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RESUMO: Conhecer a toxicidade dos inseticidas, inclusive naturais, sobre Apis mellifera é fundamental para
conservagdo dessa abelha nas dreas de producdo agricola. Portanto, objetivou-se avaliar a toxicidade de
extratos aquosos de nim sobre A. mellifera, via pulverizacio direta. O bioensaio foi realizado sob condi¢des
de laboratério, sendo avaliadas trés doses do extrato aquoso de folhas de nim (5, 10 ¢ 20 g 100mL") e trés
doses do extrato aquoso de sementes de nim (5, 10 e 20 g 100mL!). Foram avaliadas a mortalidade e os
efeitos adversos sobre o comportamento das abelhas por um periodo de 24 horas, bem como sua capacidade
de voo apés o periodo de exposicao. Os extratos aquosos de nim ocasionaram mortalidade entre 8,2% e
27,4% para folhas e 15,4% e 24,3% para sementes. O Tempo letal mediano (TLsp) proporcionado pelos
extratos aquosos de nim foi de 269,69 horas para folha na dose 5g 100mL-!, 135,39 horas para folha nas doses
10 e 20g 100mL1, e 67,89 horas para semente independente da dose. Ndo foram observados distarbios
motores e nao houve interferéncia na capacidade de voo de A. mellifera. Os extratos aquosos de folhas e
sementes de nim, nas concentragoes avaliadas, foram pouco téxicos sobre A. mellifera.

Palavras-chave: abelha melifera; conservagao; mortalidade; Azadirachta indica.

Survival and flight capacity of Apis mellifera after direct exposure to
aqueous extracts of neem

ABSTRACT: Understanding the toxicity of insecticides, including those derived from natural sources, on
Apis mellifera is crucial for conserving this bee in agricultural production areas. Therefore, this study aimed
to evaluate the toxicity of aqueous neem extracts on A. mellifera via direct spraying. The bioassay was carried
out under laboratory conditions, evaluating three doses of aqueous extract of neem leaves (5, 10 and 20 g
100mL") and three doses of aqueous extract of neem seeds (5, 10 and 20g 100mL"). Mortality and adverse
effects on bee behavior were evaluated for 24 hours as well as their capacity to fly after exposure. Neem
aqueous extracts caused mortality between 8.2% and 27.4% for leaves and 15.4% and 24.3% for seeds. The
median lethal time (TLso) occasioned by aqueous neem extracts was 269.69 hours for the leaf at a dose of 5¢g
100mlL.1; 135.39 hours for the leaf at doses of 10 and 20g 100mL-!, and 67.89 hours for the seed regardless
of dose. No motor disturbances were observed, and there was no interference with A. mellifera capacity to fly.
Aqueous extracts of neem leaves and seeds were low toxic to 4. mellifera at the concentrations evaluated.
Keywords: honey bee; conservation; mortality; Azadirachta indica.
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1. INTRODUCAO

A polinizacido realizada pelas abelhas é fundamental para
a maioria das culturas agricolas exploradas pelo homem,
gerando valores consideraveis para economia mundial
(KHALIFA et al., 2021). Dentre as abelhas, destaca-se .Apis
mellifera 1. (Hymenoptera: Apidae) como um dos mais
importantes polinizadores das plantas cultivadas do mundo
(KLEIN et al., 2020).

Contudo, nos dltimos anos tem ocorrido o declinio
populacional de abelhas em 4reas agricolas (LUNARDI et al.,
2017), sendo este grave problema associado a multiplos
fatores, como por exemplo, o uso intensivo de inseticidas
para o controle de pragas (SINGLA et al, 2020;
FARRUGGIA et al., 2022). Em campo, uma das formas de

exposicdo das abelhas aos inseticidas é por meio do contato
com goticulas de pulverizacio, que pode ser letal ou gerar
efeitos subletais como tremores, paralisia e redugido de
capacidade de voo (GOMES et al., 2020; TOSI et al., 2022).

Uma das alternativas para minimizar o uso de inseticidas
sintéticos ¢ a utiliza¢do de extratos e éleos vegetais (SOUZA
et al, 2024; HASSAM et al, 2024). Dentre as espécies
vegetais com propriedades inseticida, destaca-se o nim
(Azadirachta indica A. Juss) como uma das mais estudadas e
que apresenta eficiéncia contra ampla gama de insetos-praga
(PASCOLI et al,, 2019; KAMUNHUKAMWE et al., 2022).
Todavia, os bioinseticidas também podem provocar efeito
letal e subletal sobre as abelhas (CATANIA et al., 2023),
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sendo algumas vezes tdo téxicos quanto os inseticidas
sintéticos (BARBOSA et al., 2015), o que torna necessatio o
desenvolvimento de trabalhos visando avaliar a toxicidade
dos referidos produtos sobre esses insetos.

Os estudos relacionados a toxicidade do nim sobre A.
mellifera sao predominantemente realizados com o éleo das
sementes, que dependendo da concentracio tem ocasionado
reducio na sobrevivéncia da referida abelha (XAVIER et al.,
2015; GOMES et al., 2020; PIRES et al., 2024). Além disso,
Souza et al. (2024) relataram que o 6leo de nim provoca
alteracbes nas células do intestino médio de A. mellifera,
prejudicando a absor¢ao de nutrientes. Em contrapartida, o
efeito do extrato aquoso de folhas e sementes de nim sobre
as abelhas meliferas ainda é pouco estudado, especialmente
por meio do contato direto. Habarurema et al. (2022),
afirmaram que os extratos aquosos de nim nao ocasionaram
interferéncia na presen¢a e abundancia de .A. mellifera na
cultura do feijao guandu (Cajanus Cajan) apos a pulverizacio
na area.

Considerando que o extrato aquoso de nim ¢é de facil
preparo e ja foi relatado como eficiente no controle de pragas
que acometem culturas que dependem da poliniza¢io
realizada por A. mellifera, como é o caso da mosca-minadora
Liriomyza sativae (COSTA et al., 2016) e mosca branca (Bewisia
tabaci) (BLEICHER et al., 2007) em meloeiro (Cucumis melo),
¢ imprescindivel avaliar os efeitos desses inseticidas naturais
sobre as abelhas. Catania et al. (2023) destacam que é
necessario ampliar o nimero de pesquisas sobre os efeitos de
inseticidas naturais nas abelhas, pois somente assim sera
possivel mitigar os riscos a sobrevivéncia desses insetos.

Portanto, visando ampliar as informacdes sobre o tema e
contribuir com a conservagio de polinizadores em areas
agricolas, objetivou-se avaliar a sobrevivéncia e capacidade de
voo de A. mellifera ap6s exposicio direta aos extratos aquosos
de folhas e sementes de nim.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de
Entomologia (25° + 2 °C, UR de 65 £ 10% e fotofase de 12
horas) do Centro de Ciéncias e Tecnologia Agroalimentar
(CCTA) da Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG), Campus Pombal, Paraiba, Brasil. Para o
desenvolvimento da pesquisa foram utilizadas operarias
adultas de A. mellifera coletadas em quadros de melgueira de
cinco (05) colmeias pertencentes ao apiario do
CCTA/UFCG, que sio mantidas em caixas de madeira do
tipo Langstroth e recebem manutenc¢io periédica conforme
necessidade.

O bioensaio foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado composto por oito tratamentos e 10 repeticoes,
sendo cada unidade experimental formada por 10 abelhas
adultas. Foram avaliados os seguintes tratamentos:
Testemunha absoluta (dgua destilada), testemunha positiva -
Actara® (Tiametoxam - 0,30 g i.a L), trés doses do extrato
aquoso de sementes de nim (5, 10 e 20 g 100mL") e trés doses
do extrato aquoso de folhas de nim (5, 10 e 20 g100 mL1).
As doses do extrato de semente foram estabelecidas com
base no trabalho de Costa et al. (2016), pois os autores
observaram eficiéncia das concentracoes no controle da
mosca-minadora L. safivae em meloeiro, cultura que é
dependente da polinizacio realizada por A. mellifera. As doses
do extrato aquoso das folhas seguiram a mesma propor¢io.

Os extratos aquosos foram preparados com folhas e
sementes de nim provenientes de arvores-matrizes

localizadas no municipio de Pombal, no Estado da Paraiba.
Seguindo a metodologia de Costa et al. (2018), tanto as folhas
quanto as sementes de nim foram submetidas a secagem em
estufa de circulacdo forcada de ar a temperatura de 40 °C por
um periodo de 48h. Apds a secagem, as folhas e sementes
foram trituradas com auxilio de um liquidificador,
separadamente, até obten¢ao do p6. Com o pé de cada parte
(semente e folha), foi realizada as dilui¢bes em agua destilada
até a obtencao das doses descritas.

Ap0s feita as diluigbes, os extratos foram mantidos em
repouso e armazenados em local seco e escuro durante um
periodo de 24 horas afim de manter a eficicia do extrato,
evitando sua fotodegradacdo. Apéds esse periodo, os extratos
foram filtrados e em seguida realizada a aplicacéo, utilizando
pulverizadores manuais.

A pulverizagdo direta de cada tratamento sobre as abelhas
adultas, foi realizada seguindo a metodologia utilizada por
Costa et al. (2014). Foram utilizadas arenas (recipientes
plasticos com 15 cm de didmetro por 15 cm de altura) com a
extremidade parcialmente coberta com tela antiafideo e
aberturas de 0,1 cm nas laterais para possibilitar a adequada
circulacio de ar. Em todas as arenas foram colocados no
interior pasta Candi (dieta artificial para abelhas) em
recipiente plastico e um chumaco de algodao embebido em
agua destilada. Somente apds o referido procedimento, as
operarias adultas de A. mellifera foram liberadas no interior
das arenas. Para facilitar o manuseio durante a realizacio do
bioensaio, as abelhas foram previamente anestesiadas por
meio do uso de frio (£ 4 °C durante aproximadamente 90
segundos).

Foram avaliadas a mortalidade e os distarbios motores
(por exemplo, prostragdo, tremores, paralisia, reducdo de
alimentacio, etc.) das abelhasa 1,2, 3,4, 5, 6,9, 12, ¢ 24 horas
ap6s o inicio da exposicio aos tratamentos. Foram
registradas como mortas as abelhas que nio responderam a
estimulos mecanicos (toques no corpo das abelhas com um
pincel fino, em cada periodo de avaliagdo). Para as abelhas
que sobreviveram apés as 24 horas de observacio, deu-se
continuidade avaliando a capacidade de voo seguindo a
metodologia proposta por Gomes et al. (2020).

Para avaliar a capacidade de voo das abelhas foi utilizada
torre de voo constituida por estrutura de madeira (35 x 35 x
105 cm), revestida por plastico transparente e com uma
lampada no topo. Além disso, nas laterais da torre foram
fixadas fitas métricas. A avaliacio foi conduzida em sala
escura sob temperatura média ambiente de 26° + 2 °C e UR
de 65 * 10%, onde a tunica fonte de luz foi a lampada
instalada no topo da torre para estimular o deslocamento das
abelhas (fototropismo positivo). Cada abelha sobrevivente
foi liberada individualmente na base da torre e foi
estabelecido o tempo de 60 segundos para que as mesmas
realizassem o voo, sendo registrado se a abelha conseguiu ou
ndo voar e os niveis de altura que cada uma atingiu. A torre
de voo apresentou cinco niveis de altura: 1 (base da torre — 0
cm), 2 (de 1 cm a 30 cm de altura), 3 (de 31 cm a 60 cm de
altura), 4 (de 61 cm e 90 cm de altura) e 5 (de 91 cm até 115
cm, local onde estava a lampada).

A porcentagem de mortalidade foi calculada para cada
tratamento e corrigida por meio da equagio de Abbott
(ABBOTT, 1925). Os dados de sobrevivéncia dos adultos
foram analisados utilizando-se o pacote Survival do software
R R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2022) e submetidos
a analise de distribuicio de Weibull. Os tratamentos com
efeitos semelhantes (toxicidade e velocidade de mortalidade)
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foram agrupados usando contrastes. Foi calculado também o
tempo letal mediano (TLso) para cada grupo formado.

O efeito dos tratamentos sobre a quantidade de abelhas
que atingiu cada altura da torre de voo foi investigado
aplicando-se testes de Kruskal-Wallis. Quando este teste
resultou em diferenca significativa os dados foram
investigados mais a fundo utilizando-se o teste compatragdo
mualtipla Mann-Whitney. As analises foram realizadas no
programa Past 4.11 (HAMMER et al., 2001).

3. RESULTADOS

Independentemente da dose avaliada, os extratos aquosos
derivados do nim apresentaram-se pouco toxicos a A.
mellifera via pulverizacdo direta, principalmente quando
comparados ao inseticida Tiametoxam, que ocasionou 100%
de mortalidade. As duas maiores doses do extrato aquoso de
folhas do nim provocaram os maiores percentuais de
mortalidade, 24,4% e 27,4%, respectivamente. Ja o extrato
aquoso da semente em sua maior concentra¢do ocasionou
24,3% (Figura 1). Nido foi observado efeito adverso na
mobilidade das abelhas expostas aos extratos aquosos de nim.

Em relacio a probabilidade de sobrevivéncia, foi
observada diferenca significativa entre os tratamentos. Os
extratos aquosos de folhas e sementes de nim, independente
da dose avaliada, apresentaram Tempo Letal Mediano (TLsg)
significativamente superior ao inseticida Tiametoxam

(testemunha positiva), que ocasionou rapida mortalidade nas
abelhas (TLso = 3,57 horas) (Figura 2).
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Figura 1. Mortalidade (%) de Apis mellifera apds exposigio via
Pulverizacio direta aos inseticidas, Pombal-PB-Brasil, 2021.

Figure 1. Mortality (%) of Apis mellifera after exposure to direct
spraying of insecticides, Pombal-PB-Brazil, 2021.
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Figura 2. Sobrevivéncia (%o) de Apis mellifera e tempos letais medianos (TLsg) apos exposi¢do via pulverizagdo direta com os inseticidas,

Pombal-PB-Brasil, 2021.

Figure 2. Survival (%) of Apis mellifera and median lethal times (TLs) after exposure to direct insecticide spraying, Pombal-PB-Brazil, 2021.

O extrato aquoso de folhas de nim proporcionou os
tempos letais medianos mais proximo da testemunha
absoluta, com TLso = 269,69 horas para menor dose avaliada
e 135,39 horas para as duas maiores doses. Ja o extrato
aquoso das sementes, independente da dose, ocasionou a
maior velocidade de mortalidade entre os derivados de nim,
proporcionando TLso = 67,89 horas (Figura 2).
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A quantidade de abelhas atingindo cada nivel de altura da
torre de voo nio foi influenciada pela exposicao ou dose do
extrato de folhas de nim (Tabela 1). Em todos os
tratamentos, a maioria das abelhas conseguiu atingir o nivel
maximo da torre (Figura 3), fazendo com que a quantidade
de abelhas apresentasse diferenca significativa entre os niveis

(Tabela 1 e 2).
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Extrato de folhas de nim

Testemunha

Extrato folha 5g/100ml
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Figura 3. Efeito dos tratamentos com extrato de folhas de nim sobre
a quantidade de abelhas em cada nivel de altura Pombal-PB-Brasil,
2024.

Figure 3. Effect of neem leaf extract treatments on the number of
bees at each height level Pombal-PB-Brazil, 2024.

Tabela 1. Resultado do teste de Kruskal-Wallis para os efeitos do
tratamento e altura da torre sobre a quantidade de abelha em cada
nivel de altura no experimento com extrato de folhas de nim.
Table 1. Results of the Kruskal-Wallis test for treatment and tower
height effects on the number of bees at each height level in the
experiment with neem leaf extract.

Tratamentos Alturas
H (y): 3,929 H (): 10,95
Hc (erro corrigido): 3,949 Hc (etro corrigido): 11,01
p-valor: 0,267 p-valor: 0,02643*

*Diferencas significativas ao nivel de p < 0,05.

Tabela 2. Resultado da comparacio muiltipla de Mann-Whitney para
os efeitos da altura da torre sobre a quantidade de abelha em cada
nivel de altura no experimento com extrato de folhas de nim.
Table 2. Result of the Mann-Whitney multiple comparisons for the
effects of tower height on the number of bees at each height level
in the experiment with neem leaf extract.

Tabela 3. Resultado do teste de Kruskal-Wallis para os efeitos do
tratamento e altura da torre sobre a quantidade de abelha em cada
nivel de altura no experimento com extrato de sementes de nim.
Table 3. Kruskal-Wallis test result for the effects of treatment and
tower height on the number of bees at each height level in the
experiment with neem seed extract.

Tratamentos Alturas
H () 0,2429 H (y): 15,93
Hc (erro corrigido):  0,2447  Hc (erro corrigido): 16,05
p-valor: 0,9701 p-valor: 0,002954*

*Diferencas significativas ao nivel de p < 0,05.
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Figura 4. Efeito dos tratamentos com extrato de sementes de nim
sobre a quantidade de abelhas em cada nivel de altura, Pombal-PB-
Brasil, 2024.

Figure 4. Effect of neem seed extract treatments on the number of
bees at each height level, Pombal-PB-Brazil, 2024.

Tabela 4. Resultado da comparacio multipla de Mann-Whitney para
os efeitos da altura da torre sobre a quantidade de abelha em cada
nivel de altura no experimento com extrato de sementes de nim.

Table 4. Result of the Mann-Whitney multiple comparisons for the
effects of tower height on the number of bees at each height level

Ocm 1-30ecm  31-60cm  61-90cm 91 -115cm  in the experiment with neem seed extract.
0 cm - 0,1367 0,665 0,8852  0,03038* Ocm 1-30cm  31-60cm 61-90cm 91 -115 cm
1-30 cm - - 0,8845 0,2425 0,0294* 0 cm - 01124 0,4568 0,1804 0,03038*
31-60 cm - - - 0,3836  0,03038* 1-30cm - - 0,02843*  0,02843*  (,03038*
61-90 cm - - - - 0,03038* 31-60cm - - - 0,02652%  0,02843*
91-115cm - - - - - 61-90cm - - - - 0,02843*
*Diferencas significativas ao nivel de p < 0,05. 91-115cm - - - - -

Do mesmo modo, a quantidade de abelhas atingindo cada
nivel de altura da torre de voo ndo foi influenciada pela
exposicao ou dose do extrato aquoso de sementes de nim
(Tabela 3). Novamente, em todos os tratamentos, a maiotria
das abelhas conseguiu atingir o nivel maximo da torre (Figura
4), fazendo com que a quantidade de abelhas apresentasse
diferenca significativa entre os niveis (Tabela 3 e 4).

*Diferencas significativas ao nivel de p < 0,05.

Nio foi  observado  distarbios  motores e
comprometimento da capacidade de voo das abelhas que
sobreviveram apds o perfodo de exposicdo aos extratos
aquosos de nim. O comportamento das abelhas expostas aos
extratos foi semelhante ao verificado nos insetos da

testemunha absoluta.
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4. DISCUSSAO

A baixa mortalidade e a auséncias de efeitos adversos na
atividade motora de A. mellifera, apos a exposicio direta aos
extratos aquosos de nim, provavelmente estio associados ao
fato da  Azadiractina  apresentar acdo inseticida
principalmente por ingestio e ser mais nociva as fases jovens
dos insetos (SCHMUTTERER, 1990; SILVA et al., 2009).
Desta forma, operarias adultas de A. mellifera acabam sendo
pouco afetadas, resultando em uma baixa toxicidade dos
extratos via pulverizagio direta. F importante destacar ainda
que, os efeitos adversos da Azadiractina sobre A. wellifera
dependem da idade das abelhas e da concentracdo do
produto (Amaral et al., 2015), fatores que também podem ter
contribuido para baixa mortalidade observada no presente
estudo.

Apesar da escassez de informagdes em comparaciao com
o0 6leo, o extrato aquoso de nim parece nao proporcionar alta
mortalidade ou efeitos adversos na mobilidade e
comportamento de A. mellifera. Habarurema et al. (2022),
afirmaram que a pulverizacdo de extratos aquosos de nim
para o controle de pragas em feijao guandu, nido interferiu na
presencga e abundancia de A. wellifera visitando a cultura. Os
resultados obtidos no presente trabalho, bem como as
informag&es apresentadas por outros pesquisadores, indicam
que o extrato aquoso de nim é pouco nocivo a operarias
adultas de A. mellifera. Dessa maneira, os extratos aquosos de
nim configuram-se como potencial alternativa para o
controle de pragas, sem prejudicar a sobrevivéncia das
abelhas nas areas agricolas.

Nao obstante, salienta-se que ¢ importante considerar as
doses/concentracoes utilizadas, pois podem interferit na
toxicidade do produto. Apesar de todos os extratos de nim
proporcionarem baixa mortalidade e tempos letais medianos
superiores ao inseticida Tiametoxam, os resultados apontam
que o extrato da semente ocasiona maior velocidade de
mortalidade nas abelhas em comparagio ao extrato das
folhas, sendo esse efeito possivelmente devido a maior
concentragio de Azadiractina nas sementes (FERNANDES
et al,, 2019). Para o 6leo de nim, sabe-se que dependendo da
concentrac¢ao utilizada pode haver reducio na sobrevivéncia
de adultos e larvas de A. mellifera (Gomes et al., 2020; Kaur et
al., 2022; Pires et al., 2024), além de provocar altera¢es nas
células do intestino médio da abelha, prejudicando a absor¢iao
de nutrientes essenciais para sobrevivéncia (SOUZA et al.,
2024). Estas observagbes reforcam a ideia de que o aumento
na dose/concentracio do extrato aquoso, pode provocar
maior mortalidade.

A capacidade de voo de A. mellifera ndo foi comprometida
apos a exposicio direta aos extratos aquosos de nim, sendo
observado comportamento similar as abelhas expostas
somente a agua destilada. A maioria das abelhas conseguiu
atingit a altura maxima da torre de voo (115 cm) e mesmo as
que ficaram na base (0 cm) ndo apresentaram nenhum
distarbio motor aparente (tremores, paralisia, prostracio
etc.). Diferentemente do extrato aquoso e tendo como forma
de exposicdo a ingestio, o Oleo das sementes de nim
ocasionou reducdo da capacidade de voo em operarias
adultas de A. mellifera (GOMES et al, 2020). Portanto,
mesmo ndo havendo estudos aprofundados sobre a
influéncia da exposi¢do direta a extratos aquosos de nim na
capacidade de voo das abelhas meliferas, os resultados
obtidos sio promissores no sentido de preservacao desses
polinizadores, principalmente por ja haver relato de que apos
a pulverizagao de extratos de nim em area cultivada, nio foi
observada reducdio na abundancia de A wellifera
(HABARUREMA et al, 2022). Este fato incentiva a
realizacdo de novas pesquisas visando ampliar as informacGes
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sobre o tema e, consequentemente, auxiliar na preservacio
das abelhas em areas agricolas, assim como sugerem Catania
et al. (2023).

Esses sdo os primeiros resultados sobre a sobrevivéncia e
capacidade de voo de A. mellifera apés exposicao direta a
doses dos extratos aquosos de folhas e sementes de nim.
Nas condi¢oes avaliadas, os extratos aquosos de folhas e
sementes foram pouco nocivos as abelhas, configurando-se
como potencial alternativa para o controle de pragas visando
o menor impacto possivel sobre os polinizadores em areas
agricolas. Além de ampliar as informagbes sobre o tema, os
resultados irdo subsidiar novas pesquisas, especialmente em
condi¢bes de campo.

5. CONCLUSOES

Os extratos aquosos de folhas e sementes de nim,
independente da dose avaliada, foram pouco nocivos a
sobrevivéncia de operarias adultas de A. mellifera e nio
interferiram na capacidade de voo das abelhas ap6s exposicdo
direta.
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