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Resumo. O objetivo do estudo foi avaliar as respostas eletrofisiologicas e comportamentais de abelhas africanizadas, Apis mellifera (Linnaeus), em
duas idades, ao feromdnio de Nasanov sintético (FNS) e ao 6leo essencial de capim-limao (OCL), e verificar a porcentagem de ocupacio de enxames
em caixas de papeldo com iscas de FNS comercial (Swarm Catch Lure®) ou OCL formulado em emulsdo de parafina. Foram observadas as
respostas eletroantenograficas (mV) e comportamentais de abelhas operarias nutrizes e campeiras (1-5 e 20-30 dias de idade, respectivamente) aos
referidos compostos, em olfatometro de dupla escolha. Os bioensaios de campo foram conduzidos em Eldorado do Sul e Minas do Leao (Brasil, RS),
utilizando-se doze caixas com dois caixilhos contendo uma tira de cera alveolada cada e iscadas com OCL ou FNS ou sem tais tratamentos (controle).
Nao foram observadas diferencas nas respostas eletrofisiologicas e comportamentais entre operarias jovens e velhas submetidas aos volateis de
FNS e OCL. O limiar de resposta para o feromoénio foi de 0,1 mg/mL e para o 6leo, 10 mg/mL. O feromoénio de Nasanov e o 6leo de capim-limao
desencadearam resposta quimiotéxica positiva nas abelhas. Caixas com FNS atrairam mais enxames que as com OCL e controle.

Palavras-chave: Comportamento; comunicagio quimica; enxame; olfatbmetro: eletroantenografia.

Electroanthenographic and behavioral responses of Africanized bees, Apis mellifera (Linnaeus), to
nasanov pheromone and lemongrass essential oil

Abstract. The study aimed to evaluate and compare the electrophysiological and behavioral responses of africanized honey bees (workers), Apis
mellifera (Linnaeus) at different ages, to synthetic Nasanov pheromone (SNP) and to lemongrass essential oil (LGO), as well as, to verify occupancy
percentage of swarms in baited cardboard boxes with SNP commercial (Swarm Catch Lure®) or LGO formulated in paraffin emulsion. Tests were
conducted to observe electroantennographic responses (mV) and chemotactic behavior of nurse and forage workers bees (1-5 and 20-30 days old,
respectively), to those compounds, in two choice olfactometer. The field bioassay was conducted by using twelve cardboard boxes with two bee wax
sheet foundation placed in each frame, baited with SNP or LGO or without these treatments (control), in Eldorado do Sul and Minas do Ledo (Brazil,
RS). The mean number of swarms found in all treatments, were checked weekly. It was not observed electrophysiological and behavioral difference
responses between young and old workers subjected to SNP and LGO odors. The threshold to Nasanov synthetic pheromone was 0.1 pg/uL and to
lemongrass essential oil, 10 ug/uL. Synthetic Nasanov pheromone and lemon grass oil triggered positive chemotaxis in bees. Cardboard boxes with
commercial SNP were more attractive to swarms than those baited with LGO and control treatment.

Keywords: Behavior; chemical communication; swarm; olfactometer; electroantennographic.

abelha africanizada é originaria de um cruzamento
Alatural entre Apis mellifera scutellata Lepeletier (abelha

fricana) e Apis mellifera ligustica Spinola (abelha
européia) (MicHENER 1975). Abelhas oriundas desta mistura de
ragas sao conhecidas por suas caracteristicas defensivas e seu
maior potencial enxameatério em relacdo as racas europeias
(MicHENER 1975), o qual esti relacionado ao comportamento
reprodutivo e permite a dispersdo de enxames no ambiente
(HepBURN & RADLOFF 2011). Durante o processo de enxameacao
as abelhas batedoras fazem uma varredura a procura de
possiveis locais para a nidificagao e, posteriormente, sinalizam

para as irmas e para a rainha a localizacdo do sitio adequado
(WraY & SEELEY 2011). Abelhas operarias podem ser observadas
na entrada de colmeias com o abdomen levantado agitando as
asas e expondo a glandula feromonal (LINDAUER 1951). Através
desse comportamento, elas liberam o feromonio de Nasanov que
sinaliza a localizac@o do ninho para os demais individuos da sua
colonia que estdao sobrevoando o local. Esse processo também
pode ser observado em enxames de abelhas que estao pousados,
ou seja, enquanto algumas operarias voam para buscar agua
para as irmas que estdo aglomeradas, outras sinalizam com
feromo6nio a posicdo do enxame (LINDAUER 1951). De acordo
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WinsToN (1987) o feromo6nio de Nasanov também pode atuar na
sinalizacdo para fontes de alimento.

De forma semelhante, alguns Oleos essenciais podem
intermediar a comunicac¢ao quimica de abelhas, desencadeando
comportamentos de repeléncia ou mesmo atratividade,
principalmente quando estes sdo analogos aos encontrados nos
feromonios por elas produzidos (MAaRLEBO-Souza & NOGUEIRO-
Couto 1998). Oleos presentes em plantas do género Cymbopogon
sdo tradicionalmente utilizados como repelentes para mosquitos
(principalmente a citronela, Cymbopogon nardus Linnaeus
(Moorketal. 2007). Por outrolado, j4 foi observada a atratividade
de Apis mellifera ao 6leo de capim-limao [Cymbopogon citratus
(DC) Stapf.] (LeoroLpiNo et al. 2002; MALERBO-SoUZA et al. 2004),
provavelmente por esse conter substancias como o citral e o
geraniol, ambos encontradas no feroménio de Nasanov.

A utilizacdo de substancias atrativas e com baixo custo pode
ser uma importante ferramenta para o manejo de enxames
de abelhas africanizadas em areas urbanas e rurais, tendo em
vista que quando estio alojados em locais inapropriados podem
causar acidentes envolvendo pessoas e animais domésticos.
Este estudo teve como objetivo avaliar e comparar as respostas
eletrofisiologicas e comportamentais de A. mellifera, de
diferentes idades, ao feromonio de Nasanov sintético e ao 6leo
essencial de capim-limao (C. citratus) em laboratério, bem
como, verificar o percentual de ocupacao de enxames em caixas
iscas contendo estas substancias.

MATERIAL E METODOS

Abelhas operarias (A. mellifera) foram isoladas, de diferentes
colmeias, mantidas na Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (30°01" S; 51°13° W), Brasil, a partir de favos de cria
operculados. Estes permaneceram em camara climatizada
(30 £ 1 °C, 60 + 10% UR) até a emergéncia das abelhas. Para
controle da idade, os insetos eram marcados no térax com tinta
atoxica (caneta UniPOSCA®) logo ap6s a emergéncia, sendo as
operérias posteriormente liberadas na colmeia de origem, onde
permaneciam até a realizacdo dos bioensaios. Os testes foram
realizados com abelhas de 1-5 (nutrizes) e/ou 20-30 dias de
idade (campeiras). Com uma hora de antecedéncia a realizacao
dos bioensaios, as colmeias eram manejadas com fumigador e as
operéarias que haviam sido marcadas anteriormente eram entao
capturadas e transferidas, com o auxilio de um aspirador de p6
modificado (Makita, mod. Clioo Dw), para copos plasticos (200
mL) com 4gua destilada, ofertada em buchas de algodao através
de um orificio na tampa.

Eletroantenografia (EAG). As abelhas foram imobilizadas
e observadas em estereomicroscopio (aumento de 400X), onde
foi feita a secc@o da antena direita, conforme metodologia de
Anrora et al. (2010). Estas eram acopladas a um eletrodo de
prata de dois filamentos utilizando-se gel condutor (Spectra
360, Electrode Gel-Parker), sendo as respostas (mV) registradas
pelo software EAG2000 (Syntech®).

Para o teste de sensibilidade (dose-resposta) foram utilizadas
antenas de abelhas campeiras (20-30 dias de idade), submetidas
aos odores do feroménio de Nasanov sintético (FNS) (0,5 mL/
Eppendorf®) (Swarm Catch Lure, Contech Inc.- SCL) e do
6leo essencial de capim-limao (OCL) (C. citratus) (Tekpon®)
em cinco concentracoes, de 102 a 10%ug/uL, diluido em etanol
PA (Sigma-Aldrich), bem como, as substancias puras.

Posteriormente foram avaliadas as respostas de antenas de
abelhas entre 1-5 dias de idade (nutrizes) e/ou 20-30 dias
(campeiras) ao etanol (controle) e ao FNS e OCL, em uma
Unica concentracdo (10 pg/uL). Nestes bioensaios todos os
tratamentos foram pipetados (10 pL) separadamente em papel
filtro (1,5 x 2,5 cm) (Whatman, 4 x 15 cm/80 g/m?). A ordem de
exposicao dos estimulos as antenas foi aleatdria, com excec¢ao do
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controle (etanol), que era utilizado sempre no inicio e ao final
do bioensaio.

Também foram avaliadas as respostas das antenas de abelhas
campeiras a emulsoes de parafina contendo OCL confeccionadas
pela empresa TECNANO - Nanotecnologia para a Agricultura,
Porto Alegre, RS. Um grama das emulsdes com 10% de 6leo
essencial de capim-limao (EOCL) ou como o produto inerte
(controle), foi pesado em balanga de precisdo e colocado, com
o auxilio de uma seringa, sobre um papel sulfite de 3 cm2. Um
conjunto com 24 amostras similares e isoladas de cada um destes
tratamentos foi inserido no interior de trés caixas de papelao,
com volume de 35 L, contendo dois caixilhos de madeira com
uma tira de cera alveolada (5 x 42 ¢cm) fixada na barra superior
de cada caixilho e mantidas em condicoes de campo (20 =+ 5 °C,
70 + 10% UR). A cada sete dias eram retiradas trés amostras
de cada tratamento, ao longo de oito semanas de exposigao, e
estas armazenadas em temperatura de -4 °C até a realizagdo
dos testes. Assim como as emulsoes, a formulagdo comercial
do feromonio (SCL) também foi avaliada, seguindo o mesmo
protocolo de exposicio e armazenamento ja descrito, sendo este
considerado o controle positivo do bioensaio.

Uma mesma antena era estimulada por EOCL, SCL e controle,
expostos pelo mesmo periodo no ambiente. Estes tratamentos
eram colocados dentro de tubos adaptados tipo Falcon (50 mL).
Para todas as antenas testadas, sempre o primeiro e o tltimo
estimulo foram com a emulsao inerte (controle) e os outros dois
submetidos aleatoriamente. Foram realizadas 18 repeti¢des por
tratamento em todos os testes eletroantenograficos.

Olfatometria. Foram avaliadas as respostas quimiotéxicas
de operarias de A. mellifera jovens (5-15 dias de idade) e/ou
velhas (20-30 dias de idade) ao OCL e FNS em olfatdbmetro de
dupla escolha, tipo Y. Os testes foram conduzidos em sala com
condicoes controladas (25 + 1 °C e 70 + 10% RH) e na presenca
de luz (900 lumens), entre as 9-14 h. Com o auxilio de uma
micropipeta, foram adicionados 10 puL de cada tratamento em
papel filtro (1,5 x 2,5 cm) contendo as substancias isoladas em
diferentes concentragoes: 0,1 ug/uL para o FNS e 0,1 e 10 pg/
uL para o OCL, ambas diluidas em etanol. Estas concentracoes
foram definidas através do teste de sensibilidade (EAG).

Somente o comportamento de abelhas campeiras foi observado
frente ao EOCL (10%), a emulsao inerte (testemunha), SCL e
o controle deste ultimo (tubo tipo Eppendorf vazio). Todos os
tratamentos ficaram expostos por até oito semanas no campo,
sendo posteriormente recolhidos e armazenados em temperatura
de -4 °C até a realizacdo dos testes.

A arena do olfatdbmetro de duas escolhas do tipo “Y” foi
confeccionada com tubos de vidro transparente de 2 cm
de diametro interno, arena inicial com 10 cm bifurcada em
dois bracos de 8 cm de comprimento, cada. Um fluxo de ar,
previamente filtrado com carvao ativado, era conduzido para
dentro do sistema com o auxilio de umabomba a vacuo conectada
a um fluxiometro e um borbulhador, a uma taxa de 0,3-0,4 L/
min. Cada operaria de A. mellifera eraliberada na arena sendo as
respostas consideradas positivas quando as abelhas alcancavam
a fonte de odor ou percorriam, pelo menos, 4 cm dentro de
um dos bragos, permanecendo nessa area por, no minimo, um
minuto. Os testes foram conduzidos por 10 minutos e foram
feitas 40 repeti¢oes por tratamento, contrastando os odores com
os respectivos controles. Os insetos que ndo se locomoveram em
direcdo aos tratamentos foram considerados néo responsivos e
nao foram considerados na analise estatistica. Cada abelha foi
testada apenas uma vez.

Bioensaio de campo. Os bioensaios foram realizados em duas
areas, na propriedade Por-do-Sol situada no municipio de Minas
do Ledo, RS (30°06’26” S, 52°01'04” O), entre outubro/2013 e
maio/2014 e na Estacdo Experimental Agronémica da UFRGS,
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localizada em Eldorado do Sul, RS (30°05’52” S, 51°39’08” W)
entre janeiro e maio de 2014. A 4rea experimental de Minas
do Leao possui cerca de 2 ha, com cobertura de campo nativo
e cultivo de eucalipto (Eucalyptus grandis Hill ex Maiden) no
entorno. A area de Eldorado do Sul possui 1,6 ha com campos
de pastagens naturais, areas de eucalipto, além de culturas
anuais como soja [Glycine max (L.) Merr.] e milho (Zea mays
L.), no entorno. Em ambos os locais havia a presenga de apiarios
que se encontravam a uma distancia aproximada de 150 m das
areas experimentais. A temperatura e pluviosidade médias
durante a realizacdo dos bioensaios foram de 25,5 °C e 5 mm,
respectivamente.

Foram utilizadas caixas isca com volume de 35 L, confeccionadas
com papeldo ondulado, branco na parte externa e com tampa
metalizada, seguindo as medidas dos nicleos padrao Langstroth
com capacidade para cinco quadros de ninho (caixilhos). No
interior de cada uma das caixas eram colocados apenas dois
caixilhos, centralizados, contendo uma tira de cera alveolada (42
cm x 5 cm) fixadas na barra superior do mesmo. Todas as caixas
isca foram cobertas e protegidas da chuva por sacos plasticos
transparente deixando-se apenas uma abertura (2,5 cm x 5 ¢cm)
para entrada e saida de abelhas.

As caixas foram posicionadas no chao distantes 5 m entre si e
iscadas com um dos seguintes tratamentos: SCL [0,5 mL de FNS
em Eppendorf, 6leo essencial de capim-limado formulado em
emulsao de parafina (10%) (EOCL) (1 g) e somente emulsao de
parafina (controle)]. Os tratamentos foram colocados na parte
de baixo das caixas-isca e renovados a cada 30 dias. Foram feitas
seis repeticoes por area, divididas em trés subparcelas com duas
caixas/tratamento.

A inspecao era realizada semanalmente e, quando verificada
a presenca de enxames alojados, as caixas eram fechadas e
removidasdolocal,sendoumanova,comorespectivotratamento,
instalada em outra posi¢ao, dentro da mesma subparcela.
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Analise estatistica. As respostas eletroantenograficas (mV)
foram submetidas a analise de varidncia e comparadas pelo
teste de Dunn. Nos experimentos comportamentais, os dados
foram avaliados pelo teste de Qui-quadrado (x?) e o ntimero
médio de enxames de abelhas coletados em caixas Langstroth
foi comparado pelo teste de Tukey. As anéalises foram realizadas
pelo programa Bioestat 5.3® software (AyrRes 2005), com nivel
de confiabilidade de 95%.

RESULTADOS

Eletroantenografia. O limiar de resposta (sensibilidade)
para o FNS foi atingido em concentracoes de aproximadamente
0,1 pug /uL (Dunn, P < 0,0001) (Figura 1), ou seja, menores do
que para o OCL (~10 pg/uL) (Figura 2) (Dunn, P < 0,0001).
Concentracoes abaixo dos referidos valores, foram similares ao
controle (etanol) (Dunn, P > 0,05).

Asrespostas eletrofisiologicas de A. mellifera para cada composto
(seletividade) nao foram diferente entre abelhas jovens e velhas
(Dunn, P > 0,05). Antenas de abelhas desencadearam respostas
maioresa FNS eaotratamento OCLemrelagido ao controle (Dunn,
P < 0,01), mas nao houve diferenca de respostas entre os grupos
de idade (Tabela 1). Assim como constatado nos bioensaios com
as substancias testadas em papel filtro, foi observado que, em
geral, as respostas eletrofisiologicas de antenas de A. mellifera
submetidas ao EOCL e SCL, nao diferenciaram entre si, mas
foram maiores em comparagdo com o tratamento controle
(emulsédo inerte) (Dunn, P < 0,01). Também néo foi constatado,
um decréscimo no tamanho das respostas eletroantenograficas
em fungdo do tempo de exposi¢io dos diferentes tratamentos ao
longo das oito semanas (Dunn, P > 0,05) (Tabela 2).

Bioensaios comportamentais. Operarias novas (2 = 9, 8;
gl = 1; P = 0,0017) e velhas (2 = 12,8; gl = 1; P = 0,0003) de A.
mellifera africanizadas foram significativamente mais atraidas
para o FNS na concentracgao de 0,1 pg/puL quando comparado ao
controle (etanol) (Figura 3), ndo havendo diferencas de respostas
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Figura 1. Respostas eletroantenograficas (mV) (+ EP) de Apis mellifera campeiras as seis concentragoes do feromonio de Nasanov sintético (FNS):
0,01; 0,1; 1; 10; 100 pg/uL e puro e ao solvente etanol (controle). Médias seguidas de letras distintas diferem entre si (Dunn, P < 0,05) (n = 18).
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Figure 2. Respostas eletroantenograficas (mV) (+ EP) de Apis mellifera campeiras as seis concentracoes do 6leo essencial de capim-limao (OCL):
0,01; 0,1; 1; 10; 100 pug/pL e puro e ao solvente etanol (controle). Médias seguidas de letras distintas diferem entre si (Dunn, P < 0,05) (n = 18).

Tabela 1. Média de respostas eletroantenograficas (mV) (+ EP) de abelhas em dois grupos de idade (1-5 e 20-30 dias) aos tratamentos, em papel
filtro, com 6leo essencial de capim-limao (OCL), feromo6nio de Nasanov sintético (FNS) e etanol (controle) (n = 18).

Idade das operarias (dias/resposta (mV+ SEM)

Tratamento
1-5 20-30
OCL 12,1 + 1,21 Aa* 11,3 + 0,83 Aa
FNS 11,1 + 1,32Aa 10,4 + 0,84 Aa
Etanol (controle) 6,1+ 0,56 Ba 4,1+ 0,51 Ba

*Médias seguidas de letras distintas maitisculas, nas colunas e minudsculas, nas linhas, diferem entre si pelo teste Dunn (P < 0,05).

Tabela 2. Respostas eletroantenograficas (milivolts - mV) (+ EP) de Apis mellifera (20-30 dias de idade), aos compostos sintéticos: formulacao
comercial do feromonio de Nasanov sintético (SCL) (Swarm Catch Lure Inc.), emulsao com 6leo essencial de capim-limao (EOCL) e a emulsao de
parafina (controle), expostos por até oito semanas em condi¢oes de campo (20 + 5 °C, 70 + 10% UR) (n = 18).

Exposicao das substancias em condicoes de campo (semanas) (mV + EP)

Tratamento

Primeira Segunda Terceira Quarta Quinta Sexta Sétima Oitava
SCL 8,9 + 1,41 Aab 9,1 + 0,76 Aab 12,1+ 1,11 Aa 10,2+1,12 Aab 8,4+0,56 Aab 7,2+0,97 Aab 6,5+0,75 Ab 6,62+0,56 Ab
EOCL 6,0 £ 0,87 Ab 5,9+ 0,47 ABb 8,5 + 1,01 Ba 8,4 + 1,19 Aa 8,6+0,76 Aa 6,3+0,85 Aab 6,1+0,53 Aab 4,91+0,40 Ab
Controle 1,5 + 0,26 Bb 3,7 £ 0,26 Cab 5,6 £ 0,54 Ca 4,2+0,34 Ba 3,4+0,24 Ba 2,0+0,25 Bab 2,440,20 Bab 2,36+0,21 Bab

*Médias seguidas por letras maitisculas nas colunas e mintisculas nas linhas, diferem entre si pelo teste de Dunn (P < 0,05).

entre abelhas de idades diferentes ao FNS (2 = 0, 036; gl = 1; P
= 0,8488).

Resultado semelhante foi observado para o OCL, onde
aproximadamente 60% das abelhas campeiras se direcionaram
ao tratamento contendo o capim-limao (0,1 pg/uL), em relagao
aos 32 % que foram para o controle (x2 =7,2; gl = 1; P = 0,0073),
o mesmo foi observado com abelhas nutrizes (x2 =7,2; gl=1; P =
0,0073) (Figura 4). Operarias, de ambas as idades, submetidas ao
tratamento na concentracgao de 10 pg/uL foram significativamente
mais responsivas ao etanol (x2 = 5; gl = 1; P = 0,0253).

Quando foi contrastado o comportamento quimiotaxico de
campeiras frente ao OCL e ao FNS, simultaneamente, ambos
na concentracdo de 0,1 pg/uL, registraram-se um ndmero

73

semelhante de abelhas em cada um deles (x2 = 0,200; gl = 1; P
= 0,6547).

As abelhas foram mais atraidas para ao SCL, em relacdo
ao controle, independentemente do tempo de exposi¢do da
formulacdo (P < 0,05). Em relacdo ao EOCL, foi verificada a
atratividade para campeiras até a quinta semana de exposi¢ao
(x2 =7,2; gl =1; P = 0, 0073), a partir da sexta, o percentual de
escolhas das abelhas nao diferiu significativamente do controle.

Bioensaio de campo. O ntimero total de enxames de A.
mellifera africanizadas capturados, nas caixas isca contendo o
SCL (Swarm Catch Lure Contech Inc.), nos dois municipios,
foi significativamente maior do que nas caixas iscadas com os
demais tratamentos (ANOVA; P < 0,05) (Tabela 3).

e-ISSN 1983-0572



Maio - Agosto 2018 - www.periodico.ebras.bio.br

EntomoBrasilis 11 (2): 70-77

m Nasanov Etanol m

12 28 = (3)
20-30 dias
13 27 * @
h " F
100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100
% de resposta

Figura 3. Respostas quimiotéxicas de operarias (%) de Apis mellifera com 1-5 e 20-30 dias de idade, em olfatometro de dupla escolha, submetidas
ao feromoénio de Nasanov sintético (FNS) (0,1ug/uL) e etanol (controle), em papel filtro. *O nimero de abelhas que se direcionaram ao feroménio
de Nasanov difere significativamente do controle (c2; P < 0.05). Nimeros entre parénteses indica a quantidade de insetos ndo responsivos.
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Figure 4. Respostas quimiotaxicas de operarias (%) de Apis mellifera com 1-5 e 20-30 dias de idade, em olfatometro de dupla escolha, submetidas
a0 6leo essencial de capim-limao (OCL) (0,1 ug/uL) e etanol (controle) em papel filtro. *O nimero de abelhas que se direcionaram ao OCL difere
significativamente do controle (c2; P < 0.05). Numeros entre parénteses indica a quantidade de insetos nao responsivos.

Tabela 3. Nimero médio (+ EP) de enxames de Apis mellifera coletados em caixas isca com formulacdo comercial do feroménio de Nasanov
sintético (SCL) (Swarm Catch Lure), emulsao de parafina sem (controle) e com 6leo essencial de capim-limao (EOCL), nas 4reas experimentais de
Eldorado do Sul (RS) e Minas do Ledo (RS), no periodo de outubro de 2013 a maio de 2014.

Numero médio de enxames (+ EP)

Tratamento
Eldorado do Sul Minas do Leao Total
SCL 2,0 £ 0,24 a 4,0 £ 0,40 a 6,0 + 0,53 a*
EOCL 0,5 + 0,04 ab 1,5 + 0,05 ab 2,0+ 0,24 b
Controle ob 1,0 + 0,14 b 1,0 £ 0,28 b

*Médias seguidas por letras diferentes nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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DISCUSSAO

Nesse trabalho constatou-se que tanto em bioensaios
eletroantenograficos como nos de olfatometria, A. mellifera foi
significativamente mais atraida para o feromonio de Nasanov
sintético e ao Oleo essencial de capim-limdo em relacdo ao
controle, ndao havendo diferencas entre estes tratamentos quando
comparados entre si, assim como entre as operarias nutrizes
e campeiras. Esta similaridade entre as respostas pode estar
relacionada ao fato de ambos os tratamentos compartilharem
substancias em comum, que, quando volatizadas, ji4 seriam
suficientes para desencadear os potenciais de acdo de mesma
intensidade nas sensilas antenais. Segundo THitry & MARION-
PoLL (1998) os niveis de despolariza¢des nas antenas dependem
da importéancia do composto na rotina dos insetos. O feroménio
de Nasanov é responsavel pela orientacdo, aglomeracdo e
forrageamento, auxiliando as abelhas a encontrarem sitios
de alimentacdo e de nidificacdo (HeprBURN & RADLOFF 2011).
Do mesmo modo, o 6leo essencial de capim-limao, por ter
substancias analogas ao FNS, como o citral e o geraniol, também
podem desencadear comportamentos semelhantes em operérias,
independentemente da idade destas (MaLErBO-Souza et al.
2003).

Apesar das antenas apresentarem respostas similares quando
estimuladas com estes dois odores, a dose-resposta para o FNS
foi menor quando comparada ao OCL. Este menor limiar de
resposta ao feromonio sintético pode estar associado a maior
complexidade de substancias envolvidas na comunicagao quimica
de abelhas presentes neste odor, em relacdo ao capim-limao, o
qual nao contém, por exemplo, um dos compostos do feromonio, o
4cido nerolico (Pickerr et al. 1980). De acordo com Renou (2014),
o tipo (quantidade e qualidade) de estimulo é muito importante
na comunicacdo quimica de insetos, sendo que quanto maior for
a interacdo entre os componentes de uma mistura e os codigos
neurais destes, mais sensivel sera o organismo a este odor, ou
seja, uma menor quantidade de feromonio ja seria suficiente para
ativar os neurdnios presentes nas sensilas olfativas, podendo
resultar em uma resposta motora rapida com uma concentragao
menor de estimulo.

Por outro lado, o aumento da concentracdo de uma substancia
pode provocar a saturacdo das proteinas receptoras das antenas
dos insetos interferindo na interpretacido neurofisiologica em
relacdo ao estimulo olfativo exposto, fazendo com que este odor
deixe de ser atrativo (WriGHT et al. 2009), o que explicaria o fato
da auséncia de resposta quimiotaxica positiva de abelhas ao OCL
na concentracdo de 10 pg/pL.

As antenas de operarias jovens e velhas responderam de forma
similar tanto ao FNS como ao OCL. Resultado semelhante
foi constatado por Arian et al. (1987), ou seja, os autores
nao observaram um acréscimo no tamanho das respostas
eletrofisiologicas de operarias de A. mellifera ligustica (idades
entre 1 a 60 dias) quando as antenas foram estimuladas com os
compostos feromonais presentes nas glandulas mandibulares de
rainhas ou com o feromonio de alarme. MassoN & ArRNOLD (1984)
j4 haviam constatado em bioensaios eletroantenograficos que a
despolarizacao das sensilas olfativas de operarias de A. mellifera
(raca europeia) atingiu seu maximo no 4° dia, permanecendo
inalterada até os 22. Resultados semelhantes foram registrados
por PHAM-DELEGUE et al. (1993) os quais também néo observaram
diferenca significativa na quimiotaxia de operarias de diferentes
idades quando submetidas ao feromoénio natural e sintético da
rainhadeA. mellifera. Estesresultados corroboram comorelatado
por MassoN et al. (1993) os quais comentaram que a similaridade
derespostas de abelhas jovens e velhas a determinados compostos
é maior quando estes insetos sdo expostos a estas substancias
desde as fases imaturas. Segundo AL-KaHTANT & BIENEFELD (2012)
o feromo6nio de Nasanov é utilizado dentro da colmeia como
marcador, orientando as abelhas nutrizes a encontrar e alimentar
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com geleia real as larvas, justificando, desta forma, o comentario
feito por Masson et al. (1993).

Assim como constatado nos bioensaios com as substancias
aplicadasetestadasem papelfiltro, foi observadoque o EOCLe SCL
também desencadearam maiores respostas eletroantenograficas
em campeiras, independentemente do tempo de exposigio. Esse
resultado pode ser decorrente das interagbes quimicas entre
as matrizes dispersoras e os ingredientes ativos (compostos)
com taxas de liberacdo similares e suficientes para ativar os
mecanismos de percep¢do neurofisiologicos presentes nas
antenas de A. mellifera. No entanto, constatou-se que ao contrario
da SCL, a EOCL se manteve atraente em testes quimiotéxicos
por um periodo menor. Segundo Masson et al. (1993) as abelhas
podem apresentar respostas eletroantenograficas a determinados
estimulos, mas ndo motora, uma vez que é necessario uma
equalizacao entre o odor percebido e a respectiva interpretacio
do sinal no 16bulo antenal e, posteriormente, no deutocérebro
para desencadear o comportamento. Desta forma, é possivel
supor que a qualidade ou quantidade dos volateis liberados pelo
tratamento EOCL, apds seis semanas de exposi¢ao, ndo foram
adequados para promover o deslocamento das operarias em
olfatémetro.

O ntimero de enxames de A. mellifera africanizadas capturados
nas caixas isca contendo SCL foi significativamente maior do que
nas caixas iscadas com EOCL. Neste estudo foi utilizada uma
isca comercial utilizada para a captura de enxames de abelhas de
racas europeias. Sendo assim, este resultado é importante, visto
que até o presente momento nao se tinha registro cientifico da
atividade de abelhas africanizadas a esta formulacao.

Diferencas de respostas comportamentais de A. mellifera frente
ao 6leo de capim-limao e a componentes presentes no feromoénio
de Nasanov ja haviam sido constatadas por MALERBO-SOUZA
et al. (2004) em condi¢bes de campo. Segundo os autores, a
pulverizacio deste 6leo essencial em pomares de laranja doce
[Citrus sinensis (L.) Osbeck], aumentou o nimero de visitas de
campeiras de racas europeias em comparacdo com o tratamento
controle. No entanto, quando as plantas foram pulverizadas
com uma mistura de eugenol, citral e geraniol (sendo os dois
altimos presentes no feromdnio de Nasanov) foi observado um
maior nimero de abelhas, em relacdo as que receberam o 6leo
de capim-limao.

De forma semelhante, sabe-se que a escolha de um novo local
para nidificacdo é decidido através de um “comité de busca” de
centenas de abelhas que inspecionam os locais. Ao retornar,
elas executam uma danca indicando a distancia e a qualidade
do novo sitio (SEELEY et al. 2006). Segundo SEELEY & BUHRMANN
(2001) quando ha varias opgoes, o grupo decide pela qualidade
do local. Nos nossos resultados, provavelmente a presenca do
odor do feromo6nio de Nasanov contribuiu para que os enxames
preferissem as caixas com o SCL, em detrimento aos com EOCL.

Outro fator que deve ser levado em consideracao em relacdo as
capturas esta relacionado ao tipo de formulacao. Nesse trabalho se
utilizou uma emulsao de parafina como matriz dispersora do 6leo
de capim limao, a qual pode ter diminuido ou aumentado a taxa de
liberacao dos volateis, interferindo na atratividade de abelhas ao
EOCL. Apesar de este extrato ter compostos semelhantes aos do
feromonio de Nasanov (PickerT 1980), este se diferenciou da isca
comercial, possivelmente pela competitividade com os demais
volateis presentes nesta, como ja discutido anteriormente.

A formulacdo em base de parafina foi escolhida por ja ser
utilizada comercialmente no controle e manejo de outros insetos,
principalmente em técnicas de disrup¢do do acasalamento em
lepidopteros, na qual um dos requisitos é a obtencao de uma
formulacdo com uma taxa de liberacdo constante ao longo do
tempo (HARTER et al. 2010). AtterHoLT et al. (1999) avaliaram
cinco formulagdes e concluiram que a parafina € um bom veiculo
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para a liberacdo controlada de feromonios sexuais de insetos.
No mercado nacional sido utilizados com sucesso emissores
a base de ceras e 6leos sob forma de pasta, denominados
“SPLAT®” (Specialized Pheromone and Lure Application
Technology) para a disrup¢io do acasalamento de Grapholita
molesta (Busck) (Lepidoptera, Tortricidae) (ISCA 2016). Essa
mesma tecnologia esta sendo utilizada em outro atrativo para A.
mellifera (ApisBloom) visando o aumento de visitas de campeiras
durante o periodo de floracdo de diversas culturas (ISCA 2016).

Nesse estudo foi constatado que tanto o feroménio comercial
de Nasanov como o 6leo essencial de capim-limao sao atrativos
para A. mellifera africanizadas. Sendo assim, ambos poderiam
ser utilizados em caixas isca, na captura de enxames de abelhas
com este perfil genético e, posteriormente, direcionados para
producdo apicola. O fato de o SCL ter capturado mais enxames
do que o EOCL nesta pesquisa, nao inviabiliza ou descredibiliza
a utilizacdo do Wltimo como atrativo para enxames, uma vez
que bioensaios de laboratério confirmaram a atratividade de
abelhas nutrizes e campeiras a este composto. E possivel que o
uso isolado do capim-limao, com a auséncia do SCL, potencialize
a atratividade de abelhas para caixas isca com o dleo, pois a
presenca deste ndo seria camuflada pelo feroménio de Nasanov.
No entanto, outros trabalhos devem ser conduzidos para validar
esta hipotese.

E importante salientar que o feroménio comercial (Swarm
Catch Lure, Contech Inc.) é um produto importado com
preco aproximado de trés dolares por 0,5 mL de ingrediente ativo
(BETTERBEE 2016), além das taxas de importacao. A formulacio
com EOCL pode ser uma alternativa economica e eficiente, uma
vez que o custo dos produtos para sua formulacio é acessivel
e com durabilidade de, pelo menos, cinco semanas. Ajustes na
formula da emulsdo de parafina também devem ser realizados
para permitir uma maior atratividade e controle nas taxas de
liberacao.
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