Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

40335

Toxicidade oral de inseticidas derivados do NIM sobre a abelha
africanizada Apis Mellifera (Hymenoptera: Apidae)

Oral toxicity of neem derived insecticides on the africanized bee Apis
Mellifera (Hymenoptera: Apidae)

DOI:10.34117/bjdv8n5-493

Recebimento dos originais: 21/03/2022
Aceitacdo para publicacdo: 29/04/2022

Allysson Jonhnny Torres Mendonca
Mestrando
Instituicdo: Programa de Pos-graduacdo em Engenharia Agricola - Universidade Federal
de Campina Grande (UFCG)
Endereco: Rua Olivan Queiroz, 178, Bela Vista, Patos - PB, CEP: 58704-520
E-mail: allyssonjonhnny@hotmail.com

Vitor da Silva Rodrigues
Bacharel em Agronomia pela Universidade Federal de Campina Grande, campus
Pombal, PB
Instituicdo: Universidade Federal de Campina Grande (UFCG)
Endereco: Rua Jairo Vieira Feitosa, 1770 - Pereiros, Pombal - PB, CEP: 58840-000
E-mail: vitor.ufcg.123@gmail.com

Emanoely Karoliny Santos da Silva
Bacharel em Agronomia pela Universidade Federal de Campina Grande, campus
Pombal, PB
Instituicdo: Universidade Federal de Campina Grande (UFCG)
Endereco: Rua Jairo Feitosa, Pereiros, Pombal-PB, Brasil
E-mail: emanoelyka@gmail.com

Rafael Pereira da Silva
Graduando em Agronomia
Instituicdo: Universidade Federal de Campina Grande (UFCG)
Endereco: Rua Nossa Senhora do Roséario, N° 172, Bairro Jardim Sorrilandia 11, Sousa
PB
E-mail: rafael.p.silva@estudante.ufcg.edu.br

Carlos Henrigue Peixoto de Barros
Bacharel em Agronomia
Instituicdo: Universidade Federal de Campina Grande (UFCG)
Endereco: Rua 1 N°63, bairro Cohab 2, Parnamirim-PE
E-mail: henriquepeixotodb8@gmail.com

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.8, n.5, p.40335-40345, may., 2022



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

40336

Tiago Augusto Lima Cardoso
Doutorado
Instituicdo: Programa de Pos-graduacdo em Sistemas Agroindustriais - Académico
Universidade Federal de Campina Grande
Endereco: Rua Jairo Vieira Feitosa, 1770 - Pereiros, Pombal — PB
CEP: 58840-000
E-mail: tiagoipj@yahoo.com.br

Elton Lucio de Araujo
Doutorado
Instituicdo: Universidade Federal Rural do Semi-Arido
Endereco: Rua Francisco Mota Bairro, 572 - Pres. Costa e Silva, Mossoré — RN
CEP: 59625-900
E-mail: elton@ufersa.edu.br

Ewerton Marinho da Costa
Doutorado
Instituicdo: Centro de Ciéncias e Tecnologia Agroalimentar (CCTA/UFCG)
Endereco: Rua Jairo Vieira Feitosa, 1770 - Pereiros, Pombal — PB
CEP: 58840-000
E-mail: ewerton.marinho@professor.ufcg.edu.br

RESUMO

O estudo da toxicidade de inseticidas sobre a abelha Apis mellifera fornece subsidios para
a preservacao desse polinizador em areas agricolas. Diante disso, objetivou-se avaliar a
toxicidade oral de inseticidas derivados do nim (Azadirachta indica) sobre A. mellifera
em condicdes de laboratdrio. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado composto por oito tratamentos [Testemunha absoluta: agua destilada;
Testemunha positiva: Inseticida Tiametoxam; duas doses do 6leo comercial de nim (150
ml/100 L e 200 ml/100 L); duas doses do extrato aquoso de folhas de nim (5 g/100 ml e
10 g/100 ml); e duas doses do extrato aquoso de sementes de nim (5 g/100 ml e 10 g/100
ml)] e 10 repeti¢cBes.Os inseticidas a base de nim (extratos aquosos e dleo comercial)
ocasionaram mortalidade entre 12,9% e 25,9% sobre as abelhas, demonstrando baixa
toxicidade a A. mellifera quando comparados com testemunha positiva (Inseticida
Tiametoxam), que ocasionou 100% de mortalidade. No entanto, ocorreu uma alteracédo
no comportamento das abelhas ap6s o inicio da ingestdo de dieta contaminada com 0s
inseticidas derivados do nim, havendo uma reducdo na procura pela dieta artificial,
especialmente nas duas doses do 6leo comercial. Todos os tratamentos com inseticidas a
base de nim apresentaram Tempo Letal Mediano (TLso) superiores a testemunha positiva.
O 6leo comercial de nim, independente da dose, apresentou TLso de 86,22 horas, enquanto
0s extratos aquosos de semente e folhas de nim, independente da dose, proporcionaram
um TLso de 103,75 horas.

Palavras-chave: Azadirachta indica, controle alternativo, mortalidade, polinizador.

ABSTRACT

Studying the toxicity of insecticides on Apis mellifera bees provides support for the
preservation of pollinator in agricultural areas. This study evaluates the oral toxicity of
insecticides derived from neem (Azadirachta indica) on A. mellifera under laboratory
conditions. The experiment comprised a completely randomized design consisting of
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eight treatments [Absolute control: distilled water; Positive control: Thiamethoxam
Insecticide; two doses of commercial neem oil (150 ml/100 L and 200 ml/100 L); two
doses of aqueous extract of neem leaves (5 g/100 ml and 10 g/100 ml); and two doses of
aqueous extract of neem seeds (5 g/100 ml and 10 g/100 ml)], all with 10 repetitions. The
neem-based insecticides (aqueous extracts and commercial oil) caused mortality
percentages from 12.9% and 25.9%, showing low toxicity to A. mellifera when compared
to the positive control (Insecticide Thiamethoxam), which caused 100% of mortality.
However, there was a change in the bees' behavior, because, after the ingestion of thefood
with neem-derived insecticides, bees reduced the use of artificial diet, especially the two
doses of commercial oil. All treatments with neem-based insecticides showed Median
Lethal Time (TLso) higher than the positive control. The commercial neem oil,
independent of the dose, had a TLso of 86.22 hours, while the aqueous extracts of neem
seed and leaves, independent of the dose, provided a TLso of 103.75 hours.

Keywords: Azadirachta indica, alternative control, mortality, pollinator.

1 INTRODUCAO

As abelhas sdo insetos essenciais para polinizacdo e manuten¢éo dos ecossistemas
terrestres (MACIEL et al., 2018; PAIXAO; SILVA 2021). Em é&reas agricolas, a
polinizacéo realizada pelas abelhas é fundamental para maioria das culturas exploradas
economicamente (KLEIN et al., 2020), destacando-se a espécie Apis mellifera L.
(Hymenoptera: Apidae) como um dos polinizadores mais eficientes (GARIBALDI et al.,
2016).

Nos ultimos anos, tem sido observado o desaparecimento de abelhas em &reas
agricolas de todo 0 mundo, sendo a aplicacdo de pesticidas nas lavouras, especialmente
0s inseticidas, uma das principais causas desse problema (GODFRAY et al., 2014; ROSA
etal., 2019). As abelhas podem entrar em contato com inseticidas por meio da exposicéo
a particulas suspensas no ar e nas partes vegetais, bem como pela ingestdo de néctar e
polen contaminados, o que pode proporcionar efeito letal e subletal (PIRES et al., 2016;
HEARD et al., 2017).

Uma das alternativas para reduzir a dependéncia por pesticidas sintéticos no
manejo de pragas € a utilizagdo de inseticidas naturais ou biopesticidas, como 0s extratos
e Oleos vegetais. Dentre as espécies vegetais com efeito inseticida, o nim (Azadirachta
indica A. Juss), cujo principal ingrediente ativo é a Azadiractina, € uma das mais
estudadas no mundo (MARTINEZ, 2002). Todavia, pesquisadores alertam para
necessidade de avaliar os efeitos letais e subletais dos biopesticidas sobre as abelhas, pois

ja foram observados impactos negativos sobre polinizadores apds exposi¢do a alguns
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desses produtos, como por exemplo o Oleo de nim (BARBOSA et al., 2015;
BERNARDES et al., 2017).

O oleo da semente de nim ja foi relatado ocasionando reducéo na sobrevivéncia e
alimentacdo de operarias adultas das abelhas A. mellifera, Bombus Terrestris L.,
Melipona quadrifasciata L., Partamona hellerie F. e Tetragonula iridipennis S.
(MELATHOPOULOS et al., 2000; SINGH et al., 2015; BARBOSA et al., 2015;
BERNARDES et al., 2017). Xavier et al. (2015) destacaram que o 6leo comercial do nim
causou efeito letal e subletal em larvas e adultos de A. mellifera na concentracdo de 2
ml/L. De acordo com Alves (2010), inseticidas a base do nim ocasionam efeito repelente
em campeiras, toxicidade para operéarias e mortalidade de larvas. Por outro lado, ainda
séo escassas informacOes sobre os efeitos dos extratos aquosos de folhas e sementes de
nim sobre A. mellifera.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a toxicidade oral de inseticidas derivados
do nim sobre a abelha africanizada A. mellifera, visando ampliar as informacdes
relacionadas ao tema e contribuir para 0 manejo sustentavel da referida abelha em &reas

agricolas.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Entomologia (sala climatizada a 25 +
2 °C, 50 £ 10% UR e fotofase de 12 h) pertencente ao Centro de Ciéncias e Tecnologia
Agroalimentar (CCTA) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Pombal —
PB.

Para realizacdo do trabalho foram utilizadas operarias adultas de A. mellifera
provenientes de trés colnias pertencentes ao apiario do CCTA/UFCG. Os inseticidas a
base de nim avaliados foram: extrato aquoso das sementes, extrato aquoso das folhas e
6leo comercial de nim (Azamax®). Como testemunha absoluta foi utilizada 4gua destilada
e como testemunha positiva o inseticida Actara® (Tiametoxam) na dose maxima

recomendada para o controle de pragas em meloeiro (Tabela 1).
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Tabela 1. Inseticidas a base de nim e respectivas doses (minima e maxima) que foram avaliados com relacéo
a toxicidade sobre a abelha africanizada Apis mellifera. Pombal — PB, 2021.

Tratamentos Ingrediente Ativo Dose

Testemunha Absoluta (agua destilada) - -

Testemunha positiva (Actara®) Tiametoxam 0,30gi.a. L*

Azamax® Azadiractina 150 ml/100 L (0,018 gi. a. L™
Azamax® Azadiractina 200 ml/100 L (0,028 gi.a. L ™)
Extrato de Sementes de nim Azadiractina 59 /100 ml

Extrato de Sementes de nim Azadiractina 10 g/ 100 ml

Extrato de Folhas de nim Azadiractina 59/100 ml

Extrato de Folhas de nim Azadiractina 10 g/ 100 mi

Para o preparo dos extratos vegetais, inicialmente foram coletadas folhas e frutos
maduros em plantas de nim localizadas no CCTA/UFCG. Apos coleta, os materiais foram
transportados ao laboratdrio, sendo as sementes obtidas por meio da remogéo da polpa
dos frutos. Em seguida folhas e sementes foram secas, separadamente, em estufa de
circulacdo forcada de ar a temperatura de 40°C por um periodo de 48h. Apos a secagem,
os materiais foram triturados em um liquidificador até a obtencéo do p6. As concentragdes
dos extratos de nim foram obtidas a partir das quantidades de 5 e 10 g do pd, tanto para
folhas quanto para sementes, adicionadas a 100 ml de 4gua destilada, sendo a mistura
mantida em repouso por 24 horas, em ambiente escuro, para extracdo das substancias
bioativas. Todas as misturas foram filtradas em tecido Voil antes da aplicacéo.

A toxicidade oral dos inseticidas derivados do nim foi avaliada seguindo a
metodologia utilizada por Costa et al. (2014). Inicialmente, operérias adultas de A.
mellifera foram anestesiadas por meio do frio (£ 4°C por 90 segundos) e em seguida
distribuidas em arenas [recipientes plasticos (15 cm de didmetro X 15 cm de altura) com
a extremidade parcialmente coberta com tela anti-afideo e laterais com aberturas de 0,1
cm], nas quais permaneceram por 2 horas sem alimento.

A dieta artificial utilizada foi a Pasta Candi, que foi obtida misturando-se mel e
acucar refinado. Logo ap6s o preparo, a dieta foi fracionada em porcdes de
aproximadamente 10g, acondicionadas em recipientes plasticos individualmente, sendo
posteriormente pulverizadas com os inseticidas utilizando-se um pulverizador manual.
Apos a pulverizagéo, a dieta contaminada foi inserida nas arenas, juntamente com algodao
embebido em &gua destilada. Ressalta-se que as abelhas ficaram sob observagéo constante
até que se obteve a confirmacdo da ingestdo do alimento.

O bioensaio foi realizado em delineamento inteiramente casualizado composto
por oito tratamentos [Testemunha absoluta— agua destilada; Testemunha positiva —

Actara® (Tiametoxam); 6leo comercial de nim— 150 ml/100 L; 6leo comercial de nim—
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200ml/100 L; extrato aquoso de folhas de nim— 5 g/100 ml; extrato aquoso de folhas de
nim— 10 g/100 ml; extrato aquoso de sementes de nim— 5 g/100 ml; e extrato aquoso de
sementes de nim— 10g/100 ml], em 10 repeti¢des cada, sendo cada unidade experimental
formada por 10 abelhas operarias adultas.

Foram avaliadas a mortalidade e o comportamento (prostracéo, tremores, paralisia
e reducdo de alimentacdo) das abelhasa 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 12, 24, 36 e 48 horas apds o
inicio da exposicdo aos tratamentos. Foram registradas como mortas as abelhas que nédo
responderem a estimulos mecénicos (toques no corpo das abelhas, em cada periodo de
avaliacdo, com um pincel fino).

A porcentagem de mortalidade foi calculada para cada tratamento e corrigida por
meio da equacdo de Abbott (ABBOTT, 1925), sendo em seguida aplicado o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de significancia. Para os dados de
sobrevivéncia dos adultos foi utilizado o pacote Survival (THERNEAU; LUMLEY,
2010) do software R, sendo os dados submetidos a analise de distribuicdo de Weibull. Os
tratamentos com efeitos semelhantes (toxicidade e velocidade de mortalidade) foram
agrupados usando contrastes. O tempo letal mediano (TL so) também foi calculado para
cada grupo formado. Todas as analises foram realizadas por meio do software R (R

Development Core Team, 2020).

3 RESULTADOS

Os inseticidas a base de nim (extratos aquosos e 6leo comercial) ocasionaram
mortalidade entre 12,9% e 25,9% sobre as abelhas ap6s a ingestdo da dieta contaminada,
sendo considerados pouco téxicos a A. mellifera quando comparados com testemunha
positiva (Inseticida Tiametoxam), que ocasionou 100% de mortalidade ao final do
periodo de avaliacdo. Nao houve diferenca estatistica entre os extratos aquosos (folha e
semente) e o 6leo comercial de nim, sendo 0s menores percentuais de mortalidade
registrados para os extratos das sementes e folhas, com mortalidade inferior a 15%

independente da dose avaliada (Tabela 2).

Tabela 2. Mortalidade (%) de Apis mellifera via ingestdo de dieta contaminada com os diferentes inseticidas
derivados de nim, Pombal — PB, 2021.

Tratamentos Dose Mortalidade (%)*
Testemunha absoluta (agua destilada) Oc
Testemunha positiva (Inseticida Tiametoxam) 0,30¢g.i.a/L 100a

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.8, n.5, p.40335-40345, may., 2022



Brazilian Journal of Development | 40341

ISSN: 2525-8761

Oleo comercial de nim (Azamax®) 150 mi/100 L 20,0b
Oleo comercial de nim (Azamax®) 200 ml/100 L 25,9b
Extrato aquoso de sementes de nim 5g/100 ml 14,2b
Extrato aquoso de sementes de nim 109/100 ml 14,9b
Extrato aquoso de folhas de nim 5¢/100 ml 12,9b
Extrato aquoso de folhas de nim 10g/100 ml 13,2b

*Mortalidade corrigida pela equacdo de Abbott (1925) e médias seguidas pela mesma letra, nas colunas,
ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal — Wallis ao nivel de 5% de significancia.

Ap0s o inicio da ingestdo de dieta contaminada com os inseticidas derivados de
nim houve uma reducédo na procura pela dieta artificial, especialmente nas duas doses do
6leo comercial, 0 que sugere uma alteracdo sobre o comportamento das abelhas. As
abelhas expostas a dieta contaminada com Tiametoxam apresentaram tremores,
prostracdo e posterior paralisia antes da morte.

De acordo com a analise de sobrevivéncia, todos os tratamentos com inseticidas a
base de nim apresentaram Tempo Letal Mediano (TLso) superiores a testemunha positiva.
O bleo comercial de nim, independente da dose, apresentou TLso de 86,22 horas, enquanto
0s extratos aquosos de semente e folhas de nim, independente da dose, proporcionaram
uma TLso de 103,75 horas, enquanto que a testemunha positiva apresentou TLso de 7,87

horas (Figura 1).

Figura 1. Sobrevivéncia (%) de A. mellifera ap6s fornecimento de dieta contaminada com os respectivos
tratamentos e tempos letais mediano (TLso) em horas, Pombal — PB, 2021.
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Grupo 1: Testemunha absoluta — Agua destilada. Grupo 2: Oleo comercial de nim [150 ml/100 L (0,018 g
i.a. L-1) e 200 ml/100 L (0,028 g i. a. L-1)]; Grupo 3: Extrato aquoso de sementes de nim ( 5 g/100 ml e10
9/100 ml) e Extrato aquoso de folhas de nim (5 g/100 ml e 10 g/100 ml); Grupo 4: Testemunha positiva —
Inseticida Tiametoxam.
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4 DISCUSSAO

Todos os inseticidas derivados do nim foram menos toxicos do que a testemunha
positiva, o inseticida Tiametoxam, produto que ja foi relatado como extremamente nocivo
as operarias adultas de A. mellifera via ingestdo (COSTA et. al., 2014). Sabe-se que 0s
efeitos adversos da Azadiractina sobre A. mellifera dependem da idade das abelhas e da
concentracdo do produto (AMARAL et al., 2015). Portanto, uma das possiveis causas da
baixa mortalidade observada no presente trabalho é o fato da Azadiractina interferir
principalmente na atividade de hormonios que regulam o processo de crescimento e
metamorfose, ou seja, compromete especialmente o desenvolvimento dos insetos jovens
(SCHMUTTERER, 1990; ASCHER, 1993).

Contudo, é importante salientar que foi observada uma reducéo na procura pelo
alimento contaminado com os inseticidas a base de nim, especialmente nas concentragdes
do 6leo comercial, 0 que pode prejudicar a obtencdo de nutrientes e a longo prazo debilitar
as operarias, comprometendo suas atividades. Schmutterer (1990) destaca que dentre 0s
varios efeitos adversos da Azadiractina sobre os insetos esta a inibigdo de alimentacdo, o
que prejudica o desenvolvimento e as atividades dos individuos. Outros pesquisadores
também destacam os efeitos repelente (NAUMAN et al.,1994) e deterrente (SAXENA;
KHAN, 1985; GUPTA; BIRAH, 2001) do referido ingrediente ativo sobre insetos, o que
pode explicar a reducdo na procura pelo alimento contaminado no presente trabalho.

Mesmo sem diferenca estatistica entre os inseticidas derivados do nim em relacdo
a mortalidade,as concentracdes do 6leo comercial ocasionaram as maiores taxas de morte
e proporcionaram reducdo notdria na probabilidade de sobrevivéncia das abelhas, com o
menor tempo letal mediano, ou seja, maior velocidade de mortalidade. Outros estudos ja
relataram que a exposic¢ao ao 6leo da semente de nim reduz a sobrevivéncia e alimentacéo
de operarias adultas das abelhas A. mellifera, Bombus terrestris L., Melipona
quadrifasciata L., Partamona hellerie F. e Tetragonula iridipennis S.
(MELATHOPOULOS et al., 2000; SINGH et al., 2015; BARBOSA et al., 2015;
BERNARDES et al., 2017). Xavier et al. (2015) destacaram que o 6leo comercial de nim
causou efeito letal e subletal em larvas e adultos de A. mellifera na concentragéo de 2
ml/L. Gomes et al. (2020) também destacaram que o 6leo comercial de nim, em doses
recomendadas para uso no manejo de pragas, provocou redugdo na sobrevivéncia e
capacidade de vbo de operarias da abelha A. mellifera.

Os resultados obtidos ampliam as informagdes acerca dos efeitos de inseticidas

derivados do nim sobre a sobrevivéncia e comportamento da abelha A. mellifera,

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.8, n.5, p.40335-40345, may., 2022



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

40343

especialmente em relacdo aos extratos aquosos de folhas e sementes. Além disso, 0s
resultados reforcam a necessidade de aten¢do no momento de aplicacdo durante o periodo
de floracdo, bem como podem subsidiar novas pesquisas para determinar os efeitos dos
extratos aquosos e doses comerciais do 6leo de nim em outros modos de exposicéo e em

condicgdes de campo.

5 CONCLUSOES

o Independente da dose avaliada, os inseticidas derivados do nim foram
pouco téxicos sobre operdrias adultas da abelha africanizada A. mellifera via
ingestao.

. Os extratos aquosos de folhas e sementes de nim ocasionaram 0s menores
percentuais de mortalidade das abelhas e apresentaram o tempo letal mediano
(TLso) mais proximo da testemunha absoluta.

o Foi constatada reducdo na procura e consumo da dieta contaminada com

inseticidas derivados do nim.
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