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RESUMO

As abelhas sao os agentes polinizadores mais importantes dos agroecossistemas por realizarem
a polinizagdo de até¢ 90% das plantas nativas e de mais de 1/3 das plantas cultivadas. Estudos
desenvolvidos ao redor do mundo vém demostrando um fenomeno chamado CCD (Colony
Collapse Disorder), que tem como agente causal varios fatores incluindo as doengas que afetam
este grupo. Dentre elas, a varroose, resultante do ataque do acaro Varroa destructor, € o
patogeno relatado como fator de grande impacto sobre a espécie Apis mellifera. Diante disto, o
objetivo deste trabalho foi testar a eficiéncia de trés métodos para o controle de V. destructor: o
alternativo, obtido a partir da destilagdo de orégano (Origanum vulgare Lineus, 1753), tomilho
(Thymus vulgaris Lineus, 1753) e beterraba (Beta vulgaris Lineus, 1753); o biologico,
executado a base de larvas de zangdes e o quimico, realizado com a aplicac¢do do principio ativo
flumetrina. Os resultados foram avaliados por meio de andlise estatistica no programa R para
determinar as diferengas entre os tratamentos e as concentragdes propostas e selecionar o
melhor método para controle. Nas analises, foi observado que o método alternativo apresentou
diferenga significativa, destacando as destilacdes de tomilho como mais eficientes por ndo haver
morte significativa das abelhas, além de causar a morte de todos os dcaros em menor tempo
comparado, aos outros destilados. O método bioldgico a base de larvas de zangdes também ¢
eficiente devido a preferéncia do acaro por estes individuos. No controle quimico o uso do
ingrediente ativo flumetrina, causou intoxicacao nas abelhas, com diarreia nas primeiras 6 horas
apos aplicacdo, e depois de 48 horas causou uma mortalidade de 100%, o que demostra ser

inviavel para o controle do acaro.

Palavras-chave: abelhas, flumetrina, orégano, tomilho, beterraba, varroose.



ABSTRACT

Bees are the most important pollinators of agricultural ecosystems by carrying out pollination
of up to 90% of native plants and more than one third of cultivated plants. Studies conducted
around the world have been demonstrating a phenomenon called CCD (Colony Collapse
Disorder), whose causal agent several factors including diseases that affect this group. Among
them, the varroa resulting from the Varroa destructor mite attack, is reported as pathogen major
impact factor on the Apis mellifera. In view of this, the objective of this study was to test the
efficiency of three methods to control V. destructor: alternative, obtained from the distillation
of oregano (Origanum vulgare Linnaeus, 1753), thyme (Thymus vulgaris Linnaeus, 1753) and
sugar beet (Beta vulgaris Linnaeus, 1753); biological, run base drones and larvae chemical,
carried out with the application of active flumethrin principle. The results were evaluated by
statistical analysis in R program to determine the differences between treatments and proposed
mergers and select the best method of control. In the analysis, it was observed that the
alternative method showed a significant difference by highlighting thyme distillation as more
efficient because there is no significant killing of bees and cause the death of all the mites in a
shorter time compared to the other distillates. The biological method hornets larvae base is also
preferably effective due to mite in these individuals. In chemical control the use of the active
ingredient flumethrin caused poisoning in bees, with diarrhea in the first 6 hours after
application, and after 48 hours caused a mortality of 100%, which demonstrates be impractical

to control the mite.

Key words: bees, flumethrin, oregano, thyme, sugar beet, varroose.
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1. INTRODUCAO
1.1. Apicultura

As abelhas surgiram ha cerca de cem milhdes de anos e, junto com as flores formaram
uma relagdo de dependéncia reciproca. As abelhas coletam o pdlen e o néctar das flores para
sua sobrevivéncia e as plantas sdo fecundadas por meio do transporte de polen de uma flor para
outra (SANTOS, 2015).

A atividade apicola ¢ responsavel pela produgdo e exploragdo das abelhas e ¢
considerada como uma atividade de grande importancia, tanto econdmica quanto social,
bioldgica e ecoldogica (GUZMAN et al., 2007). No aspecto econdmico e social, a apicultura gera
trabalho para o homem no campo, por meio da coleta e venda de produtos apicolas, contribuindo
para a qualidade de vida em 4reas rurais. No aspecto bioldgico e ecoldgico ajuda na preservagado
de espécies nativas, no aumento da producdo agricola e na manuten¢do da biodiversidade,
realizada pelas abelhas por meio dos servigos de polinizacdo (FREITAS et al., 2009).

O mel ¢ uma solugdo altamente concentrada de agucar e outras substancias que sdo
geradas a partir do néctar de diferentes tipos de flores, fazendo com que suas propriedades e
contetdo seja varidvel (Tabela 1). Ele ¢ produzido pelas abelhas para alimentar suas larvas e
adultos, garantindo a sobrevivéncia durante o inverno. As abelhas operarias coletam o néctar
das flores, transportando-o no papo, onde recebe secrecoes de glandulas que atuardo na
transformag@o em mel. Em seguida, ¢ armazenado e amadurece nos favos de mel em suas colmeias

(CARON, 2010).
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Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do mel.

Amostras
Analises

Apis meliifera
Umidade (%) 1827+ 0.4
HMF (mg/Kg mel) 10,82 + 0,46
Acidez Livre (mEg/Kg) 2647 £ 0456
Atividade Diastasica 42 BT £ 2,85
Condutividade Elétrica

» 284 + 500

(uS.cm™)
Cor (mmPfund) 2667 £ 0,58
Cinzas (%) 0,13 + 0,00
Solidos Insoldveis (%) 0,01 £ 0,00
Lipidios (%) 0,38 + 0,00
Proteinas (%) 0,49+ 001
Glicose (%) 2350+073

38,78+ 0,69
Frutose (%)
Sacarose (%) 572+023

Fonte: BRASIL (2000).
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Segundo os dados apresentados pela Associagdo Brasileira dos Exportadores de Mel
(ABEMEL, 2016) o Brasil encontra-se na oitava posi¢cdo no ranking de maiores exportadores

mundiais no ano de 2014, subindo trés posi¢des em relacao ao ano de 2013 (Tabela 2).

Tabela 2. Ranking dos paises exportadores de mel em toneladas nos anos de 2012, 2013 e 2014.

PAIS VOLUME PAIS VOLUME PAIS VOLUME
EXPORTADOR | (TONELADAS) EXPORTADOR (TONELADAS) EXPORTADOR (TONELADAS)

ANO 2012 ANO 2013 ANO 2014

1 China 110.158 China 124.901 China 129.824
2 Argentina 75.135 Argentina 65.180 Argentina 54.500
3 México 32.040 Vietnd 35.313 Vietna 49.641
4 india 24.515 México 33.458 México 39.152
5 Alemanha 22.262 india 30.099 Ucréania 36.336
6 Vietnd 21.538 Alemanha 22.628 india 26.976
7 Espanha 19.661 Bélgica 22.020 Espanha 26.111
8 Canada 18.325 Ucrania 21.674 Brasil 25.317
9 Bélgica 16.726 Espanha 21.284 Alemanha 22.547
10 Brasil 16.707 Hungria 20.724 Bélgica 20.006
11 Hungria 14.534 Brasil 16.181 Hungria 17.928

Fonte: ABEMEL, 2016

No ano de 2015 o Brasil teve uma exportagdo de 22.205 toneladas, gerando um
faturamento de US$ 82 milhdes. O montante exportado em 2015 registra uma queda de 17,10%
em valores e queda de 12,29% em volume frente a 2014, diferenga representada em niimeros
por US$ 16.856.089,00 e 3.111 toneladas, respectivamente. Este montante fez com que 2015
fosse considerado o segundo melhor ano das exportacdes brasileiras de mel, entre os anos de
2009 a 2015, ficando atras apenas de 2014, ano em que o Brasil exportou US$ 98,5 mi. Observa-
se também uma redugdo de 5,48% no valor do prego médio exportado em 2015, se comparado
ao ano anterior (TRADEMAP, 2016).

Além do mel, a apicultura gera outros produtos para os apicultores, como cera, propolis,
polen, geleia real, apitoxina e o servigo da polinizagao.

A cera ¢ outro produto obtido das colmeias de abelhas e é produzida pelas glandulas
cerigenas localizadas no abdémen de abelhas com 12 a 18 dias de idade (CARON, 2010). E
utilizada na construgdo dos favos, onde estocam seu alimento e constroem as células de cria,
para cobrir as células de mel e para a protecao das pupas. Além da incorporacao deste produto

na industria, farmécia, medicina e na fabricagao de produtos cosméticos (LASTRA, 2004).
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O propolis ¢ uma substancia obtida a partir de secregdes de arvores, flores, folhas e pdlen,
recebendo ainda a adi¢do de substancias secretadas pelo metabolismo glandular das abelhas
(BANSKOTA; TEZUKA; KADOTA, 2001). Sua composi¢ao pode variar dependendo dos tipos
de plantas onde sdo coletadas (Tabela 3), sendo usado pelas abelhas para selar as fissuras que
existem na colmeia para protecdo do frio, vento, inimigos, dentre outros (CARON, 2010).
Também ¢é usado como antimicrobiano, antioxidante, anti-inflamatorio, cicatrizante e anestésico
pelos humanos (PARK; IKEGAKI; ALENCAR, 2000; ISLA; MORENO; SAMPIETRO,
2001). A produgao de propolis no Brasil € estimada em torno de 100 toneladas anuais, sendo
grande parte destinada a exportagdo, tanto na forma bruta como em produtos manufaturados

(ABEMEL, 2016).

Tabela 3. Composicéo do propolis.

Fonte: LASTRA (2004).

O poélen é o gameta masculino das flores coletado pelas abelhas e transportado para a
colmeia para ser armazenado nos alvéolos e passar por um processo de fermentacdo. Usado
como alimento pelas abelhas na fase larval e abelhas adultas com até 18 dias de idade, ¢ a
principal fonte de proteinas, minerais, vitaminas, gorduras e aminoacidos (Tabela 4) (CARON,
2010). Em virtude do seu alto valor nutritivo é usado como suplementagdo alimentar,

comercializado misturado com o mel, seco, em capsulas ou tabletes (EMBRAPA, 2003).

Tabela 4. Composicdo do polen.

Fonte: LASTRA (2004).
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A geleia real ¢ produzida pelas glandulas hipofaringeanas e mandibulares encontradas
na cabe¢a das abelhas operarias com 5 a 12 dias de idade. A geleia real tem trés funcdes:
alimentacdo das larvas de abelhas operarias com até 90 horas de vida, da abelha rainha durante
toda a sua vida, ou entdo, das pupas de zangdes durante toda a sua maturacao (PAMPLONA;
AZEDO; OLIVEIRA, 2004). A industria de cosméticos e medicamentos também a utilizam na
composicao de diversos produtos.

A apitoxina ¢ o veneno das abelhas operarias de 4. mellifera purificado. O veneno ¢
constituido basicamente de proteinas, polipeptidios e constituintes aromaticos, sendo produzido
pelas glandulas de veneno nas duas primeiras semanas de vida da operdria e armazenado no
reservatorio de veneno situado na base do ferrdo (ALIA; LAILA; ANTONIOUS, 2013). Cada
operaria produz 0,3 mg de veneno, que ¢ uma substincia transparente, sollivel em agua e
composta de proteinas, aminoacidos, lipidios e enzimas (EMBRAPA, 2003).

Além de todos os produtos mencionados acima e aproveitados pelo homem, as abelhas
sd0 as principais responsaveis pela polinizagdo, um processo necessario as plantas superiores
(MARCOS, 2005). Esta auxilia na reprodu¢do sexuada das plantas, que ocorre quando estdo
em fase de floragdo e sdao polinizadas por transporte de pélen encontrado nas anteras (parte
masculina das flores) para o estigma (parte feminina da flor), da mesma planta ou de uma para
outra. Estima-se que um ter¢o das plantas utilizadas na alimenta¢do humana sejam polinizadas
por insetos, particularmente abelhas. No caso de plantas que produzem frutos, a produgdo de
sementes pode diminuir em mais de 90% se as abelhas desaparecerem (BRADBEAR, 2005).

No entanto, nos ultimos anos, observou-se um declinio significativo no nimero de
abelhas, impactando negativamente na polinizagdo de plantas nativas e cultivadas, e
consequentemente na producdo de mel e os outros produtos derivados das abelhas
(ENGELSDOREP et al., 2008).

O declinio dos polinizadores foi quantificado inicialmente na América do Norte. Em
2006, foi apresentada a primeira avaliagdo, onde foi verificada uma acentuada queda no numero
de colonias manejadas nos Estados Unidos. De acordo com o Servico de Estatistica Nacional
da Agricultura (2008), o nimero de colonias manejadas neste pais diminuiu de 5,9 milhdes, em
1947, para 2,44 milhdes, em fevereiro de 2008, mas ndo foram consideradas colonias que sdo
manipuladas somente para contratos de polinizagdo, nem apicultores que possuem menos de

cinco colmeias.
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Atualmente, o maior problema da apicultura mundial relaciona-se ao ja conhecido
desaparecimento das abelhas ou sindrome do colapso das abelhas colonias (Colony Collapse
Disorder ou CCD). Essa sindrome corresponde ao desaparecimento repentino das abelhas ou a
reduc¢do, em poucos dias, do tamanho da colonia com rainha, mesmo na presenca de crias, pdlen
e mel, sem deixar vestigios de morte de abelhas (OLDROYD, 2007; ENGELSDORP et al.,
2008; AIZEN; HARDER, 2009;; POTTS et al., 2010).

Nao foi detectado o agente causador da CCD. Acredita-se que exista uma complexa
interacdo entre varios fatores e um efeito sinérgico entre eles que resultam no colapso ou
desaparecimento das colonias (ENGELSDORP e MEIXNER, 2010). Entre estes fatores estdo a
perda de habitats, o uso de sistemas de monocultura, o estresse no transporte entre as areas de

polinizagdo, o uso de agrotdxicos e diversas doencas (ENGELSDORP et al., 2008).

1.2. Doencas das abelhas

Segundo van Engelsdorp e Meixner (2010) as abelhas apresentam doengas responsaveis
pela perda de colonias tal como a nosemose, que ¢ causada por protozodrios (microsporidios)
do género Nosema. Os prejudiciais as abelhas sdo Nosema apis e Nosema ceranae, € mesmo
que seus efeitos ainda ndo sejam conhecidos, acredita-se que os sintomas clinicos de desinteira
ou diarreia sejam causados por N. apis, enquanto que sintomas inespecificos de abelhas
cambaleantes, como tremores € ma locomog¢do ou voo, possam estar mais associados a M.
ceranae. Nos Ultimos anos, a doenga ndo tem sido relatada ou qualificada como causadora de
problemas no Brasil (SILVEIRA, 2010).

Também existem doengas causadas por cerca de 18 diferentes virus, dentre os quais
podem ser citados como mais recorrentes: o virus de células reais negras (BQCV), virus
filamentoso (FV), o virus de asas deformadas (DWYV), virus da paralisia cronica (CBPV),
virus da paralisia aguda (ABPV) e, virus da paralisia Israelita (IAPV). Os sintomas clinicos
das viroses variam e sao inespecificos, muito embora, alguns deles tenham sido associados, a
abelhas com asas deformadas ou opacas, abelhas sem pelos e com aspecto lustroso, abelhas
com tremores ou paralisadas (AUBERT et al., 2007). Porém, o 4caro Varroa destructor ¢ um
dos maiores problemas para as abelhas, pois além de ser um parasita, facilita o
estabelecimento de outras doenc¢as como os virus citados anteriormente, ¢ estudos revelam
que colmeias infestadas por V. destructor levam ao surgimento de abelhas fracas, com
imunidade comprometida, grupo em que as viroses conseguem se instalar e causar

significativa morbidade e mortalidade (SILVEIRA, 2010).
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1.3. Varroa destructor Anderson e Trueman (2002)

O parasita ¢ da ordem Parasitiformes, Subordem Mesostigmata, Familia Varroidae
(ANDERSON; TRUEMAN, 2000). Os efeitos da infestagdo de V. destructor em A. mellifera
aparecem em diferentes intensidades em distintas regidoes do mundo onde o parasita se estabeleceu.
Em geral, as abelhas africanas e seus hibridos apresentam maior tolerancia ao parasita, sem perdas
graves para a apicultura (MONTIEL; PIOLA, 1976; DE JONG; GONCALVES; MORSE ,1984).

O acaro V. destructor ¢ conhecido como o maior inimigo das abelhas em todo o mundo
(SAMMATARO; GERSON; NEEDHAM, 2000). O parasita se espalhou com o aumento da
velocidade da migracdo e comércio das abelhas. Na apicultura global V. destructor causou um
impacto negativo, por isso tem sido necessdria a avaliagdo da sua dispersdo. Nas décadas de
1960 e 1980 foi detectado na Europa Oriental, seguindo a importacdo de abelhas da Indonésia,
e em poucos anos se espalhou para a Grécia (1975), Alemanha (1977), Italia (1980), Franca
(1982), Holanda (1983), Israel (1984) e Espanha (1985), mas so6 foi oficialmente registrado pelo
controle de organismos em 1986 (PENG et al., 1987).

De acordo com De Jong, Gongalves e Morse (1984) a infestacdo na América do Sul teria
sido causada pela doacdo de abelhas do Japao para o Paraguai em 1971, a praga foi introduzida
no Brasil, em 1972, por meio da importagdo de rainhas e crias infestadas vindas do Paraguai e
foi descrita pela primeira vez em 1978, em Piracicaba, Estado de Sdao Paulo (ALVES et al.,
1979). Em menos de 10 anos, V. destructor ja havia se dispersado para todos os estados que
praticam a apicultura com 4. mellifera (DE JONG et al., 1984; MORETTO et al., 1991).

Na Argentina (1976) em colmeias de Laguna Blanca, Provincia de Formosa, no Estados
Unidos (1987) (CASANUEVA, 1992). No México, o ectoparasita vem se expandindo desde 1990,
afetando a produc¢do de mel (VELASCO; NOVOA, 2000).

Na Venezuela, foi registrado pela primeira vez em apidrios localizados no estado de
Barinas, em 1991 (PRINCIPAL; SANTOS; LAGUNA, 1991). Posteriormente, Coronado,
BARRIOS e MUJICA (1997), relataram no centro-oeste do pais colonias de abelhas com
infestagdo de 5 a 452 acaros por colmeia. O Chile detectou presenga do 4caro em margo de 1992
(FREDES, 1993).

A Argentina o tem considerado um parasita hiperendémico (BACCI, 2007). No Canada
(Ontario) Guzman et al. (2007) demonstraram o impacto devastador do acaro sobre o tamanho
e a for¢a de mais de 400 colonias avaliadas em diferentes periodos sazonais. Efeitos similares
foram relatados nos Estados Unidos (PETTIS; DELAPLANE, 2010) e na Europa (HIGES,

2005). Em Portugal foram relatadas colonias infestadas com V. destructor que foram
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responsaveis pela perda de 45% da capacidade produtiva de mel em relagdo a colonias nao
infestadas (MURILHAS, 2002).

O ciclo de vida da fémea de V. destructor caracteriza-se por ter duas fases distintas:
forética, quando a fémea adulta de V. destructor parasita abelhas operdrias e zangdes adultos, e
reprodutiva, quando a fémea adulta abandona as abelhas operdrias e zangdes e invade as células

de cria para realizar a postura (Figura 1) (IFANTIDIS, 1988; DE JONG, 1988).

Figura 1. Fases do ciclo de vida de V. destructor
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acaro prestes a , , L, .
- dos acaros dcaro ja fertilizadas
fertilizada opercular

Fonte: DE JONG (1988).

A fémea fértil do acaro comega o ciclo biolégico ao entrar na célula de cria e podem
entrar uma ou mais fémeas. Uma vez dentro das células ela permanece imdvel até que a larva
comega seu crescimento. Entdo suga a hemolinfa das crias da abelha e coloca o primeiro ovo
que resulta em um acaro macho. Quando isso acontece, ja se passaram entre 60 a 70h da entrada
do 4caro na célula. Trinta horas mais tarde a fémea coloca outro ovo, que vai dar origem a uma
fémea, depois deste momento ela continua a sua oviposi¢do a cada 30 h com ovos que dardo

origem apenas a fémeas (VERDE, 2001).
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Quando o macho atinge a maturidade sexual fertiliza suas irmas, que mantém o esperma na
espermateca e, apos o acasalamento, o macho morre. O periodo de desenvolvimento das fémeas de
ovo até adulto ¢ de oito a nove dias, enquanto que nos machos ¢ de seis a sete dias. Quando as
operarias ou zangdes completam seu desenvolvimento, surgem da célula em conjunto com as

fémeas reprodutoras de V. destructor que podem reiniciar o ciclo (Figura 2) (MORENO, 2010).

Figura 2. Ciclo de reproducdo de V. destructor.

®
LLLLLE
" 4 5 b 7 8

OPERARIA

e ZANGAO

)
1

9 0 12 T M
® Fémea fecundada @ Ovo de fémea ® ' Macho adulto
® Ovo de macho © Fémea adulta ? Cépula

Fonte: MORENO (2010).
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Os diferentes estagios sdo ovo, larva, protoninfa, deutoninfa e adulto (Figura 3). O ovo
mede 0,5 mm de diametro, tem forma esférica e ¢ esbranquigado. A protoninfa, também conta
com formato esférico ou redondo ¢ esbranquicada e com 0,7 mm. A fémea deutoninfa ¢
semelhante ao adulto, ¢ esbranquigada - marrom e mede cerca de 1 mm e o macho ¢ branco -
cinza e mede 0,7 mm (SAMMATARO; GERSON; NEEDHAM ,2000). A fémea adulta ¢ oval,
mede 1,1 mm de comprimento e 1,6 mm de largura, a cor dela varia de castanho claro ao
castanho escuro, sendo que ela conta com quatro pares de pernas. O macho adulto mede 0,7 mm
de comprimento e largura, € esférico de cor cinza-bege e tem quatro pares de pernas. Ao contrario da

fémea, o macho ndo emerge da célula, ja que tem seu ciclo de desenvolvimento s6 no interior da

mesma (RITTER, 2001).

Figura 3. Estagios de vida do 4caro V. destructor.
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Fonte: ROSENKRANZ; AUMEIER; ZIEGELMANN (2010).
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No inicio da infestagdo ha presenga de abelhas fracas rastejando no chao e outras mortas
ao redor da colmeia. Apos um ano, os sinais de presenca de V. destructor sdo evidentes. Segundo
Ritter (2001), também ¢ possivel verificar a presenca de operarias com malformacgdes nas asas
e abdomen (Figura 4). Devido a acdo irritante causada pelo parasita, a abelha apresenta um
comportamento destrutivo no interior da célula para tentar remover o acaro. A lesdo que ocorre
no exoesqueleto pode causar o aparecimento de doengas secundérias. Nos favos de mel sao
observados opérculos furados e deformados em resposta ao trabalho das operarias na detecgao

do 4caro (ROSENKRANZ et al., 2010).

Figura 4. Efeito de V. destructor na morfologia da abelha. Esquerda: aparéncia normal da abelha. Direita: abelha

fortemente atacada pelos &caros, apresenta deformacéo de asas e redugdo do volume abdominal.

Fonte: ROSENKRANZ et al. (2010).

Foi realizado um estudo no México onde uma colmeia que apresentava um nivel de
6,8% de infestagdo por V. destructor produzia 65,5% menos mel do que outra protegida por
tratamento quimico de fluvalinato (MURILHAS, 2002). Por isso, um dos fatores mais
importantes para a obtencao de um alto rendimento na apicultura ¢ a sanidade da colmeia, sendo
que a incidéncia dos &caros diminui sua populacao (CHEN et al., 2009).

A infestagdo pelo acaro nos apiarios pode causar perdas de 50% a 80% da colmeia
quando ndo se realiza nenhum tratamento de controle, ou até mesmo a colmeia completa
(RODRIGUEZ; GERDING, 2005).

Nos anos de 1996 e 1997 em duas cidades de Cuba foi registrada uma perda de mais de
10.000 colmeias, nas quais a mortalidade ndo so se atribuiu aos principais danos causados pelo

acaro, mas também a outras doengas que foram infestadas por ele (VERDE; CHAN, 2005).
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No combate ao acaro V. destructor, tornou-se comum em diversos paises o uso de varias
classes de agrotoxicos, tais como, organofosforados, organoclorados e piretréides (MILANI, 1995;
HIGES, 1999). O uso destes produtos causa diversos problemas que vao desde a toxicidade dos
subprodutos da colmeia, como mel, cera, pdlen etc. (GAMBER, 1990; BOOT et al., 1995;
WALLNER, 1995), ao aumento da resisténcia de populagdes do acaro (LODESANI et al., 1995;
THOMPSON et al., 2002). No Congresso da Federacao Internacional das Associacoes de Apicultores
de 1979, o professor Dr. Lionel Segui Gongalves convenceu os apicultores e pesquisadores pelo nao
uso de agrotoxicos no controle do acaro V. destructor no Brasil, deixando que as abelhas controlassem
a praga, o que levou nossas abelhas a se tornarem resistentes ao acaro (MEDINA; MARTIN, 1999).
Entretanto, de acordo com Garrido et al. (2003), depois houve uma substitui¢do por um haplotipo
mais virulento de V. destructor e um aumento na habilidade reprodutiva de fémeas de V. destructor
em colonias de abelhas africanizadas (CARNEIRO et al., 2007).

Para o controle do acaro pode se utilizar métodos alternativos, biologicos e quimicos. Existem
substancias utilizadas para o controle do acaro, conhecidas como produtos alternativos, entre eles se
encontram os acidos organicos (acido formico, lactico e oxdlico) e também os 6leos essenciais como
o timol. Os produtos sdo baratos, compativeis com a agricultura organica e ndo contaminam 0s
produtos das abelhas (RITTER, 2001; MEDINA; MAY, 2005).

Os dleos essenciais servem a varias fungoes nas plantas, entre elas a de defendé-las contra o
ataque de insetos, acaros e patdgenos, ao exercer efeito toxico nesses organismos (DAMIANI et al.,
2009). Baggio et al. (2004) constataram que muitos desses 6leos mostraram atividade acaricida no
controle do endoparasita Acarapis woodi Rennie (1921). Segundo Damiani et al. (2009), esses
produtos sdo eficazes no controle de V. destructor e podem ser utilizados na redugdo dessa praga.

O timol, composto farmacologicamente ativo, ¢ extraido do 6leo essencial do tomilho e sua
eficiéncia acaricida ja foi comprovada por Stanghellini e Raybold (2004) e May-Itza; Medina;
Olivares (2007). Outro composto testado € o acido oxalico e pesquisas mostraram que este produto €
altamente eficaz no controle de V. destructor e o controle ¢ mais efetivo quando a colonia possui pouca
ou nenhuma cria operculada (GREGORC; PLANINC, 2002, CASTAGNINO; ORSI, 2012).
Diferentes formas de aplicagdo com diferentes concentracoes de acido oxalico ja foram testadas, tendo
como resultado diferentes indices de mortalidade de V. destructor. Em experimento com soluc@o
composta de 2,9% de acido oxalico, em 31,9% de acucar diluido em agua, Gregorc e Poklukar (2003)
observaram controle superior a 97%. Toomemaa; Martin; Williams (2010), ao aplicar solu¢ao de
0,5% de 4cido oxalico em colonias com pouca cria operculada, obtiveram 92% de eficacia sem

apresentar toxicidade para as abelhas.
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O timol ¢ extraido a partir do 6leo essencial natural de tomilho ou de outras plantas
(CALDERONE, 1999). As folhas de tomilho contém timol (10- 64%), carvacrol (2-11%),
terpineno (2-31%) e p-cimeno (10-56%) (IMDOREF et al., 1999). Ja as folhas de planta de
orégano contém acima de 50% de timol, 7,8% de a-pineno, cineol, acetato de linalil, linalol,
dipenteno, pcimeno e B-cariofileno (FARREL, 1995; PRAKASH, 1995).

O 4cido oxalico ¢ um composto encontrado em algumas frutas, plantas e mel
(MUTINELLI et al., 1997). Segundo Burt (2004), as folhas de beterraba t€m um alto conteudo
de acido oxalico, além de vitaminas A, B, C, niacina, potassio, fosforo, calcio, zinco, ferro,
cobre e manganés. Também contém betaina, triptofano, betacianina, pectina, dcido pantoténico
e acido folico (BADUI, 2006; MATOS et al., 2009).

O método bioldgico consiste em aproveitar a preferéncia do acaro pelas larvas de zangdo. Neste
caso, o apicultor deve colocar no meio da colmeia um quadro com ovos de zangdes para que as fémeas
de V. destructor sejam atraidas. Depois da operculagdo das células o apicultor deve fazer a retirada e
destrui¢do das mesmas e assim evitar a dispersdo da infestagdo (VERDE, 2001).

Em alguns paises, assim como no Brasil, muitos dos tratamentos quimicos sio
proibidos, mas os apicultores fazem uso deles assim mesmo. No México, na Argentina ¢ na
Europa, por exemplo, os compostos flumetrina e fluvalinato (piretroides) sdo permitidos, s6 que
nao sdo compativeis com a apicultura organica (WALLNER, 1999).

Os tratamentos acaricidas quimicos reduzem as populacdes de dcaros nas abelhas, mas
apresentam desvantagens ao contaminar os produtos das colmeias, além de tornar os acaros
mais resistentes (MARCANGELLI, 2003).

A flumetrina € um piretroide sintético de uso apicola utilizado para o combate de V.
destructor. Sua atividade farmacologica afeta os canais de sodio, provocando sua abertura
prolongada e permitindo a alta fluéncia deste ion, gerando efeitos subletais e adversos no
sistema nervoso (ZLOTKIN, 1999; GRUNEWALD; WERSING, 2004). Estes efeitos toxicos
podem alterar processos importantes envolvidos no comportamento, fungdes cognitivas, e
outros processos fisiologicos (MAMOOD; WALLER, 2008).

No Brasil, a incidéncia de V. destructor ndo causa grandes perdas de abelhas, mas foi
comprovado que a doenca ja se encontra presente nos apiarios de diferentes partes do pais. As
perdas apresentadas em outros paises € a necessidade do uso de produtos quimicos para seu
controle foram as principais causas da realiza¢do deste experimento, ja que no Brasil a doenga
ainda ndo causou grandes danos, mas nao se descarta o risco de selecdo de acaros mais daninhos

ao ponto das abelhas ndo conseguirem controlar as popula¢des do acaro. Ja foram realizados
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neste e em outros paises experimentos com diferentes dleos essenciais com resultados positivos
no controle de V. destructor. Porém os apicultores nao as utilizam devido a dificuldade em obté-
las, principalmente em condigdes de campo. Assim, ¢ extremamente importante que se
identifique métodos de controle de V. destructor que nao afete as abelhas e seus produtos e que
seja de facil obten¢do pelas associagdes de apicultores.

Também foi testado um principio ativo permitido em diferentes partes do mundo para
comprovar se o uso dele poderia se comparar com os resultados obtidos da aplicacdo de
destilados de plantas. Cabe mencionar que no Brasil ndo estd permitido o uso de agrotoxicos
nas abelhas para o controle de V. destructor, mas alguns apicultores usam ilegalmente. Assim,
ha um incentivo a pesquisa de métodos alternativos para o controle do acaro para demonstrar o

potencial de substituir os produtos quimicos e ainda ndo prejudicar as abelhas.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar a eficiéncia de trés métodos: alternativo, bioldgico e quimico no controle de V.
destructor em A. mellifera.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar qual destes trés métodos ¢ mais eficiente no controle do acaro.
e Avaliar qual destes trés métodos ¢ o mais protetor para as abelhas 4. mellifera.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Locais de estudo

Os experimentos foram realizados no primeiro semestre de 2016 nos laboratorios
didaticos de Biologia e Quimica do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Sao Carlos, campus Araras, SP. A coleta foi realizada no apiério do Centro de Estudos de Insetos
Sociais, Instituto de Biociéncias, Departamento de Biologia da Universidade Estadual Paulista

" Julio de Mesquita Filho " — UNESP, Campus Rio Claro, SP.

3.2. Coleta dos favos infestados com V. destructor

Foram coletados no apidrio da UNESP, Campus Rio Claro, favos de diferentes colmeias
(A, B, C) contendo células de cria de operarias e zangdes para a selecdao de abelhas infestadas

por V. destructor (Figura 5).

Figura 5. Favos com células de cria de abelhas operarias A. mellifera e zangdes de A. mellifera infestadas com V.
destructor.

Fonte: Arquivo pessoal (2016).

Foram utilizadas as normas da Organizacdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento
Econdémico (OECD) de 1998, para os delineamentos de nimero de abelhas utilizadas,
temperatura, contagem da mortalidade e porcentagem permitido de mortalidade, sujeitas a
adaptacdes porque as normas sdo para abelhas europeias e o trabalho foi feito com abelhas

africanizadas.
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Os favos coletados foram divididos e colocados em recipientes de plastico de 250 mL

de forma aleatdria, mantidos em B.O.D. a +34°C, até a emergéncia das operarias e zangoes

(Figura 6).

Figura 6. Recipientes com as células de cria de operarias e zangdes.

Fonte: Arquivo pessoal (2016).

Apoés a emergéncia, as abelhas foram separadas em conjuntos de 20 abelhas operarias
e foram acondicionadas nos grupos experimentais (Figura 7). Os zangdes ficaram nos mesmos

recipientes para serem utilizados no tratamento biolédgico.

Figura 7. Recipientes experimentais com abelhas operarias.

Fonte: Arquivo pessoal (2016).
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3.3. Método alternativo

Foram selecionadas trés plantas: beterraba, tomilho e orégano, que foram compradas no
mercado e foi pesquisado que se encontravam livres de agrotoxicos. Das quais se usaram as
folhas e partes finas dos talhos de tomilho e orégano e s6 folhas de beterraba. Foram propostas
para a aplicagcdo as dosagens descritas a seguir por ndo existir na literatura a medida correta
estimada a ser utilizada para a metodologia proposta.

Primeiramente, foram usadas 20g de folhas e talhos finos de cada uma das plantas
correspondentemente, triturados e macerados em 300 mL de dgua destilada, onde permaneceram

durante 1 hora (Figura 8).

Figura 8. Dosagem e maceracao das plantas.

PR, o

Fonte: Arquivo pessoal (2016).

27



Em seguida, os materiais sdlidos e o liquido foram submetidos ao processo de destilagao

a vapor (Figura 9).

Figura 9. Destilagdo dos extratos.

Fonte: Arquivo pessoal (2016).

As destilagdes foram realizadas com controle de temperatura para evitar que as folhas
das plantas contaminassem a solug¢ao final, ja que o alto grau de ebuli¢do transportava as folhas
das plantas pelo vapor. A temperatura utilizada foi de 95 °C.

Obtidas as solucdes de cada uma das trés diferentes plantas, estas foram diluidas com
agua destilada para a obter as concentragdes finais (Figura 10). A solu¢do mae resultante foi de
60 mL de conteudo, da qual 30 mL foi novamente diluida em 30 mL de 4gua destilada, assim
sucessivamente até obter as quatro solugdes, ou seja, solugdo mae como primeira e depois as

solugdes 107!, 1072, 1073 (Tortora et al., 2007) (Figura 11).

Figura 10. Solugdes aplicadas.
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Figura 11. Dilui¢Ges seriadas das destilacGes.
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Fonte: Tortora et al. (2007).

Foram estabelecidos trés tratamentos, foram usadas trés plantas: orégano, tomilho e
beterraba, cada uma delas com quatro diferentes concentragdes e trés repeticdes de cada um,
também houve o grupo de controle, que contou com trés repeticdes nas quais aplicaram apenas
agua destilada, totalizando 39 grupos experimentais aleatorizados.

Utilizou-se recipientes com 20 abelhas que foram anestesiadas sob refrigeragao por trés
minutos, ¢ em seguida, foram aplicadas as solugdes por meio de contato direto utilizando 2 mL
da solug¢do total para cada um dos recipientes (20 abelhas), o que significa que foi usado 0,1 mL
de solugdo por abelha, exceto no controle, o qual foi aplicado apenas 4gua destilada (Figura 12).
Todos os grupos experimentais foram mantidos em B.O.D. a temperatura de +34°C. A
mortalidade das abelhas foi anotada 12, 24, 48 ¢ 72 horas ap0s a aplicag@o dos tratamentos, para

avaliar se os tratamentos causavam mortalidade nas abelhas (Figura 13).

Figura 12. Aplicagdo da solugdo nas abelhas.

Fonte: Arquivo pessoal (2016).
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Figura 13. Grupos experimentais das abelhas tratadas com as solugdes.

Fonte: Arquivo pessoal (2016).

Em seguida, foram estabelecidos os grupos experimentais para a aplicacdo das solucdes
nos acaros utilizando o mesmo numero de unidades experimentais (trés plantas, quatro dosagens
e trés repeti¢des de cada um, mais o controle com trés repeti¢cdes) tendo 10 acaros por recipiente.

A aplicagao das solugdes foi por meio de contato direto, inserindo 0,5 mL da solucao
total para cada um dos recipientes (10 acaros), resultando em 0,05 mL de solucdo por acaro,
exceto no controle, o qual havia apenas dgua destilada. Todos os grupos experimentais foram
mantidos em B.O.D. a temperatura de +£34°C. A mortalidade dos 4caros foi anotada 3, 6, 12 e

24 horas apos a aplicagdo dos tratamentos (Figura 14).

Figura 14. Mortalidade dos &caros ap6s a aplicacdo dos tratamentos.

Fonte: Arquivo pessoal (2016).
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A andlise de variancia foi aplicada para verificar se existiam diferencas significativas na
mortalidade entre os diferentes tratamentos, sendo que as ferramentas utilizadas para a analise
foram o programa estatistico R® e Office Excel®. Constatada a diferenca, foi aplicado o teste

de médias Tukey a 5% de significancia.

3.4. Método biologico

Em trés recipientes foram colocados favos com 20 células de zangdes cada, e em outros
trés, com 20 células de operarias cada. Estes foram mantidos em B.O.D. a £34°C (Figura 15)
até a emergéncia das abelhas e, apos a emergéncia, os individuos foram anestesiados sob
refrigeragdo por trés minutos. Em seguida, foi contado o nimero de acaros a partir da
observagdo pelo estereomicroscopio (Figura 16), permitindo verificar se os mesmos tinham

mais preferéncia pelas larvas de zangdes do que pelas operarias.

Figura 15. Células de cria de zangdes.

Fonte: Arquivo pessoal (2016).
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Figura 16. Contagem de V. destructor em zangdes.

Fonte: Arquivo pessoal (2016).

Foi aplicado um método de amostragem para determinar o nivel de infestagao, proposto
por De Jong et al. (1984), no qual o nimero de &caros ¢ contado e dividido entre o numero de
abelhas e multiplicado por 100:

numero de acaros

% de infestacdo de abelhas = x 100
numero de abelhas

3.5. Método quimico

O experimento foi executado em triplicata, mas mantendo-se separadas as abelhas dos
acaros. Para cada recipiente haviam 20 abelhas com uma tira de papel com 0,008g de flumetrina
e papel filtro sobre o tratamento quimico para que elas ndo tivessem contato direto com o

produto (Figura 17).
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Figura 17. Experimento quimico.

Fonte: Arquivo pessoal (2016).

A seguir, foi realizada a aplicacdo nos recipientes dos &caros. Todos os grupos
experimentais foram mantidos em B.O.D. a temperatura de +£34°C. A mortalidade dos acaros
foi anotada 6, 12, 24 horas apoés a aplicagdo do tratamento. Foram observados os acaros sob

estereomicroscopio para verificar a eficiéncia da morte causada pelo tratamento (Figura 18).

Figura 18. Observagdo no estereomicroscopio dos acaros mortos.

Fonte: Arquivo pessoal (2016).
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4. RESULTADOS
4.1. Método alternativo

Apos a aplicacao das destilagdes nas abelhas, foi realizada a contagem da mortalidade
observada em cada um dos grupos experimentais realizados a cada 12, 24, 48 e 72 horas nas

abelhas ¢ a cada 3, 6, 12 ¢ 24 horas nos acaros (Tabela 5).

Tabela 5. Contagem de mortalidade em abelhas e acaros apés a aplicacdo dos diferentes destilados.

A. mellifera V. destructor
Tratamentos Mortalidade (horas) Mortalidade (horas)
12 24 48 72 Total 3 6 12 24 Total
de de
mortes mortes

controle 0 0 2 3 5 0 0 0 2 2
Orégano 1 1 3 3 2 9 0 6 10 14 30
Orégano 2 1 3 2 0 6 0 6 10 14 30
Orégano 3 1 3 0 0 4 0 6 8 16 30
Orégano 4 0 2 0 1 3 0 6 8 16 30
Beterraba 1 1 3 5 5 14 0 10 11 9 30
Beterraba 2 1 3 5 5 14 0 10 11 9 30
Beterraba 3 0 2 4 5 11 0 8 11 11 30
Beterraba 4 0 2 3 5 10 0 7 9 14 30
Tomilho 1 0 1 1 3 5 5 10 15 0 30
Tomilho 2 0 0 0 2 2 5 9 16 0 30
Tomilho 3 0 0 0 1 1 5 11 14 0 30
Tomilho 4 0 0 0 0 0 3 8 19 0 30

Orégano, beterraba ou tomilho: 1 (solucdo mée), 2 (solugdo 10, 3 (solugdo 1072), 4 (solugéo 10°73).

O numero total de abelhas usadas por concentra¢do foram 60, que ¢ o total de trés
repeti¢des (20 abelhas); e o nimero de acaros usados foi de 30 que € o total de trés repeticdes
(10 acaros). Os grupos experimentais das abelhas nos quais foram aplicadas as diferentes
concentracdes das solucdes resultantes das destilagdes de orégano mostraram uma baixa
mortalidade ao transcorrer das horas, apresentando uma mortalidade de abelhas de 5 a 15 %,

pelo contrario nos acaros apresentou uma mortalidade de 100 % ao transcorrer as 24 horas.
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Os grupos experimentais das abelhas onde foram aplicadas as diferentes concentragdes
de beterraba, apresentaram no transcorrer das horas uma porcentagem de mortalidade de 16 a
23 %, ¢ nos acaros uma mortalidade de 100% as 24 horas.

Os grupos experimentais das abelhas onde foram aplicadas as diferentes solucdes de
tomilho, apresentaram no transcorrer das horas uma porcentagem de mortalidade de 0 a 8 %, ¢
nos acaros apresentou uma mortalidade de 100% as 12 horas.

Os grupos experimentais do controle em abelhas tiveram uma mortalidade de 8 % e no
controle dos 4caros teve uma mortalidade de 6 %. De acordo com a Organizagdo para a
Cooperagao e Desenvolvimento Econdmico (1998), a mortalidade aceitada neste experimento
foi de 10% nas abelhas.

Os dados obtidos da mortalidade de abelhas durante o experimento foram submetidos a
uma andlise de variancia (ANOVA), com um nivel de significdncia de 5%, e com um valor de
P de > 0,05, para testar qual das espécies de plantas utilizadas foi a melhor no controle do acaro

e sem causar mortalidade nas abelhas (Tabela 6).

Tabela 6. Valores de analise de variancia das diferentes plantas na mortalidade das abelhas

31.45 4.84e-10 ***

0=*%70.001= **", 0.01=*"

Os dados obtidos da mortalidade dos 4caros durante o experimento foram submetidos a

uma analise de variancia (ANOVA) com um nivel de significancia de 5%, e com um valor de P
de > 0,05, (Tabela 7).

Tabela 7. Valores de anélise de variancia das diferentes plantas na mortalidade dos acaros

175.5 <2e-16 ***
0= %% 0.001= **", 0.01= *"

Tendo como resultado que o valor de P ¢ significativo na mortalidade de abelhas e acaros.
Estes dados levam a ndo aceitar a hipdtese nula que diz que todos os destilados do experimento
causaram o mesmo grau de mortalidade e ndo houve diferenca significativa. Tornou-se entdo
necessario realizar a prova de médias Tukey para determinar qual ou quais dos tratamentos tem

diferenca na mortalidade das abelhas e dos acaros (Tabela 8).
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Tabela 8. Diferenga significativa entre tratamentos e controle na mortalidade de abelhas e acaros

A. mellifera V. destructor
Tratamentos Mortalidade (horas) Mortalidade (horas)

12 24 48 72 Total 3 6 12 24 Total

de de

mortes mortes

Controle 0 0 2 3 52 0 0 0 2 22
Orégano 3 11 5 3 22b 0 24 36 60 120"
Beterraba 2 10 17 20 49 ¢ 0 35 42 43 120"
Tomilho 0 1 1 6 8°? 18 38 64 0 120°¢

Os resultados do teste de médias Tukey na mortalidade das abelhas mostra que existem
diferengas significativas entre os tratamentos de orégano e beterraba em funcdo ao controle,
sendo o tratamento de tomilho o Ginico que ndo apresentou diferenga significativa em fung¢ao ao
controle, isso quer dizer que o tomilho ao igual que o controle ndo apresentou mortalidade
significativa.

Os resultados do teste de médias Tukey da mortalidade dos acaros comprovam que
existem diferengas significativas entre todos os tratamentos em fung¢do ao controle, exceto o
tratamento orégano-beterraba por ndo ter apresentado diferencas significativas na mortalidade.

O teste de médias Tukey comprovou que o tratamento de tomilho foi melhor por ser o
unico que ndo apresentou diferenca significativa em fungdo ao controle porque ndo apresentou
morte significativa nas abelhas e apresentou diferenca significativa em comparacdo ao controle
nos acaros o que quer dizer que mato todos os acaros.

Também foram submetidos a uma analise de varidncia (ANOVA), os dados obtidos da
mortalidade de abelhas e acaros por concentracao de cada planta, com um nivel de significancia
de 5%, e com um valor de P de > 0,05, para testar qual das concentra¢des de cada planta utilizada
foi a melhor no controle do 4caro, sem causar mortalidade significativa nas abelhas. Na tabela
9 mostra-se os valores da analise de variancia das diferentes concentracdes feitas por as

destilacdes de orégano nas abelhas.

Tabela 9. Valores de andlise de variancia das concentracfes de orégano nas abelhas

2.005 0.17
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Tendo como resultado que o valor de P ndo ¢ significativo. Estes dados levam a aceitar a
hipétese nula que diz que todas as concentragdes de orégano causaram o mesmo grau de mortalidade
nas abelhas e ndo houve diferenca significativa.

Também os dados obtidos da mortalidade dos acaros nas diferentes concentracdes das
destilagdes de orégano foram submetidos a uma anélise de variancia (ANOVA) com um nivel

de significancia de 5%, e com um valor de P de > 0,05, (Tabela 10).

Tabela 10. Valores de analise de variancia das concentrages de orégano nos acaros

0= “¥¥¥°0,001= *¥, 0.01= *’

Tendo como resultado que o valor de P ¢ significativo na morte dos acaros em fungdo ao
controle, estes dados levam a ndo aceitar a hipdtese nula pelo que foi necessario realizar a prova de
médias Tukey, para determinar qual ou quais das concentracdes de orégano tem diferenca na

mortalidade dos acaros (Tabela 11).

Tabela 11. Diferenca significativa das concentrag@es de orégano e controle nas abelhas e &caros

Total 3 Total
de de
mortes mortes
- 1 3 3 2 ga 0 6 10 14 30P
- 1 3 2 0 62 0 6 10 14 30P
- 1 3 0 0 42 0 6 8 16 30b
- 0 2 0 1 3a 0 6 8 16 30°

Orégano: 1 (solugdo mae), 2 (solugdo 10Y), 3 (solugéo 10?), 4 (solugdo 10°3).

Os resultados do teste de médias Tukey na mortalidade dos &caros comprovam que
existem diferencgas significativas entre todas as concentracdes em func¢do ao controle, e ndo se
apresentou diferencia significativa entre as diferentes concentragdes, isso quer dizer que todas

as concentragdes apresentaram morte significativa em fungdo ao controle.
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Na tabela 12 mostra-se os valores da analise de variancia das diferentes concentragdes

feitas por as destilagdes de beterraba nas abelhas.

Tabela 12. Valores de anélise de variancia das concentragdes de beterraba nas abelhas

0= “#*%%>0.001= “***,0.01= *

Também os dados obtidos da mortalidade dos acaros nas diferentes concentragdes das
destilagdes de beterraba foram submetidos a uma analise de variancia (ANOVA) com um nivel

de significancia de 5%, e com um valor de P de > 0,05, (Tabela 13).

Tabela 13. Valores de analise de variancia das concentragdes de beterraba nos &caros

0= “*#%°0,001= “**", 0.01= *

Tendo como resultado que o valor de P ¢ significativo na mortalidade das abelhas e dos acaros,
estes dados levam a ndo aceitar a hipotese nula. Pelo que foi necessario realizar a prova de médias
Tukey, para determinar qual ou quais das concentragdes de beterraba tem diferenca na mortalidade
das abelhas e dos acaros (Tabela 14).

Tabela 14. Diferenca significativa das concentragdes de beterraba e controle na mortalidade de abelhas e acaros

mortes

0 0 2 3 5a 0 0 0 2 2a
1 3 5 5 14b 0 10 11 9 30b
1 3 5 5 14 b 0 10 11 9 30b

0 2 4 5 11 ab 0 8 11 11 30b
0 2 3 5 10 ab 0 7 9 14 30b

Beterraba: 1 (solucdo mae), 2 (solugdo 10, 3 (solugdo 10?), 4 (solucdo 10°3).
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Os resultados do teste de médias Tukey da mortalidade das abelhas comprovam que
existem diferencas significativas entre as concentracdes de beterraba 1 e 2 em funcdo ao
controle, e ndo se apresentou diferencia significativa entre as concentragdes 3 e 4 em fung¢do ao
controle, além de ndo se apresentar diferenca entre concentragdes, isso quer dizer que
unicamente as concentracdes um e dois apresentaram mortalidade significativa em fungdo ao
controle.

Os resultados do teste de médias Tukey da mortalidade dos dcaros comprovam que
existem diferencas significativas entre todas as concentragdes de beterraba em fun¢do ao
controle, e ndo se apresentou diferencia significativa entre as diferentes concentragdes, isso quer
dizer que todas as concentragdes causaram morte significativa em fungdo ao controle.

Na tabela 15 mostra-se os valores da analise de variancia das diferentes concentragdes

feitas por as destilagdes de tomilho nas abelhas.

Tabela 15. Valores de anélise de variancia das concentragdes de tomilho nas abelhas

59 0.0105 *
0= “#¥%2,0,001= “**°, 0.01= *’

Também os dados obtidos da mortalidade dos acaros nas diferentes concentragdes das
destilagdes de tomilho foram submetidos a uma analise de varidancia (ANOVA) com um nivel

de significancia de 5%, e com um valor de P de > 0,05, (Tabela 16).

Tabela 16. Valores de andlise de variancia das concentragcdes de tomilho nos acaros

368 8.34¢-11 *#**
0= “#¥%2,0,001= “**°, 0.01= *’

Tendo como resultado que o valor de P ¢ significativo na mortalidade de abelhas e 4caros,
estes dados levam a ndo aceitar a hipdtese nula, pelo que foi necessario realizar a prova de médias
Tukey, para determinar qual ou quais das concentragdes de tomilho tem diferenca na mortalidade das

abelhas e dos acaros (Tabela 17).
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Tabela 18. Diferenca significativa das concentracdes de tomilho e controle nas abelhas

Tratamentos

controle
Tomilho 1
Tomilho 2
Tomilho 3

Tomilho 4

Tomilho: 1 (solugdo mée), 2 (solugdo 107), 3 (solucdo 107?), 4 (solucdo 1073).

12 24
0 0
0 1
0 0
0 0
0 0

A. mellifera

Mortalidade (horas)

48

0

0

72

1

0

Total
de
mortes
5a

5a
2a
1ab

0ab

5

3

V. destructor

Mortalidade (horas)

6

10

9

11

8

12 24
0 2
15 0
16 0
14 0
19 0

Total
de
mortes
2a

30b
30b
30b

30b

Os resultados do teste de médias Tukey na mortalidade das abelhas comprovam que nao

existem diferengas significativas das concentragdes em fungdo ao controle, mas as

concentragdes de tomilho 3 e 4 apresentam diferenga em funcdo as concentragdes 1 e 2, isso

quer dizer que nenhuma concentragdo apresentou mortalidade de abelhas em comparagio ao

controle, mas a concentragao 1 e 2 apresentaram mais mortalidade do que a 3 e 4.

Os resultados do teste de médias Tukey na mortalidade de acaros comprovam que

existem diferencgas significativas entre todas as concentragdes de tomilho em fungdo ao

controle, e nao se apresentou diferencia significativa entre as diferentes concentragdes, isso quer

dizer que todas as concentragdes apresentaram morte significativa nos acaros em comparagao

ao controle.
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4.2. Método biolagico

Os favos que foram coletados e continham células de cria de operarias e zangdes foram
das mesmas colmeias. As abelhas operarias emergidas ndo apresentaram infestacao pelo acaro
V. destructor e, em contrapartida, os zangdes estavam altamente infestados.

Foram observados os grupos experimentais de zangdes (Figura 19) para efetuar a
contagem de infestagdo, tendo como resultado que cada um dos grupos apresentava um total de

9 a 14 4caros por grupo de 20 zangdes e grau de infestacdo de 45% a 70% (Tabela 21).

Figura 19. Presenca de V. destructor em zangdes.

Fonte: Arquivo pessoal

Tabela 21. Acaros encontrados em zangdes e porcentagem de infestacao.

Acaros | Porcentagem de
encontrados | infestacdo (%)

R1 9 45
R2 11 55
R3 14 70

(R1,R2,R3) repetico.

Por isso, foi possivel concluir que V. destructor apresentou preferéncia pelas larvas de

zangao do que pelas larvas de operarias.
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4.3. Método quimico
Ap6s colocar o método quimico nos recipientes das abelhas e nos acaros, foi realizada
a contagem da mortalidade observada em cada um dos grupos experimentais a cada 6, 12, 24,

48 horas e cada 3, 6, 12 horas respectivamente (Tabela 22).

Tabela 22. Contagem de mortalidade em abelhas e acaros apés a aplicacdo do controle quimico e o controle

mortes mortes
0 0 2 3 5 0 0 0 2 2

10 22 20 8 60 4 11 15 0 30

O numero total de abelhas foram 60, que ¢ o total de trés repeti¢des (20 abelhas); e o
nimero de acaros usados foi de 30 que ¢ o total de trés repeticdes (10 acaros).

Os grupos experimentais das abelhas apresentaram 100% de mortalidade ao transcorrer
das horas. Cabe mencionar que as abelhas apresentaram diarreia ap6s as 6 horas da aplicagdo
do tratamento e os grupos experimentais dos acaros também apresentou 100% de mortalidade.

Os dados obtidos da mortalidade de abelhas durante o experimento foram submetidos a
uma analise de varidncia (ANOVA), com um nivel de significancia de 5%, para comprovar se

o controle quimico apresentou diferenca ao controle (Tabela 23).

Tabela 23. Valores de analise de variancia do controle quimico na mortalidade das abelhas

0= “F*%0.001= ***, 0.01= *’
Tendo como resultado que o valor de P ¢ significativo. Estes dados levam a ndo aceitar a
hipétese nula. Tornou-se entdo necessario realizar a prova de médias Tukey para comprovar que existe

diferenca significativa entre o controle quimico e o controle na mortalidade das abelhas (Tabela 24).

Tabela 24. Diferenca significativa entre o controle quimico e controle na mortalidade das abelhas
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Os resultados do teste de médias Tukey comprovam que existem diferencas
significativas entre o controle quimico e o controle, isso quer dizer que o controle quimico causo
mortalidade significativa nas abelhas ao contrario do controle que nao apresentou mortalidade.

Os dados obtidos da mortalidade dos acaros durante o experimento foram submetidos

a uma andlise de variancia (ANOVA) com um nivel de significancia de 5% (Tabela 25).

Tabela 25. Valores de andlise de variancia do controle quimico na mortalidade dos &caros

0=**%0.001= “***,0.01= *’

Tendo como resultado que o valor de P ¢ significativo, estes dados levam a ndo aceitar a
hipétese nula. Pelo que foi necessario realizar a prova de médias Tukey, para comprovar que existe

diferenca significativa entre o controle quimico e o controle na mortalidade das abelhas (Tabela 26).

Tabela 26. Diferenca significativa entre o controle quimico e controle na mortalidade dos acaros

Os resultados do teste de médias Tukey comprovam que existem diferencas
significativas entre o controle quimico e o controle, isso quer dizer que o controle quimico causo
mortalidade significativa nos dcaros ao contrario do controle que ndo apresentou mortalidade.

O teste de médias Tukey comprovou que o tratamento quimico apresentou diferenca
significativa em fung¢@o ao controle tanto em abelhas como em acaros porque apresentou morte

significativa nos dois.
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5. DISCUSSAO
5.1. Método alternativo

Foram testados trés extratos de plantas: beterraba, orégano e tomilho para o controle de
V. destructor em abelhas A. mellifera africanizadas. Todos os experimentos realizados
anteriormente e descritos na literatura com plantas foram feitos com 6leos essenciais. Este € o
primeiro estudo realizado com destilagcdes simples de plantas com o intuito de viabilizar seu
uso em pequenas comunidades de apicultores ou associacdes.

Os 6leos essenciais sao compostos altamente volateis, em geral monoterpenos, extraidos
de plantas, que lhes confere odores caracteristicos. Um dos problemas dos 6leos essenciais ¢ a
sua toxicidade para as abelhas, existindo uma pequena diferenga entre a dose letal para os acaros
e a dose letal para as abelhas. Em comparagao, o fluvalinato ¢ 800-1000 vezes mais toxico para
a V. destructor do que para as abelhas, enquanto que os 6leos essenciais que causam maior
mortalidade nos acaros sdo apenas 2 a 4 vezes mais toxicos, isso quer dizer que o efeito dos
6leos essenciais pode ser maior na mortalidade de abelhas quando aplicado em altas quantidades
(BOGDANOV; IBANEZ; CALDERONE, 1999).

Segundo Damiani et al. (2009), os 6leos essenciais possuem vdrias func¢des nas plantas,
como a defesa contra o ataque de insetos, acaros e patdgenos ao exercer efeito toxico nesses
organismos. Por isso, alguns desses produtos sdo eficazes no controle do V. destructor e podem
ser utilizados na reducdo dessa praga caso utilizados de maneira efetiva, atentando-se para que
estes extratos de plantas ndo prejudiquem as proprias abelhas por tornarem-se substancias
potencialmente nocivas se usadas de modo arbitrario.

Neste trabalho as plantas testadas para o controle do &caro t€ém como componente
principal o timol no caso do tomilho e o orégano, e 4cido oxalico no caso da beterraba. O timol
apresenta simultaneamente um elevado efeito acaricida contra V. destructor e uma boa
tolerabilidade perante as abelhas, destacando-se pela elevada volatilidade que permite ser
distribuido ao longo de toda a colmeia para que, em concentragdes definidas, leve a morte do
acaro (LINDBERG; MELATHOPOULOS; WINSTON, 2000). Logo, ha a necessidade de ter o
modo de acdo deste composto bem estabelecida, sabendo que estudos realizados em moscas,
carrapatos e baratas indicam que o timol em grandes quantidades possivelmente possui
atividade de inibi¢ao da enzima acetilcolinesterase (JUKIC et al., 2007).

Féavero (2014) apresenta no seu trabalho a agdo repelente do 6leo essencial de tomilho
sobre operdrias de A. mellifera africanizadas utilizando aplicagdes de SmL. No comego as
abelhas ndo foram atraidas nos primeiros 60 minutos, ou seja, até que o d6leo fosse volatilizado
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e ndo mais capaz de inibir a chegada das abelhas. Analisando este dado, as concentra¢des nas
destilagdes se tornam um fator determinante para o desenvolvimento deste trabalho, agindo no
controle de V. destructor sem se tornarem toxicas para as abelhas, observando que as
concentragdes de timol utilizadas no experimento de Favero sdo inferiores as utilizadas neste
trabalho.

No caso do acido oxalico, existem diferentes literaturas que ja recomendam dosagens
previamente testadas (GREGORC; PLANINC, 2002; GREGORC; POKLUKAR, 2003;
STANGHELLINI; RAYBOLD, 2004; MAY -ITZA et al., 2007; TOOMEMAA et al., 2010;
CASTAGNINO; ORSI, 2012), 3,5% de acido oxalico, a utilizagdo de maiores volumes de
concentragdo pode matar as abelhas adultas e/ou a criagdo aberta (sobretudo larvas)
(MURILHAS; CASACA, 2005).

Todavia, a obtengao desses Oleos essenciais pode ser por meio de diferentes
procedimentos. Um deles ¢ a hidrodestilagdo, que envolve duas substancias imisciveis: a dgua
e a mistura de compostos volateis a ser destilada. E o tipo de destilagdo utilizada para isolar
substancias que se decompdem nas proximidades de seus pontos de ebulicdo e que sdo
insoliveis em dgua ou nos seus vapores de arraste (WATANABE et al., 2006). Este método ¢
muito utilizado para o isolamento de materiais volateis. Os isolados obtidos sdo chamados 6leos
essenciais que, de acordo com a defini¢do internacional, sdo produtos de destilagdo
(MASTELIC et al., 2008). Além de realizar a hidrodestilacdo, ¢ necessario usar o aparelho
Clevenger e suas variagdes, considerado um dos equipamentos mais utilizados para as extragdes
em escala laboratorial, colaborando na separa¢do do 6leo essencial da agua e os outros
compostos (SIMOES et al., 2004). Porém, seria inviavel realizar este tipo de produgio, sabendo
que a proposta € tornar o processo 0 mais simples possivel para o apicultor. Sendo assim, foram
feitas destilacdes por arrastre de vapor, ou seja, o aparelho Clevenger ndo foi utilizado para
separar os compostos da agua, e entdo, as solucdes obtidas ndo eram dleos essenciais, € sim
solucdes de destilados de plantas. Por fim, este fator ndo implicou negativamente na pesquisa,
pois observando os resultados, as destilacdes nestas quantidades ndo podem ser consideradas
como tdxicas as abelhas analisando a mortalidade.

Além disso, a temperatura ¢ uma variavel de destaque impar no desenvolvimento do
experimento, pois para manter as abelhas vivas, € necessario manter a temperatura normal da
colonia onde elas se encontravam. Pettis e Delaplane (2010) citam que a temperatura da colmeia
¢ de 32-36 °C, sendo 34°C a temperatura mais recomendada, por isso foi importante manter as

abelhas na B.O.D. a 34 + °C.
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Outro fator importante durante a aplicacdo foi a fase de vida do acaro, ja que o
tratamento ¢ mais eficiente quando aplicado na fase forética, periodo o qual as abelhas tém
pouca ou nenhuma cria. Esta informacao ¢ essencial por comprovar-se que o efeito do produto
pode ser limitado quando as crias estao operculadas (RADEMACHER; HARZ, 2006). Assim,
o experimento foi realizado apds a emergéncia das abelhas, j4 que ¢ o momento no qual as
abelhas e acaros tem maior contato com o produto aplicado.

Os o6leos essenciais, por serem obtidos através da extragao de uma espécie vegetal, sao
desta forma mais concentrados e apresentam toxicidade mais elevada do que a da planta de
origem. E importante ressaltar que o grau da toxicidade dos 6leos volateis é dose-dependente,
ou seja, depende da dose administrada e o grau de sensibilidade de cada individuo. Ou seja, a
toxicidade também depende da via de administragdo, principalmente se os 6leos essenciais nao
forem diluidos (SIMOES et al., 2004). Por isso no experimento foi realizado o método de escala
de dilui¢des para obter os destilados menos concentrados. Estes procedimentos garantiram que
os destilados apresentassem diferenca significativa na mortalidade de abelhas, e por isso, foi
possivel atestar que o destilado de tomilho ndo teve efeito significativo na mortalidade das
abelhas quando comparado ao controle e/ou outros tratamentos, além de nao apresentar morte
nas abelhas, também teve alto grau na mortalidade dos acaros, o que quer dizer que a solugdo

de tomilho pode ser usada no controle de V. destructor.

5.2. Método bioldgico

As condi¢des morfofisioldgicas dos zangdes sdo importantes para o desenvolvimento
do experimento, pois o acaro tem preferéncia na seleg@o entre as diferentes células de cria, como
por exemplo: a idade, casta da larva, sexo (DE JONG; MORSE, 1988) e tamanho da célula de
cria (MESSAGE; GONCALVES, 1995). Piccirillo e De Jong (2003) ao compararem células de
cria maiores, provenientes de abelhas carnicas (largura interna média de 5,3 mm), constataram
que os primeiros foram 38% mais infestados que os favos de abelhas italianas, os quais, por sua
vez, foram de 13% mais infestados que os de abelhas africanizadas, que apresentaram favos
com média de largura interna de 4,8 mm, construidos naturalmente.

Outro aspecto a se considerar ¢ a preferéncia de V. destructor por células de zangao tanto
em abelhas europeias (GROBOV, 1977) como em abelhas africanizadas (ISSA et al., 1999), que
sdo maiores nas europeias. A infestacdo em zangdes criados em células de operarias foi menor
do que quando estes se desenvolviam em suas proprias células (maior tamanho), mas zangdes

criados em células de operarias foram mais infestados do que operarias criadas em células de
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zangoes, indicando que hd um fator inerente a larva de zangdo causando essa diferenca (ISSA
et al., 1993; CALDERONE; KUENEN, 2001).

As infestagdes também dependem de fatores como a idade do favo, medida pelo nimero
de vezes que ¢ utilizado para a produgao de cria, e de acordo com Piccirillo (2001), também se
incluem influéncias quimicas e ndo somente a morfologia da célula. As abelhas diferem em sua
habilidade de detectar, atacar e remover este 4caro (CORREA; DE JONG, 1998; GUERRA,
2000; CORREA et al., 2003), e esta habilidade pode ser influenciada pelo tipo e tamanho do
favo de cria (DE JONG; MORSE, 1988; ISSA et al., 1993; PICCIRILLO; DE JONG, 2003).

Sendo assim, quando comparadas as literaturas citadas relacionadas as caracteristicas
fisio e morfofisiologicas do zangdo e da célula, entende-se melhor a preferéncia dos acaros
pelas larvas de zangdo. Os resultados obtidos do experimento confirmam que V. destructor tem
mais preferéncia pelas larvas de zangdes do que pelas larvas de operérias, o que significa que o
método bioldgico para o controle do acaro pode ser utilizado durante a etapa reprodutiva do

acaro, ajudando assim na diminui¢do da doenca.

5.3. Método quimico

Flumetrina ¢ um ingrediente ativo pertencente aos piretroides e € distribuido dentro das
colmeias para o controle de V. destructor. Apesar de ser usado em diferentes paises, seu uso ndo
¢ autorizado no Brasil para esta aplicagdo. Foi descrito que este método causa uma baixa
toxicidade nas abelhas aplicado por contato sob os dcaros (KOENINGER; FUCHS, 1988),
sendo apresentado em tiras de polietileno contendo 3,6 mg de principio ativo. Por isso, a dose
recomendada ¢ de quatro tiras por colmeia (para uma colonia de desenvolvimento normal) e duas tiras
para colonias jovens (IBACACHE, 2003).

Este acaricida demostrou ser altamente eficaz no controle do dcaro com registros de mais de
98% de eficiéncia (MILANI; BARBATTINI, 1988; LLORENTE, 1994; HIGES et al., 1996;
BARBATTINI; GREATTI, 1996).

Além de ter estudos realizados que comprovam a eficiéncia do produto, existem
pesquisas que nao aprovam o uso pelos problemas gerados nas aplicacdes em abelhas. Segundo
Mamood e Waller (2008) a Flumetrina prejudica as abelhas aumentando o fluxo de sédio, o que
pode gerar danos nos processos fisiologicos, nas fungdes cognitivas, na percep¢ao sensorial, na

integra¢do neuronal e pode provocar perda da memoria.
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Cabe mencionar que no experimento houve morte em todos os dcaros, mas também em
todas as abelhas, e de acordo com Ibacache (2003) a dose recomendada para uma colmeia ¢é de 14,
4 mg, o que proporcionalmente resulta na aplicagao de 0,009 mg pelo nimero de individuos utilizados
ser menor do que em uma colmeia. Porém, foi aplicado 0,008mg do composto quimico, ou seja,
menor que a propor¢ao recomendada, mas ainda assim com niveis altos de mortalidade e sintomas
como diarreia nas primeiras 6 horas, o que prova que outras dosagens previstas em literatura nao

foram usuais neste experimento.
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6. CONCLUSAO

A proposta deste trabalho foi comparar a eficiéncia de trés métodos: alternativo,
bioldgico e quimico, no controle do acaro V. destructor em A. mellifera:

De acordo com os resultados encontrados nos experimentos realizados, podemos
considerar que:

a) Os destilados de plantas de tomilho, orégano e beterraba ndo sao inertes as abelhas e,
em certas concentracdes, podem mata-las assim como as substincias quimicas sintéticas
utilizadas em alguns paises.

b) As quatro dosagens de tomilho ndo apresentaram mortalidade significativa em fun¢ao
ao controle e aos outros destilados, além que matou todos os acaros em menor tempo, mas as
concentragdes trés e quatro foram as que ndo causaram mortalidade, concluindo ser estas
concentragdes as mais indicadas para o controle de V. destructor.

c) V. destructor apresentou maior preferéncia pelas larvas de zangdo do que pelas larvas
de operarias, podendo ser utilizado como método de controle eficiente durante a etapa
reprodutiva do acaro.

d) Demonstrou-se que o ingrediente ativo de flumetrina, nas quantidades descritas, ndo
pode ser utilizado no controle de V. destructor, ja que apresentou um alto grau de mortalidade

nas abelhas Apis mellifera africanizada.
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