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RESUMO

XAVIER, Véania Maria, M.Sc., Universidade Federal We&osa, fevereiro de
2009. Impacto de inseticidas botanicos sobre Apis méllifera,
Nannotrigona testaceicornis e Tetragonisca angustula (Hymenoptera:
Apidae). Orientador: Dejair Message. Coorientadores: Mard@tmutinho
Picanco e Leandro Bacci.

Os efeitos adversos dos produtos organo-sintét&msmotivado a busca por
alternativas no controle de pragas. Dentre estasiseticidas botanicos se apresentam
como uma opcao para o manejo desses organismosudprantes da escolha do
inseticida botanico, alguns critérios devem serisa@os, tais como: eficiéncia no
controle da praga e seletividade aos organismoséfiobea presentes no
agroecossistema. As abelha&pis mellifera Nannotrigona testaceicornise
Tetragonisca angustulgHymenoptera: Apidae) sdo extremamente importanges
polinizacdo de varias culturas. Entretanto, a zaf@o intensiva de inseticidas no
controle de pragas tem ocasionado impactos negasivore os agentes polinizadores.
Desta forma, objetivou-se com este trabalho avalsrimpactos dos inseticidas
botanicos rotenona, andiroba, extrato de alho esotke neem, citronela e eucalipto
sobre A. melliferg N. testaceicornise T. angustula Para tanto, foram realizados
bioensaios de toxicidade com os inseticidas bav&regtrato de alho, 6leo de andiroba,
oleo de citronela, 6leo de eucalipto, neem e rataraA. mellifera, N. testaceicornis
T. angustula Adicionalmente, testes de preferéncia alimentde €omportamento de
movimentacdo foram conduzidos com adultos dos igaliiores. O inseticida mais
toxico aos adultos da. melliferafoi o 6leo de neem. Ja para larvas desse polioizad
além deste inseticida, a rotenona e o 0leo deneltaotambém foram toxicos. Para
angustulao 6leo de citronela foi o mais toxico. Nenhum dioseticidas botanicos
estudados apresentou toxicidadéN atestaceicornisTodos os inseticidas botanicos
causaram repeléncia aos adultosAdanellifera No bioensaio de comportamento de
movimentacéo, a rotenona, o 6leo de eucalipto,eonne 0 extrato de alho diminuiram
a velocidade dé&. melliferg porém a distancia percorrida e o tempo de camiehto
nao foram afetados por nenhum dos inseticidas ioosintestados. Pard.
testaceicornise T. angustulaos inseticidas nao afetaram o comportamento de
movimentacdoNossos resultados fornecem informacgdes importgaes o manejo de
pragascom o intuito de preservar os agentes polinizadores
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ABSTRACT

XAVIER, Vania Maria, M.Sc., Universidade Federal \dgosa, february, 2009.
Impact of botanical insecticide on Apis mellifera, Nannotrigona
testaceicornis and Tetragonisca angustula (Hymenoptera: Apidae).
Adviser: Dejair Message. Co-Advisers: Marcelo Colui Picanco and
Leandro Bacci.

Adverse effects of organo-synthetic products havetivated search in
alternative control of pests. Among this alternatibotanical insecticides present a
viable option for the management of these organistasvever, before the choice of
the botanical insecticide, some criteria must bayared, such as: efficiency to control
the pest and selectivity to beneficial organismshm agroecosystem. Intensive use of
insecticides to control pests has caused negatipadgts on the agents pollinators. Bees
Apis mellifera Nannotrigona testaceicornis and Tetragonisca angustula
(Hymenoptera: Apidae) are extremely important iflipation of various crops. Thus,
the objective of this work was to evaluate the iotpaof botanical insecticides
rotenone, Andiroba, garlic extract and oil of Neeastronella and eucalyptus oA.
mellifera, N. testaceicorni@ndT. angustula Thus, the toxicity bioassays of botanical
insecticides were performed with the mellifera, N. testaceicorniand T. angustula
Additionally, tests of food preference and handlinghavior were conducted with
adults of pollinators. The most toxic insecticideatults ofA. melliferawas the oil of
Neem. Rotenone and the oil of citronella were atsoc for larvae of this pollinator.
Citronella of oil was the most toxic far. angustulaNone of botanical insecticides
studied showed toxicity toN. testaceicornis All botanical insecticides caused
repellency to adults oh. mellifera In the bioassay of handling behavior, rotenornle, o
of eucalyptus, Neem and garlic extract decreasedsfieed ofA. melliferg but the
distance traveled and time of walking were not @éd by any of the botanical
insecticides tested. Insecticides did not affeot thehavior of handling ofN.
testaceicornisand T. angustula Our results provide important information for pes
management in order to preserve the beneficialinaddrs agents present in
agroecosystem.
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1. INTRODUCAO

O controle de insetos-praga é uma pratica freqtm@rite realizada nos cultivos
agricolas. Normalmente, a tética mais utilizada é&oatrole quimico através de
pulverizacdo de inseticidas organo-sintéticos. €psedutos sdo os mais utilizados por
apresentarem normalmente alta eficiéncia, facibddd obtencdo e simplicidade de
aplicacdo no campo. Porém, o uso de tais prodapssar da eficiéncia, podem
apresentar sérios problemas como contaminacdo atabieesiduos nos alimentos,
surgimento de populacfes de insetos mais resisteetEsurgéncia e erupcao de pragas
(Vendramim & Castiglione, 2000). Além disso, corawomento do custo dos pesticidas
e o efeito desses sobre organismos nao-alvos, @ lp novos produtos seletivos
tornou-se necessaria. Dentre estes, 0s insetididdé8nicos surgem como uma
alternativa ao uso de inseticidas organo-sintéfiema o controle de pragas nos cultivos
agricolas.

Os inseticidas botanicos sédo substancias provesierto metabolismo
secundario de plantas (Wiesbrook, 2004). Essasédias ndo parecem ser essenciais
para geracdo de energia como 0s carboidratos, padedis, os aminoacidos e o0s
nucleotideos (Mann, 1995). Sua funcao esta relademeom a defesa das plantas contra
herbivoros (Schoonhoveet al, 1998). Devidoa esta caracteristica de defesa, um
grande numero de plantas com atividade inseti@nagido estudado. Tais estudos sao
importantes, uma vez que as plantas possuem gdivetsidade de compostos obtidos
do seu metabolismo secundario que podem apresagd@s inseticidas, acaricidas,
fungicidas e bactericidas (Mann, 1995).

Os efeitos dos inseticidas botanicos sobre osass&to variaveis podendo ser
toxico, repelente, causar esterilidade, modificaomportamento e o desenvolvimento
ou reduzir a alimentacdo (Arnasenal, 1990; Bellet al, 1990). Os produtos naturais
provenientes de plantas podem ser usados como @sogala a sintese de novos
pesticidas sintéticos (Hediet al, 1994). Existem varias vantagens advindas da
utilizacdo dos inseticidas botanicos (Cloyd, 200Bkses produtos normalmente
apresentam rapida degradacédo, sobretudo em cosdidideluminosidade, umidade e
chuva. Devido a essa menor persisténcia no ambpeate-se reduzir o impacto desses
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produtos a organismos benéficos, homem e ambi@itaifetto & Chavez, 2000).
Porém, antes de usar um inseticida, mesmo sendalessrigem vegetal, a margem de
seguranca para o organismo ndo-alvo deve ser ddah@utra vantagem seria o rapido
controle da praga ja que paralisam ou reduzem lgnardacdo quase imediatamente
apos sua aplicacdo. Normalmente, também apresdrygtixa toxicidade a mamiferos e
alguns na dose recomendada ndo sao toxicos ao hcebethas e outros organismos
nao-alvo. Estudos também tém mostrado que a mailmsies inseticidas ndo séo
fitotoxicos (Mordue & Nisbet, 2000).

O principal entrave a chegada dos inseticidas mm&mo mercado € o registro.
Em geral, ndo se trata de uma Unica substanciaigenovegetal, sendo um complexo
de substancias quimicamente similares, mas cormtdstestruturas moleculares, de
maneira que as instituicbes de registro em todgsadses solicitam a identificacdo de
todas as substancias e o0s correspondentes tesiesldgicos. Dessa forma, as
dificuldades de se obter inseticidas de origemrbcédsdo grandes, existindo poucos
inseticidas registrados para utilizacdo no contide pragas. Dentre os inseticidas
botanicos encontrados no mercado internacionab esiéeles derivados da rotenona,
piretrina e azadiractina, e nos mercados loca@jytos de alho, nicotina e rianodina
(Isman, 1997). Outros produtos a base de eucaltiroba e citronela também séo
encontrados e comercializados para controle déosise

O inseticida botanico rotenona € um composto natprasente na planta
Lonchocarpusspp. eDerris spp. (Leguminosae) encontradas na América do Bsla
respectivamente (Isman, 2006). Além dessas plaatastenona também pode ser
encontrada em diversas outras leguminosas tropi€sscompostos resultantes da
extracdo da raiz da planta sdo conhecidos comndioies. Estes causam efeitos toxicos
inicialmente nos musculos e nervos, cessando naeidie a alimentacdo dos insetos e
causam a morte desses algumas horas ou dias a@®sicdo. Seu modo de agéo é
caracterizado pela sua potente inibicdo da resmraelular bloqueando a cadeia de
transporte de elétrons nas mitocondrias (KlaasseWalkins, 2003; Oikadaet al,
2003). A rotenona é considerada um inseticida ecita de largo espectro de acéo,
sendo usada contra lagartas, besouros, pulgagigsulfprmigas, cigarrinhas, moscas,
cochonilhas e acaros.

O extrato de alhAllium sativumL. (Liliaceae) possui varios compostos
organosulfurados com atividade inseticida, densteseo principal é o dialil-disulfito
(Thomas & Callaghan, 1999). O mecanismo de acadexti@to de alho ndo é bem
conhecido. Entretanto estes extratos apresenta balietividade em favor de inimigos
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naturais, o que limita seu uso (Olkowskial, 1995). Segundo esse mesmo autor, esse
composto deve ser utilizado preferencialmente eding, contudo o extrato de alho é
utilizado também para controle de pulgbes, lagatespecialmente a lagarta das
macas), mosca-dos-chifres e pulgas, sendo tambeahe gemo carrapaticida.

O oleo de neem, extraido das sementes da ammaelirachta indica(A.
Jussieu) (Meliaceae), apresenta diversos compagstosatividade bioldgica, sendo o
principal a azadiractina (Brunherotto & Vendramid®01). A azadiractina é toxica a
insetos, tem efeito de repeléncia, além de inibalimentacdo e crescimento destes
(Mordue & Blackwell, 1993). Devido a alta atividadieldgica da azadiractina, a arvore
A. indica é considerada, dentre as que possuem compostikioess, a planta mais
utilizada no controle de insetos em todo o mundar{Berotto & Vendramim, 2001). A
atividade inseticida do neem foi reportada parasrdai 400 espécies de insetos, sendo
que 100 destas tém ocorréncia no Brasil (PenteE@29). O extrato de sementes de
neem, na forma do produto comercial Natuneem eo®yirodutos sao utilizados no
controle de moscas-brancas, tripes, cochonilhagrttss e besouros (Martinez &
Emden, 2001).

O 6leo essencial de eucalipto tem o eucaliptol cemo principal constituinte,
sendo a concentracdo dessa substancia bastaréeelanmtre as espécies de eucalipto
(Chagaset al, 2002). As folhas da espécie do eucaliptralyptus citriodoraHook.)
(Myrtaceae) apresentam atividade de repelénciaaocho do feijddcanthoscelides
obtectus (Say, 1831) (Coleoptera: Bruchidae) e inseticida &esourosTribolium
castaneum (Herbst, 1797) (Coleoptera: Tenebrionidae) Ryzopertha dominica
(Fabricius, 1792) (Coleoptera: Bostrichidae) (Magtto & Vendramim, 2003).
Entretanto, segundo Guerra (1985), os derivadospldagas de eucalipto podem ser
usados para protecdo de grdos contra todas asspdega@graos armazenados. Os
ingredientes ativos contidos nas folhasHlecitriodora e outras espécies do género
também se mostraram promissores para o controferadegas cortadeiras do género
Atta (Nakano & Cortez, 1967; Anjos & Santana, 1994).

A andirobaCarapa guianensi§Aublet.) € uma arvore da familia Meliaceae cujo
Oleo extraido da semente, possui propriedades maicom potencial comercial. As
meliaceas possuem metabolitos denominados limosoideibstancias que sao
conhecidas pelo fato de apresentarem atividade rs@tos, sejam interferindo no
crescimento ou através da inibicdo de alimentaChextrato de andiroba misturado
com outras plantas repelentes (neem, eucaliptgneid) é indicado para repelir

formigas, cupins, aranhas, baratas e tracas (Seym2@00). O 6leo de andiroba foi o
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inseticida de origem vegetal mais eficiente no matda oviposicdo da praga de
produtos armazenado&abrotes subfasciatugBohemann) (Coleoptera: Bruchidae)
(Silva et al, 1996). Substancias isoladas de andirdba guianensistambém
apresentaram atividades inseticidas, causandonatéalidade as operarias ddta
sexdens rubropilos@Hymenoptera: Formicidae) e as larvasSgpedoptera frugiperda
(Smith) (Lepidoptera: Noctuidade) (Saretal, 2007).

A citronela é um dleo extraido de plantas do gén@éymbopogonspp.
(Poaceae). Estas plantas aromaticas ficaram behecidlas por fornecer matéria-prima
(6leo essencial) para fabricacédo de repelentesacorgetos. O 6leo de citronela é rico
em citronelal, geraniol e limoneno e estas subs&t&napresentam alta atividade de
repeléncia. As plantas mais ricas nessa subst&éagcia “capim citronelaCymbopogon
nardus(Rendle) eCymbopogon winterianugowitt), mas pode também ser encontrada
em menor concentracdo em espécies de outras farddigplantas (Saito, 20043.
winterianusé citada como repelente de insetos de varias ®r@&tva Junior, 2003). O
efeito repelente e inseticida @e winterianugem sido relatado no Brasil também para
a lagarta-do-cartucho do mill frugiperdaLabinas & Crocomo, 2002).

Os inseticidas botanicos para serem utilizados) al& eficiéncia no controle de
insetos-praga, devem apresentar seletividade peesky 0s insetos benéficos como
inimigos naturais e polinizadores. A seletividadenéa das caracteristicas essenciais
para escolha do produto a ser utilizado no contlelgragas, sendo a auséncia dessa
caracteristica uma das limitacbes de sua utilizalgao pesticida para ser liberado no
mercado necessita apresentar uma eficacia de nonen80% de controle da praga
(padrao minimo de eficiéncia para registro de ioskt pelo Ministério da Agricultura e
Pecuaria no Brasil). Para escolha correta de ugiupsgoara controle de pragas devem
ser considerados 0s seguintes critérios: regisirpasticida, o periodo de caréncia, 0
impacto ao ambiente, a eficicia de controle, rapitbeacdo, seletividade a organismos
benéficos, a persisténcia e 0 manejo da resistéagimaga a pesticidas.

Os inseticidas botanicos poderiam ser utilizadas gantrole de pragas em
diversas culturas agricolas, pois a utilizacdonsaee inadequada de produtos organo-
sintéticos vem afetando seriamente o ambiente recenefauna benéfica (Britet al,
2004).

Dentre os principais problemas relacionados consade inseticidas organo-
sintéticos estdo os possiveis efeitos dessas mulastésobre organismos néo-alvos,
como os polinizadores. A polinizagdo € fundamentalconducdo de muitas culturas
agricolas (Williamset al, 1991). Muitas plantas de interesse econdmicesaptam
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dependéncia da atuacdo dos insetos, sem 0S quaisogure a polinizacao e,
consequentemente, a producdo de frutos e seme@msto( & Couto, 2002).
Polinizadores, especialmente as abelhas, sdo nmportantes para aumento de
produtividade de diversas culturas. McGregor (19@B)ma que quase 80% dos
vegetais superiores de interesse econdmico, seglos [seus frutos como pelas
sementes, graos, fiboras e demais produtos, dependese que exclusivamente dos
insetos para a polinizagdo. Além da polinizacdaalsdhas sdo grandes produtoras de
mel, pdlen, propolis, geléia real, cera entre aummdutos.

Dentre as abelhas polinizadoras, a espé@ge mellifera (Linnaeus, 1758)
(Hymenoptera: Apidaeg utilizada de forma generalizada na poliniza¢cso ke deve
nao somente a sua eficiéncia polinizadora, mascipaimente devido a sua
disponibilidade, facilidade de manejo, por atirfgeilmente altas populacfes e por ser
polinizadora de inumeras culturas de importancian@mica, cujas caracteristicas
facilitam a introducéo de polinizadores em aredsvawlas (Benedek & Gaal, 1972). A
abelha africanizada apresenta importantes carstitad como rusticidade, alta
capacidade de producéo de mel e propolis e mapacaade de identificacdo de fonte
de alimento. Outro aspecto que favorece o uso dbdabmeliferas em areas agricolas é
gue sua biologia € bem conhecida e elas podem aeejatdas em caixas facilmente
transportaveis, para a polinizacdo de muitas @gdtagricolas (Corbe#t al, 1991,
Freitas, 1995).

Entre as abelhas sociais brasileiras, as pertexentsubtribo Meliponina
chamadas popularmente de abelhas indigenas séin,feéio as mais conhecidas. As
abelhas nativas sem ferrdo sao responsaveis petaluedo de 40% a 90% dos vegetais
gue necessitam de polinizacao cruzada em florastaisais (Kerret al, 1996).

A espécieTetragonisca angustuldLatreille, 1807) (Hymenoptera: Apidae),
conhecida popularmente como jatai, € uma das abskm ferrdo mais comum da
regido Neotropical e se adapta com certa facilidadediferentes condi¢cbes de
nidificacdo, como em buracos de muros, de pedegrothcos ocos de arvores e de
caixa de luz (Moure, 1961). De acordo com Noguliete (1997), a. angustulaé a
abelha que apresenta maior potencial como agethiteézpdor de flores ndo polinizadas
por A. mellifera Um dos efeitos diretos disso pode ser visto nmesmtio da
produtividade de plantas cultivadas, por meio deodtucéo de ninhos de abelhas em
areas de cultivo (Pedro & Camargo, 2000).

A abelha irai,Nannotrigona testaceicornigLepetier, 1836) (Hymenoptera:
Apidae), nidifica em ocos de arvores, moirdes decacepareddes de pedra etc.
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(Lindauer & Kerr, 1960). A entrada do ninho é urbdugeralmente curto, feito com
cerume pardo ou escuro. Durante a noite, o tuleriéafio com a construcdo de uma
rede de cerume, que é recolhida ao amanhecer. Mhatg (1992), em experimentos
realizados no Japéo, utilizaram abelhas sem feddoespécieN. testaceicornis
importadas do Brasil, para polinizacdo de morarngeralo frutos mais pesados e uma
porcentagem mais elevada de frutos bem formadogosSet al. (2008) verificaram
maior producdo de pepinos (maior quantidade deodryierfeitos) em casas de
vegetacdo com abelhbs testaceicornisomo polinizadoras.

A grande maioria dos trabalhos de pesquisa conticitaes botanicos levam em
consideracéo o efeito dos mesmos sobre as pramspnsiderando um possivel efeito
sobre insetos benéficos, como os polinizadoresitBidos problemas enfrentados pelos
polinizadores pelo uso intenso de produtos quimigaslimitam o desenvolvimento e
rendimento das populacdes apicolas, este trabath@dmo objetivo avaliar o impacto
de inseticidas botanicos sobre os polinizaddesnelliferg N. testaceicornise T.

angustula.



2. MATERIAL E METODOS

Os inseticidas botanicos estudados foram: extrataldo (Natualho), 6leo de
andiroba, 6leo de citronela, 6leo de eucaliptai¢adbra), neem (Natuneem) e rotenona
(Rotenat CE). As espécies de abelhas estudadasn:forai Nannotrigona
testaceicornisjatai Tetragonisca angustula Apis mellifera.Os tratamentos foram os
inseticidas botanicos nas doses recomendadas gi®icante (Natural Rural- Produtos
naturais para agropecuaria) para o controle deapraga testemunha na qual ndo se
usou inseticida. As concentracdes utilizadas foraxtrato de alho na concentracdo de
30mL/100L; os 6leos de andiroba, citronela e ept@alimL/100mL; neem 0,2mL/100
mL e rotenona 1mL/200mL de calda.

Os bioensaios realizados foram de toxicidade, @¢emncia alimentar e de

comportamento de movimentacao das abelhas.

2.1. Bioensaios de toxicidade dos inseticidas botéos

2.1.1. Bioensaios de toxicidade dos inseticidas &picos aos adultos deN.
testaceicornis, T. angustula e A. mellifera

Estes bioensaios foram conduzidos no LaboratéridMideejo Integrado de
Pragas do Departamento de Biologia Animal da Usidade Federal de Vigosa (UFV),
nos meses de abril a maio de 2008. Foram usadd®sadias abelhas coletados de
colméias no Apiario da UFV usando-se pote plagtiésH0 mL) de boca de 15 cm de
didmetro posicionado em frente a entrada da colmdéiamodo que as operarias
entrassem no frasco ao sairem da col6nia.

O delineamento experimental foi inteiramente casadb com quatro
repeticdes. Os tratamentos foram os inseticidé@nbmus na concentragcdo recomendada
para controle de pragas e a testemunha. Cada paqge¢rimental foi constituida por
uma (adultos das abelh&k testaceicorniee T. angustula ou duas (adultos dA.
melliferg) placas de Petri (9 cm de diametro x 2 cm de altaontendo 10 ou cinco
insetos respectivamente. Os adultosAdemelliferaforam divididos em duas placas

devido ao seu maior tamanho corporal.



Para a realizacdo dos bioensaios, folhas de abd@ma imersas em solucao
aquosa contendo inseticidas botanicos nas con¢géagaecomendadas para controle de
pragas por cinco segundos. Na testemunha as floleas imersas em agua. As folhas
foram colocadas para secar a sombra sob tempeetbinte por duas horas e apos
secagem foram inseridas em placas de Petri. Aaagplde Petri que receberam as
espécies de abelhas foram colocados dois recipigetédsticos de 1,5 cm de diametro x
1,0 cm de altura, um contendo candi (agucar e enelputro 4gua. Os contetdos destes
recipientes foram renovados quando foi avaliadeogalidade das abelhas. As placas
de Petri com os insetos foram acondicionadas euafaestcubadora a 2% 0,5 °C,
umidade relativa do ar de #6% e fotofase de 12 horas. Um, dois, trés, queincp e
seis dias ap0s a montagem dos bioensaios foramas@d contagens do numero de
insetos mortos por unidade experimental. Foramidersslos como mortos os insetos
que perderam a coordenacado motora. Foram calcudesdamrtalidades dos insetos em
cada parcela experimental.

A mortalidade ocorrida nos tratamentos foi corigpela mortalidade ocorrida
na testemunha usando-se a formula de Abbott (1925).dados de mortalidade
corrigida da ultima data de avaliagdo para cadaossmle inseto foram submetidos a
andlise de variancia e as médias dos tratamentas foomparadas pelo teste Scott-
Knott a p<0,05 (Scott & Knott, 1974). Os dados dertalidade causada por cada
tratamento em funcdo do tempo (dias) foram submet@ andlise de regressao a
p<0,05. Os coeficientes destas curvas foram subtioseth analise de identidade de
modelos pelo teste F p<0,05 para os tratamentos que causaram mortalidades
semelhantes segundo o teste Scott-Knott a p<0,85cukvas semelhantes foram
agrupadas num unico modelo. Foram calculados esvalbs de confianca a 95% de
probabilidade para cada curva. Os intervalos defiamoya foram utilizados para
verificagdo da diferenga entre os tratamentos agoalo tempo. Quando uma curva
esteve totalmente inserida no intervalo de conéiade outra estas curvas foram
consideradas semelhantes, sendo estimada umaaimmicapara estes tratamentos. Os
intervalos de confianca foram também utilizados parificar a partir de que momento
os tratamentos foram diferentes. No periodo em wjua curva esteve inserida no

tratamento da outra estes tratamentos foram coasdioe semelhantes (Regazzi, 1996).



2.1.2. Bioensaio de toxicidade dos inseticidas botéos a larvas deA. mellifera

Este bioensaio foi conduzido no Laboratério de Bgta Apicola da UFV.
Foram usadas larvas de mellifera,com um dia de idade, obtidas de favos de cria de
operarias de colméias do Apiario da UFV.

O delineamento experimental foi inteiramente casadb com quatro
repeticbes. Os tratamentos foram os inseticidasanmmis nas concentragoes
recomendadas para controle de pragas e a testenfData parcela experimental foi
constituida por uma placa de Petri (9 cm de didmnet2 cm de altura) contendo 10
larvas deA. mellifera As larvas déA. melliferautilizadas foram criadas em laboratorio
em cupulas de polietileno (9,8mm de altura x 5,6 derargura inferior x 8,8 mm de
largura superior) que foram previamente montadaglacas de Petri (dez cupulas por
placa), utilizando como base um disco de Isopon®upsdo.

A dieta utilizada para alimentacdo das larvas, mgguRembold & Lackner
(1981) modificado por Silvaet al. (2005), foi constituida de 49,0% de geléia real,
36,3% de agua, 6,8% de d-frutose, 6,8% de d-glieosd % de extrato de Iévedo. Os
acucares e o extrato de lévedo foram dissolvidosagua e filtrados em membrana
Millipore (0,22um). Em seguida, o filtrado foi adicionado a geléal (produzida no
Apiario da UFV). A dieta foi homogeneizada e arnmazia & 5°C em frascos de vidro
estéreis envolvidos por papel aluminio. As larnvasrh alimentadas diariamente por
cinco dias consecutivos com 4, 15, 25, 50 @l7de dieta (Silveet al, 2005).

As larvas de operarias de melliferaforam submetidas aos tratamentos com
inseticidas no 3° dia de alimentacdo, pois nesaeasiabelhas comegam a receber
alimento que chega do campo. No 3° dia cada laeva. dnelliferarecebeu 25.L de
dieta, obtida pela mistura de: 1,0 g de geléia @aB6 g de d-frutose; 0,136 g de d-
glicose; 0,022 g de extrato de lévedo e 0,73 mL pheeticidas botanicos nas
concentracdes recomendadas para controle de prédgeestemunha consistia de 1,0 g
de geléia real; 0,136 g de d-frutose; 0,136 g déadse; 0,022 g de extrato de |Iévedo e
0,73 mL de agua destilada. As placas de Petri comaraas foram mantidas em uma
estufa incubadora com temperatura de 34°C e umidddva do ar, controlada em
96%, por meio de uma solucéo de glicerol a 15,5%.

Apbés o periodo de alimentacdo, as larvas foranradsts das cupulas e
colocadas em placas de Petri revestidas com daplada de gaze, contendo divisdes
de papel para individualiza-las. A mortalidade dvaliada em cada estagio (larva e
pupa) até a emergéncia dos adultos. Diariamentejloago de todo ciclo de
desenvolvimento, contou-se o nimero de abelhasamerh cada placa de Petri e esses
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individuos foram removidos.
As mortalidades das larvas em cada tratamento ferdimetidas a analise de
regressao em funcao do tempe(,05), conforme procedimento descrito no item12.1.

2.2. Bioensaio de preferéncia alimentar de adultatas abelhas

A preferéncia alimentar de adultos Aemelliferafoi avaliada em teste de livre
escolha a campo no Apiario da UFV em julho de 2@la parcela experimental foi
constituida de frasco de vidro de 100 mL conter@ia2 de xarope de acucar (60% de
agua e 40% de acucar) (Malerbo Soatal, 2003). Este xarope continha o inseticida
botanico na concentragcdo recomendada para cordelpragas de acordo com o
tratamento. A testemunha continha o xarope na mesmnaentracdo dos demais
tratamentos, porém sem uso de inseticidas. Esenda@ foi conduzido em blocos
inteiramente casualizados com 18 repeticdes. Chxta toi constituido por mesa de
madeira (2,0 m de comprimento x 1,5 m de larguiagOxm de altura) com os frascos
dispostos em circulo de 100 cm de diametro comaalas experimentais distanciadas
10 cm das vizinhas. A mesa com os alimentadoresnf@olocados cerca de 30 m das
colbnias.

As abelhas que alimentaram de cada tratamento foomtadas e aprisionadas
em frascos plasticos de 1500 mL vedado com tameeri@do de observacao foi de 10
minutos e apos era realizado um intervalo de 1&toentre cada repeticdo. Os dados
do namero total de visitas das abelhas a cadalpdia@am submetidos a analise de
variancia e as meédias dos tratamentos foram couogmrpelo teste Scott-Knott a
p<0,05 (Scott & Knott, 1974).

Foram realizados experimentos de preferéncia atamemo campo para as
abelhad\. testaceicornis, T. angustuéam funcdo dos tratamentos de forma semelhante
ao bioensaio executado pata mellifera Essas abelhas ndo visitaram o xarope no
tempo avaliado.

O teste de livre escolha para as abelNadestaceicornie T. angustulafoi
repetido em laboratdrio. Cada parcela experimeboiatonstituida de uma gaiola de
madeira recoberta por organza (50,0 cm de comptane®0,0 cm de largura x 50,0
cm de altura). Adicionou-se no interior da gaiealamacos de algodao umedecidos em
xarope de acucar (60% de agua e 40% de acucagomqti@ham o inseticida botanico
na concentracdo recomendada para o controle daspdgggacordo com o tratamento. A
testemunha continha o xarope de acglcar na mesncartcgdo, porém sem 0 uso de
inseticidas. O bioensaio foi conduzido em blocdsiiamente casualizados com 10
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repeticbes. O periodo de observacéao foi de 10 wsn@ada bloco foi constituido de
uma gaiola com dois chumacos de algoddes de cadangnto distanciados 14 cm um
do outro. Foram introduzidas na gaiola 15 abelhasssas eram trocadas a cada
repeticdo. Mais uma vez, essas abelhas ndo visitareghumaco de algodao umedecido

com os tratamentos no tempo avaliado.

2.3. Bioensaios de comportamento de movimentacéo aeultos das abelhas

Estes bioensaios foram realizados no Laboratérigateoxicologia da UFV em
dezembro de 2008. Foram utilizados adultos dashabetoletados, de colméias do
Apiario da UFV, em gaiolas de madeira cubicas redab por organza com 50 cm de
aresta.

O experimento foi conduzido em delineamento inteeate casualizado com 14
repeticbes. Cada parcela experimental foi condttyor placa de Petri (9 cm de
diametro x 2 cm de altura) contendo papel filtedatdo com 1 mL de solugéo aquosa do
inseticida na concentracao recomendada de acomd®datamento. Na testemunha foi
aplicado 1 mL de agua. As placas de Petri com padpéiltro tratado foram colocadas
sob capela de exaustdo por cinco minutos para e@cagoosteriormente adicionou-se
uma abelha por placa.

A placa de Petri com a abelha foi levada ao sistei@otrack (Versao 3.0)
(ViewPoint Life Sciences Inc., Montreal — Canadajgpavaliacdo do comportamento
de movimentacdo. Este equipamento possui camerafiliagem acoplada a
microcomputador com software que grava as imagensiavimentacdo do individuo
durante um periodo de 10 minutos (Figura 1) e piisai a avaliagdo da distancia
percorrida, tempo e velocidade de movimentacaotésret al, 2008).

Os dados experimentais foram submetidos a an&iseudancia e suas medias

foram comparadas pelo teste Scott-Knott a p<0,06t{S: Knott, 1974).
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Figura 1. Caminhamento das trés espécies de almplhago em contato com a superficie tratada coseiesnseticidas botanicos.
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3. RESULTADOS

3.1. Toxicidade dos inseticidas botanicos as abetha

Os inseticidas botanicos estudados nédo apresentardacidade aos adultos da
abelhaN. testaceicornigFigura 2A).

O inseticida mais toxico apos quatro dias de ex@osiaos adultos daA.
mellifera foi 0 neem e o menos toxico foi o 6leo de andiralida.o extrato de alho,
rotenona e os Oleos de citronela e de eucaliptesaptaram toxicidade intermediaria a
estes extremos aos adultosAdenellifera(Figura 2B).

As curvas de mortalidade de adultos Alemelliferaem funcdo do tempo de
exposicao aos inseticidas botanicos foram agrupasasés modelos. O primeiro foi
composto pelo extrato de alho, rotenona, 6leo ttengla e 6leo de eucalipto, o
segundo pelo neem e o terceiro pelo 6leo de aralifdhbela 1). O inseticida neem
aumentou a mortalidade causada a adulto®\.dmelliferaem funcdo do tempo de
exposi¢do. Os inseticidas botanicos extrato de, atitenona e os 6leos de eucalipto,
citronela e andiroba causaram mortalidade interénedidesde a primeira avaliagdo
realizada 24 horas ap0s a exposicdo dessas abetlomeentracdo recomendada destes
inseticidas (Tabela 2 e Figura 3).

O inseticida mais toxico ap0Os seis dias de exposag® adultos da abelfa
angustulafoi o 6leo de citronela e 0 menos toxico 6leo ddirmba. O extrato de alho e
a rotenona nao foram toxicos a esta abelha (FRQ)a

As curvas de mortalidade de angustuleem funcéo do tempo de exposicédo aos
inseticidas botanicos foram agrupadas em cinco lned® primeiro foi composto pela
rotenona e extrato de alho, o segundo pelo neeamrceiro pelo 6leo de eucalipto, 0
quarto pelo dleo de citronela e o quinto pelo @ecandiroba (Tabela 1). O inseticida
botanico neem aumentou a mortalidade causada haabebhngustulaem funcédo do
tempo de exposicado. Os demais inseticidas causakatalidade a essa abelha desde a
primeira avaliacdo realizada 24 horas ap0s a exposias abelhas a concentragéo

recomendada deste inseticida (Tabela 2 e Figura 4).
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Figura 2. Mortalidade (média + erro padrao) de @dutlas abelhas (AYannotrigona
testaceicornigB) Apis melliferae (C)Tetragonisca angustuléHymenoptera: Apidae)
apos seis dias de exposicao por contato a concéatracomendada de seis inseticidas
botanicos. Os histogramas seguidos pela mesmaniti@scula ndo diferem, entre si,
pelo teste Scott Knott@<0,05.
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Tabela 1. Teste de identidade dos modelos dasseggee lineares simples da mortalidade das ab&#tiemgonisca angustul@gHymenoptera: Apidae)
e Apis mellifera(Hymenoptera: Apidae) em funcdo do tempo apds iaaggélo da concentracdo recomendada dos 6leos delen@©Oa), citronela
(Oc) e eucalipto (Oe), neem (Nn), rotenona (Rijtea&o de alho (Ea).

Inseto Tratamentds Teste de identidade do modelo Modelos
semelhantes Comparacgoes F p Grupo Tratamentos do modelo
Adultos deT. angustula Rt~ Ea Rtx Ea 1,09 0,3443 I Rte Ea
Oe= Nn Oex Nn 5,37 0,0082 [l Nn
11 Oe
\Y Oc
______________________________________________________________________________________________________________________________________________ v . %a
Adultos deA. mellifera Rt~ Ea~ Oc= Oe Rtx Eax Ocx Oe 0,63 >0,50 I Ea, Rt, Oc e Oe
Il Nn
R L S Ga
Larvas deA. mellifera Oe= Oa Oex Oa 4,80 0,0122 I Rt, Nn, Oa Oc e Oe*
Rt~ Nn= Oc RtxNnx Oc 1,62 0,1764 I Ea

! Tratamentos com mortalidades médias semelhanteelo teste Scott-Knott@<0,05.
* Modelo determinado devido aos intervalos de @nfa destes tratamentos serem semelhante

15



Tabela 2. Resultados das analises de regressaabdfisasTetragonisca angustula
(Hymenoptera: Apidae) Apis mellifera(Hymenoptera: Apidae) em funcéo do tempo
apos a aplicacdo da concentracdo recomendada ddoegde alho (Ea), neem (Nn),
rotenona (Rt) e 0leos de andiroba (Oa), citror@td € eucalipto (Oe),).

Grupd Tratamentos Equacio F p R  Tempd°©

Adultos deT. angustula

| Oc Y'=75,28 0,0003 0,95 - *

Il Oe Y'=53,03 0,03 0,87 - <bdias (Il

1 Nn Y'=-18,40+10,58X 7,14 0,0139 0,25<3 dias (IV)

v Oa Y'=26,20 0,002 0,97 - -

\ Eae Rt Y'=1,17 3,20 0,08 - >3 dias(l1l)
Adultos deA. mellifera

| Nn Y'=9,52+17,21X 8,28 0,0122 0,323 dias (ll)

1] Ea, Rt, Oc e Oe Y'=42,60 1,72 0,1940 - -

11 Oa Y'=11,92 1,35 0,2644 - *

Larvas deA. mellifera

| Rt, Nn, Oa, Oce Oe Y'=10,67 +2,83X 109,68,0001 0,43 >4 dias (ll)

Il Ea Y'=2,46 0,09 0,7632 - -
& Os nmeros romanos representam grupos de trat@sneorn curvas semelhantes pelo
teste de identidade de modelos.
P Y' = mortalidade (%). X = tempo (dias).
¢ Tempo em que esta curva diferiu de outras com masseus intervalos de confianca.
* Curva que diferiu das demais durante todo o tempo
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Figura 3. Mortalidade de adultos da abeftms mellifera(Hymenoptera: Apidae) em
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Os inseticidas mais téxicos apos 14 dias de inggstfas larvas dA. mellifera
foram o neem, rotenona e 6leo de citronela e ososmédxicos foram os dleos de
eucalipto e de andiroba. Ja o extrato de alho pésantou efeito toxico as larvasAle
mellifera(Figura 5A).

As curvas de mortalidade de larvas Alemelliferaem fungcdo do tempo de
exposicao aos inseticidas botanicos foram agrupawstadois modelos. O primeiro foi
composto pela rotenona, neem e os 6leos de anduibtzaela e eucalipto e o segundo
pelo extrato de alho (Tabela 1). Todos os insetcidotanicos aumentaram a maior
mortalidade causada a larvas Aemelliferaem funcdo do tempo de exposicdo com
excecdo do extrato de alho que causou baixa nuateddesde a primeira avaliagéo
realizada 24 horas apo0s a exposicdo das larvameempacdo recomendada deste
inseticida (Tabela 2 e Figura 6).

No bioensaio das larvas d&. mellifera, as abelhas sobreviventes recém-
emergidas foram coletadas e cada individuo tevassancorporal avaliada utilizando-
se uma balanca de precisdo. As larvag.dmelliferaalimentadas com dieta contendo
extrato de alho, 6leos de andiroba e de citroneéaspbreviveram, originaram adultos
com maior massa corporal do que da testemunha,déemucalipto, neem e rotenona
(Figura 5B). Foram tomadas as medidas de comproneonitporal das pupas de
melliferaque foram convertidas em centimetros. No finalate fde pupa essas foram
fotografadas com uma régua ao lado para serviadeip. As fotografias foram abertas
no programa QuantPoro v.1.0.2 omufele ser tomadas as medidas corporais das pupas.
As larvas desta espécie de abelha alimentadas mtenabntendo todos os inseticidas
botanicos testados originaram pupas com comprimeatporal semelhante ao da
testemunha.

3.3. Efeito dos inseticidas botanicos no comportami das abelhas

Verificou-se que todos os inseticidas botanicosesgrtaram repeléncia a
adultos deA. melliferano teste de livre escolha. A ordem decrescentepkdéncia foi
Oleo de citronela > 6leo de eucalipto > 6leo deirabd e neem > extrato de alho e
rotenona (Figura 7). As abelh&s testaceicornise T. angustulando apresentaram
resposta aos tratamentos nos boiensaios de liv@hastanto a campo como em
laboratério.

Os inseticidas nao afetaram a distancia percogidaempo de caminhamento
pela abelhaA. mellifera. Os adultos deA. mellifera diminuiram sua velocidade de
movimentacdo em superficie tratada com rotenon@eo de eucalipto, 0 neem e o
extrato de alho. J& o éleo de andiroba e o Olentdmela ndo afetaram a velocidade de
movimentac&o déa. mellifera(Figura 8).

Os inseticidas botanicos ndo afetaram a distaner@opida, o tempo em
movimento e a velocidade de movimentacao dos aldie abelhal. testaceicornie
T. angustulano bioensaio de comportamento de movimentacaor@g e 10).
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Figura 5. Mortalidade (média + erro padrdo) del@as da abelhApis melliferae (B)
Massa corporal de adultos dgis mellifera(Hymenoptera: Apidae) em funcdo da
aplicacdo da concentracdo recomendada de seigitagtbotanico§. = Erro padréo.
Os histogramas seguidos pela mesma letra minuséalaiferem, entre si, pelo teste
Scott-Knott g<0,05.
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Figura 6. Mortalidade de larvas Apis mellifera(Hymenoptera: Apidae) em funcéo do

tempo apos o inicio de fornecimento de dieta carareentracdo recomendada de seis
inseticidas botéanicos.
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Knott ap<0,05.
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Os histogramas seguidos pela mesma letra minuséalaliferem, entre si, pelo teste
Scott-Knott g§0<0,05.

25



4. DISCUSSAO

4.1. Toxicidade dos inseticidas botanicos as abe#iid. testaceicornis, T. angustula e
A. mellifera

Todos os inseticidas botanicos estudados forancdexas larvas e adultos de
mellifera, sendo que o mais téxico aos adultos foi 0 neem &raas além deste
inseticida também a rotenona e o 6leo de citrofoelam os mais toxicos. Para adultos
deT. angustulssomente a rotenona e o extrato de alho ndo foraico) sendo o0 mais
toxico o Oleo de citronela. Nenhum dos inseticitbasanicos estudados apresentou
toxicidade aos adultos d¢ testaceicornisO neem exerceu seu efeito toxico de forma
lenta, j& os demais inseticidas de forma rapidaaRt, diferentemente do que muitos
acreditam, os inseticidas botanicos podem aprasefdédo deletério sobre as abelhas
assim como os inseticidas organo-sintéticos (Barl&90; Cintraet al, 2002;
Bogdanov, 2006). Assim é necessario o manejo déwmé@s quando se aplicar
inseticidas botanicos nas lavouras de forma a nmammo impacto destes produtos
sobre as abelhas.

Outro fato importante € que mesmo 0s inseticiddanims com acdo mais
rapida levaram mais de algumas horas para exercewanatividade toxica sobre os
adultos das abelhas. Este fato indica que as abelhavisitarem lavouras onde se
aplicaram inseticidas botanicos transportariam @@ corpo, no néctar e no pélen,
residuos destes produtos para as colméias e esids poderiam exercer sua acao
toxica sobre suas crias como verificado neste ltnaba

Desta forma, torna-se necessario a implantacdoda&as que minimizem as
intoxicacbes das colméias. Segundo Ripperal. (1951) a seletividade pode ser
classificada em ecologica ou fisiologica. Para bselteas é necessario o uso da
seletividade ecologica que se relaciona com fordesitilizacdo dos inseticidas de
modo a reduzir a exposicdo das abelhas a essésidese(Pedigo, 1999). Este objetivo
pode ser atingido através da aplicacdo dos indafioem horarios em que as abelhas
apresentam menor taxa de forrageamento evitandntato dessas com 0s inseticidas.
Isto pode ser obtido em aplicagGes ao final dooplertda tarde onde € baixa a presenca
de abelhas nas lavouras. Outra pratica que podenipam 0 impacto dos inseticidas
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botanicos sobre as abelhas é o fechamento da andi@dcolméia e realizacdo de
alimentacdo artificial da colméia durante as pubamdes para se evitar que as abelhas
visitem as lavouras no dia da aplicacao dos indasc

Outro fato importante € que alguns inseticidas tié@ram efeito sobre as
abelhas sugerindo que alguns inseticidas botapiedem apresentar rapida degradacao
e permanecerem menos tempo exercendo seu efeito gbbre as abelhas (Gorieg
al., 1975; Chiu, 1988; Antonious, 2004). Fato esse, permite o controle de pragas

sem, portanto afetar o rendimento das coloniabdihas.

4.2. Efeito dos inseticidas botanicos no comportam® das abelhas N.
testaceicornis, T. angustula e A. mellifera

Verificou-se que todos os inseticidas botanicosréimn efeito de repeléncia aos
adultos deA. melliferg sendo que nenhuma abelha visitou o0 xarope com ade
citronela. Este efeito de repeléncia destes indasdbotanicos sobrk. melliferapode
ser utilizado de varias formas no manejo das calsaéUma das formas de sua
utilizacdo é a inclusdo destes produtos repelemsscaldas com inseticidas organo-
sintéticos a serem pulverizadas em épocas de dlorague reduziria o impacto destes
inseticidas sobre esta abelha. Outra forma dezag#io seria a aplicacdo destes
inseticidas botanicos em faixas. Assim as abek¥é@n a opcéo de visitar e polinizar
as plantas das faixas ndo pulverizadas ja queiasfde cultivo pulverizadas seriam
menos preferidas devido ao efeito de repelénciteslianseticidas botanicos a estas
abelhas.

Observou-se no bioensaio de comportamento de mavag&o que o extrato de
alho, neem, rotenona e 0leo de eucalipto diminuaaraelocidade de movimentacéao de
adultos deA. mellifera Este fato indica que estes inseticidas botaniews efeito de
arrestancia sobre esta abelha jA que este é utn di&eicontato que faz com que os
insetos tendem a parar ou tornar seus movimentgs lerdos (Doskotclet al, 1980;
Wu et al, 2008). Este efeito de arrestancia destes indatidbotanicos pode ser usado
no manejo das colméias de forma semelhante actidisqara o efeito repelente destes

inseticidas.
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5. CONCLUSOES

Neem, rotenona, extrato de alho e os 6leos deddicitronela e eucalipto tém
efeito toxico e de repeléncia sobre a abalpia mellifera.

O extrato de alho, neem, rotenona e 6leo de etadlm efeito de arrestancia
sobre operarias d& mellifera.

Neem e o0s Oleos de andiroba, citronela e eucalfto efeito tdxico sobre
operarias da abellaetragonisca angustula.

Os inseticidas botanicos extrato de alho, o0leondkr@ba, 6leo de citronela, 6leo
de eucalipto, neem e rotenona ndo apresentarata &eico sobre operarias da

abelhaNannotrigona testaceicornis
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