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RESUMO

AMARAL, Rodrigo Lopes, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2011.
Efeito de formulacdes de nim na sobrevivéncia de operarias de Apis mellifera.
Orientador: Madelaine Venzon. Coorientadores: Maria Augusta Lima Siqueira e Raul
Narciso Carvalho Guedes.

A polinizagdo ¢ uma atividade ameagada pelo uso indiscriminado de pesticidas, os
quais podem ter efeitos letais sobre as abelhas, principalmente as operarias forrageiras,
devido ao seu maior contato com os pesticidas, mas também sobre as larvas, caso o
pesticida seja transportado para dentro da colmeia. Pesticidas botanicos supostamente
apresentam vantagem sobre os sintéticos e podem ser usados como alternativa viavel no
controle de pragas acarretando menos prejuizos a entomofauna benéfica. O nim,
Azadirachta indica, se destaca dentre estes pesticidas botanicos por sua eficiéncia no
controle de pragas. Neste trabalho foi avaliado o efeito do nim na sobrevivéncia de
operarias forrageiras e de larvas de Apis mellifera. Foram testados trés inseticidas a base
de nim, Organic Neem (1,7 g i.a./L), Azamax" (12 g i.a./L) e Neemseto (2,4 g i.a./L),
misturados a dieta de operarias forrageiras. Abelhas tratadas com Organic Neem nao
apresentaram diferencas significativas na sua sobrevivéncia assim como aquelas
tratadas com as menores concentragdes de Azamax”. Abelhas que receberam a maior
concentragio de Azamax” (480 mg i.a./L) e Neemseto (96 mg i.a./L) tiveram sua
sobrevivéncia reduzida. No caso de Neemseto essa menor sobrevivéncia pode ser
explicada pela presenca de outros compostos além da azadiractina, como salanina e
nimbina. J4 para Azamax® pode ser devido ao alto teor de azadiractina contido na
formulagdo. Em larvas foi testado apenas o Azamax” nas concentracdes de 60 mg i.a./L
e 120 mg i.a./L misturadas a dieta artificial oferecida,. A mortalidade das larvas tratadas
foi de 100% e nenhuma larva conseguiu atingir o estagio de pupa. Foi observado baixo
consumo de alimento evidenciando a¢do fagoinibidora do nim. Azadiractina em baixas
concentragdes ndo se mostrou prejudicial a adultos de A. mellifera, porém mostrou ser
altamente toxica as larvas. Altas concentragdes de azadiractina e a presenca de outros
componentes, como salanina e nimbina, na formulagdo dos inseticidas podem ter sido a

causa da alta toxicidade a abelhas adultas.



ABSTRACT

AMARAL, Rodrigo Lopes, M.S., Universidade Federal de Vigosa, February, 2011.
Effect of neem formulations on the survival of Apis mellifera workers. Adviser:

Madelaine Venzon. Co-advisers: Maria Augusta Lima Siqueira and Raul Narciso
Carvalho Guedes.

Pollination is an activity threatened by the indiscriminate use of pesticides,
which can lead to lethal effects on bees, especially in forager adults due to their contact
with pesticides, but also on larvae if the pesticides are carried back to the nest. Botanical
pesticides supposedly have advantage over synthetics, and can be used as a viable
alternative to control pests causing minor damage to beneficial insects. The neem tree,
Azadirachta indica, stands out among these botanical pesticides, because of its
efficiency in pest control. On this basis, we evaluated the effect of neem on the survival
of forager adults and of larvae of Apis mellifera. We tested three neem based
insecticides, Organic Neem (1,7 g a.i./L), Azamax” (12 g a.i./L) and Neemseto (2,4 g
a.i./L) mixed to the adult diets. Organic Neem-treated bees showed no significant
differences in their survival as well as those treated with lower concentrations of
Azamax". Bees that received the highest concentration of Azamax” (480 mg a.i./L) and
of Neemseto (96 mg a.i./L) had their survival reduced. In the case of Neemseto this
lower survival can be explained by the presence of other compounds besides
azadirachtin. For Azamax® can be due to the high content of azadirachtin contained in
the formulation. Two concentrations of Azamax®, 60 mg a.i./L e 120 mg a.i./L were
tested in larvae, mixed to their diets. The mortality of treated larvae was 100% and none
achieved the pupa stage. We observed low intake of food showing antifeedant action of
neem. Azadirachtin at low concentrations was not harmful to adults of A. mellifera, but
proved to be highly toxic to the larvae. High concentrations of azadirachtin and the
presence of other components, such as nimbin and salanin, in the formulation of the

insecticides may have seen the cause of the high toxicity to adult bees.
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INTRODUCAO

A transferéncia do pdlen da antera de uma flor para o estigma de outra ou da
mesma flor, processo conhecido como polinizagdo, ¢ crucial na manuten¢do de quase
todos os ecossistemas terrestres (Kevan, 1999), inclusive os agroecossistemas. A
polinizagdo ¢ o primeiro passo para a formacao de sementes. A deficiéncia nesse
processo ocorre devido a chegada de uma pequena quantidade de polen ao estigma, ao
excesso de deposicao dos gametas masculinos no 6rgao reprodutor feminino das flores,
ao atraso nessa transferéncia ou a chegada ao estigma de graos de pdlen inviaveis ou de
outras espécies (Wilcock & Neiland, 2002).

A maioria das plantas cultivadas depende dos polinizadores para a producao de
frutos e sementes, sendo os insetos os principais vetores de polen (Klein et al., 2007).
Os animais, particularmente as abelhas, polinizam mais de 66% das cerca de 1500
culturas plantadas no mundo (Roubik, 1995 apud. Kremen, 2002).

A abelha melifera Apis mellifera Linnaeus, 1758 ¢ o polinizador de maior valor
econdmico em monoculturas no mundo todo (McGregor, 1976) e as perdas de algumas
culturas podem chegar a até 90% sem esses polinizadores (Southwick & Southwick,
1992 apud Klein, 2007). A producao e qualidade de pomares e plantas comercializaveis
podem ser incrementadas na presenca de A. mellifera (Elzen et al., 2004). Por esses
motivos, e também por ter grande importdncia econdmica devido a produgdo de mel,
propolis e geleia real, ¢ a espécie de polinizador mais estudada.

O envenenamento de abelhas por pesticidas € um problema comum ocorrido em
lavouras, geralmente ocasionado por produtos de amplo espectro (Naumann, 1996). As
operarias forrageiras, devido ao maior contato com pesticidas, sdo geralmente as mais
afetadas por esses produtos, que podem ocasionar a sua morte (Naumann, 1996).
Porém, os pesticidas também podem afetar as larvas, caso sejam transportados para
dentro da colmeia, principalmente por meio de pdlen e néctar contaminados (Naumann,
1996). Esse problema ocorre mais comumente com formula¢des que se aderem as
corbiculas das forrageiras (Johansen, 1981), estrutura responsavel pelo transporte do
polen para as colonias.

O efeito dos pesticidas sobre a fauna de polinizadores dos agroecossistemas tem
sido bem evidenciado, sendo diretamente responsavel pela reducdo das populagdes de

abelhas e indiretamente pelas perdas econdmicas decorrentes do declinio das



populagdes desses polinizadores (Allen-Wardell et al., 1998; Kevan, 1999). Além disso,
muitos pesticidas, mesmo em baixas concentracdes, podem ser extremamente toxicos
para as abelhas (Thompson, 2003), pois podem ocasionar efeitos subletais nas operarias,
afetando assim sua capacidade forrageadora (Pham-Delégue et al., 2002; Rortais et al.,
2005).

O controle de pragas agricolas ¢ geralmente feito com pesticidas sintéticos, mas
o uso de pesticidas naturais tem surgido como importante alternativa devido,
supostamente, a uma menor contamina¢do ao meio ambiente e a organismos nao-alvo.
Nesse contexto, pesticidas botanicos sdo promissores, pois possuem algumas vantagens
em relacdo aos sintéticos utilizados, como por exemplo, rapida degradagdo, baixa a
moderada toxicidade a humanos, agdo rapida e relativa seletividade a organismos
benéficos (Isman, 2006). No entanto, a rapida degradagdo também pode ser
desvantajosa, uma vez que uma menor persisténcia no ambiente pode levar a um
controle ineficiente (Wiesbrook, 2004). Além disso, fatores como auséncia de dados
relativos a toxicidade ao ambiente em geral, custo elevado para se alcancar o controle e
toxicidade varidvel dependendo da espécie-alvo, podem tornar o uso dos pesticidas
botanicos ineficaz (Isman, 2006; 2008).

Dentre os diversos inseticidas botdnicos conhecidos, destaca-se o nim,
Azadirachta indica A. Juss, planta originaria do subcontinente indiano, por ser a mais
estudada atualmente. O nim é conhecido por produzir compostos secunddrios com a¢ado
pesticida, sendo utilizado mundialmente na formulagdo de inseticidas naturais (Isman,
2006). Seu principal componente, a azadiractina, ¢ um potente inibidor do crescimento
de insetos (Ascher, 1993). Além disso, também possui acdo nos sistemas digestivo,
enddcrino e reprodutivo dos insetos, dentre os quais se destacam a atividade
fagoinibitoria em varios insetos, a inibi¢do do desenvolvimento de imaturos, além de
reduzir também a fertilidade e fecundidade dos adultos (Lynn et a/, 2010).

Os trabalhos que avaliaram efeitos do nim em abelhas foram realizados
principalmente com A. mellifera. Nessa espécie, alguns estudos demonstraram que
produtos a base de A. indica ndo interferiram sobre a mortalidade de operarias adultas
(Melathopoulos et al., 2000a); taxas de remogao e substitui¢ao da cria (Thompson et al.,
2005); producdo de espermatozdides em zangdes (Thompson et al, 2005);
acasalamento e postura de rainhas (Thompson et al., 2005); e comportamento de

forrageamento das abelhas campeiras (Elzen ef al., 2004).



Para o uso adequado dos produtos a base de nim deve-se conhecer os efeitos
sobre os principais organismos benéficos associados aos agroecossistemas pulverizados
com o pesticida. Além disso, esses produtos necessitam conter informagdes técnicas
essenciais, como as concentracdes necessarias para um controle satisfatorio. No
mercado brasileiro estdo disponiveis diversas formulacdes a base de nim. Dentre estas,
poucas contém informagdes sobre o teor de azadiractina presente e apenas uma ¢
registrada no Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA). Visando
fornecer informagdes sobre a toxicidade desses produtos sobre A. mellifera, objetivou-
se, neste trabalho, avaliar a toxicidade de trés formulagdes a base de nim encontradas no
mercado brasileiro e com concentracdo de azadiractina conhecida. Para isso foram

realizados experimentos com adultos e com larvas de A. mellifera.

MATERIAL E METODOS

Toxicidade de produtos a base de nim a forrageiras de A. mellifera

Coleta e manutencdo das abelhas

Forrageiras de 4. mellifera foram coletadas de colmeias mantidas no Apiario da
UFV , quando retornavam do campo, utilizando-se um tubo de plastico de 20 mm de
diametro conectado a uma gaiola de estrutura madeira (9 x 9 x 3 cm), coberta com tela
plastica e forrada com papel filtro. A entrada das colméias foi fechada de modo que
apenas operarias campeiras fossem coletadas. Desse modo as forrageiras coletadas
ficaram presas nas gaiolas, sendo que em cada gaiola havia cerca de 10 abelhas. Um
tubo de Eppendorf de 2mL com um orificio na base foi utilizado para servir de
alimentador as abelhas. A dieta base foi formada por xarope composto por sacarose e
agua (1:1). As gaiolas com as abelhas foram mantidas em estufa do tipo B.O.D., sob
condigdes controladas (temperatura de 28 + 1°C; 70 + 10% de umidade relativa e

escotofase de 24 horas).

Formulacoes a base de nim utilizadas

Nos bioensaios com abelhas forrageiras foram testadas trés formulagdes
comerciais de produtos a base de nim disponiveis no mercado brasileiro e com

concentragcdo de azadiractina conhecida: Organic Neem (1,7 g azadiractina /L), obtido
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da Dalquim Industria a Comérceio, Itajai (SC); Azamax® (12 g azadirachtina /L), Gnico
com registro no MAPA, obtido do Grupo DVA, Campinas (SP); e Neemseto (2,4 g
azadiractina /L), obtido da Cruangi Neem do Brasil Ltda, Timbauba (PE). As
concentragdes utilizadas foram determinadas com base em testes toxicologicos para
pragas-alvo, utilizando-se doses letais e sub-letais ao 4caro rajado, Tetranychus urticae
Koch, 1836 (Acari: Tetranychidae) e ao 4caro branco, Polyphagotarsonemus latus
Banks, 1904 (Acari: Tarsonemidae) (Venzon et al., 2010; Brito, 2010). Como
espalhante para os produtos a base de nim, foi adicionado a dieta alcool etilico absoluto
(EtOH) nas mesmas proporgdes nos tratamentos controle. O espalhante foi adicionado

uma vez que os inseticidas nao se misturavam a dieta.
Bioensaios com forrageiras

Previamente a realizacdo dos experimentos foi testada a dieta artificial pura
comparada a dieta artificial acrescida de etanol, afim de verificar a eficécia do produto
como espalhante do inseticida na dieta. Nao foram verificadas diferencas na mortalidade
das abelhas entre as dietas e, portanto, o etanol foi utilizado nos experimentos, afim de
se garantir a mistura do inseticida na dieta. Cada produto foi testado em um
experimento separadamente, conforme descrito a seguir.

Experimento 1 - Para o Organic Neem foram feitos quatro tratamentos: a)
Organic Neem na concentragdo de 51 mg i.a./L + dieta base (99,5%) + EtOH (0,5%); b)
dieta base (99,5%) + EtOH (0,5%); c) Organic Neem na concentra¢do de 102 mg i.a./L
+ EtOH (1%); d) dieta base (99%) + EtOH (1%).

Experimento 2 - Para o Azamax” foram feitos seis tratamentos: a) Azamax", na
concentragdo de 60 mg i.a./L + dieta base (99,38%) + EtOH (0,062%); b) dieta base
(99,38%) + EtOH (0,062%); ¢) Azamax®, na concentragdo de 120 mg i.a./L + dieta base
(99,88%) + EtOH (0,12%); d) dieta base (99,88%) + EtOH (0,12%); ¢) Azamax", na
concentragdo de 480 mg i.a./L + dieta base (99,5%) + EtOH (0,5%); f) dieta base
(99,5%) + EtOH (0,5%).

Experimento 3 - Para o Neemseto foram feitos seis tratamentos: a) Neemseto, 12
mg 1.a./L + dieta base (99,38%) + EtOH (0,062%); b) dieta base (99,38%) + EtOH
(0,062%); c) Neemseto, 48 mg i.a./L + dieta base (99,88%) + EtOH (0,25%); d) dieta



base (99,88%) + EtOH (0,12%); e) Neemseto 96 mg i.a./L + EtOH (0,5%); f) dieta base
(99,5%) + EtOH (0,5%).

Para cada experimento foram feitas cinco repeti¢cdes (cinco gaiolas) para cada
tratamento, sendo cada repeticdo representada por cerca de 10 abelhas coletadas na
mesma colmeia, totalizando cerca de 50 abelhas avaliadas em cada tratamento. Para
cada repeticdo foram utilizadas abelhas de cinco colmeias diferentes. Como essas
abelhas sdo insetos eussociais avangados, operarias da mesma colmeia sdo
geneticamente muito semelhantes entre si. Neste caso, a variabilidade genética
populacional ocorre entre individuos de diferentes coldnias, o que justifica a utilizagao
de diferentes ninhos para a obtengao das abelhas, a fim de se evitar pseudo-repetigdes.
As dietas foram mantidas nas gaiolas durante os trés primeiros dias de experimento, a

fim de se simular uma situa¢ao de campo. Apds esse periodo foi trocada diariamente.

A mortalidade das abelhas foi avaliada diariamente e o experimento teve
duracdo de 10 dias (periodo em que todos os individuos morreram), 12 dias e 16 dias

para Organic Neem, Neemseto ¢ Azamax”, respectivamente.

Analises estatisticas

As curvas de sobrevivéncia das abelhas forrageiras nos trés experimentos foram
geradas pelo estimador de Kaplan-Meier e posteriormente comparadas pelo teste
Logrank a 5%.

Avaliacdo da toxicidade de Azamax® a larvas de A. mellifera
Coleta e criagdo de larvas de A. mellifera

A avaliacdo de toxicidade do Azamax® em larvas de A. mellifera foi conduzida no
Apiario da UFV. Todo material utilizado para montagem dos experimentos, coleta das
larvas, preparo e acondicionamento da dieta, foi autoclavado ou esterilizado com luz
ultravioleta germicida em capela de exaustdo de gases. As larvas de abelhas foram
obtidas em cinco colmeias de 4. mellifera coletadas no municipio de Vigosa, MG,
Brasil (20°45’S e 42°52°W) e posteriormente transferidas para o Apiario da

Universidade Federal de Vicosa.



Favos de cria contendo larvas de operarias foram obtidos das colmeias e
transferidos para o laboratério. A metodologia utilizada para a criagdo das larvas foi
proposta por Rembold & Lackner (1981) e modificada por Silva et al. (2005). Larvas de
1° instar (com idade maxima de 24h) foram coletadas dos favos de cria com o auxilio de

um estilete de metal com extremidade dobrada em angulo reto.

Para a criacdo das larvas foram utilizadas ctipulas de polietileno (9,8mm de altura
x 5,6 mm de largura inferior x 8,8 mm de largura superior), previamente montadas em
placas de Petri, utilizando como base um disco de E.V.A. perfurado. Em cada placa
foram colocadas 40 cupulas, identificadas individualmente. As cupulas foram
preenchidas, com o auxilio de uma micropipeta de repeti¢do, com 4ul de dieta artificial
conforme sugerido por Rembold & Lackner (1981) modificado por Silva et al. (2005).
Posteriormente, as larvas foram transferidas para as cupulas com o auxilio do estilete,

onde foram colocadas sobre a dieta.

A dieta artificial foi constituida por 49,0% de geleia real, 36,3% de agua, 6,8% de
d-frutose, 6,8% de d-glicose e 1,1% de extrato de lévedo de cerveja (Vandenberg &
Shimanuki, 1987 modificada por Silva et al., 2005). Os agucares e o extrato de 1évedo
foram dissolvidos na dgua e filtrados em membrana Millipore de 0,22pum. Essa solugdo
foi em seguida misturada a geleia real. A dieta foi entdo homogeneizada e armazenada
em congelador abaixo de 0 °C em frascos de vidro estéreis, por no maximo 10 dias apos

preparo.

Apds a transferéncia, as larvas foram observadas com o auxilio de um
estereomicroscopio, para verificar se todos os individuos utilizados nos bioensaios
estavam vivos durante o inicio do experimento. As larvas que ndo apresentaram
movimento dos espiraculos foram descartadas e suas clpulas foram substituidas por

outras contendo individuos vivos.

Formulacdo a base de nim testada

O produto Azamax" foi escolhido para ser utilizado nos ensaios com larvas, pois
¢ 0 unico que possui registro no MAPA. As concentragdes testadas (60 mg i.a./L e 120
mg i.a./L) foram determinadas com base nos resultados dos experimentos com 7.

urticae, pois foram as concentragdes responsaveis por paralisar seu crescimento (60 mg
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r.a./L e sua CLos (120 mg i.a./L) (Venzon, 2010; Brito, 2010). As larvas foram
alimentadas por cinco dias consecutivos, contados a partir do dia da transferéncia, com
4, 15, 25, 50 e 70ul de dieta em todos os tratamentos. A quantidade de alimento diéria
foi determinada como sendo a melhor proporcao de dieta para ser fornecida as larvas no
1°,2°, 3°, 4° ¢ 5° dia, respectivamente (Silva et al., 2005).

Os tratamentos consistiram de dieta pura para o controle e dieta contendo o

produto, nas concentragdes de 60 mg i.a./L ¢ 120 mg i.a./L de Azamax".

Cada repeticdo foi constituida por uma placa de Petri contendo 40 larvas,
provenientes das caixas de criacdo do Apidrio da UFV (Fig. 1). As placas foram
colocadas em frascos dessecadores mantidos em estufa do tipo B.O.D. a 34 + 1°C, 99%
de umidade relativa, alcan¢ada com a utilizacdo de algodio embebido em agua
destilada, mantidos no interior dos dessecadores e trocados diariamente, ¢ em escotofase
durante 24 horas até o término do periodo de alimentagdo. Apods o término da ingestao
da dieta, as placas foram retiradas dos frascos ¢ mantidas na mesma estufa a 34 + 1°C,
70 £ 10% de umidade e escotofase de 24 horas até a emergéncia dos adultos. Foram
feitas observacdes didrias para avaliar a mortalidade e a duracao dos estagios de larva e

de pupa.



Figura 1. Placa de Petri contendo células com larvas utilizadas nos experimentos para testes de
toxicidade letal de Azamax em imaturos de Apis mellifera.

Analises estatisticas

As curvas de sobrevivéncia das abelhas forrageiras nos trés tratamentos foram
geradas pelo estimador de Kaplan-Meier e posteriormente comparadas pelo teste

Logrank a 5%.

RESULTADOS

Toxicidade de produtos a base de nim a forrageiras de A. mellifera

Forrageiras de A. mellifera alimentadas com dieta acrescida de Organic Neem
nas concentragdes de 51 mg i.a./L e 102 mg i.a./L ndo apresentaram diferengas na
sobrevivéncia em relagdo a operdrias tratadas com a dieta misturada apenas ao etanol

(Logrank, y*=2,4; g1=3; p=0,49) (Fig. 2).
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Figura 2- Sobrevivéncia (S(t)) estimada por Kaplan-Meier de forrageiras de 4. mellifera alimentadas
com dietas contendo diferentes concentra¢des (51 mg i.a./L e 102 mg i.a./L) de Organic Neem, misturado
a Etanol Absoluto (EtOH), usado como espalhante (Logrank, y° =2.4; g1=3; p=0,492).

No experimento no qual as abelhas foram submetidas a ingestao de dieta com
Azamax”, houve diferengas significativas na sobrevivéncia entre os diferentes

tratamentos (Logrank,y*= 34,4; g.1.=5; p<0,0001) (Fig. 3).
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Figura 3. Sobrevivéncia (S(t)) estimada por Kaplan-Meier de forrageiras de 4. mellifera alimentadas com
dietas contendo diferentes concentra¢des (60 mg i.a./L, 120 mg i.a/L e 480 mg i.a./L) de Azamax®,
misturado a Etanol Absoluto (EtOH), usado como espalhante (Logrank, y>= 34,4; g.1.=5; p<0,0001).

Abelhas que receberam a maior concentracdo de Azamax® (480mg i.a./L)
sobreviveram significativamente menos em comparagao com as abelhas que receberam
os demais tratamentos (Tab. 1, Fig.3). Nao houve diferencas significativas na
sobrevivéncia entre as abelhas tratadas com a concentracdo intermediaria do produto,
120mg i.a./L (Tab. 1). As abelhas que receberam a menor concentra¢ao (60mg i.a./L) do
produto tiveram um aumento significativo na sua sobrevivéncia em relacdo as demais
abelhas utilizadas no bioensaio, com exce¢do aquelas que receberam apenas 0,5% EtOH

misturado a sua dieta (Tab. 1, Fig. 3).
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Tabela 1 — Teste Logrank para comparagdo de curvas de sobrevivéncia de operarias de

A. mellifera tratadas com dietas com e sem adigio Azamax”.

i.a/L Azamax®

Comparacdo Valor p X
0,06% EtOH x 0,1% EtOH 0,373 0,8
0,06% EtOH x 0,5% EtOH 0,66 0,2
0,06% EtOH x 60mg i.a/L 0,00614 7,5
Azamax®
0,06% EtOH x 120mg i.a/L. 0,335 0,9
Azamax®
0,06% EtOH x 480mg i.a/L 0,00163 9,9
Azamax®
0,1% EtOH x 0,5% EtOH 0,224 1,5
0,1% EtOH x 60mg i.a/L 0,000702 11,5
Azamax®
0,1% EtOH x 120mg i.a/L 0,939 0
Azamax®
0,1% EtOH x 480mg i.a/L 0,00913 6,8
Azamax®
0,5% EtOH x 60mg i.a/L 0,0808 3
Azamax”
0,5% EtOH x 120mg i.a/L 0,147 2,1
Azamax®
0,5% EtOH x 480mg i.a/L 0,000168 14,2
Azamax®
60mg i.a/L Azamax“x120mg 0,00116 10,6
i.a/L Azamax"
60mg i.a/L Azamax “x480mg < 0,0001 23,6
i.a/L Azamax"®
120mg i.a/L Azamax“x480mg 0,0129 6,2

Valores em negrito indicam significancia a 5% de probabilidade nas comparagdes das concentracdes.

11



No bioensaio testando-se o produto Neemseto houve diferengas significativas na
sobrevivéncia das abelhas alimentadas com as dietas com e sem o produto (Logrank,

x*=138; g.1=5; p<0,0001) (Fig. 4).

e 1 ___
— 1
Trat = 0,06% EtOH
Trat = 0,25% EtOH
Trat = 0,5% EtOH
© Trat = 12mg i.a./L Neemseto
o | Trat = 48mg i.a./L Neemseto
Trat = 96mg i.a./L Neemseto
© © ]
°
3 o
E
7
()
e <
n o |
N
o
o ]
o
I I I I I I

0 50 100 150 200 250 300

Tempo (horas)

Figura 4. Sobrevivéncia (S(t)) estimada por Kaplan-Meier de forrageiras de A. mellifera alimentadas com
dietas contendo diferentes concentragdes (12 mg i.a./L, 48 mg i.a/L e 96 mg i.a./L) de Neemseto,
misturado a Etanol Absoluto (EtOH), usado como espalhante (Logrank, y*=138; g.1=5; p<0,0001).

As abelhas tratadas com quaisquer concentracdes de Neemseto, da mais baixa a
mais alta tiveram sobrevivéncia significativamente menor em comparagdo aquelas dos
tratamentos controle (Tab. 2). Com o aumento da concentracdo de Neemseto utilizada,

houve uma maior mortalidade das abelhas. (Tab. 2, Fig. 4).

Tabela 2 — Teste Logrank para comparagdo de curvas de sobrevivéncia de operarias de

A. mellifera tratadas com dietas com e sem adicdo Neemseto.
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Comparagdo Valor p X

0,06% EtOH x 0,25% EtOH 0,868 0
0,06% EtOH x 0,5% EtOH 0,112 2,5
0,06% EtOH x 12mg i.a/L < 0,0001 15,7
Neemseto

0,06% EtOH x 48mg i.a/L <0,0001 60,7
Neemseto

0,06% EtOH x 96mg i.a/L < 0,0001 63,6
Neemseto

0,25% EtOH x 0,5% EtOH 0,0489 39

0,25% EtOH x 12mg i.a/L < 0,0001 19,9
Neemseto

0,25% EtOH x 48mg i.a/L < 0,0001 54,1
Neemseto

0,25% EtOH x 96mg i.a/L < 0,0001 59,8
Neemseto

0,5% EtOH x 12mg i.a/L 0,00618 7,5
Neemseto

0,5% EtOH x 48mg i.a/LL < 0,0001 38.9
Neemseto

0,5% EtOH x 96mg i.a/L < 0,0001 42,3
Neemseto

12mg i.a/L Neemseto x 48mg < 0,0001 24,1

1.a/L Neemseto

12mg i.a/L Neemseto x 96mg < 0,0001 42
i.a/L Neemseto

48mg i.a/L Neemseto x 96mg 0,00254 9,1
i.a/L Neemseto

Valores em negrito indicam significancia a 5% de probabilidade nas comparagdes das concentracdes.

Toxicidade de Azamax® a larvas de A. mellifera
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Houve diferencas significativas na sobrevivéncia de larvas alimentadas com
dietas com e sem Azamax" (Logrank, y=250; g.1= 2; p<0,0001) (Fig. 5). Larvas de 4.
mellifera do tratamento controle sobreviveram por um periodo significativamente maior
em comparagio aquelas tratadas com Azamax” 60 mg i.a./L (Logrank, y¥*=168; g.1= 1;
p<0,0001) e 120 mg i.a./L (Logrank, ¥*=178; g.l= 1; p<0,0001). Também houve
diferenca siginificativa entre as larvas tratadas com as concentragdes de 60 mg i.a./L e

120 mg i.a./L, de Azamax® (Logrank, ¥*=4,5; g.I= 1; p=0,0337).
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Figura 5. Sobrevivéncia (S(t)) estimada por Kaplan-Meier de larvas de 4. mellifera alimentadas com
dietas contendo diferentes concentragdes (60 mg i.a./L e 120 mg i.a./L aza) de Azamax”, (Logrank,
x*=250; g.1=2; p<0,0001).

Nenhuma das larvas tratadas com o produto conseguiu atingir o estagio pupal.
As larvas tratadas com Azamax® apresentaram uma inibi¢do da alimentag¢do, uma vez
que as cupulas de criagdo de abelhas permaneceram com o alimento do seu interior
praticamente intacto, diferente do ocorrido com as larvas criadas apenas com dieta
artificial. Larvas tratadas com o produto nas duas concentracdes (60 mg i.a./L e 120 mg

i.a./L) ndo ultrapassaram o quarto dia de vida. Sessenta larvas (30%) do tratamento
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controle conseguiram atingir a fase adulta, e sobreviveram por até vinte dias apos o

inicio dos experimentos.

DISCUSSAO

A sobrevivéncia de forrageiras de 4. mellifera ndo foi afetada pela ingestao de
dietas contendo diferentes concentragdes do produto Organic Neem e nas menores
concentragdes do produto Azamax”. Entretanto, a ingestdo de dieta contendo o produto
Neemseto acelerou a mortalidade das abelhas campeiras. Para as abelhas que ingeriram
dieta contendo 51 mg i.a./L e 102 mg i.a./L. de Organic Neem, 50% sobreviveram 70 e
48 horas, respectivamente. Para as que ingeriram dieta com 60 mg i.a./L, 120 mg i.a./L
e 480 mg i.a./L de Azamax®, 50% sobreviveram 176, 104 e 52 horas, respectivamente.
J& para o Neemseto, a sobrevivéncia de 50% da populagdo alimentada com as dietas 12
mgi.a./L, 48 mgi.a./L e 96 mg i.a./L de Neemseto foi de 24 horas.

As colméias tiveram sua entrada fechada, para que apenas operarias campeiras
fossem coletadas, com isso as abelhas coletadas ja estavam em idade avangada, o que
pode ter precipitado sua morte nos experimentos (Page Jr & Peng, 2001).

A sobrevivéncia diferencial das abelhas alimentadas com as dietas contendo os
diferentes produtos a base de nim provavelmente ocorreu devido as diferentes
formulagdes e concentragdes de ingrediente ativo. A diminui¢do no tempo de vida das
abelhas tratadas com Neemseto pode ter sido causada pela presengca de outros
compostos na formulagdo além da azadiractina, como nimbina e salanina, compostos
presentes na planta e que também tém acdo inseticida, conforme informado pelo
fabricante no roétulo. A maior mortalidade causada pela maior concentracdo de
Azamax” possivelmente ndo deve ser verificada no campo, uma vez que essa dose é
mais alta do que aquela utilizada na pratica, nesse caso a mais alta concentragdo
recomendada nao ultrapassa 60 mg i.a./L de agua. No entanto, esta concentracdao foi
testada, pois foi a menor concentragdo responsavel pela paralisagdo do crescimento
populacional do 4caro branco P. latus (Venzon, 2010; Brito, 2010).

Embora ndo tenha sido quantificada, foi observada uma diminui¢do no consumo
das dietas contendo Azamax® e Organic Neem. Entretanto, essa fagoinibi¢do ndo foi

suficiente para afetar a sobrevivéncia das abelhas tratadas com Organic Neem. No caso
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da sobrevivéncia das abelhas tratadas com Azamax” na maior concentracdo (480 mg
i.a./L), a maior mortalidade pode ter sido consequéncia tanto do efeito toxico do
produto, quanto da inibi¢do da alimentagdo. Para as abelhas expostas ao Neemseto, ndo
foi possivel constatar uma inibicdo da alimentacdo devido a rdpida mortalidade.
Melathopoulos et al. (2000a) também observaram que abelhas tratadas com dieta
misturada a um extrato de azadiractina diminuiram o consumo de alimento. Esse efeito
de inibicdo da alimentacdo ocorre devido a alguns efeitos secundarios da azadiractina
que afetam os quimiorreceptores do sistema digestivo dos insetos (Aerts & Mordue,
1997). No presente trabalho, é possivel que este processo tenha ocorrido nas abelhas
tratadas com os produtos derivados do nim, resultando em fagoinibicao, pois ja foi
comprovado que forrageiras de A. mellifera conseguem discriminar entre solugdes de
acucar pura e acrescidas de extrato de semente de nim em condi¢des de laboratorio
(Naumann et al., 1994). Em condigdes de campo, esta capacidade pode ser utilizada
como uma estratégia de defesa das forrageiras, uma vez que elas poderiam evitar plantas
tratadas com nim.

As larvas de A. mellifera se mostraram suscetiveis as diferentes concentragdes
de Azamax" misturadas & dieta artificial. A azadiractina é um conhecido regulador de
crescimento, o que deve ter causado a auséncia de imaturos no estagio de pupa entre
aqueles que receberam o produto em sua dieta. Esse resultado se assemelha com aqueles
encontrados por Sharma et al. (1980), nos quais a principal causa de morte de larvas de
insetos tratadas com azadiractina foi devido a problemas durante o processo de ecdise.

Nas cupulas das larvas tratadas com Azamax® foram observadas grandes
quantidades de alimento, em comparagdo com as cupulas contendo dieta sem nim,
sugerindo uma inibi¢do da alimentagdo por parte do inseticida. Consequentemente,
nenhuma das larvas tratadas conseguiu atingir a fase pupal, evidenciando assim uma
rapida agdo toxica do produto as larvas, matando-as nos primeiros estagios larvais.

Foi verificada uma alta taxa de mortalidade no tratamento controle, o que ja era
esperado devido as condicdes artificiais do experimento. Vandenberg e Shimanuki
(1987) obtiveram apenas 57% de sobrevivéncia larval em experimento sob condi¢des

semelhantes.

Caso estes resultados também ocorram em condi¢des de campo, podera haver
uma drastica diminui¢do populacional nas coldnias, pois imaturos sao importantes para

o desenvolvimento da coldnia e redugdes na cria podem ser mais prejudiciais a colonia
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do que a perda de forrageiras. A substituicao de forrageiras mortas ¢ bem sucedida em
colmeias de 4. mellifera, caso haja cria e abelhas jovens suficientes (Thompson, 2003).

Porém, colmeias que apresentam altas taxas de mortalidade larval tendem a perecer.

Entretanto, para que as larvas sejam contaminadas, ¢ necessario que a
azadiractina contamine o alimento larval, através do néctar ou pdlen de plantas tratadas
com o nim. Naumann et al (1994) relataram que operarias forrageiras nao adquiriram
quantidades detectaveis de azadiractina apos forrageamento em flores pulverizadas, o
que pode diminuir as chances de contaminagao das larvas dentro da colmeia. E possivel,
no entanto, que as larvas sejam expostas a azadiractina quando produtos a base de nim
sdo utilizados para o controle de parasitas e patégenos da colmeia (Melathopoulos et al.,
2000b) ou quando as colmeias estejam localizadas proximas a plantios pulverizados
com nim.

Para se evitar a contaminagdo de colmeias localizadas em plantacdes
pulverizadas, deve-se fechar a entrada das mesmas durante a aplicacdo do inseticida.
Isto deve ocorrer em horarios de menor taxa de forrageio, a fim de se evitar perdas na
populagdo de operarias, diminuindo assim as chances de déficits na polinizagdo (Xavier,
2009).

Portanto, para que produtos a base de nim sejam utilizados de forma segura em
areas onde ¢ exercida a apicultura, deve haver o manejo adequado das colmeias durante
e apos as pulverizagdes. Por repelir as forrageiras (Naumann et al., 1994),
provavelmente os extratos sdo seguros para operarias adultas com experiéncia no
campo. Por outro lado, caso contamine a colmeia, pode levar a colonia ao colapso,
devido a alta mortalidade observada em larvas tratadas até mesmo com baixas
concentragdes. Revisdes periddicas da mortalidade da cria, apds as pulverizagdes,
podem indicar a ocorréncia de contaminagdo. Neste caso, as colmeias devem ser

transportadas para locais distantes dos plantios tratados.
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CONCLUSOES GERAIS

Os produtos a base de nim, Organic Neem e Azamax® em concentragdes
recomendadas pelo fabricante ndo apresentaram efeito toxico sobre operarias
forrageiras de A. mellifera, podendo ser alternativas vidveis no controle de
pragas em plantios com presenga desse polinizador;

O Neemseto diminuiu a sobrevivéncia das forrageiras, apresentando efeito
negativo em todas as concentragdes testadas. Isso pode ser explicado pela sua
formulacdo, uma vez que além de azadiractina como principal ingrediente ativo
ele também possui salanina e nimbina, substancias produzidas pela arvore do
nim e que sdo toxicas a insetos;

O Azamax® na maior dose testada, devido & sua alta concentragdo de
azadiractina, pode explicar a diminui¢do na sobrevivéncia das abelhas, através
da sua toxicidade e da inibicao da alimenta¢ao dos insetos;

Larvas de 4. mellifera se mostraram suscetiveis as concentracdes de 60 mg i.a./L
e 120 mg i.a /L. de Azamax” testadas, o que ressalta a importancia de manejo de

colmeias durante a aplicacdo deste inseticida.
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