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RESUMO: Inseticidas botanicos tém sido utilizados no controle alternativo de insetos-praga por
apresentarem menor risco ao ambiente, mas também podem atuar toxicamente em organismos benéficos,
especialmente as abelhas, como a Melipona scutellaris, importante polinizadora nativa no Brasil. Nesse
estudo, objetivou avaliar o efeito de produtos comerciais a base de éleo de Azadirachta indica em operarias
de Melipona scutellarss. Abelhas operdrias recém-emergidas foram expostas a ingestdo e contato em
superficie contaminada de trés produtos comerciais nas doses de 0,5%; 1,0% e 1,5% e controle contendo
agua destilada. Dois produtos comerciais (III e II), causaram maior mortalidade das abelhas em ambos os
métodos de exposic¢do, provocando também a diminui¢io na movimentagdo das operdrias e posteriormente
a morte. Essas informagdes sdo relevantes, de forma a alertar os agricultores de economia familiar para o
uso moderado e controlado de produtos naturais no controle de pragas, especialmente aqueles que
trabalham em regime de sistema agroecolégico, onde a criagdo de abelhas sociais sem ferrdo também tem
sido incrementada.

PALAVRAS-CHAVE: Abelhas sem ferrio, Meliponicultura, 6leo de Nem.

ABSTRACT: Botanical insecticides have been used in the alternative control of pest insects because they
present less risk to the environment, but they can also act toxicly in beneficial organisms, especially bees,
such as Melzpona scutellaris, an important native pollinator in Brazil. In this study, it aimed to evaluate the
effect of Azadirachta indica oil-based products on workers from Melipona scutellaris. Newly emerged
worker bees were exposed to ingestion and contact on the contaminated surface of three commercial
products at doses of 0.5%; 1.0% and 1.5% and control containing distilled water. Two commercial
products (IIT and II) caused higher mortality to bees in both methods of exposure, also causing a decrease
in the movement of workers and later death. This information is relevant, in order to alert family
economy farmers to the moderate and controlled use of natural products in pest control, especially those
who work under an agroecological system, where the breeding of stingless social bees has also been
increased.

KEYWORDS: Stingless bee, Meliponiculture, Neem oil.
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INTRODUCAO

Inseticidas botanicos comerciais tém sido aplicados no controle de pragas em
alternativa aos inseticidas sintéticos. Eles sdo utilizados principalmente por agricultores
tamiliares, pois sdo de facil obtengdo e utilizagdo, além de serem de baixo custo
(AHMAD et al,, 2015; PANT et al,, 2016; ALI et al., 2017). Dentre os mais utilizados
estdo os produtos a base de Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae), que possui o alcaldide
azadiractina como principal principio ativo (CAMPOS et al., 2016). A utilizagdo de
extratos de A. indica também oferece risco de contaminagio ao ambiente, com o actiimulo
de residuo no solo, comprometendo suas propriedades fisico-quimicas (KIZILKAYA et
al.,, 2015). A persisténcia do composto azadiractina no campo varia de trés a sete dias
(UNAL; ARKUZU, 2009), o uso intensivo pode estabilizar o composto no ambiente
aumentando o efeito téxico residual em organismos benéficos, dentre os quais merecem
atengdo as abelhas, devido ao seu importante papel ecossistémico na polinizagdo de
espécies vegetais (GIANNINI et al., 2015; CHAMBO, 2016; ROUBIK et al., 2018). Os
bioinseticidas podem ter toxicidade letal e ou subletal significativa para as abelhas,
sendo algumas vezes tdo elevada quanto a atribuida aos inseticidas sintéticos, como os
neonicotinoides (BARBOSA et al.,, 2015a).

A maioria dos estudos de toxicidade de agrotéxicos em abelhas é focada na
espécie Apis mellifera Linnaeus 1758 (Hymenoptera: Apidae), principalmente devido a
sua importancia econémica (ARENA; SGOLASTRA, 2014; BOFF et al, 2018; LEITE
et al, 2018; VAN DYKE et al, 2018). Esta foi também a primeira espécie alvo de
estudos de toxicidade do bioinseticida azadiractina (MELATHOPOULOS et al., 2000).
Ainda pouco se sabe sobre os efeitos dos inseticidas botanicos comerciais, como aqueles a
base de A. indica em outras abelhas, como Bombus spp. (KOSKOR et al, 2009;
BARBOSA et al, 2015b) e as espécies sociais da tribo Meliponini, incluidas em
diferentes géneros (XAVIER et al, 2012; BARRETO et al.,, 2012; SINGH et al,, 2015;
BARBOSA et al, 2015a; LIMA et al.,, 2016; BERNARDES et al, 2018). Espécies de
Melzpona (Apidae: Meliponini) tem sido reportada visitando diversas espécies vegetais de
interesse econdmico (GIANNINI et al., 2015), contudo apenas Melipona quadrifasciata
Lepeletier 1836 foi alvo de investigacdes sobre a toxicidade de bioinseticidas, como

azadiractina (BARBOSA et al., 2015c¢) e espinosade (TOME et al., 2015b).
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Os efeitos negativos de azadiractina na sobrevivéncia das abelhas foram
reportados para A. mellifera (XAVIER et al., 2015; AMARAL et al., 2015), Tetragonisca
angustula Latreille 1811 (XAVIER et al, 2010), Trigona spinipes Fabricius 1793
(CORREIA-OLIVEIRA et al., 2012) e Tetragonula iridipennis Smith 1854 (SINGH et al.,,
2015). Adicionalmente, diversos efeitos subletais da azadiractina tém sido registrados
em diferentes grupos de insetos, incluindo abelhas (LIMA et al., 2016). Azadiractina
pode causar reducdo da alimentagdo e atuar como regulador de crescimento em insetos
(MORGAN, 2009), além de agdo esterilizante em diferentes espécies (SAYAH et al.,
1998; ARNO; GABARRA, 2011).

Considerando a riqueza elevada de espécies de abelhas sem ferrdo (Meliponini)
no Brasil (PEDRO, 2014), e a importancia das abelhas como polinizadores de culturas e
suas diferentes particularidades, que resultam em variagdes interespecificas na
vulnerabilidade aos produtos fitossanitarios (XAVIER et al, 2010; ARENA;
SGOLASTRA, 2014; BERNARDES et al,, 2016; DORNELES et al,, 2017; LI et al.,
2017), é importante direcionar a investigacdo dos efeitos dos agrotéxicos convencionais
e dos bioinseticidas para as abelhas sem ferrdo. A escassez de informagdes a respeito dos
efeitos dos inseticidas botanicos sobre insetos benéficos constitui um importante
obstaculo no uso sustentivel de polinizadores em dreas agricolas (FREITAS;
PINHEIRO, 2010).

A. indica foi indicada como uma das espécies de alta prioridade para estudos de
avaliagdo de riscos de agrotéxicos no Brasil, tendo como base diferentes critérios de
importancia, tais como: distribui¢do geografica, abundincia em déreas cultivadas e
importancia como polinizadores de plantas cultivadas e nativas (PIRES; TORENZANTI,
2018). Objetivou com o presente estudo, avaliar o efeito de produtos comerciais a base
de 6leo de Azadirachta indica sobre Melipona scutellaris Latreille 1811 (Hymenoptera:

Apidae) em condig¢des de laboratério.

MATERIAIS E METODOS

Operarias recém-emergidas de Melzpona scutellaris provenientes de um

meliponadrio instalado no municipio de Cruz das Almas, Estado da Bahia, Brasil foram
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utilizadas nos bioensaios. A identificagdo e uniformidade de idade das operarias foram
realizadas de acordo com Rother et al. (2009). As abelhas foram submetidas a dois
métodos de exposi¢do (Tratamento): contato direto com superficie contaminada e
ingestdo distribuidos em quatro tratamentos, sendo estes correspondentes a trés
produtos comerciais de 6leo de Neem com formulagdo Concentrado Emulsiondvel — CE
(Produtos I, IT e I1I) e o tratamento controle (Agua Destilada Esterilizada — ADE), com
quatro repeti¢des cada e trés doses estabelecidas pelo fabricante: 5 mL/1000 mL (0,5%);
10 mL/1000 mL (1,0%) e 15 mL/1000 mL (1,5%), diluidas em 1.000 mL de ADE até
total homogeneidade da solugdo preparada (ROTHER et al., 2009).

Em fungdo dos resultados obtidos, cada produto foi enquadrado em classes de
toxicidade para os dois métodos (Tratamentos) testados, seguindo critérios estabelecidos
pela International Organisation for Biological Control — IOBC conforme metodologia
descrita por Hassan; Degrande (1996), e adaptado por Rocha; Carvalho (2004): Nivel 1 =
nio téxico (< 30% de redugdo na capacidade de movimentagdo), Nivel 2 = ligeiramente
toxico (30% < 79% de reducdo na capacidade de movimentacdo), Nivel 3 =
moderadamente t6xico (80% < 99% de redugdo na capacidade de movimentagéo) e Nivel

4 = toéxico (> 99% de redugdo na capacidade de movimentagio) (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas dos produtos comerciais de 6leo de Neem (Azadirachta indica)
testados, com formulagio Concentrado Emulsiondvel — CE e classe de toxicidade.
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Produto Concentracio Dose comercial Doses Classe de
Azadiractina (ppm) recomendada’ (%) testadas (%) toxicidade®

0,5

I 2000 0,5a 1,0 1,0 9
1,5
0,5

II 2000 1,0 1,0 3
1,5
0,5
1,0 4

I11 2389 2,0 s

! Doses comerciais recomendadas: 1% e 2% (Produto II, respectivamente para combate preventivo e
curativo as pragas); 2% e 3% (Produto III, respectivamente para combate preventivo e curativo as pragas)
(informagdes fornecidas no rétulo dos produtos comerciais). 2 Classe de toxicidade (HASSAN;
DEGRANDE, 1996), adaptado por Rocha; Carvalho (2004).

Os bioensaios foram instalados em recipientes plasticos (15 cm de diametro e 13

cm de altura) forrados internamente com papel filtro, sendo a parte superior coberta com
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tecido tipo woi/ de seda e vedados com liga eldstica. Em cada recipiente foram
acondicionadas cinco abelhas operarias adultas, sendo utilizados 20 individuos por dose,
totalizando 240 abelhas para cada método de exposigio.

As abelhas do tratamento controle receberam uma solugio de mel a 10% (100 g /
1.000 mL. de ADE) e é4gua, umedecidos em chumago de algoddo. A exposi¢do aos
produtos foi realizada em dois Métodos (‘Tratamentos) como segue:

Método de ingestdo: Foram incorporadas solugdo diluida de mel a 10% as doses
testadas e fornecidos as abelhas por meio de chumago de algoddo umedecido, os quais
foram trocados diariamente, a fim de evitar o ressecamento.

Método de contato direto: Discos de papel filtro foram embebidas por cinco
segundos nas doses pré-estabelecidas para cada produto e secas sob temperatura
ambiente por aproximadamente duas horas para favorecer a secagem total dos discos
(ROTHER et al,, 2009), em seguida dispostas no fundo do recipiente. Em seguida as
abelhas foram inseridas no recipiente. O alimento oferecido as abelhas desse método foi
semelhante ao fornecido no método de ingestdo. Como tratamento controle utilizamos o
papel filtro imerso por cinco segundos em agua destilada.

O ensaio experimental foi realizado em B.O.D. (Biological Oxygen Demand) sob
temperatura de 25 + 5°C e umidade relativa de 70% =+ 5%, com 12/12 h de fotoperiodo.
A taxa de mortalidade foi considerada, a partir das 24 h apds as aplicagdes, para os dois

métodos de exposigdo até 72 h de observagdo (ROTHER et al., 2009).

JX+0,5

as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando os

Os dados foram transformados pela , submetidos a analise de variancia e

pacotes ExpDes.pt, agricolae e o Imtest do programa estatistico R (R CORE TEAM,

2017).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da analise dos produtos versus as doses no tratamento por ingestiao
apresentaram efeito significativo (p<0,001) (Figura 1), onde o Produto III quando
aplicado por esse método nas doses de 1,0 e 1,5%. Este Produto apresentou mortalidade

de 100% as operdrias de Melipona scutellaris, classificado como téxico (Nivel 4) em ambos
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os tratamentos testados (métodos de exposi¢do). J4 os Produtos I e II na dose de 1,0%
para os dois tratamentos testados, foram classificados como ligeiramente téxico (Nivel
2) com 40% de mortalidade e moderadamente téxico (Nivel 3) com 80% de abelhas
mortas, respectivamente.

[}

T =0.554+1.85x
R*=0.92
5 A =0.2+5.4x -3x2
P R*=0.98
a3
=
=] -
= 4 yEE=0.34+3.35x
= RZ=0.91
=
= 3
z
=
Z 2z
'z,
1
!
) L
0 0.5 1 1.5

Doszes
NG/prodl ING/prodll ING/prodL

Figura 1. Mortalidade de operdrias de Melipona scutellaris expostas via ingestdo (ING)
dos produtos (prod) comerciais I, IT e III nas doses 5 mL, 10 mL e 15 mL (0,5%, 1,0% e
1,6%), entre 24 e 72 h ap6s a exposigéo.

Tabela 2: Mortalidade de operarias de Melipona scutellaris entre 24 e 72 horas apds a
exposi¢do via contato direto com superficie contaminada e ingestdo em diferentes doses
(%) de trés produtos (Prod) comerciais de 6leo de Azadirachta indica. Formulagdo
concentrado emulsiondavel (CE) nas Doses: 5 mL/1.000 mL, 10 mL/1.000 mL e 15
mL/1.000 mL (0,5%; 1,0%; e 1,5%).

Método de exposicio Produtos
Prod I Prod I1 Prod III
Tratamento controle (0,0%)
CONTATO 0,00 aA 0,25 aA 0,25 aA
INGESTAO 0,25 aA 0,25 aA 0,50 aA
Dose 0,5%
CONTATO 3,25 aA 1,560 aB 0,25 aB
INGESTAO 2,00 aA 2,00 aA 1,25 aA
Dose 1,0%
CONTATO 1,50 aC 3,25 aB 5,00 aA
INGESTAO 2,25 aB 275 aB 4,50 aA
Dose 1,5%
CONTATO 2,00 aB 3,50 aAB 5,00 aA
INGESTAO 3,25 aB 1,50 bC 5,00 aA

Meédias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna, nido diferem entre si pelo teste I a 5% de
probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra maitscula na linha néo diferem entre si pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade.
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A exposicdo das operarias via contato direto com superticie contaminada (Figura
2) demonstrou a toxicidade da azadiractina as operdrias de Melipona scutellaris nas doses
de 1,0 e 1,6%, resultando em alta mortalidade, tanto para o Produto III (Classe de
toxicidade: Nivel 4 — téxico) quanto para o Produto II (Classe de toxicidade: Nivel 3 —

moderadamente téxico).

6 Y =0.3625+4.975x-2.75%x2
R2=0.52
5
z FEE=0.442.3x
= R>=0.94
=]
g 4
o
= Yt =0.225 -3 8x
= R>=0.50
= 3
2
S
T 2
Z,
1
o I
0 0.5 1 1.5

Doses

CONT/prodI CONT/prodII CONT/prodIIT

Figura 2. Mortalidade de operérias de Melipona scutellaris exposta via contato direto
com superficie contaminada (CONT) com os Produtos (prod) comerciais III, II e I nas
doses 5 mL, 10 mL e 15 mL (0,5%, 1,0% e 1,5%), entre 24 e 72 h ap6s a exposigdo.

Azadirachta indica apresentou efeito téxico para Melipona scutellaris em doses
acima de 1,0%, nos dois métodos de exposi¢do (Tratamentos) aplicados em condigdes
controladas, causando sintomas como perda da coordenagdo motora e mortalidade nas
operdrias.

As abelhas apresentaram sintomas de intoxicagdo em menos de 24 h apés
aplicagdo do Produto III (Classe de toxicidade: Nivel 4 — téxico) na dose 1,0% e do
Produto II (Classe de toxicidade: Nivel 3 — moderadamente téxico) na dose de 1,5% em
ambos os métodos de exposi¢do testados, apresentando lentiddo dos movimentos, falta
de orientagio, tremores nas pernas, paralisia e posteriormente a morte.

Observou-se que apenas o Produto I nido apresentou diferenga na mortalidade as
operarias de Melipona scutellaris causada entre as doses utilizadas, tanto na aplicagdo por
contato como por ingestdo (Tabela 2). A toxicidade do Neem pode estar relacionada

com o tipo de formulagio dos produtos testados, sendo no presente estudo tipo

DIVERSITAS JOURNAL. Santana do Ipanema/AL. vol. 5, n. 3, p.1536-1560, jul./set. 2020.

Pagina | 1553



TOXICIDADE DE PRODUTOS COMERCIAIS A BASE DE Azadirachta indica EM Melipona scutellaris (Hymenoptera:
Apidae)

TOXICITY OF COMMERCIAL PRODUCTS BASED ON Azadirachta indica ON Melipona scutellaris (Hymenoptera:
Apidae)

NEVES, Cynthia Maria de Lyra; BRITO, Baden Bell Pereira; SODRE, Geni da Silva; JESUS, Jossimara Neiva de; RIBEIRO,
Generosa Sousa; AGUIAR, Cindida Maria Lima; CARVALHO, Carlos Alfredo Lopes de

Concentrado Emulsiondvel (CE), e/ou concentragio do ingrediente ativo do éleo de
Neem comercializado (Tabela 1).

Melathopoulos et al. (2000) avaliaram o efeito da azadiractina em A. mellifera e
seus parasitos testando diferentes doses de produtos de nim em formulagido de pé
(0,02;0,0450,09;0,17;0,34;0,68;1,37 e 2,7 mg / ml), e verificaram que nio houve diferenca
estatistica na toxicidade e mortalidade das operarias tratadas e ndo tratadas.
Entretanto, esses autores observaram que as larvas foram suscetiveis aos compostos do
Neem e que doses subletais proporcionaram diferentes malformagdes quando os imagos
emergiram dos casulos.

Efeitos negativos de azadiractina no desenvolvimento e sobrevivéncia das
abelhas tém sido reportados para diferentes espécies, como em A. mellifera (XAVIER et
al.,, 2015; AMARAL et al,, 2015), Tetragonisca angustula Latreille (XAVIER et al., 2010;
BARRETO et al,, 2012), Trigona spinipes Fabricius (CORREIA-OLIVEIRA et al.,, 2012)
e Tetragonula iridipennis Smith (SINGH et al., 2015).

Além dos efeitos letais, diversos tipos de efeitos subletais tém sido relatados para
diferentes espécies de abelhas. Alteragdes no comportamento, como desorientacdo das
operarias foram reportadas para T. spinipes (CORREIA-OLIVEIRA et al, 2012) e
alteragdes na decolagem de voo para S. zanthotrica e P. helleri (TOME et al., 2015b),
assim como alterac@o no forrageamento por pélen (KOSKOR et al., 2009).

A azadiractina também pode provocar alteragdes morfolégicas na progénie
(BARBOSA et al, 2015b) e efeitos nas rainhas, como redug¢do na sobrevivéncia,
alteragdes no tempo de desenvolvimento, deformagdes e redugdo no tamanho dos érgéaos
reprodutores (BERNARDES et al.,, 2018). A azadiractina ndo afetou a mortalidade das
operarias de Melipona quadrifasciata e Partamona helleri expostas por contato e ingestdo,
mas induziu significativamente o comportamento de redugdo da alimentagdo em P.
helleri (Bernardes et al., 2016). Barreto e colaboradores (2012) reportaram que o extrato
de Neem na dose 3%, em contato direto em operdrias de Tetragonisca angustula provocou
alteragdo do comportamento, apresentando lentiddo nos movimentos, paralisia, e
posteriormente a morte em 24 h.

A mortalidade de abelhas operdrias expostas a extratos de varias plantas usadas
como bioinseticidas registrada por vérios autores (ABRAMSON et al., 2007; XAVIER et

al.,, 2010; LIMA et al., 2016) refor¢a a necessidade de cuidados com o uso de plantas
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inseticidas no controle de pragas em agroecossistemas. Estudos sobre inseticidas
botéanicos utilizados no controle de pragas em sistemas agricolas devem ser realizados
com abordagem relacionada a toxicidade, efeito residual, formas de aplicagdo e seus
efeitos adversos sobre adultos e larvas de abelhas, de modo que venham a subsidiar a
conservagdo e melhor manejo destes insetos (ROTHER et al., 2009; XAVIER et al,,
2015).

CONSIDERACOES FINAIS

Os produtos comerciais (III e II) causaram maior mortalidade das abelhas em
ambos os métodos de exposi¢do, provocando também a diminui¢do na movimentagdo das
operdrias e posteriormente a morte.

A mortalidade e as alteragdes do comportamento das operarias expostas as doses
subletais de azadiractina é preocupante, se considerado o uso comum dos produtos
tormulados com Azadirachta indica em agroecossistemas, particularmente na agricultura
tamiliar. Os resultados desse estudo sdo relevantes para a conservacdo de M. scutellaris,
alertando os agricultores de economia familiar para a necessidade do uso moderado e
controlado de produtos naturais no controle de pragas, especialmente aqueles que
trabalham em regime de sistema agroecolégico, onde a criagdo de abelhas sociais sem

ferrdo também tem sido incrementada.
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