E METODOS

3.1 Criac¢ido e manutencio de Galleria mellonella

Os adultos de G. mellonella foram obtidos da criagdo do Laboratorio de
Biologia de Insetos do Departamento de Entomologia da Universidade Federal
de Lavras - UFLA, sendo mantidos a 28 + 2 °C, UR 70 + 10% e fotofase de 12
horas. Foram acondicionados em gaiolas acrilicas, de 20 cm de largura por
20 cm de comprimento e 30 ¢m de altura. contendo. internamente. uma tira
retangular de papel. de 2 ¢m de largura por 20 ¢cm de comprimento. dobrado em
cada lateral. onde as fémeas realizaram postura (Figura | - pagina 20).

Os ovos coletados foram colocados em recipientes de aluminio de 10 cm

de altura por 20 cm de diametro, juntamente com favo de cera com cerca de 60



gramas. ApOs eclosdo. as lagartas foram alimentadas com dieta artificial.
preparada conforme metodologia proposta por Guerra (1973). sendo composta
de 94 g de lévedo de cerveja, 80.2 g de farinha de soja. 192.6 g de fuba. 48.2 ¢
de leite em po desnatado. 236 ml de mel. 208 ml de glicerina e 4gua destilada

(cerca de 20 ml).

3.2 Bioatividade de Bacillus thuringiensis var. kurstaki sobre lagartas de

Galleria mellonella
3.2.1 Através da pulverizagiio em favos

Esse experimento teve como objetivo avaliar a agdo do Dipel® em sete
concentra¢des (0.25; 0.5: 1.0: 2.5: 5.0: 10.0 e 20.0 g por 100 ml de agua) no
controle da traga. por meio da pulverizagio de favos. Foram utilizados
recipientes de aluminio de 10 cm de altura x 20 cm de didgmetro (Figura 2A —
pagina 20) contendo um favo de 10 cm de comprimento e 10 cm de largura de
aproximadamente 60 g. O produto foi diluido em 100 ml de 4dgua destilada.
homogeneizado e colocado em pulverizador manual com capacidade para
1000 ml e. em seguida. os favos foram pulverizados até o ponto de escorrimento.
quando foram colocados nos recipientes de aluminio e transferidos para sala
climatizada a 28 + 2 °C. UR 70 + 10 % e fotofase de 12 horas (Figura 2B -
pagina 20). Apés 12 horas. introduziram-se 10 lagartas de terceiro instar em
cada favo que constituiu o alimento dessas até a fase de pupa. Utilizou-se
delineamento inteiramente casualizado com oito tratamentos e dez repeti¢des. O
tratamento testemunha foi constituido somente de agua.

Fez-se o acompanhamento do desenvolvimento das lagartas até a
obtengdo dos adultos, avaliando-se a mortalidade em cada tratamento. a qual foi

corrigida, para comparagdo através da formula de Abbott (1925). expressa por:



T-1

%E = x100

sendo:
E = eficiéncia do produto:
T = nimero de insetos vivos na testemunha:

I = niimero de insetos vivos no tratamento com inseticida.

Os dados foram transformados em ./(x +1) antes de se proceder a

andlise de varidncia. seguida do teste de agrupamento de médias de Scott &
Knott (1974) (P < 0.05) e também realizou-se analise de regressio.

Lagartas mortas foram retiradas dos favos. colocadas em placas de Petri
e armazenadas em freezer a ~18 °C para posterior isolamento da bactéria e

confirmagdo da “causa mortis™.
3.2.2 Através da imersio dos favos

Avaliou-se Dipel® em sete concentragdes (0.25: 0.5: 1.0z 2.5: 5.0: 10.0 e
20.0 g/100 ml de agua) no controle da traga, por meio da imersdo dos favos. A
metodologia utilizada inicialmente foi a mesma descrita no item 3.2.1. O
produto foi diluido em dgua destilada. homogeneizado e colocado em recipiente
de aluminio de 10 cm de altura x 20 cm de diametro. A quantidade de agua
utilizada no preparo da suspensao foi maior para permitir a imersio homogénea
dos favos. Os favos foram imersos nas respectivas suspensdes durante cinco
segundos: foi eliminado o excesso da calda por escorrimento. sendo colocados
nos recipientes de aluminio em sala climatizadaa28 + 2°C.UR 70+ 10 % e

fotofase de 12 horas (Figura 2B - pagina 20). Apds 12 horas. introduziram-se



10 lagartas de terceiro instar em cada favo que constituiu a dieta alimentar ao
longo de todo seu desenvolvimento.

As avaliagdes e as analises foram as mesmas descritas no subitem 3.2.1.

3.2.3 Por meio de sua adicdo a dieta artificial

Foram avaliadas as mesmas dosagens do Dipel® no controle da traga.
através da adigdo desse produto a dieta artificial. A metodologia usada
inicialmente foi a mesma descrita no item 3.2.1. Cada parcela foi constituida de
60 g de dieta artificial preparada conforme descrigio feita no item 3.1, sendo
adicionada a respectiva dosagem do Dipel®. seguida de homogeneizagido. Cada
tratamento foi preparado empregando-se aproximadamente 600 g de dieta
artificial distribuidos para as dez repeti¢des. sendo que em cada uma
inocularam-se 10 lagartas de terceiro instar (Figura 2C — pagina 20). O bioensaio
foi mantido em sala climatizada a 28 + 2 °C, UR 70 * 10 % e fotofase de 12
horas.

As avaliagdes e as analises foram semelhantes as realizadas no subitem

3.3 Isolamento de Bacillus thuringiensis em lagartas tratadas com Dipel®

Lagartas com sintomas de doenga foram retiradas de cada experimento e
transferidas em placas de Petri para o Laboratério de Bacteriologia do
Departamento de Fitopatologia da UFLA.

O isolamento de B. thuringiensis das lagartas foi realizado conforme

metodologia proposta por Chaves et al. (1973)’ citados por Zanuncio (1976). Em

* CHAVES. G.; CARVALHO, M.G.: CRUZ-FILHO. J.. ROMEIRO. R. S. Roteiro de
aulas de fitopatologia. Vigosa: Imprensa Universitaria, 1973. 58p.
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camara de fluxo laminar adicionou-se uma placa de Petri contendo uma aliquota
de cinco lagartas de cada tratamento. incluindo a testemunha. Acrescentou-se
alcool a 70% até a completa imersio das lagartas por 30 segundos. quando
foram transportadas com pinga para outra placa com solugdo de hipoclorito de
sédio 2% por 5 minutos. Apds esse periodo. foram novamente colocados em
outra placa com 4gua destilada, para retirar o excesso de hipoclorito de sodio.
sendo. em seguida, maceradas e colocadas em tubos de vidro de 2.5 cm de
diametro x 8 cm de altura.

Para eliminagio de possiveis organismos saprofitos. os tubos de vidro
foram colocados em banho-maria a 80 °C por 20 minutos. uma vez que as
bactérias do género Bacillus sio resistentes a maiores temperaturas. Em seguida.
foram feitas duas placas por tratamento (repicagens) para meio de cultura (Meio
Basico I) composto de 10 g de sacarose. 4 g de extrato de lévedo. 8 g de caseina
acida hidrolisada. 2 g de K,HPO, (anidro), 0.3 g de MgSO, . 20 g de agar e 1000
ml de agua destilada (Kado & Heskett, 1970).

Ao término, as placas foram levadas para cimara climatizada em
auséncia de luz, regulada a 30 + 2 °C por 24 horas, periodo suficiente para o

crescimento da cultura de B. rthuringiensis var. kurstaki (Figura 3).
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FIGURA 3. Processo de isolamento de culturas.

O produto comercial Dipel® também foi diluido em agua esterilizada e
transferido para tubo de vidro. Em seguida. foram feitas as repicagens para o
meio de cultura MBI para caracterizagdo da cultura e realizada a comparagdo das

culturas nas placas.
3.4 Influéncia do Dipel® na mortalidade de adultos de Apis mellifera
3.4.1 Através da pulverizacdo de adultos

Foram coletadas abelhas dos favos do ninho em colmeias do apiario
experimental da UFLA. e transportadas em gaiolas teladas para o laboratério.
Posteriormente, foram anestesiadas com dioxido de carbono por 120 segundos €
pulverizadas com Dipel® nas mesmas dosagens utilizadas nos experimentos
descritos anteriormente. Cada dosagem foi diluida em 100 ml de agua destilada.
homogeneizada. colocada em pulverizador manual com capacidade para

1000 ml e aplicada nas abelhas. Em seguida. individualizaram-se dez individuos
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de cada tratamento em gaiola de PVC de 15 cm de altura x 10 cm de diametro
com a parte superior fechada com fil6 e a inferior com organza. sendo mantida
em sala climatizada a 28 + 2 °C. UR 70 + 10 % e fotofase de 12 horas. Nas
gaiolas contendo dez abelhas foi oferecido um chumago de algodio embebido
em agua destilada e aproximadamente 6 g de pasta Candi preparada com agucar

de confeiteiro e mel (Figura 4A - pagina 20).

Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado com oito
tratamentos e dez repetiges. Avaliou-se a mortalidade das abelhas 1. 3 e 6 h
apos a pulverizagio e posteriormente a cada 6 h até completar 96 h da liberagdo
dos insetos. As abelhas mortas foram distribuidas em placas de Petri e
conservadas em freezer a —18 °C para posterior isolamento do Bacillus e
confirmagéo da presenga da bactéria como a responsavel pela mortalidade dos

adultos. Os dados foram transformados para f(x+1) antes de se proceder a

andlise de varidncia, seguida do teste de agrupamento de médias de Scott-Knott

(P <0.05) (Scott & Knott, 1974) e também realizou-se analise de regressio.

Os valores de mortalidade foram corrigidos através da formula de

Abbott (1925).

3.4.2 Adicionado a pasta Cindi

Foi adotada a mesma metodologia descrita no subitem 3.4.1. O
bioensaio constou de oito tratamentos e dez repetigdes. em delineamento
inteiramente casualizado. Cada parcela foi constituida de uma gaiola de PVC
contendo dez abelhas alimentadas com uma por¢do de 6g de pasta Candi
preparada com Dipel®. Essa dieta foi colocada em recipientes plasticos de 25
mm de didmetro X 5 mm de altura e mantidos em posi¢do invertida sobre a

cobertura de cada gaiola para que as abelhas pudessem se alimentar. Colocou-se



também chumago de algoddao embebido em agua destilada. a qual foi reposta
sempre que necessario (Figura 4A).
As avaliagdes e as analises foram realizadas conforme descrigdo feita no

subitem 3.4.1.

3.4.3 Adicionado a solugio aquosa de mel a 50%

Seguiu-se a mesma metodologia descrita no subitem 3.4.1. A unidade
experimental foi a gaiola de PVC com 10 abelhas. Essa gaiola continha um
recipiente de vidro com capacidade para 20 ml contendo solugdo aquosa de mel
a 50% preparada com Dipel®. nas mesmas concentragdes utilizadas
anteriormente. Os recipientes possuiam tampa perfurada por onde foi inserido
rolo dentario umedecido na solugéo para alimentagio das abelhas (Figura 4B).

As avaliagdes e as analises foram realizadas conforme descrito no

subitem 3.4.1.

3.5 Isolamento de Baccilus thuringiensis em abelhas submetidas ao

tratamento com Dipel®

Placas de Petri contendo uma aliquota de cinco abelhas mortas retiradas
de cada experimento foram transferidas para o Laboratorio de Bacteriologia do
Departamento de Fitopatologia da UFLA. sendo que a metodologia de

isolamento de B. thuringiensis foi a mesma descrita no subitem 3.3.



FIGURA 1. Gaiola acrilica empregada na criagdo de Galleria mellonella em
laboratorio.

FIGURA 2. A - Recipiente de aluminio para confinamento de lagartas de
Galleria mellonella; B - Favo para pulverizacdo e imersdo; C -
Dieta artificial.

FIGURA 4. Gaiola de PVC utilizada para confinamento de adultos de Apis
mellifera. A — Adultos de abelhas alimentados com pasta Candi;
B - Adultos alimentados com solugdo aquosa de mel a 50%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Bioatividade de Bacillus thuringiensis var. kurstaki sobre a tra¢a da
cera Galleria mellonella

4.1.1 Através da pulverizagio dos favos

Foi verificado que 4 medida que se aumentaram as dosagens do Dipel®.
ocorreram aumentos significativos de mortalidade. sendo que a 5. 10 e
20 g/ 100 ml. esse produto provocou os maiores valores com médias de 87.8%.
82.9% e 84.2%. respectivamente. O Dipel® nas dosagens de 1.0 € 2.5 g/ 100 mi
de agua apresentou toxicidade intermediaria com médias de 47.6% e 54.9%.
respectivamente, e nas duas menores dosagens observou-se mortalidade abaixo
de 29.3% (Tabela 1 e Figura S).

TABELA 1. Mortalidade (%) (+ EP)' de lagartas de terceiro instar de Galleria
mellonella em fungdo de diferentes concentragdes de Dipel® 32 PM
pulverizadas nos favos. Temperatura de 28 +2 °C. UR 70 + 10%
e fotofase de 12 horas. UFLA, Lavras-MG, 2003.

Dipel®(¢/100 ml de 4gua)  Mortalidade (%) Mortalidade corrigida (%)°

0.00 18.0+ 0.5 0.0 a
0.25 350+0.7 20.7b
0.50 42,0+0.5 293 b
1.00 58.0 + 0.5 47.6 ¢
2.50 73.0 + 0.4 549 c
5.00 90.0 + 0.4 87.8d
10,0 86.0 £ 0.5 829d
20,0 87.0+ 0.5 84.2d

C.V. (%) 12.6 -

Médias seguidas de mesma letra. ndo diferem significativamente entre si. pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

'Erro Padrio.

*Mortalidade corrigida pela formula de Abbott (1925).

*Coeficiente de Variagao.



Constatou-se um crescente aumento do nimero de lagartas mortas em

fun¢do do incremento das dosagens do Dipel® até 5 g/100ml. Apds esse valor. o

aumento na dosagem nio provocou aumento significativo na mortalidade.
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FIGURA 5. Mortalidade (%) (+ EP) de lagartas de terceiro instar de Galleria
mellonella em fungio de diferentes concentragdes de Dipel™ 32 PM
pulverizadas nos favos. Temperatura de 28 +2 °C. UR 70 + 10%

e fotofase de 12 horas. UFLA. Lavras-MG. 2003.

Os resultados evidenciaram a existéncia de um efeito crescente e

significativo (P < 0.05) das dosagens do Dipel” na mortalidade das lagartas da

traga da cera. sendo que os dados se ajustaram ao modelo em cerca de 80.6%. O

ponto maximo da curva foi obtido por derivagdo de primeira ordem da fungdo

y= —041x* + 10.64x + 36.41 obtendo valor correspondente a dosagem de 9.43

g de Dipel”/ 100 ml de agua que provocou média de 100.0% de mortalidade

(Figura 6).
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FIGURA 6. Curva de regressdo ajustada para a mortalidade (%) de lagartas de
terceiro instar de Galleria mellonella em fungdo de diferentes
concentragdes de Dipel® 32 PM pulverizadas nos favos.
Temperatura de 28 + 2 °C. UR 70 + 10 % e fotofase de 12 horas.
UFLA. Lavras-MG. 2003.

4.1.2 Através da imersdio dos faves

Verificou-se que ndo ocorreram diferengas significativas entre as
concentragdes avaliadas, as quais diferiram significativamente da testemunha. A
mortalidade corrigida para as dosagens de Dipel® variou de 85.2 % a 100.0 %.
Notou-se que todas as concentragdes testadas de Dipel® foram toxicas para

lagartas de G. mellonella (Tabela 2 e Figura 7).



TABELA 2. Mortalidade (%) (+ EP)' de lagartas de terceiro instar de Galleria
mellonella  em fungio de diferentes concentragdes de
Dipel®32 PM aplicado por imersdo dos favos. Temperatura de
28+ 2°C. UR 70  10% e fotofase de 12 horas. UFLA. Lavras-

MG. 2003.
Dipel® (/100 ml de 4gua) Mortalidade (%)  Mortalidade corrigida (%)

0.00 19.0 + 0.5 0.0a

0.25 88.0 + 0.6 85.2b

0.50 99.0 + 0.1 98.8 b

1.00 97.0 £0.2 96.3 b

2.50 100.0 + 0.0 100.0 b

5.00 93.0 + 0.2 91.4b

10.0 98.0 + 0.1 97.5b

20.0 91.0+0.3 88.9b

C.V. (%) 7.5 -

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si. pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

'Erro Padrio.

Mortalidade corrigida pela formula de Abbott (1925).

*Coeficiente de Variagdo.

Pelos resultados obtidos. pode-se inferir que a metodologia de aplicagao
foi um fator importante sobre a eficiéncia desse produto fitossanitirio na
mortalidade das lagartas da traga da cera. Pesquisas futuras envolvendo
dosagens menores e método de aplicagdo. devem ser desenvolvidas visando ao

aprimoramento dessa técnica de controle de G. mellonella.
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FIGURA 7. Mortalidade (%) (= EP) de lagartas de terceiro instar de Galleria
mellonella  em fungdo de diferentes concentragdes de
Dipel® 32 PM aplicado por imersio dos favos. Temperatura de
28+ 2 °C. UR 70 £ 10% e fotofase de 12 horas. UFLA. Lavras-
MG. 2003.

4.1.3 Por meio de sua adi¢do a dieta artificial

A mortalidade foi afetada significativamente pela adigio de Dipel® a
dieta artificial. observando-se crescente aumento do namero de lagartas mortas
em razdo do incremento das dosagens utilizadas. com mortalidades variando de

8.8 a 85.7%. A testemunha diferiu de todos os tratamentos (Tabela 3 e Figura 8).



TABELA 3. Mortalidade (%) (+ EP)' de lagartas de terceiro instar de Galleriu
mellonella  em fungdo de diferentes concentragdes de
Dipel®32 PM adicionadas a dieta artificial. Temperatura de
28 +2°C, UR 70 £ 10% e fotofase de 12 horas. UFLA. Lavras-
MG, 2003.

Dipel® (¢/60g de dieta)  Mortalidade (%)  Montalidade corrigida (%)

0.00 16.0 + 0.4 0.00 a
0.25 34.0+0.5 88b
0,50 43.0+ 0.4 176 b
1.00 48.0+0.7 319b
2.50 61.0+0.8 429c¢
5.00 76.0 + 0.6 56.0 ¢
10.0 94.0 + 0.3 83.8d
20,0 95.0 + 0.3 85.7d
C.V.'(%) 14.7 -

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si. pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

'Erro Padrio.

*Mortalidade corrigida pela formula de Abbott (1925).

*Coeficiente de Variagio.

A mortalidade causada pelo Dipel® foi agrupada em trés classes
distintas. Nas dosagens de 0.25: 0.5 e 1.0 g/100 ml causou mortalidades entre
8.8 e 31.9%. Na segunda classe registraram-se valores de 42.9% e 56%.
respectivamente, para as dosagens de 2.5 e 5.0 g do produto. No terceiro caso.
verificaram-se mortalidades de 83.8% e 85.7%. para 10.0 e 20.0 g do produto.

respectivamente, sendo as mais toxicas as lagartas de G. mellonella.
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FIGURA 8. Mortalidade de lagartas de terceiro instar de Galleria mellonella
em fung¢do de dosagens crescentes de Dipel® 32 PM adicionados a
dieta artificial. Temperatura de 28 + 2 °C. UR 70 + 10% e
fotofase de 12 horas. UFLA, Lavras-MG. 2003.

Os resultados evidenciaram que existe efeito significativo (P < 0.05)
com coeficiente de determinagdo de 93.2%. quando foi avaliado o efeito do
aumento da dosagem do composto adicionado a dieta sobre a mortalidade das
lagartas. A dosagem que causou maior mortalidade foi obtida por derivagdo da
equagdo de regressio. sendo encontrados 14.24 g de Dipel*/ 60 g de dieta,

correspondendo a uma mortalidade de 100% das lagartas (Figura 9).
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FIGURA 9. Curva de regressio ajustada para a mortalidade (%) de lagartas de
terceiro instar de Galleria mellonella em fungio de diferentes

concentragdes de Dipel® 32 PM adicionadas a dieta artificial.
Temperatura de 28 + 2 °C, UR 70 £ 10% e fotofase de 12 horas.
UFLA. Lavras-MG., 2003.

4.1.4 Comparagio entre as metodologias de aplicagio do Dipel® em lagartas

As dosagens de 0.25 e 0.5 g de Dipel® provocaram mortalidade superior
no método de aplicagdo por imersdo. ndo diferindo nas metodologias de
pulverizagdo e adigdo a dieta. Para 1.0 e 2.5 g do produto observaram-se
diferencas significativas na mortalidade entre as trés metodologias. aumentando
gradativamente na imersdo, pulverizagio e dieta. respectivamente. Na dosagem
de 5.0 g ndo houve diferenga na mortalidade entre a aplicagdo por pulverizagio e

imersdo. mas foi maior nessas do que na dieta. Quando foram utilizados 10.0 e



20.0 g do produto nido ocorreram diferengas significativas nas mortalidades

ocorridas entre as trés metodologias de aplicagao (Tabela 4).

TABELA 4. Montalidade (%) (+ EP)' de lagartas de terceiro instar de Galleriu
mellonella em fungio de diferentes métodos de aplicagdo de
Dipel®32 PM. Temperatura de 28 + 2 °C. UR 70 + 10% e
fotofase de 12 horas. UFLA, Lavras-MG. 2003.

Método de aplicagio / Mortalidade (%)

Dipel® (g) Pulverizagio Imersdo Dieta
0.00 18.0 £ 0.5 aA 190 £ 0.5 aA 16,0 + 0.4 aA
0.25 35.0+£ 0.7 bA 88.0 £ 0.6 bB 34,0 £ 0.5 bA
0.50 42,0 £ 0.5 bA 99.0 £ 0.1 bB 43.0 £ 0.4 bA
1.00 580+0.5¢B 97.01 0.2 bC 48.0 £ 0.7 bA
2.50 73.0+04cB 100.0 £ 0.0 bC 61.0+08cA
5.00 90,0 £ 0.4 dB 93.0+0.2bB 76.0 £ 0.6 cA
10.0 86.0 £ 0.5 dA 98.0 £ 0.1 bA 94.0 £ 0.3 dA
20.0 87.0 £ 0.5 dA 91.0 + 0.3 bA 95.0 £ 0.3 dA

Médias seguidas pela mesma letra miniscula. nas colunas, e mailscula. nas
linhas, ndo diferem significativamente entre si. pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

'Erro Padrio.

Pode-se notar que a mortalidade ocorrida. quando utilizada a
metodologia por imersdo dos favos. foi maior do que nas demais formas de
aplicagdo. Nessa metodologia, houve maior contato do favo com o produto
ocasionando mortalidade superior que na pulverizagio e dieta artificial.
independente da concentragio utilizada (Tabela 4 e Figura 10).

Em relagdo a dieta artificial. a baixa mortalidade pode estar relacionada

ao fato da adigdo do inseticida ter alterado algumas propriedades organolépticas.



causando rejeigao ao alimento. quando comparado com o consumo da dieta na

testemunha. principalmente quando em concentragdes mais elevadas.

Pulverizagao
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FIGURA 10. Mortalidade (%) de lagartas de terceiro instar de Galleria
mellonela em fungdo de diferentes métodos de aplicagio do
Dipel® 32 PM. Temperatura de 28 + 2 °C. UR 70 + 10% e
fotofase de 12 horas. UFLA. Lavras-MG. 2003,

Nos levantamentos bibliogrificos realizados. nio foram encontradas
pesquisas sobre o efeito do inseticida B. thuringiensis var. kurstaki sobre
lagartas G. mellonella por meio de adigdo & dieta artificial e imersio, apenas por
pulverizagdo realizada por Verma (1995). Outros trabalhos encontrados sobre a
bioatividade do B. thuringiensis para G. mellonella como Singh (1962), Bailey

(1981). Szabo & Heikel (1987). Oirsa (1988). nio utilizam a mesma variedade.
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No presente trabalho obteve-se mortalidade de 86% utilizando 10 g de
Dipel /100 mi de agua pulverizado em favos de A. mellifera. sendo que Verma
(1995) obteve 98.7% de mortalidade das lagartas com a mesma concentragio do
produto.

Na aplicagdo por pulverizagio dos favos a dosagem de 9.43 g de
Dipel®/100 ml de agua foi a que provocou 100.0% de mortalidade (Figura 6).
Utilizando esse resultado e considerando que o gasto para pulverizagdo dos 10
favos do respectivo experimento foi. em média. de 25 ml de suspensdo. ou seja.
restaram 75 ml da suspensdo no pulverizador, pode-se concluir que houve um
consumo aproximado de 0.236 g do produto por favo de 10 cm x 10 cm. Os
favos de melgueira das colmeias do tipo Langstroth tém 45 cm de comprimento
por 13.5 cm de largura com area de 607.5 cm’; entdo, com 500 g do Dipel®
seria possivel pulverizar cerca de 349 quadros de melgueiras. Contendo cada
quadro aproximadamente 60 g de cera alveolada. através da pulverizagao. evitar-
se-ia a destrui¢ao de 21 kg de cera. Ressalte-se que o quilograma de cera
alveolada custa US$ 7.00 e o preco de 500 g de Dipel® ¢ US$ 10.00: a economia
seria de 137 ddlares. ndo incluindo os custos da mao-de-obra.

Quando se utilizou aplicagio do Dipel® por imersio dos favos de
abelhas, constatou-se mortalidade de 85.2% com a concentragio de
0.25 g/100 ml de agua. sendo que todas as outras dosagens superiores a essa nao
diferiram significativamente (Tabela 2). Com essa dosagem ocorreu um
consumo de 0,048 g do produto por favo de 10 cm x 10 cm. Um favo de
melgueira consumiria 0.291 g do produto. Entio. com 500 g do produto
comercial seria possivel realizar a imersdo de aproximadamente 1715 quadros de
melgueiras, equivalendo a 103 kg de cera. ou seja. uma economia de US$
711.00.

Das trés formas de aplicagdo. a pulverizagio seria aconselhavel apenas

para os apicultores de pequeno porte: para apicultores de grande porte o manejo
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dos favos. que devem ser pulverizados em ambas as faces. dificultaria a
implantagdo da metodologia. A imersio é a mais pratica pela facilidade de
aplicagdo do produto. em que os favos sio mergulhados inteiramente na
suspensao. reduzindo a mao-de-obra e tempo de execugdo. sendo a metodologia

apropriada para qualquer tipo de apicultor.
4.1.5 Sintomas de infeccio em lagartas devido a aplicagdo do Dipel®

Sintomas de infecgdo nas lagartas de G. mellonella pela agdo do
B. thuringiensis foram observados em todas as metodologias de aplicagdo desse
produto. sendo mais pronunciados nas maiores dosagens. O tegumento
infectado perdeu o brilho. adquirindo coloragdo marrom-escura. as lagartas
diminuiram a agilidade, tornando-se flicidas e parando de se movimentarem a
partir de 48 horas do contato com o Dipel®, quando algumas delas abandonaram
a dieta artificial. Logo apds a morte adquiriram sintomas externos como
coloragdo preta iniciando-se a deterioragdo de seus tecidos acompanhada de odor
fétido. o que ja foi relatado por Habib & Andrade (1998) em lagartas do
noctuideo Alabama argillacea (Hilbner, 1818) e o brassolideo Brussolis
sophorae (Linnaeus, 1758) infectadas por B. thuringiensis var. kurstaki (Figura
).

Sintomas relacionados ao abandono do alimento foram visualizados
quando Dipel® foi incorporado a dieta artificial. pois tanto na imersio quanto na
pulverizagdo dos favos. as lagartas permaneceram no interior das galerias.
dificultando a identificagdo. O comportamento anormal das lagartas em se
afastarem do alimento ocorreu devido a ingestdao da proteina Cry. presente na
bactéria. que, uma vez no intestino médio. causa intumescimento das células
epiteliais por desequilibrio osmético. conduzindo a paralisagao do intestino e

provocando a morte do individuo (Mendonga. 2002).



4.2 Isolamento de Bacillus thuringiensis em lagartas tratadas com Dipel”

O isolamento pelo Método Basico | nas lagartas dos trés experimentos.
apos 24 horas. evidenciou a presenga do B. thuringiensis através do crescimento
de cultura nas placas de Petri, ndo excluindo a causa da mortalidade por essa
bactéria. Os isolados apresentaram colénias de 3 a 5 mm de didmetro. formato
circular. borda ondulada. superficie granulosa. opaca. branca e de consisténcia
umida. Os resultados para os isolados obtidos dos tratamentos com as diferentes
dosagens foram idénticos quando comparados com isolamento da cultura de B.
thuringiensis feito com o produto comercial Dipel®. comprovando ser o mesmo
microorganismo patogénico para o grupo de lagartas dos trés experimentos.
diferindo apenas dos isolados obtidos com as lagartas isentas da aplicagdo do
produto (testemunha) (Figura 12).

Pelos resultados obtidos. evidenciou-se que G. mellonellu apresentou
susceptibilidade a B. rhuringiensis var. kurstaki. A maior ou menor porcentagem
de mortalidade ocorrida nos experimentos pode estar relacionada com o método
de aplicagdo do produto e a possibilidade da lagarta se alimentar.

Com o desenvolvimento de pesquisas para o aprimoramento das técnicas
de aplicagdo do produto, associado aos avangos cientificos sobre método de
aplicagdo dessa bactéria. é provavel que. num futuro proximo. seja viavel o
emprego de B. thuringiensis var. kurstuki no controle da G. mellonellu.
especialmente em favos armazenados durante o periodo de escassez de mel ou
quando se fizer necessaria a estocagem de quadros de ninhos e melgueiras com

cera.
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FIGURA 11. Lagartas de Galleria mellonella com sintomas de infecgdo por
Bacillus thuringiensis var. kurstaki. UFLA, Lavras-MG, 2003.

FIGURA 12. Placas com culturas de Bacillus thuringiensis isolados dos
experimento de lagartas  tratadas com Dipel® 32 PM.
T - testemunha (isenta de aplicagdo), P - favos pulverizados,
D - dieta artificial, [ - favos imersos e C - produto comercial

Dipel®32 PM. UFLA, Lavras - MG, 2003.
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Nos isolados de lagartas do tratamento testemunha (sem adigdo de
Dipel®). nio houve nenhum crescimento da cultura bacteriana ou outros
organismos. mantendo somente o meio MBI. Nas placas P, D e | houve
crescimento da cultura bacteriana. Em todos os tratamentos onde se utilizou
Dipel® e nos trés métodos de aplicagdo independente da dosagem aplicada.
ocorreu crescimento da cultura bacteriana sendo idénticas ao obtido com o

isolamento do produto comercial em C.
4.3 Influéncia do Dipel” na mortalidade de adultos de Apis mellifera
4.3.1 Através da pulverizagio de adultos

Constatou-se que as diferentes dosagens de Dipel® utilizadas
influenciaram  significativamente o numero de abelhas mortas. Assim. esse
produto fitossanitario, quando aplicado por pulverizagdo. provocou mortalidade
significativa em relagdo ao tratamento testemunha. Foi observado que os
maiores indices de mortalidade ocorreram nas dosagens de 0.25: 0.5: 1.0 e
10.0 g/100 ml. com média de 62.2%: 52.4%: 54.1% e 45.9%. respectivamente.
Apesar do aumento na dosagem. ocorreu diminuigdo de mortalidade nas
dosagens de 2.5: 5.0 e 20.0 g/100 ml de agua (Tabela 5 e Figura 13).




TABELA 5. Mortalidade (%) (+ EP)' de adultos de Apis mellifera pulverizados
com Dipel®32 PM em diferentes concentragdes. Temperatura
28+ 2°C. UR 70  10% e fotofase de 12 horas. UFLA. Lavras-
MG. 2003.

Dipel®(g/100 ml de 4gua) _ Mortalidade (%) Mortalidade corrigida (%)"

0.00 39.0 + 0.4 0.0a
0.25 77.0+ 1.1 62.2¢
0.50 710+ 1.4 524¢
1.00 72.0 £ 0.7 54.1 ¢
2.50 57.0 £ 0.5 29.5b
5.00 53.0 £ 0.6 229b
10.0 67.0 + 0.4 459 ¢
20.0 56.0 + 0.3 279b
C.V.'(%) 17.7 -

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si. pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

'Erro Padrio.

*Mortalidade corrigida pela formula de Abbott (1925).

*Coeficiente de Variagio.

36



80 4

H o

75

HHo
H

70 A
65

60 4

Mo

55 4

Ho

50 4

45 -

Porcentagem de mortalidade

40 4

——r——r —
025 05 1 25 5

a
35 .l,
0

10

20

Concentragdes de Dipel em g/100 ml de agua

FIGURA 13. Mortalidade (%) (+ EP)' de adultos de Apis mellifera pulverizadas
com diferentes concentragdes de Dipel®32 PM. Temperatura de
28 £ 2 °C, UR 70 = 10% e fotofase de 12 horas. UFLA, Lavras-
MG, 2003. Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem
significativamente entre si. pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.

Como o tempo exato de sobrevivéncia das abelhas apos a aplicagao do
B. thuringiensis nao pode ser observado. as mortes foram registradas. para
analise de tempo médio de vida. como ocorrendo no meio do intervalo. seguindo
a metodologia proposta por Colosimo (2001). Assim. mortes registradas no
intervalo entre 6 e 12 horas da aplicagdo. por exemplo. foram consideradas
ocorridas. em média, as 9 horas. Para individuos que sobreviveram foi incluido o

periodo de 96 horas de vida (Tabela 6). O nimero de individuos mortos em cada

intervalo de tempo encontra-se no anexo (Tabela A — pagina 65).
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TABELA 6. Tempo médio de vida (horas) (+ EP)' de adultos de Apis melliferu
pulverizados com diferentes concentragdes de Dipel®32 PM.
Temperaturade 28 + 2 °C. UR 70 + 10% e fotofase de 12 horas.
UFLA. Lavras-MG. 2003.

Dipel® (/100 ml de agua) Tempo médio de vida
0.00 824+45a
0,25 68.6+5.2b
0.50 699+49b
1,00 694 +5.1b
2.50 723+52b
5.00 71.6+54b
10.0 64.1 £59b
20.0 679+58b
C.V.* 7.9 %

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si. pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

'Erro Padrio.

Coeficiente de Variagdo.

Todas as dosagens diferiram significativamente do tempo médio de vida
da testemunha. mas ndo diferiram entre si. indicando que as abelhas que
sofreram aplicagdo do produto sobreviveram. em média. por um periodo de
tempo entre 64.1 e 72.3 horas ap6s a aplicagdo. independente da concentragio.
enquanto que aquelas da testemunha viveram em média 824 horas.

aproximadamente 3.4 dias (Tabela 6).

4.3.2 Adicionado a pasta Candi

Observaram-se, além da testemunha. dois grupos distintos de

porcentagem de mortalidade. As dosagens entre 0.25 e 1.0 g/ 60 g da pasta
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Candi causaram mortalidade entre 54 e 68%. No segundo grupo registrou-se
mortalidade superior a 94%. chegando a 100% nas dosagens de 10.0 ¢ 20.0 g.
indicando influéncia do produto na mortalidade das abelhas (Tabela 7 e
Figura 14).

TABELA 7. Mortalidade (%) (+ EP)' de adultos de Apis mellifera alimentados
com pasta Candi com adigdo de diferentes concentragdes de
Dipel®32 PM. Temperatura 28 + 2 °C. UR 70 1 10% e fotofase de
12 horas. UFLA. Lavras-MG, 2003.

J

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

0.00 41,0+ 0.9 0.0a

0.25 73.0+ 0.4 542b
0.50 75.0 + 0.5 57.6b
1.00 81.010.3 67.8b
2.50 97.0+0.2 949 ¢
5.00 98.0 + 0.1 96.6 ¢
10,0 100.0 + 0.0 100.0 ¢
20,0 100.0 + 0.0 100.0 ¢

C.V.'(%) 9.4 i

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si. pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

'Erro Padrio.

*Mortalidade corrigida pela formula de Abbott (1925).

*Coeficiente de Variagio.

Verificou-se uma diferenciagdo significativa entre os tratamentos de

acordo com o aumento na dosagem do Dipel® aplicada 4 pasta Candi. sendo que

a mortalidade apresentou crescimento proporcional ao aumento da concentragio.
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FIGURA 14. Mortalidade (%) (+ EP)' de adultos de Apis mellifera em fungio
de diferentes concentragdes de Dipel® 32 PM adicionadas a pasta
Candi. Temperatura de 28 + 2 °C, UR 70 + 10% e fotofase de
12 horas. UFLA. Lavras-MG, 2003. Médias seguidas de mesma
letra, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

Foi observada significincia (P <0.05). com um coeficiente de
determinagdo R’ de 73.3%, quando se avaliou o efeito da dosagem do inseticida
adicionado a pasta Candi na mortalidade das abelhas. O valor 6.15g de
Dipel®/60 g de pasta Candi corresponde & concentragdo que provoca 100% de
mortalidade de abelhas (Figura 15).

40



110 +

2

Y =66,624 + 7,166X - 0,280 X’
R’ =733

Porcentagem de mortalidade
3
1

L v T v L] M Ll M | M ) M T M ) M T
00 25 S50 75 100 125 150 175 200
Concentragdes de Dipel em g/60 g de pasta Candi

FIGURA 15. Curva de regressdo ajustada para a mortalidade (%) de adultos de
Apis mellifera em fungio de diferentes concentragdes de Dipel®32
PM adicionadas a pasta Candi. Temperatura de 28 + 2 °C, UR
70 + 10% e fotofase de 12 horas. UFLA. Lavras-MG. 2003.

Evidenciou-se que as diferentes dosagens de Dipel® adicionadas a pasta
Caéndi influenciaram significativamente o tempo médio de vida dos adultos de
abelhas. Com as dosagens 0.25; 0.5 e 1.0 g/100 ml obtiveram-se os maiores
tempos de vida, com média de 72.5: 71,9 e 72.9 horas. respectivamente. Quando
adicionada a dosagem de 2.5 g. o tempo de vida foi intermediario com média de
57.1 horas: e nas trés maiores dosagens observou-se tempo médio de vida
abaixo de 44.2 horas (Tabela 8). O nimero de individuos mortos em cada

intervalo de tempo encontra-se no anexo (Tabela B — pagina 66).
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TABELA 8. Tempo médio de vida (horas) (+ EP)' de adultos de Apis mellifera
em fungdo de diferentes concentragdes de Dipel®32 PM

adicionadas a pasta Candi. Temperatura de 28 + 2 °C. UR 70 +
10% e fotofase de 12 horas. UFLA. Lavras-MG. 2003.

Dipel® (/60 g de pasta Candi) Tempo médio de vida

0.00 83.3+4.5a
0.25 72.5+4.7b
0.50 71.9+4.7b
1.00 729+4.7b
2.50 57.1+42¢
5.00 442+4,0d
10.0 40.2+3.6d
20,0 35.5+3.1d
CV.’* 114 %

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si. pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

'Erro Padrio.

Coeficiente de Variagdo.

Constatou-se que existe efeito significativo (P < 0.05) e um coeficiente
de determinagio R’ de 93.3%. quando se avaliou o efeito da dosagem do
inseticida adicionado a pasta Candi sobre o tempo médio de vida de adultos das
abelhas. O ponto minimo foi obtido por derivagdo. ocorrendo na dosagem de
14.5 g de Dipel*/60 g de dieta e correspondendo ao tempo médio de vida para as
abelhas de 29.7 horas (Figura 16).
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FIGURA 16. Curva de regressdo ajustada para o tempo médio de vida (horas)
para adultos de Apis mellifera em fungdo de diferentes
concentragdes de Dipel® 32 PM adicionadas a pasta Candi.
Temperatura de 28 + 2 °C, UR 70 + 10% e fotofase de 12 horas.
UFLA, Lavras-MG, 2003.

4.3.3 Adicionado a solugio aquosa de mel a 50%

Observou-se que as diferentes dosagens de Dipel® adicionadas a solugido
aquosa de mel a 50% influenciaram significativamente no numero de abelhas
mortas. sendo que a mortalidade. quando se adicionaram 0.25 g de Dipel®/100ml
de solugdo aquosa de mel a 50%. ndo diferiu da testemunha. O Dipel®
apresentou os maiores valores de mortalidade a 10.0 e 20.0 g/100ml. com
médias de 94.7% e 98.2%. respectivamente: e a 2.5 e 5.0 g apresentou

=

toxicidade. com média de 73.7% e 75.4%. respectivamente. Nas dosagens de 0.5



e 1.0 g observou-se mortalidade de 33.3% (Tabela 9). Assim. esse produto

fitossanitario. quando adicionado a solugéo aquosa de mel a 50% na dosagem de
0.25 g. n3o afetou a mortalidade de abelhas. apresentando comportamento

semelhante a testemunha.

TABELA 9. Mortalidade (%) (+ EP)' de adultos de Apis mellifera pulverizados
com diferentes concentragdes de Dipel®32 PM. Temperatura 28 + 2
°C. UR 70 t 10% e fotofase de 12 horas. UFLA. Lavras-MG.
2003.

Dipel® (/100 ml de solugdo : Mortalidade
Tqucfg de mel a SO%)G Mortalidade (%) corrigida (%)’
0.00 43.0+ 04 "0.0a
0,25 44.0+ 0.5 - 18a
0.50 62.0+ 0.5 333b
1.00 62.0 £ 0.5 333b
2.50 85.0£0.2 737 ¢
5.00 86.0 £ 0.3 754 ¢
10.0 97.0 £ 0.2 94.7d
20,0 99.0 + 0.1 98.2d

C.V. (%) 1.2 -
Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si. pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
'Erro Padrio
*Mortalidade corrigida pela formula de Abbott (1925).
*Coeficiente de Variagdo.

O aumento na mortalidade ocorreu principalmente nas dosagens mais
altas aplicadas a solugao aquosa de mel a 50%. sendo que na dosagem mais

baixa o Dipel® ndo diferiu da testemunha (Figura 17).
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FIGURA 17. Mortalidade (%) (+ EP)' adultos de Apis mellifera em fungio da
diferentes concentragdes de Dipel®32 PM adicionadas a solugio
aquosa de mel a 50%. Temperaturade 28 +2°C. UR 70+ 10% e
fotofase de 12 horas. UFLA, Lavras-MG. 2003. Médias seguidas
de mesma letra ndo diferem significativamente entre si. pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Pela analise dos resultados verificou-se que existe efeito significativo
(P <0.05) e coeficiente de determinagio R’ de 86.3%. quando se avaliou o efeito
da dosagem do inseticida adicionado a solugdo aquosa de mel a 50% sobre a
mortalidade das abelhas. A dosagem 8.46 g de Dipel*/100 ml de solugdo aquosa
de mel a 50% corresponde a 100% de mortalidade (Figura 18).
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FIGURA 18. Curva de regressio ajustada para a mortalidade (%) de adultos de
Apis mellifera em fungdo de diferentes concentragdes de Dipel®
32 PM adicionadas a solugio aquosa de mel a 50%. Temperatura
de 28 + 2 °C, UR 70 + 10% e fotofase de 12 horas. UFLA.
Lavras-MG., 2003.

A dosagem igual ou superior a 2.5 g de Dipel® influenciou
significativamente no tempo médio de vida das abelhas quando adicionada a
solugdo aquosa de mel a 50%. reduzindo o periodo de vida das abelhas,
principalmente nas dosagens de 10.0 e 20.0 g. Dosagens inferiores ndo diferiram

da testemunha (Tabela 10).
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TABELA 10. Tempo de vida médio (horas) (+ EP)' para adultos de Apis
mellifera em fungdo de diferentes concentragdes de Dipel®
adicionadas a solugdo aquosa de mel a 50%. Temperatura de
28 £2°C. UR 70 £ 10% e fotofase de 12 horas. UFLA. Lavras-

MG. 2003.

Dipel® (2/100 ml de dgua) Tempo médio de vida
0.00 73.6+43a
0.25 756+42a
0.50 68.8+49a
1.00 729+4.7a
2.50 60.8+4.1b
5.00 674+42b
10,0 512+40c¢
20,0 51.4+39c
C.V-. 79 %

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si. pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

'Erro Padrio.

*Coeficiente de Variagio.

O tempo médio de vida das abelhas diminuiu com o aumento das
dosagens de Dipel® (Figura 19). Dias (2001) sugeriu a conservagdo dos favos.
pulverizando-os com Dipel®: entretanto. ndo eram conhecidos os efeitos
deletérios desse produto para larvas e/ou adultos de A. mellifera. Constatou-se
que quanto maior a dosagem do produto menor o tempo de vida dos adultos.
evidenciando efeito toxico para esses individuos quando alimentados com dieta
contaminada. O ponto de minimo foi obtido por derivagdo da fungdo.
correspondendo 4 dosagem de 16.3 g de Dipel®/100 ml da solugio aquosa de
mel a 50% com tempo médio de vida das abelhas de 49.9 horas. O numero de
individuos mortos em cada intervalo de tempo encontra-se no anexo (Tabela C-

pagina 67).
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FIGURA 19. Curva de regressdo ajustada para o tempo médio de vida (horas)
para adultos de abelhas Apis mellifera em fungdo de diferentes
concentragdes de Dipel® 32 PM adicionadas a solugio aquosa de
mel a 50%. Temperatura de 28 + 2 °C, UR 70 + 10% e fotofase
de 12 horas. UFLA. Lavras-MG. 2003.

4.3.4 Comparacio entre as metodologias de aplicaciio do Dipel® em adultos
de Apis mellifera

Comparando-se as trés metodologias de aplicagdo. constatou-se uma
mortalidade menor através da aplicagdo em solugio aquosa de mel a 50% até a
dosagem de 1.0 g do produto: acima dessa dosagem. o método onde se
constatou menor porcentagem de mortalidade foi a de pulverizagio. Nas trés
metodologias, a mortalidade causada pela aplicagdo de 0.5 g de Dipel nio

diferiu significativamente. A partir da dosagem de 2.5 g ndo houve diferenga
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significativa entre os resultados da metodologia de adigio em pasta Candi e

solugdo aquosa de mel a 50% (Tabela 11 e Figura 20).

TABELA 11. Mortalidade (%) (+ EP)' de adultos de Apis mellifera em fungio
de diferentes modos de aplicagio de Dipel® 32 PM. Temperatura
de 28 £ 2°C, UR 70 + 10% e fotofase de 12 horas. UFLA.
Lavras-MG, 2003.

Método de aplicagio/Monrtalidade (%)
. 1®
Dipel” (g) Pasta

Solugdo aquosa de

Pulverizagio

Candi mel a 50%
0.00 39,0+ 0.4 aA 41,0+ 0.9 aA 43.0 £ 0.4 aA
0.25 770+ 1.1 cB 73.0+ 0.4 bB 44,0 £ 0.5 aA
0,50 71,0+ 1.4 cA 75.0 £ 0.5 bA 62.0 £ 0.5 bA
1.00 72,01 0,7 cA 81.0+ 0.3 bB 62.0 + 0.5 bA
2.50 57.0 £ 0.5 bA 97.0+0.2cB 85.0+0.2cB
5.00 53.0 £ 0.6 bA 98.0 £ 0.1 cB 86.0 £ 0.3 cB
10.0 67,0+ 0.4 cA 100,0 £ 0.0 cB 97.0+0.2dB
20.0 56.0 £ 0.3 bA 100.0 £ 0.0 cB 99.0+ 0.1 dB

Médias seguidas pela mesma letra mindscula, nas colunas. e maiuscula. nas
linhas, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de
Probabilidade.

Erro Padrio.

Com relagdo a testemunha. a mortalidade foi significativamente mais
baixa e ndo diferiu entre as trés metodologias empregadas. Considerando que os
experimentos foram realizados com insetos onde ndo é possivel ter
uniformidade na idade dos individuos. pode ter ocorrido mortalidade que nio
tenha sido provocada pelo Dipel® e. sendo assim. a testemunha tornou-se

parametro eficaz para confirmagio dos resultados experimentais.

49



V72222 Pulverizagao
I Pasta Candi

g [ Solucao aquosa de mel a 50%

90
BO-'
]
60:
50-.
arl.
30-

20 +

Porcentagem de mortalidade de abelhas

10

0 0.25 0.5 1 25 5 10 20

Concentragdo de Dipel (g)

FIGURA 20. Comparagio entre porcentagens de mortalidade de adultos de Apis
mellifera submetidos a diferentes metodologias de aplicagdo do
Dipel® 32 PM. Temperatura de 28 + 2°C. UR 70 + 10% e
fotofase de 12 horas. UFLA, Lavras-MG, 2003

Quanto ao tempo médio de vida, observou-se que as porcentagens de
mortalidade de abelhas nas trés metodologias foram semelhantes para as
dosagens de 0.5 e 1.0 g de Dipel®. Acima dessas dosagens o tempo médio de
vida foi significativamente diferente entre as metodologias, observando-se que o
produto adicionado a pasta Candi foi o que provocou menor tempo médio de
vida das abelhas. seguida da solugdo aquosa e da pulverizagdo (Tabela 12).

Na pulverizagdo, provavelmente as abelhas apresentaram menor
ingestdo de Dipel®. consegiientemente houve prolongamento do tempo de vida.
A diferenga entre as metodologias de aplicagdo deve estar relacionada com a

propria dieta, tendo ocorrido consumo maior da pasta Candi.
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TABELA 12. Tempo médio de vida (horas) (+ EP)' de adultos de Apis mellifera
em fungio de diferentes métodos de aplicagdo de Dipel® 32 PM.
Temperatura de 28 + 2 °C, UR 70 £ 10% e fotofase de 12 horas.
UFLA. Lavras-MG. 2003.

Método de aplicagido/ Tempo médio de vida

Dipel® (g)

Pulverizagdo Pasta Solugio aquosa de
Candi mel a 50%
0.00 824+45aB 833+4.5aB 736+t43aA
0.25 68.6 + 5.2 bA 72.5+4.7bB 75.6 +4.2 aC
0.50 69.9 + 49 bA 71.9+4.7bA 68.8 + 4.9 aA
1.00 69.4 £ 5.1 bA 729 +4.7bA 729+4.7aA
2.50 723+5.2bC 57.1 £42cA 609 + 4.1 bB
5.00 71,6 £ 5.4 bC 442 + 4.0 dA 67.4 +4.2 bB
10.0 61.4+59bC 40.2 + 3.6 dA 512+4,0cB
20.0g 67.9+ 5.75 bC 35.5+£3.1dA 51.4+39cB

Médias seguidas pela mesma letra miniscula, nas colunas, e maidscula. nas
linhas. ndo diferem significativamente entre si. pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

'Erro Padrio.

4.3.5 Sintomas de intoxicagdo de adultos de Apis mellifera pelo Dipel®

Os sintomas externos provocados pelo B. thuringiensis em adultos de
A. mellifera nao sao conhecidos, uma vez que esse produto ¢ indicado para a fase
jovem de lepidopteros. coledpteros e dipteros. Foi observado que o
comportamento de limpeza do corpo e de agrega¢do noturna das abelhas adultas
foi alterado. Nas primeiras horas apds o fornecimento do produto na pasta Candi e
solugdo aquosa de mel a 50%. percebeu-se rejeigdo do alimento. principalmente
quando utilizadas dosagens mais altas do Dipel®. Comparando-se com o consumo

do alimento da testemunha. ocorreu diminuigdo da alimentagdo nos diferentes
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tratamentos com Dipel®, revelando uma possivel disfungio e paralisia intestinal.
Distarbios intestinais passaram a ocorrer e um grande fluxo de fezes ligiiefeitas
foi encontrado nas paredes da gaiola. aspecto ndo presente no tratamento
testemunha. Quando os adultos foram pulverizados. notou-se a presenga de fezes
das abelhas na dieta posicionada na parte superior da gaiola (Figura 21).

Morfologicamente observou-se um aumento de 20 a 30% do volume do
abdome de abelhas que foram submetidas aos tratamentos com Dipel®.
independente da concentragio e método de aplicagdo utilizado (Figura 22).
Houve perda de agilidade, observando-se a presenga de abelhas caminhando
lentamente, com posterior paralisia geral antes de morrerem.

Individuos vivos tentavam retirar, do fundo do recipiente. as abelhas
mortas nas primeiras 48 horas 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 ndo foi observado o habito de limpeza. aumentando o numero de
individuos que se mantinham isolados durante a noite. 0 que nio ocorreu no
tratamento testemunha, onde se mantiveram sempre agregados.

Nas abelhas adultas ndo deveria ter ocorrido nenhum efeito em virtude
da aplicagdo do B. thuringiensis, ja que o produto é um larvicida. mas como
observado anteriormente, houve modificagdes evidentes no comportamento
sobrevivéncia e longevidade em todos os experimentos para todas as
concentragdes empregadas. Verma (1995). na india, relatou que nio houve
mortalidade de larvas e adultos de A. cerana em trabalhos com pulverizagio de
Dipel®, provavelmente por se tratar de uma outra espécie de abelha. Brighenti et
al. (2002) e Carvalho et al. (2002) pesquisando adultos de A. mellifera. no
Brasil. mencionaram que o Dipel® foi indcuo para as abelhas com dosagens

inferiores as utilizadas neste trabalho.



FIGURA 21. Pasta Candi com residuos de fezes de coloragdo amarelada
encontrados em gaiolas contendo dieta tratada com Dipel® 32
PM (esquerda) e pasta Cindi da testemunha (direita).

FIGURA 22. Adultos de Apis mellifera evidenciando intumescimento abdominal
apos o tratamento com Dipel® 32 PM (abaixo) e acima adultos da
testemunha.
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. Foi confirmado na presente pesquisa o efeito deletério do B.
thuringiensis para adultos de abelhas. 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 sido susceptiveis aos esporos de B. thuringiensis.
Levando-se em consideragdo a necessidade de controle da traga dos favos. torna-
se necessario o desenvolvimento de outras pesquisas. como. por exemplo. o
efeito dessa bactéria sobre adultos de A. mellifera apds o periodo de
armazenamento dos favos tratados na entressafra. ou mesmo no mel e outros
derivados. Burges & Bailey (1968) e Charriere & Imdorf (1999). em suas

pesquisas. ndo encontram residuos de B. thuringiensis aizuwai na cera. polen e

propolis e consideraram o produto indcuo as abelhas.

4.4 Isolamento de Bacillus thuringiensis em abelhas submetidas ao

tratamento com Dipel”

No total foram realizados 24 procedimentos de isolamento através do
Método Basico | para adultos de 4. mellifera. sendo oito de cada metodologia.
Os resultados para a cultura isolada foram idénticos ao isolamento realizado com
o produto comercial Dipel®, comprovando-se ser 0 mesmo microorganismo
patogénico para todos os grupos de abelhas utilizados. com excegdo das
testemunhas, isentas do produto. nas trés metodologias de aplicagao.

Ap6s 24 horas da realizagio do procedimento MBI. a presen¢a da
bactéria foi confirmada por meio do crescimento de cultura. ndo exciuindo a
causa da mortalidade das abelhas por B. thuringiensis (Figura 23).

Os isolados apresentaram colonias idénticas aquelas descritas no

subitem 4.2 (Figura 24).

54



FIGURA 23. Placas com culturas de Bacillus thuringiensis isolados de adultos
de Apis mellifera tratados com diferentes dosagens de
Dipel® 32 PM em 100 ml da solugdo aquosa de mel a 50%.
C - produto comercial; T — testemunha; 1- 0,25¢g;2~- 0,5¢g:3 -
1,0g4—20g 5- 50z 6— 10,0ge7— 20,0 gde Dipel®.

FIGURA 24. Colénias de Bacillus thuringiensis isoladas de adultos de Apis
mellifera.
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5 CONCLUSOES

O Dipel® 32 PM Bacillus thuringiensis var. kurstaki aplicado via
pulverizagio ou imersdo dos favos ou incorporado a dieta é eficiente no controle

da G. mellonella, sendo a “causa mortis™ das lagartas.

Na aplicagio em pulverizagdo nos favos, a concentragio mais

recomendavel no controle da traga da cera ¢ de 9.43 g de Dipel®/100mI de 4gua.

O B. thuringiensis aplicado por imersdo dos favos ¢ toxico para G.
mellonella em todas as dosagens testadas. com média superior a 80% de

mortalidade.

Na metodologia de adigdo a dieta artificial. a concentragdo com maior

porcentagem de mortalidade de G. mellonella é de 14.24 g de Dipel®/60g de

dieta artificial.

O Dipel® 32 PM Bacillus thuringiensis var. kurstaki aplicado via
pulverizagdo. incorporado a pasta Candi ou a solugdo aquosa de mel a 50%.
provoca mortalidade de adultos de 4. mellifera em todas as dosagens utilizadas.
com excegdo da metodologia de adigdo a solugdo aquosa de mel a 50%. onde a
dosagem de 0.25 g de Dipel®/100ml de solugdo ndo afetou a mortalidade de

adultos de A. mellifera.
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TABELA A
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TABELA C

ANEXOS

Numero de adultos de Apis mellifera mortos em
fungdo do intervalo de tempo em horas. pulverizados
com Dipel® 32 PM em diferentes concentragdes.
Temperatura 28 + 2°C. UR 70 + 10% e fotofase de 12
horas, UFLA. Lavras-MG, 2003..............c.ccoovererennen.

Numero de adultos de Apis mellifera mortos em
fungdo do intervalo de tempo em horas, alimentados
com pasta Ciandi com adigio de diferentes
concentragdes de Dipel® 32 PM. Temperatura 28 +
2°C. UR 70 £ 10% e fotofase de 12 horas. UFLA,
Lavras - MG, 2003.........c..ccovevuerrrenierirenernninesesesessenenns

Numero de adultos de Apis mellifera mortos em
fungdo do intervalo de tempo em horas, alimentados
com solugdo aquosa de mel a 50% com adi¢do de
diferentes concentragdes de Dipel® 32 PM.
Temperatura 28 + 2 °C. UR 70 + 10% e fotofase de
12 horas. UFLA. Lavras - MG, 2003..............cccocveun..
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TABELA A. Numero de adultos de Apis mellifera mortos em fungdo do
intervalo de tempo em horas. pulverizados com Dipel® 32 PM

em diferentes concentragdes. Temperatura 28 + 2 °C. UR 70
10% e fotofase de 12 horas. UFLA. Lavras - MG, 2003.

Intervalo de Concentragdo (g/ 100 ml de agua)
tempo (h) 00 025 050 100 250 500 100 20.0
(1.3 1 1 0 0 0 2 7 0
(3.6) 0 0 I I 0 3 0 0
(6.12) 2 0 2 0 2 4 0 0
(12.18] 2 3 5 5 6 16 10 0
(18.24] I 0 2 3 I 0 I 0
(24.30] 9 7 3 0 0 I 2 4
(30.36] 3 0 2 2 5 3 3 0
(36.42) 2 1 l 2 6 0 3 0
(42.48] 0 2 0 4 7 5 0 0
(48.54] 117 12 12 4 7 3 12
(54.60] 6 6 4 8 4 4 5 5
(60.66] 5 4 3 2 7 3 I 0
(66.72) 4 0 4 I 1 2 2 2
(72.78) 8 15 21 8 ] 3 14 12
(78.84] 5 9 5 4 4 8 4 2
(84.90] 5 4 2 3 0 3 0 I
(90.96] 13 2 5 2 5 3 | l
(96. ) 23 29 28 43 47 33 44 61
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TABELA B. Nimero de adultos de Apis mellifera mortos em fungio do
intervalo de tempo em horas. alimentados com pasta Candi com
adigdo de diferentes concentragdes de Dipel® 32 PM.
Temperatura 28 + 2 °C. UR 70 + 10% e fotofase de 12 horas.
UFLA. Lavras - MG. 2003.

Intervalo de Concentragio (/60 g de pasta Candi)
tempo (h) 0.0 025 050 100 250 500 100 20.0
(1.3] I 2 1 0 0 1 1 0
(3.6] 0o 0 0 0 o0 1 o0 0
(6.12] o 0 o0 0 o0 1 2 I
(12.18] 0 0 2 4 3 6 0 3
(18.24] 0 3 o0 1 2 2 4 6
(24.30] I 1 2 1 S 6 19 22
(30.36] 2 1 2 2 2 71 10 17
(36.42) I 2 3 4 4 15 18 2
(42.48) 6 3 3 3 8 2 22 26
(48.54] 7 7 3 17 12 1 1
(54.60) 0 7 4 S 14 18 9 2
(60.66] 6 4 13 4 21 3 1 1
(66.72] 0o 17 8 71 4 3 1 0
(72.78] 2 9 14 15 9 1 0 0
(78.84] 7 9 3 17 3 0 0 0
(84.90) I 2 11 10 S 0 0 0
(90.96] 3 6 2 S 0 0 0 0
(96.0) 59 27 25 19 3 2 0 0




TABELA C. Numero de adultos de Apis mellifera mortos em fungdo do

intervalo de tempo em horas, alimentados com solugdo aquosa de
mel a 50% com adigdo de diferentes concentragdes de Dipel®
32 PM. Temperatura 28 + 2 °C, UR 70 + 10% e fotofase de 12
horas. UFLA, Lavras -MG, 2003.

Intervalo de Concentragdo (g/100 ml de solugdo aquosa de mel a 50%)

tempo(h) "0 025 050 1.00 250 500 100 200
(1.3] 0 0 0 0 0 0 ] 0
(3.6] 1 0 0 0 0 1 0 0
(6.12] 0 1 0 2 0 3 1 3
(12.18] 5 5 1 ] 1 1 3 5
(18.24] 4 4 4 4 3 5 2 2
(24.30] 6 14 11 19 11 12 13 9
(30.36] 2 2 0 2 ] 4 1 1
(36.42] 2 ] 5 4 5 2 4 1
(42.48)] 3 2 5 6 4 19 16 8
(48.54] 2 6 3 6 7 9 16 0
(54.60] 2 0 | 3 2 9 10 3
(60.66) 3 1 3 4 9 13 11 |
(66.72] 2 5 6 4 5 6 6 1
(72.78) 2 4 2 4 8 2 8 1
(78.84] 3 6 2 9 S 5 3 3
(84.90] 2 5 10 15 16 4 3 3
(90.96] 5 6 9 2 9 2 | 2
(96.0) 56 38 38 15 14 3 | 57
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