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RESUMO

SILVA, E. K. S. Toxicidade residual de extratos aquosos de nim sobre a abelha
africanizada Apis mellifera. UNIDADE ACADEMICA DE CIENCIAS AGRARIAS,
CENTRO DE CIENCIAS E TECNOLOGIA AGROALIMENTAR, UFCG, marco de 2022.
Trabalho de Conclusdo de Curso. Orientador: Prof. Dr. Ewerton Marinho da Costa.

As abelhas Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) sdo consideradas os principais agentes
polinizadores do mundo. Entretanto, o uso desordenado de inseticidas tem contribuido com o
declinio destes insetos. Nesse sentido, vem crescendo o nimero de pesquisas com Azadirachta
indica, importante espécie de planta sendo utilizada para a sintese de biopesticidas. Portanto, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade residual do extrato aquoso das folhas
e sementes de nim A. indica sobre a abelha africanizada A. mellifera. O experimento foi
desenvolvido no Laboratério de Entomologia da Unidade Académica de Ciéncias Agrarias
(UAGRA), pertencente ao CCTA/UFCG, Pombal-PB. O bioensaio foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado composto por oito tratamentos: Testemunha absoluta -
agua destilada; Testemunha positiva - Actara® (Tiametoxam) (600g/ha), extrato de folhas de
nim dose 1 (5 g/100mL), dose 2 (10 g/100mL) e dose 3 (20 g/100mL), extrato de sementes de
nim dose 1 (5 g/mL), dose 2 (10 g/100mL) e dose 3 (20g/100mL), contendo 10 repetigdes,
sendo cada unidade experimental formada por 10 abelhas operarias adultas de A. mellifera.
Ap6s a aplicacdo dos tratamentos, foram avaliadas a mortalidade e os efeitos adversos sobre o
comportamento das abelhas (prostracao, tremores, paralisia, reducdo de alimentagdo) a 1, 2, 3,
4,5, 6 e 24 horas apds o inicio da exposi¢ao. A maior mortalidade foi observada para as doses
média e maxima do extrato das sementes, que ocasionaram 14% de morte. Ja os extratos das
folhas ocasionaram baixos niveis de mortalidade para todas as doses, sendo estatisticamente
iguais e pouco toxicos sobre as abelhas adultas. Independente da concentragdo avaliada, os
extratos aquosos das folhas e sementes de nim foram pouco toxicos a 4. mellifera sob o modo
de exposi¢do residual. Ambos, ndo influenciaram a mortalidade e o comportamento das abelhas,
assim como, nao afetaram a capacidade de voo.

Palavras Chaves: Abelha, Declinio, Azadirachta indica, Biopesticidas.
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ABSTRACT

SILVA, E. K. S. Residual toxicity of aqueous extracts of denim on the africanized bee Apis
mellifera.  ACADEMIC UNIT OF AGRARIAN SCIENCES, CENTER OF
AGROALIMENTAR SCIENCES AND TECHNOLOGY, UFCG, March 2022. Course
Completion Work. Advisor: Prof. Dr. Ewerton Marinho da Costa.

Apis mellifera bees (Hymenoptera: Apidae) are considered the world's leading pollinating
agents. However, the disordered use of insecticides has contributed to the decline of these
insects. In this sense, the number of studies with Azadirachta indica, an important plant species
being used for the synthesis of biopesticides, has been growing. Therefore, the present study
aimed to evaluate the residual toxicity of the aqueous extract of leaves and seeds of nim 4.
indica on the africanized bee A. mellifera. The experiment was carried out in the Entomology
Laboratory of the Academic Unit of Agrarian Sciences (UAGRA), belonging to CCTA/UFCG,
Pombal-PB. The bioassay was carried out in a completely randomized design composed of
eight treatments: Absolute control - distilled water; Positive control - Actara® (Tiamethoxam)
(600g/ha), denim leaf extract dose 1 (5 g/100mL), dose 2 (10 g/100mL) and dose 3 (20
g/100mL), extract de nim seeds dose 1 (5 g/mL), dose 2 (10 g/100mL) and dose 3 (20g/100mL),
containing 10 replicates, each experimental unit consisting of 10 adult worker bees of A.
mellifera. After the application of the treatments, mortality and adverse effects on bee behavior
(prostration, tremors, paralysis, feed reduction) were evaluated at 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 24 hours
after the beginning of exposure. The highest mortality was observed for the mean and maximum
doses of seed extract, which caused 14% death. Leaf extracts caused low mortality levels for
all doses, being statistically equal and little toxic on adult bees. Regardless of the concentration
evaluated, the aqueous extracts of leaves and denim seeds were little toxic to A. mellifera under
the residual exposure mode. Both did not influence the mortality and behavior of the bees, as
well as did not affect the flight capacity.

Key Words: Bee, Decline, Azadirachta indica, Biopesticides.
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1. INTRODUCAO

As abelhas sdo consideradas os principais agentes polinizadores existentes no mundo,
sendo essenciais para manutencdo dos ecossistemas e componentes chave da seguranca
alimentar global (MACIEL et al., 2018; FRAZIER et al., 2015). A abelha Apis mellifera L.
(Hymenoptera: Apidae) ¢ um dos polinizadores de importincia agricola mais utilizados para a
polinizacdo de plantas cultivadas, em razdo de seu facil manejo, tamanho de suas coldnias e seu
perfil generalista na busca de recursos (BUZATO et al., 2012; PIRES et al., 2016).

No entanto, apesar da grande importdncia quanto aos servigos de polinizagdo que
prestam a agricultura e aos ecossistemas terrestres, estudos vem enfatizando a morte massiva e
o desaparecimento de abelhas em diversas partes do mundo, especialmente em areas agricolas.
Castilhos et al. (2019), visando avaliar as perdas de coldnias no Brasil, encontraram resultados
que demonstram que cerca de 50% das colonias sdo perdidas anualmente em diferentes regides
do pais, estimando a perda de mais de um bilhdo de abelhas. Ainda segundo os autores, o uso
indiscriminado de inseticidas ¢ indicado como uma das principais causas desse declinio.

Intimeras causas ja foram levantadas a fim de encontrar os motivos da intoxicagdo e
morte das abelhas, destacando-se as mudancas climaticas globais, alteragdo da paisagem,
intensificacdo agricola, intoxicagdo por plantas toxicas, patdogenos e, principalmente, a
exposicao das abelhas aos produtos fitossanitarios, especialmente os inseticidas, em campos de
cultivo (MALASPINA et al., 2008; GONZALEZ-VARO et al., 2013). A exposicio das abelhas
aos pesticidas pode ocorrer individualmente de forma direta através do contato corporal (com
goticulas de pulverizag¢do ou residuo em plantas) ou indiretamente pelo consumo de residuos
dos mesmos, no néctar e polen das flores, podendo uma coldnia inteira ser afetada (SILVA et
al., 2015).

Nesse sentido, na tentativa de reduzir a dependéncia por pesticidas para o manejo de
pragas e, consequentemente, minimizar os impactos adversos ao ambiente, vem crescendo o
nimero de pesquisas com produtos naturais com agdo inseticida, sendo o nim Azadirachta
indica, considerada uma das mais importantes e promissora espécie de planta utilizada para a
sintese de biopesticidas (SILVA et. al., 2009; SHANNAG; CAPINERA; FREIHAT, 2015).

Contudo, estas plantas podem atuar toxicamente sobre organismos benéficos como as
abelhas e alguns trabalhos vém sendo realizados visando avaliar os efeitos de toxicidade de
produtos a base de nim sobre A. mellifera. Amaral et al. (2015), verificaram redu¢io na taxa de
sobrevivéncia de abelhas expostas via ingestdo a diferentes concentragdes de um 6leo comercial

a base de nim, tratadas durante o desenvolvimento larval e ap6s o inicio do forrageamento.



Gomes et al. (2020), também observaram por meio de bioensaios que via ingestdo azadiractina
causou mortalidade de 40% das abelhas e prejudicou a capacidade de voo das mesmas. Ja
Melathopoulos et al. (2000a), relataram o efeito repelente sobre operarias de 4. mellifera que
receberam como alimento um xarope de sacarose contendo menos que 0,01 mg/mL de extrato
de nim (nim-aza).

Apesar das contribui¢des existentes, informacdes e estudos sobre toxicidade residual de
inseticidas como o extrato aquoso das folhas e sementes de nim sobre organismos ndo-alvo,
como os polinizadores, ainda sdo escassos na literatura nacional e internacional. Tais
informagdes sdo indispensaveis para que haja a selecao de inseticidas botanicos que auxiliem
no manejo das pragas e garantam a preservacao e conservagao das abelhas em areas agricolas.
Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade residual de extratos
aquosos de folhas e sementes de nim sobre a abelha africanizada 4. mellifera em condigdes de

laboratorio.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. IMPORTANCIA DAS ABELHAS Apis mellifera EM AREAS AGRICOLAS

As abelhas realizam um dos servigos ecossistémicos mais essenciais aos ambientes
naturais e agricolas, a polinizacdo. Estas, compreendem ao grupo mais importante de
polinizadores, visitando mais de 90% dos 107 principais tipos de culturas globais, sendo a
abelha africanizada 4. mellifera a espécie mais amplamente utilizada no mundo para
suplementar a polinizagdo em 4areas agricolas, pois apresenta manejo bem conhecido e
abundancia (KLEIN et al., 2007; BPBES, 2019).

Aproximadamente 75% das espécies de plantas existentes no mundo dependem da
polinizacao (FREITAS; PINHEIRO, 2010). Giannini et al. (2015), avaliando a dependéncia das
culturas agricolas por polinizadores e o valor econdomico da poliniza¢ao no Brasil, concluiram
que quase um ter¢o das culturas analisadas apresentam uma dependéncia grande ou essencial
por polinizadores para a producao satisfatoria de frutos e sementes, estimando uma contribui¢ao
econdmica de aproximadamente US$ 12 bilhdes por ano. Dada essa dependéncia, a polinizagao
confere-se como um importante mecanismo ecologico frente aos enormes servigos ambientais
que prestam (COSTA; OLIVEIRA, 2013).

O aumento da qualidade de frutos e, consequentemente, aumento no valor econdomico
da producdo agricola também ¢ relatado por outros autores. Klatt et al. (2013), analisando a
influéncia da polinizacdo em frutos de morango, identificaram melhoria da qualidade,
quantidade e valor de mercado dos frutos, os quais foram mais pesados e mais firmes,
apresentaram menos malformagdes e atingiram graus comerciais mais elevados. Garratt et al.
(2014), semelhantemente, verificaram que a polinizacdo ndo afeta apenas a quantidade da
producdo de magas, mas também a qualidade, influenciando o tamanho e a forma das mesmas.

No cultivo do meloeiro, a presenga de abelhas no periodo de florescimento ¢
fundamental para garantir a polinizagdo e incrementar a produgao de frutos (KIILL etal., 2011).
Aratjo et al. (2004), trabalhando com polinizag¢do e estudo comportamental de 4. mellifera L.
identificaram que na auséncia das abelhas na polinizacao da cultura de melao (Cucumis melo
L.) ocorreu uma alta incidéncia de aborto em flores e frutos, concluindo que quase nao houve
rendimento produtivo da cultura.

Malerbo-Souza et al. (2004), estudando a cultura da laranja (Citrus sinensis L. Osbeck,
var. Péra-Rio), concluiram que a flor de laranjeira ¢ altamente atrativa para as abelhas 4.

mellifera e que a polinizagdo realizada pelas mesmas influenciou quantitativamente e



qualitativamente a produc¢ao de laranjas. Os frutos cujas flores foram visitadas adequadamente
pelas abelhas foram mais pesados, menos acidos € com maior numero de sementes por gomo.

As abelhas através do seu papel na producao de alimentos e da agricultura trazem
inimeros beneficios a sociedade, melhorias nos meios de subsisténcia, desenvolvimento
cientifico e conservagdo da diversidade bioldgica. Além de serem fundamentais para a
reproducdo sexuada das plantas (IMPERATRIZ-FONSECA, 2004). A poliniza¢do realizada
por abelhas ¢ uma das melhores alternativas para o aumento da produtividade de diversas
culturas agricolas. Sendo, a caréncia destes agentes um dos fatores que impede o aumento da
produtividade o que torna a introdugdo de polinizadores suplementares, um importante aliado
(D'AVILA; MARCHINI, 2005).

Contudo, enquanto a importancia da polinizagdo agricola vem se tornando cada vez mais
evidente, estudos indicam que os polinizadores estao em declinio (FREITAS; SILVA, 2015).
Sendo necessario para garantir os servigos de polinizacao realizados pelas abelhas nas paisagens
agricolas, manejar e conservar os recursos essenciais para sua sobrevivéncia, bem como,
aprender mais sobre os beneficios e servigos trazidos pela diversidade desses polinizadores, e
os fatores que afetam o declinio e as atividades dos mesmos. Além de proteger as areas naturais
necessarias para otimizar os servigos desses agentes na agricultura e em outros ecossistemas

terrestres (ALVES, 2015; SOUZA et al., 2007).

2.2. DESAPARECIMENTO DAS ABELHAS 4. mellifera EM AREAS AGRICOLAS

Ha evidéncias crescentes de declinio de polinizadores em todo o mundo, podendo afetar
a apicultura, ecossistemas naturais e sistemas agricolas comprometendo a producao de culturas
importantes, principalmente nos paises em desenvolvimento, como o Brasil (GALLAI et al.,
2009; NEUMANN; CARRECK, 2010; RHODES, 2018; IMPERATRIZ-FONSECA et al.,
2012). Muitos fatores estao provavelmente envolvidos na causa do declinio de abelhas, agindo
individualmente e em interagdo (POTTS et al., 2010; GOULSON et al., 2015). Entre esses
fatores, o uso de pesticidas, doengas e parasitas das abelhas meliferas t€ém demonstrado
desempenhar um papel significativo no aumento da mortalidade e nas perdas de colonias
(PEREIRA et al., 2019; GENERSCH, 2010).

Entretanto, a busca incessante por produtividade agricola também tem colaborado para
o uso de procedimentos que afetam diretamente as populagdes de polinizadores. A perda de
habitat ¢ geralmente considerada um dos fatores mais importantes para o declinio das abelhas,

podendo considerar-se a modificagdo da paisagem natural como um dos impactos das atividades



antropicas mais expressivos (ROSA et al., 2019; BROWN; PAXTON, 2009). Desde 2006, na
Europa e na América do Norte, perdas desastrosas de coldnias foram relatadas, ndo possuindo
causas prontamente aparentes, porém sdo atribuidas a um fendmeno denominado Colony
Collapse Disorder ou CCD (LE CONTE; ELLIS; RITTER, 2010). Os principais fatores
associados a referida sindrome sdo causados direta ou indiretamente por acdes antropicas
(CAIRES; BARCELOS, 2017).

Segundo Vandame e Palacio (2010), declinios semelhantes a este no Brasil, sio em
consequéncia de fatores como consumo de plantas toxicas, morte por fome ou por doengas e
principalmente aplicagdo de inseticidas, com destaque aos neonicotindides. O Brasil figura
entre os principais consumidores mundiais de agrotoxicos e cerca de 30% dos produtos
fitossanitarios consumidos no pais sdo inseticidas, desses, aproximadamente 40% sdo
considerados como toxicos para as abelhas (FREITAS; PINHEIRO, 2010; GUAZZELLI,
2009). O uso indiscriminado e irracional de produtos fitossanitarios estd submetendo os
polinizadores a situagdes de estresses severos, que podem gerar prejuizos econdmicos, fato
evidenciado por essas constantes quedas da densidade de abelhas nos arredores dos campos
agricolas em varias partes do mundo (NOCELLI et al., 2012).

Uma das consequéncias mais graves desse desaparecimento se relaciona diretamente a
polinizagdo. Nao existe nenhum substituto artificial para a poliniza¢do capaz de executar de
forma tao agil, eficaz e competente o trabalho de uma abelha. Os efeitos, a longo prazo, do
declinio destes insetos, poderao ser extremamente prejudiciais a nossa alimentagdo, uma vez
que as frutas e os produtos agricolas decrescerdo aceleradamente. Assim, o desaparecimento

das abelhas ameaca a seguranca alimentar mundial (CORBY-HARRIS et al., 2016).

2.3. TOXICIDADE DE INSETICIDAS SOBRE 4. mellifera

A intensificagdo agricola tem aumentado a dependéncia por pesticidas, incluindo
inseticidas, que embora sejam uteis para reduzir os danos as culturas causados por insetos-
praga, também podem afetar insetos benéficos como os polinizadores (RAINE, 2018). O
aumento no uso de inseticidas ¢ considerado um dos principais fatores implicados no declinio
mundial de insetos polinizadores, destacando-se os inseticidas neonicotindides, conhecidos
como a classe de inseticidas mais difundida e de mais rédpido crescimento, como toxicos as
abelhas (VANBERGEN; INITIATIVE 2013; BLACQUIERE et al., 2012; ELBERT et al.,
2008).



De acordo com Abati et al. (2021), nos tltimos 15 anos vem se intensificando o nimero
de pesquisas sobre pesticidas e abelhas, reflexo da crescente preocupagao com o impacto destas
moléculas sobre os polinizadores (OSBORNE, 2012). Castilhos et al. (2019), objetivando
identificar e quantificar compostos presentes em amostras de abelhas aparentemente
envenenadas, com énfase nos inseticidas neonicotindides e fipronil, identificaram sete
neonicotindides (Acetamiprido, Clotianidina, Dinotefuran, Imidacloprido, Nitenpiram,
Tiacloprido, Tiametoxam) e um Fenilpirazol (fipronil) presentes nas amostras em niveis letais
(>LD 50) nesses insetos.

Costa et al. (2014), avaliando a toxicidade de inseticidas utilizados em cultivo de
meloeiro sobre 4. mellifera, identificaram que, independentemente do modo de exposicao, os
inseticidas Tiametoxam, Abamectina e Clorfenapir destacaram-se como extremamente toxicos
para adultos de 4. mellifera, dentre nove produtos testados em sua pesquisa.

Roat et al. (2020), ao investigarem os efeitos de tiametoxam no cérebro de 4. mellifera
obtiveram resultados que demonstram que uma concentragao subletal de tiametoxam pode
prejudicar processos biologicos e importantes vias metabdlicas, causando danos ao sistema
nervoso das abelhas e que, a longo prazo, podem comprometer a nutri¢do e a fisiologia dos
individuos da colonia.

O efeito drastico dos pesticidas em geral e dos inseticidas em particular ndo se limita a
morte de organismos ndo-alvos, mas esta relacionado ao comportamento e fungdes anormais
que eles induzem (BADAWY; NASR; RABEA, 2015). Os pesticidas podem matar as abelhas
em doses suficientemente altas (RORTALIS et al., 2005). No entanto, doses de pesticidas que
ndo causam morte imediata costumam ter outros efeitos deletérios e podem interferir nas
capacidades cognitivas e no comportamento das abelhas (PACIFICO DA SILVA et al., 2015).

Analises de risco de pesticidas sdo necessarias para avaliar tais ameagas potenciais e
escolhas sustentaveis devem ser feitas durante a implementacdo de métodos e produtos de
controle de pragas, a fim de aliviar possiveis danos a seguranca alimentar, aos servigos
ecossist€émicos e a plena funcionalidade de todos os sistemas do meio ambiente
(FAIRBROTHER et al., 2014; CHAGNON, 2015). Nesse contexto, uma transi¢do para
alternativas amigaveis aos polinizadores ¢ urgentemente necessaria e os inseticidas de origem
natural, também chamados de bioinseticidas, vem recebendo aceitacdo consideravel (VAN

DER SLUIIS etal., 2013; CANTRELL et al., 2012).

2.4. TOXICIDADE RESIDUAL DE INSETICIDAS A BASE DE NIM SOBRE 4.

mellifera



O debate em curso sobre o papel dos pesticidas no declinio global das populagdes de
abelhas estd aumentando a demanda pelo uso de biopesticidas, compostos geralmente
considerados menos prejudiciais aos polinizadores (BERNARDES et al., 2017). O nim,
Azadirachta indica A. Juss. é uma espécie da familia Meliaceae, nativa das regides aridas da
Asia. Conhecido ha séculos, nas ultimas décadas seu estudo tem se difundido devido as
substancias inseticidas presentes em suas folhas e frutos (VIDIGAL et al., 2007).

A azadiractina ¢ um dos principais compostos bioativos que podem ser obtidos de A.
indica, encontrado em varias partes da arvore do nim, como sementes, caule, frutos e folhas,
contendo nas sementes, os niveis mais altos de sua concentragdo (FERNANDES et al., 2019).
A azadiractina, foi avaliado como o inseticida de origem botanica mais promissor, usado contra
mais de 400 espécies de insetos (AHMAD; BAJWA, 2012). Sdo diversos os efeitos destas
plantas sobre os insetos, podendo causar repeléncia, atrasar o crescimento, reduzir a
alimentagdo, a fecundidade, fertilidade e induzir deformidades (SOGLIA et al., 2006;
GAHUKAR, 2000).

De acordo com Mossini e Kemmelmeier (2005), trés formulagdes basicas tém sido
preconizadas para uso no manejo de pragas, o extrato aquoso, oleo e p6 da semente. Podendo
ser preparados por trituracao das sementes ou frutos frescos, deixando descansar por 12 horas
em agua, no qual recomenda-se, de modo geral, a utilizagdo de 30 a 40g de sementes ou 40 a
50g de folhas secas por litro de agua. Por sua funcdo com propriedades inseticidas,
pesquisadores estudam essa relagdo com a contribuicdo no declinio de polinizadores nos
ecossistemas (ALVES, 2010), tendo em vista que, a seguranca destes compostos ainda ¢
bastante questionada.

Segundo Pashte e Patil (2018), varios inseticidas botdnicos, que muitas vezes sao
considerados inofensivos € ambientalmente seguros, podem gerar toxicidade aguda e efeitos
subletais nas abelhas. Xavier et al. (2009), objetivando avaliar a toxicidade de inseticidas
botanicos sobre A. mellifera por meio de bioensaios em condi¢des de laboratorio, constataram
que o inseticida botanico mais toxico as abelhas adultas foi o nim, causando mortalidade de
aproximadamente 75% apds quatro dias de exposi¢do por contato a concentracdo de 0,2
mL/100mL com aumento da mortalidade em func¢ao do tempo de exposi¢ao. Melathoupolos et
al. (2000b), mostraram que a azadiractina, quando aplicada no campo a intervalos de seis dias,
leva a uma consideravel redugdo na area de crias e causa grande mortalidade de rainhas nas
colonias.

Apesar de poucas informacdes relacionadas ao efeito residual do nim sobre 4. mellifera,

¢ importante ressaltar que em outros modos de exposi¢do, especialmente via ingestdo (oral), o



6leo de nim tem causado reducao de sobrevivéncia e efeitos subletais sobre a referida abelha.
Amaral et al. (2015), confirmaram a hipétese de que a ingestao de produtos a base de nim como
o o0leo comercial por A. mellifera nas fases adulta e jovem nas concentragdes mais altas de 480
mg ia/L e 120 mg ia/L, respectivamente, reduzem a taxa de sobrevivéncia das abelhas com
evidéncia de alta mortalidade para as larvas tratadas com azadiractina.

De acordo com Xavier et al. (2015), ao avaliarem a toxicidade aguda e os efeitos
comportamentais subletais de inseticidas botanicos, entre eles, o 6leo de nim em abelhas 4.
mellifera, constataram que além de causar uma toxicidade aguda tanto para operarias adultas
quanto para larvas, o inseticida também diminuiu as atividades de locomocgao de insetos adultos
de A. mellifera na concentragdo de 2,00 ml/L por meio do contato corporal em adultos ou
ingestdo de dietas larvais contaminadas.

Gomes et al. (2020), em estudo objetivando avaliar a toxicidade de inseticidas sobre A.
mellifera por meio de bioensaios, relataram que o 6leo de nim quando ingerido causou
mortalidade de aproximadamente 40% na concentracdo de 250,00 uL/L, ap6s 24 horas da
liberacao das abelhas em placas de Petri, concluindo que azadiractina apresenta potencial
impacto negativo a estes insetos por esta via de exposicao. Além de destacar que azadiractina
em bioensaios de contato, causaram efeitos subletais nas abelhas como mudanga na habilidade
de voo.

Contudo, informagdes acerca de compostos vegetais com propriedades inseticidas
apresentam limitagdes no que tange a caréncia de estudos frente o uso destes, destacando-se a
falta de dados relacionados a fitotoxicidade, persisténcia e, principalmente, aos efeitos sobre
organismos nao-alvo. Sendo importante conhecer a seletividade aos organismos benéficos,
dosagem e tempos de aplicagio (RODRIGUES; SILVA; CASTRO, 2017). Sendo que os
pesticidas naturais ndo sdo necessariamente mais seguros simplesmente por ndo serem

sintéticos (MAGKOS et al., 2006).

3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Entomologia (sala climatizada a 25 + 2 °C,
50 £ 10% UR e fotofase de 12 h) da Unidade Académica de Ciéncias Agrarias (UAGRA),
pertencente ao Centro de Ciéncias e Tecnologia Agroalimentar (CCTA) da Universidade

Federal de Campina Grande (UFCG), Campus Pombal, Paraiba, Brasil.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969719300166#bb2005

Para execucdo do trabalho foram utilizadas operarias adultas de abelha africanizada A.
mellifera, provenientes de cinco (05) colmeias instaladas em caixa de madeira do tipo
Langstroth, pertencentes ao apiario da UAGRA/CCTA/UFCG.

Os inseticidas a base de nim avaliados foram o extrato aquoso das folhas e extrato
aquoso das sementes de nim. Como testemunha absoluta foi utilizada agua destilada e como
testemunha positiva o inseticida Actara® (Tiametoxam) na dose maxima recomendada pelo

fabricante para controle de pragas em meloeiro (Tabela 1).

Tabela 1. Inseticidas a base de nim e respectivas doses que foram avaliados com relagao a

toxicidade residual sobre abelha africanizada Apis mellifera, Pombal — PB, 2021.

Tratamentos Ingrediente Ativo Dose
Extrato aquoso de Folhas Azadiractina 5g: 10g e 20g/100 ml
de nim
Extrato 2quoso de Sementes Azadiractina 5g; 10g ¢ 20g/100 ml
de nim
Actara® Tiametoxam 600 g/ha

Para o preparo dos extratos vegetais, inicialmente foram coletadas folhas e frutos
maduros de plantas de nim localizadas no CCTA/UFCG. Apos a coleta, os materiais foram
transportados ao laboratdrio, onde realizou-se a remoc¢ao da polpa dos frutos para obtengdo das
sementes. A secagem de folhas e sementes foi realizada em estufa de circulagao forgada de ar
a temperatura de 40°C por um periodo de 48h. Apos a secagem, folhas e sementes foram
trituradas, separadamente, em um liquidificador até a obteng¢ao do pd respectivamente para cada
extrato. As concentracoes dos extratos de nim avaliados foram obtidas a partir das quantidades
de 5, 10 e 20 g do po, tanto para folhas quanto sementes, adicionadas a 100 mL de agua
destilada, sendo a mistura mantida em repouso por 24 horas, em ambiente escuro, para extragao
das substancias bioativas. Todas as misturas foram filtradas em tecido Voil antes da aplicagdo
(COSTA et al., 2016).

Para avaliar a toxicidade residual dos inseticidas, foram produzidas plantas de meloeiro
amarelo, cultivar Iracema (SAKATA®), em casa de vegetagio do CCTA/UFCG. As plantas
foram produzidas e mantidas em vasos (com capacidade de 1 kg) contendo como substrato
solo + matéria organica (propor¢ao de 2:1), sendo irrigadas duas vezes ao dia. Quando as
plantas atingiram o niimero minimo de seis folhas definitivas, foram selecionadas 10 plantas

para cada tratamento. As plantas foram pulverizadas com os respectivos tratamentos, com
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auxilio de um pulverizador manual, simulando uma aplicagdo dos produtos em campo,
seguindo a metodologia utilizada por Costa et al. (2014). Em seguida, logo apds a secagem dos
produtos, as folhas foram cortadas na altura do peciolo e colocadas em arenas (recipientes
plasticos com 15 cm de didmetro por 15 cm de altura e extremidade parcialmente coberta com
tela anti-afideo e laterais com aberturas de 0,1 cm para possibilitar a adequada circulacao de ar
no ambiente). Em cada arena foi adicionado no seu interior pasta Candi (dieta artificial de
acucar refinado + mel) em recipiente plastico e um chumago de algoddo embebido em dgua
destilada. Somente apos o referido procedimento, as operarias adultas de A. mellifera foram
liberadas no interior das arenas.

Para facilitar o manuseio durante a realizacdo do bioensaio, as abelhas foram
previamente anestesiadas por meio do uso de frio (+ 4°C durante aproximadamente 90
segundos). O bioensaio foi realizado em delineamento inteiramente casualizado composto por
oito tratamentos [Testemunha absoluta - dgua destilada; Testemunha positiva - Actara®
(Tiametoxam), extrato de folhas de nim dose 1 (5 g/100 mL), extrato de folhas de nim dose 2
(10 g/100 mL), extrato de folhas de nim dose 3 (20 g/100 mL), extrato de sementes de nim dose
1 (5 g/100 mL), extrato de sementes de nim dose 2 (10 g/100 mL) e extrato de sementes de nim
dose 3 (20 g/100 mL)] e 10 repeti¢des, sendo cada unidade experimental formada por 10 abelhas
adultas.

Foram avaliadas a mortalidade e o comportamento (prostragao, tremores, paralisia,
reducdo de alimentacao etc.) das abelhasa 1, 2, 3,4, 5, 6 e 24 horas apds o inicio da exposi¢ao
aos tratamentos. Foram registradas como mortas as abelhas que ndo responderem a estimulos
mecanicos (toques no corpo das abelhas, em cada periodo de avaliagdo, com um pincel fino).

A avaliacdo da capacidade de voo das abelhas que sobreviveram apds as 24 horas de
observacdo em cada bioensaio foi realizada com auxilio de uma torre de voo, seguindo a
metodologia utilizada por Gomes et al. (2020). A torre de voo foi construida com estrutura de
madeira (35 x 35 x 115 cm), aberta em seu interior, € com uma lampada florescente no topo.
Todas as laterais da torre foram cobertas por um plastico transparente, para permitir a
visualizagdo perfeita do voo das abelhas. As avaliagdes ocorreram em uma sala escura, com
temperatura média de 25 + 2 °C e umidade relativa do ar de 60 + 10%, onde a Unica fonte de
luz era a lampada instalada no topo da torre, com o objetivo de atrair as abelhas por meio do
fototropismo positivo, ou seja, estimulando o voo em diregdo a luz.

Devido ao niimero de abelhas utilizadas nos bioensaios, foi estabelecido o limite
maximo de 100 abelhas (50% do total utilizado na avaliagcdo do efeito letal) para avaliagdo da

capacidade de voo por tratamento. Para os tratamentos em que nao foi possivel utilizar 100
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abelhas, foram utilizadas todas as sobreviventes. Cada abelha sobrevivente foi colocada
individualmente na base da torre (altura 0 cm), sendo permitido um periodo de 60 segundos
para a conclusao do voo, ¢ a partir dai foi observada a altura final que cada abelha atingiu. A
torre de voo apresentou cinco niveis de altura: 0 (base da torre), 1 (de 1 cm a 30 cm de altura),
2 (de 31 cma 60 cm de altura), 3 (de 61 cm e 90 cm de altura) e 4 (de 91 cm até 115 cm, local

onde estava a lampada).

3.1. ANALISE DOS DADOS

As médias de mortalidade foram corrigidas pela formula de Abbott (1925), sendo em
seguida aplicado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (1952) ao nivel de 5% de
significancia seguido do teste de Wilcoxon. Os dados de sobrevivéncia das abelhas foram
analisados usando o pacote “survival” (THERNEAU; LUMLEY, 2010) para o software R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2019) e submetidos a uma analise de distribui¢do Weibull.
Os tratamentos com efeitos semelhantes (toxicidade e velocidade de mortalidade) foram
agrupados por meio de contrastes. O tempo letal mediano (TLso) também foi calculado para
cada grupo. Para a capacidade de voo foi realizada anélise descritiva, sendo construidos graficos

para apresentacdo dos dados observados.

4. RESULTADOS

Foi verificado que, independentemente da concentracdo avaliada, os extratos aquosos
das folhas e sementes de nim foram pouco toxicos a 4. mellifera sob exposi¢ao por contato
residual em folhas de meloeiro, quando comparado com o inseticida Tiametoxam, que
ocasionou 100% de mortalidade. Dentre os extratos avaliados, a maior mortalidade foi
observada para as doses média ¢ maxima do extrato das sementes, que ocasionaram cerca de
14% de morte. Os extratos das folhas ocasionaram baixos niveis de mortalidade para todas as

doses, sendo estatisticamente iguais € pouco toxicos sobre as abelhas adultas (Figura 1).
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*Mortalidade corrigida pela equag@o de Abbott (1925), sobre as barras, letras diferentes representam diferencgas significativas
de acordo com o teste de Wilcoxon com nivel de significancia de 5%.

Figura 1. Mortalidade (%) de Apis mellifera apds exposigao residual aos inseticidas, Pombal-
PB, 2022.

Salienta-se que ndo foi observada nenhuma altera¢do no comportamento das abelhas
expostas aos residuos do extrato aquoso de folhas e sementes de nim em relacao as abelhas do
tratamento testemunha absoluta (4gua destilada).

Com relagdo a analise de sobrevivéncia, todos os tratamentos a base de nim
apresentaram tempo letal mediano (TLso) superiores a testemunha positiva. O extrato aquoso
das folhas, independente da dose, assim como, a dose minima do extrato aquoso das sementes
apresentou TLso de 287,17 horas, enquanto as dosagens média e maxima do extrato das
sementes, proporcionaram uma TLso de 119,91 horas, para a testemunha positiva verificou-se

um TLso de 3,83 horas (Figura 2).
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Figura 2. Sobrevivéncia (%) de Apis mellifera e tempos letais medianos (TLso) apos exposi¢ao
residual aos inseticidas, Pombal-PB, 2022.

Dentre os inseticidas a base de nim avaliados, os extratos das sementes nas
concentracdes média e maxima apresentaram os maiores percentuais de mortalidade e o menor
TLso, enquanto todas as doses do extrato das folhas e dose minima do extrato das sementes
ocasionaram baixos percentuais de mortalidade com TLso superior a 200 horas, ou seja, foram
pouco toxicos a operdrias adultas de A. mellifera. Os resultados obtidos demonstram que os
inseticidas derivados de nim, independente da dose avaliada no presente trabalho, foram menos
nocivos quando comparados a testemunha positiva, o inseticida Tiametoxam.

Além disso, os extratos de nim ndo afetaram expressivamente a atividade de voo das
abelhas que sobreviveram apos as 24 horas de observacao, sendo que nas dosagens maximas
respectivamente dos extratos das folhas e sementes, mais de 40% das abelhas atingiram altura
de voo acima de 91 cm, ou seja, atingiram o nivel 4 da torre, local onde se encontrava a lampada,
ndo diferindo da testemunha ndo tratada. 50% variaram a altitude de voo entre 1 ¢ 90 cm e
apenas 10% ndo atingiram altura de voo superior a 0 cm em ambos os tratamentos com o0s

extratos nas concentragdes de 20g/100mL (Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Atividade de voo (%) de Apis mellifera apos exposi¢ao residual ao extrato aquoso de

folhas de nim, Pombal-PB, 2022.
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5. DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que os extratos das folhas e sementes de nim, apresentaram
efeito residual leve em abelhas adultas de A. mellifera. Independentemente da dose, a exposi¢ao
das abelhas aos extratos foi menos nociva quando comparado a testemunha positiva, o inseticida
Tiametoxam, o qual apresentou alto percentual de mortalidade.

Entretanto, as concentracdes mais altas dos extratos das sementes mostraram-se
moderadamente toxicos sob o modo de exposi¢do. Sabe-se que os efeitos do nim nas abelhas e
outros insetos benéficos sdo dependentes da dose (ABD-ALLAH et al., 2005). Além de que,
estdo contidas nas sementes as maiores concentragdes do principal composto bioativo da A.
indica. Ja o extrato das folhas, foi minimamente toxico a A. mellifera, o que pode ter sido
influenciado por fatores como o método de extracdo com solvente aquoso utilizado neste
estudo, apresentando a azadiractina, solubilidade moderada em agua ou ainda em virtude de
derivados do nim terem ag¢ao inseticida principalmente quando ingeridos (FERNANDES et al.,
2019; AMARAL etal., 2015).

Informagdes sobre efeito residual de extratos aquosos sobre abelhas meliferas sdo
escassas. Contudo, a relativa seguranca de inseticidas derivados de plantas como 4. indica como
sendo geralmente mais seguros por apresentarem efeitos nocivos leves a moderados sobre
organismos benéficos, como as abelhas, ja foi relatado por Raguraman e Kannan (2014). Estes
autores também destacaram que nenhuma toxicidade residual/persistente de nim ou outros
pesticidas botanicos no meio ambiente até entdo foi relatada.

Gonzalez-Gomez et al. (2016), avaliando os efeitos do nim com destaque para o 6leo de
nim em operarias e rainhas de abelhas, enquanto aplicado no controle de Varroa destructor,
verificaram que o efeito residual do 6leo foi de curta duragdo, apos observar ovoposi¢ao da
rainha em células que haviam sido esvaziadas devido a eliminag¢do dos ovos ou larvas tratadas
com 6leo de nim. Segundo Schmutterer (1990), o efeito residual de produtos a base de nim ¢
em torno de 5 a 7 dias. Para o autor do ponto de vista ecoldgico, produtos com tais propriedades
nao perturbam os ecossistemas.

Os resultados demonstraram ainda pouca ou nenhuma influéncia sobre o
comportamento das abelhas como reducao de alimentagdo e paralisia, durante a exposicao aos
tratamentos, assim como observou-se para capacidade de voo das abelhas. Dessa forma, os
extratos a base de 4. indica apresentam-se como seguros a estes organismos. O nim também
foi relatado como seguro para abelhas por Ladurner et al. (2005); Acka et al. (2009); Ratnakar
etal. (2017).
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Os pesticidas ambientalmente aceitdveis sdo conhecidos por sua toxicidade
relativamente baixa para organismos nado-alvo e biodegradabilidade devido a sua origem
botanica. Isso torna possivel incorporar tais inseticidas em programas de manejo integrado de
pragas (SHANNAG; CAPINEIRA; FREIHAT, 2013). Em areas de produgdo organica e
agroecoldgica, onde o uso de pesticidas ndo € permitido, o uso de extratos botanicos ¢ uma
alternativa viavel para o manejo de insetos-praga podendo tornar o controle mais sustentavel
(ISMAN 2006; PEREIRA 2014; CAMPOLO etal., 2017).

Os resultados obtidos sugerem que o uso de extratos de nim podem contribuir para
futuras acdes de conservagdo e mitigagdo de riscos relacionados a toxicidade de pesticidas
sintéticos em areas agricolas a A. mellifera, uma vez que essas substancias se caracterizam como
potenciais alternativas no controle de insetos-praga. Além de contribuir para subsidiar novas
pesquisas. Ainda sendo necessario a realizagdo de novas avaliagdes de extratos botdnicos em

outros organismos benéficos.

6. CONCLUSOES

Independente da concentragdo avaliada, os extratos aquosos das folhas e sementes de
nim foram pouco toxicos a A. mellifera.
Os extratos aquosos de folhas e sementes de nim ndo afetaram a capacidade de voo de

A. mellifera.


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/biodegradability
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/integrated-pest-management
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/integrated-pest-management
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