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RESUMO: O uso de inseticidas sintéticos no manejo de pragas tem impactado negativamente populagdes de Apis
mellifera em areas agricolas. Portanto, objetivou-se avaliar a toxicidade residual do extrato aquoso das sementes e
folhas de nim Azadirachta indica sobre A. mellifera. O bioensaio foi realizado em condicoes de laboratério e
composto por oito tratamentos: Testemunha absoluta - d4gua destilada; Testemunha positiva - Tiametoxam (0,30
g i.a./L), trés doses do extrato aquoso de folhas de nim (5, 10 e 20 g/100 mL) e trés doses do extrato aquoso de
sementes de nim (5, 10 e 20 g/100 mL). Os extratos aquosos das sementes e folhas de nim foram pouco téxicos a
A. mellifera via residual, ocasionando menos de 15% de mortalidade. O extrato aquoso das folhas, independente da
dose, assim como a dose de 5 g/100mL do extrato aquoso das sementes, apresentaram TLso de 287,17 horas,
enquanto as doses 10 e 20 g/100 mL do extrato das sementes proporcionaram TLso de 119,91 horas. Os extratos
aquosos de nim nao afetaram a capacidade de voo das abelhas que sobreviveram apds as 24 horas de exposicao aos
tratamentos e, independente da dose avaliada, foram pouco téxicos a A. mellifera via residual.

Palavras-chave: Azadirachta indica; Declinio; Inseticida natural; Polinizadores.

ABSTRACT: The use of synthetic insecticides in pest management has negatively impacted Apis mellifera
populations in agricultural areas. Therefore, this study aimed to evaluate the residual toxicity of aqueous extracts
from neem (Azadirachta indica) seeds and leaves on A. mellifera. The bioassay was conducted under laboratory
conditions and consisted of eight treatments: absolute control (distilled water); positive control (Thiamethoxam
at 0.30 g a.i./L); three doses of aqueous leaf extract (5, 10, and 20 g/100 mL); and three doses of aqueous seed
extract (5, 10, and 20 g/100 mL). The aqueous extracts from neem seeds and leaves were minimally toxic to A.
mellifera via residual exposure, causing less than 15% mortality. The leaf extract, regardless of dose, as well as the
5 g/100 mL dose of the seed extract, showed a median lethal time (LTs,) of 287.17 hours, while the 10 and 20 g/100
mL doses of the seed extract resulted in an LTs, of 119.91 hours. Neem aqueous extracts did not affect the flight
capacity of bees that survived 24 hours after exposure to the treatments and, regardless of the dose tested, were
considered minimally toxic to A. mellifera via residual exposure.
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1 INTRODUCAO

As abelhas sdo consideradas os principais agentes polinizadores existentes no
mundo, sendo essenciais para manutencao dos ecossistemas e componentes chave da
seguranca alimentar global (Khalifa et al., 2021). A abelha Apis mellifera L. (Hymenoptera:
Apidae) é um dos polinizadores de importancia agricola mais utilizados para a polinizacao
de plantas cultivadas, em razao de seu facil manejo, tamanho de suas colonias e seu perfil
generalista na busca de recursos (Pires et al., 2016; Piechowicz; Koziorowska, 2023).

Apesar da importancia quanto aos servicos de polinizacdo que prestam a
agricultura e aos ecossistemas terrestres, pesquisas vem enfatizando a morte massiva e o
desaparecimento de abelhas em diversas partes do mundo, especialmente em dareas
agricolas. Inimeras causas ja foram levantadas a fim de encontrar os motivos da morte
das abelhas, destacando-se as mudancas climaticas globais, intensificacdo agricola,
incidéncia de patégenos, ataque de pragas e, principalmente, a exposicao das abelhas aos
agrotoéxicos, especialmente os inseticidas (Leska et al., 2021; Singh; Rana, 2025).

Castilhos et al. (2019), visando avaliar as perdas de colonias no Brasil, relataram
que cerca de 50% das colonias sao perdidas anualmente em diferentes regides do pais,
estimando a perda de mais de um bilhao de abelhas. Ainda segundo os autores, o uso
indiscriminado de inseticidas é indicado como uma das principais causas desse declinio.
A exposicao das abelhas aos inseticidas pode ocorrer de forma direta, por meio do contato
corporal com goticulas de pulverizacdo ou residuos em plantas, e indiretamente pelo
consumo de residuos dos mesmos, no néctar e pdlen das flores, fato que pode prejudicar
toda a colonia (Belsky et al., 2022; Démares et al., 2022).

Nesse sentido, na tentativa de reduzir a dependéncia por inseticidas sintéticos para
0 manejo de pragas e, consequentemente, minimizar os impactos adversos ao ambiente,
vem crescendo o namero de pesquisas com produtos naturais com acao inseticida, sendo
0 nim Azadirachta indica A. Juss, considerada uma das mais importantes e promissoras
espécie de planta utilizada para a sintese de inseticidas botanicos (Juma et al., 2022).

Contudo, esta planta pode ser téxica sobre organismos benéficos como as abelhas,
e alguns trabalhos vém sendo realizados visando avaliar a toxicidade de produtos a base
de nim sobre A. mellifera. Amaral et al. (2015), verificaram reducao na taxa de
sobrevivéncia de abelhas expostas via ingestao a diferentes concentracdes de um 6leo
comercial a base de nim, tratadas durante o desenvolvimento larval e apds o inicio do
forrageamento. Gomes et al. (2020), também observaram por meio de bioensaios, que via
ingestao a Azadiractina causou mortalidade de 40% e prejudicou a capacidade de voo das
abelhas. Ja Melathopoulos et al. (2000), relataram o efeito repelente sobre operarias de A.
mellifera que receberam como alimento um xarope de sacarose contendo menos que 0,01
mg/mL de extrato de nim. Para os extratos aquosos de folhas e sementes de nim,
Rodrigues et al. (2025) observaram baixa mortalidade sobre A. mellifera apds exposicao
direta por meio da pulverizagao sobre as abelhas.

Apesar das contribuicoes existentes, informacoes e estudos sobre toxicidade
residual de inseticidas derivados do nim sobre organismos nao-alvo, como as abelhas,
ainda sao escassos na literatura nacional e internacional. Tais informacoes sao
indispensaveis para que haja a selecao de inseticidas botanicos que auxiliem no manejo
das pragas e garantam a preservacao e conservac¢ao das abelhas em areas agricolas. Diante
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disso, objetivou-se avaliar a toxicidade residual de extratos aquosos de folhas e sementes
de nim sobre a abelha africanizada A. mellifera, em condicoes de laboratoério.

2 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Entomologia da Unidade
Académica de Ciéncias Agrarias (UAGRA), pertencente ao Centro de Ciéncias e Tecnologia
Agroalimentar (CCTA) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Campus
Pombal, Paraiba, Brasil. Para execu¢ao do experimento foram utilizadas operarias adultas
de A. mellifera, provenientes de cinco (05) colmeias instaladas em caixa de madeira do tipo
Langstroth, pertencentes ao apiario da UAGRA/CCTA/UFCG.

Foram avaliadas as doses de 5 g, 10 g e 20 g/100 mL dos extratos aquosos das
sementes e folhas nim. As doses do extrato aquoso de sementes de nim foram
estabelecidas com base no trabalho desenvolvido por Costa et al. (2016), no qual avaliaram
o efeito do referido extrato no controle da mosca-minadora (Liriomyza sativae) em
meloeiro. As mesmas proporcoes foram mantidas para o extrato aquoso das folhas.
Salienta-se que como testemunha absoluta foi utilizada agua destilada e como
testemunha positiva o inseticida Actara® (Tiametoxam), na dose maxima (0,30 g i.a/L)
recomendada pelo fabricante para controle de pragas em meloeiro.

Para o preparo dos extratos vegetais, inicialmente foram coletadas folhas e frutos
maduros de plantas de nim localizadas no municipio de Pombal-PB. Apds a coleta, os
materiais foram transportados ao laboratério, onde realizou-se a remocao da polpa dos
frutos para obtencao das sementes. A secagem de folhas e sementes foi realizada em
estufa de circulacao forcada de ar a temperatura de 40 °C por um periodo de 48h. Apds a
secagem, folhas e sementes foram trituradas, separadamente, em um liquidificador até a
obtencao do po.

As concentracoes dos extratos de nim avaliados foram obtidas a partir das
quantidades de 5, 10 e 20 g do pd, tanto para folhas quanto sementes, adicionadas a 100
mL de agua destilada, sendo a mistura mantida em repouso por 24 horas, em ambiente
escuro, para extracdo das substancias bioativas. Todas as misturas foram filtradas em
tecido Voil antes da aplicacao.

Para avaliar a toxicidade residual dos inseticidas, foram produzidas mudas de
meloeiro amarelo, cultivar Iracema (SAKATA®), em casa de vegetacao do CCTA/UFCG. As
mudas foram produzidas e mantidas em vasos (com capacidade de 1 kg) contendo como
substrato solo + matéria organica (proporcao de 2:1), sendo irrigadas duas vezes ao dia.
Quando as mudas atingiram o ndmero minimo de seis folhas definitivas, foram
selecionadas 10 plantas para cada tratamento. As plantas foram pulverizadas com os
respectivos tratamentos, com auxilio de um pulverizador manual, simulando uma
aplicacao dos produtos em campo, seguindo a metodologia utilizada por Costa et al.
(2014).

Em seguida, logo apos a secagem dos produtos, as folhas foram cortadas na altura
do peciolo e colocadas em arenas (recipientes plasticos com 15 cm de diametro por 15 cm
de altura e extremidade parcialmente coberta com tela anti-afideo e laterais com
aberturas de 0,1 cm para possibilitar a adequada circulacao de ar no ambiente). Em cada
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arena foi adicionado no seu interior pasta Candi (dieta artificial de actcar refinado + mel)
em recipiente plastico e um chumaco de algodao embebido em 4gua destilada. Somente
apo6s o referido procedimento, as operdarias adultas de A. mellifera foram liberadas no
interior das arenas. Para facilitar o manuseio durante a realizac¢ao do bioensaio, as abelhas
foram previamente anestesiadas por meio do uso de frio (¥ 4 °C durante aproximadamente
90 segundos).

O bioensaio foi realizado em delineamento inteiramente casualizado composto
por oito tratamentos: Testemunha absoluta (agua destilada), Testemunha positiva
(Tiametoxam - 0,30 g i.a/L), trés doses do extrato aquoso de sementes de nim (5 g/100
mL, 10 g/100 mL e 20 g/100 mL) e trés doses do extrato aquoso de folhas de nim (5 g/100
mL, 10 g/100 mL e 20 g/100 mL). Para cada tratamento foram utilizadas 10 repeticoes,
sendo cada unidade experimental formada por 10 abelhas adultas.

Foram avaliadas a mortalidade e os possiveis disturbios motores (prostracao,
tremores, paralisia etc.) das abelhas a 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 24 horas apo6s o inicio da exposicao
aos tratamentos. Foram registradas como mortas as abelhas que nao responderam a
estimulos mecanicos ao longo do periodo de avaliacao.

A avaliacao da capacidade de voo das abelhas que sobreviveram apds as 24 horas
de observacao, em cada bioensaio, foi realizada com auxilio de uma torre de voo, seguindo
a metodologia utilizada por Gomes et al. (2020). A torre de voo foi construida com
estrutura de madeira (35 x 35 x 115 c¢m), aberta em seu interior, e com uma lampada
florescente no topo. Todas as laterais da torre foram cobertas por um plastico
transparente, para permitir a visualizacao do voo das abelhas. As avaliacoes ocorreram
em uma sala escura, com temperatura média de 25 + 2 °C e umidade relativa do ar de 60 *
10%, onde a tnica fonte de luz era a lampada instalada no topo da torre, com o objetivo
de atrair as abelhas por meio do fototropismo positivo, ou seja, estimulando o voo em
direcao a luz. A torre de voo apresentou cinco niveis de altura: 1 (base da torre), 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). Cada abelha sobrevivente foi colocada
individualmente na base da torre (altura 0 cm), sendo permitido um periodo de 60
segundos para a conclusao do voo, e a partir dai foi observada a altura final que cada
abelha atingiu.

As médias de mortalidade foram corrigidas pela formula de Abbott (1925), sendo
em seguida aplicado o teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis (1952) ao nivel de 5% de
significancia seguido do teste de Wilcoxon. Os dados de sobrevivéncia das abelhas foram
analisados usando o pacote “survival” (Therneau; Lumley, 2010) para o software R (R
Development Core Team, 2019) e submetidos a uma andlise de distribuicao Weibull. Os
tratamentos com efeitos semelhantes (toxicidade e velocidade de mortalidade) foram
agrupados por meio de contrastes. O tempo letal mediano (TLso) também foi calculado
para cada grupo. Para investigar o efeito dos extratos aquosos tanto de folhas quanto de
sementes sobre a capacidade de voo das abelhas, foram utilizadas analises de variancia
com permutacao (PERMANOVA), seguidas de comparacoes multiplas com o teste
Wilcoxon. As comparac¢oes multiplas foram realizadas entre tratamentos e apenas com as
abelhas que atingiram um mesmo nivel de altura na torre. Todas as andlises foram
realizadas no programa R 4.2.2 (R Core Team, 2022).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Independentemente da concentragao avaliada, os extratos aquosos das sementes
e folhas de nim foram pouco téxicos a A. mellifera, diferindo significativamente do
inseticida Tiametoxam, que ocasionou 100% de mortalidade. Dentre os extratos
avaliados, a maior mortalidade foi observada para as doses de 10 e 20 g/100 mL do extrato
das sementes, que ocasionaram cerca de 14% de morte. Os extratos das folhas
ocasionaram baixos niveis de mortalidade para todas as doses, sendo estatisticamente
iguais a testemunha absoluta (Figura 1).
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Figura 1. Mortalidade (%) de Apis mellifera ap6s exposicao residual aos extratos aquosos de sementes
e folhas de nim. *TA: Testemunha absoluta; TP: Testemunha positiva; F1: folha (5g/100 mL); F2:
folha (10g/100 mL); F3: folha (20g/100 mL); S1: semente (5g/100 mL); S2: semente (10g/100 mL); S3:
semente (20g/100 mL). *Mortalidade corrigida pela equacdo de Abbott (1925), sobre as barras, letras
diferentes representam diferencas significativas de acordo com o teste de Wilcoxon com nivel de
significancia de 5%

Nao foi observada nenhuma alteracao motora nas abelhas expostas aos residuos
do extrato aquoso de folhas e sementes de nim em relacao as abelhas do tratamento
testemunha absoluta (dgua destilada).

Com relacdo a andlise de sobrevivéncia, todos os tratamentos a base de nim
apresentaram tempo letal mediano (TLso) superiores a testemunha positiva. O extrato
aquoso das folhas, independente da dose, assim como a dose de 5 g/100 mL do extrato
aquoso das sementes, apresentaram TLso de 287,17 horas, enquanto as doses 10 e 20 g/100
mL do extrato das sementes, proporcionaram uma TLso de 119,91 horas. A testemunha
positiva proporcionou um TLs, de 3,83 horas (Figura 2).
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Figura 2. Sobrevivéncia (%) de Apis mellifera e tempos letais medianos (TLso) ap6s exposicao residual
aos extratos aquosos de semente e folhas de nim

Nas doses avaliadas no presente estudo, os residuos dos extratos aquosos de nim
em folhas de meloeiro ocasionaram baixa mortalidade e proporcionaram elevado tempo
letal mediano, sendo pouco toxicos sobre A. mellifera. Apesar da baixa mortalidade, é
importante mencionar que dentre os extratos aquosos, as duas maiores doses (10 e 20
g/100 mL) do extrato de sementes proporcionaram a maior mortalidade, sendo este efeito
possivelmente devido as sementes apresentarem maior concentracao de Azadiractina,
que é o principal composto bioativo da A. indica (Dhakad et al., 2025). Além disso, Abd-
Allah et al. (2005), relataram que os efeitos do nim em A. mellifera e outros insetos
benéficos sao dependentes da dose, e em doses mais altas, o nim pode nao ser
completamente seguro para as abelhas.

Ja o extrato das folhas foi praticamente indcuo a A. mellifera, o que pode ter sido
influenciado por alguns fatores, como a menor concentracao de Azadiractina nas folhas,
método de extracao com solvente aquoso, pois o composto AZA possui solubilidade
moderada em agua, e ainda em virtude de derivados do nim terem acao inseticida
principalmente quando ingeridos (Amaral et al., 2015; Fernandes, 2019).

E importante destacar ainda que, apesar de ndo haver informacoes sobre o periodo
de tempo em que os residuos de nim podem permanecer em folhas de meloeiro, alguns
autores destacaram que o efeito residual de inseticidas a base de nim é curto. Gonzalez-
Gomez et al. (2016), avaliando os efeitos do 6leo de nim aplicado no controle de Varroa
destructor sobre operdrias e rainhas de abelhas, verificaram que o efeito residual do 6leo
foi de curta duracao, pois observaram oviposicao da rainha em células que haviam sido
esvaziadas devido a eliminacao dos ovos ou larvas tratadas com 6leo de nim. Segundo
Schmutterer (1990), o efeito residual de produtos a base de nim é em torno de 5 a 7 dias.
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Para o autor, do ponto de vista ecoldgico, produtos com tais propriedades nao prejudicam
0s ecossistemas.

No tocante a capacidade de voo, as doses dos extratos de nim, tanto de folhas
quanto de sementes, nao interferiram significativamente na quantidade de abelhas que
atingiu cada nivel da torre de voo (p > 0,05; Tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Andlises de variancia com permutacdo (PERMANOVA) para as varidveis que afetam a
capacidade de voo das abelhas expostas a extrato de folhas de nim

Fontes de variacao gl Soma dos Quadrados R2 F P-valor

Tratamento 1 0.88 0.00190 0.4504 0.503

Dose 1 1.96 0.00422 1.0013 0.291

Altura 1 52.12 0.11211 26.6253 0.001

Tratamento*Altura 1 29.82 0.06414 15.2343 0.001

Dose*Altura 1 0.37 0.00079 0.1885 0.626
Residual 194 379.73 0.81684
Total 199 464.88 1.00000

A quantidade de abelhas variou significativamente entre as alturas em ambos os
casos (p < 0,05), o que é natural devido as possibilidades que os insetos tém de escolher
entre voar até o topo ou parar em algum dos niveis. A interacao entre tratamento e altura
no resultado para o extrato de folhas pode indicar que em algumas alturas especificas
houve diferenca na quantidade de abelha de acordo com o tratamento a que foram
submetidas.

Tabela 2. Andlises de varidncia com permutacdo (PERMANOVA) para as varidveis que afetam a
capacidade de voo das abelhas expostas a extrato de sementes de nim

Fontes de variacao gl Soma dos Quadrados R2 F P-valor
Tratamento 1 1.04 0.00162 0.4340 0.494
Dose 1 0.36 0.00056 0.1500 0.684
Altura 1 173.21 0.26929 72.1650 0.001
Tratamento*Altura 1 0.04 0.00006 0.0156 0.906
Dose*Altura 1 2.92 0.00455 1.2183 0.262
Residual 194 465.63 0.72393
Total 199 643.19 1.00000

A maioria das abelhas conseguiram atingir o topo da torre de voo (Figuras 3 e 4)
independente da dose dos extratos das folhas e sementes de nim.
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Altura de voo e tratamentos
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Extrato aquoso de folha de nim (5g/100ml)
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Figura 3. Quantidade de abelhas que atingiu cada nivel da torre de voo de acordo com os tratamentos
com extrato aquoso de folha de nim a que foram submetidas, Pombal-PB, 2022

ApOs a exposicao ao extrato de folhas nas doses 10 e 20 g/100 mL, uma quantidade
maior de abelhas atingiram o topo quando comparada a testemunha absoluta (p < 0,05).
Quando expostas ao extrato de sementes, nao ocorreram diferencas significativas na
quantidade de abelhas que atingiram o topo da torre de voo (p > 0,05).
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Figura 4. Quantidade de abelhas que atingiu cada nivel da torre de voo de acordo com os tratamentos
com extrato aquoso de sementes de nim a que foram submetidas, Pombal-PB, 2022

Estes resultados sugerem que os extratos de folha e semente de nim, nas doses
avaliadas, nao afetam negativamente a capacidade de voo das abelhas, apresentando-se
como seguros a estes organismos. Mesmo com doses diferentes, porém com resultados
semelhantes, extratos a base de nim também foram relatados como seguros para abelhas
por Mendonga et al. (2022), via ingestao de dieta contaminada e Oliveira et al. (2021), ap6s
aplicacao em mudas de tomateiro. Raguraman e Kannan (2014), destacam que nenhuma
toxicidade residual/persistente de nim ou outros pesticidas botanicos no meio ambiente
até entao foi relatada.

Alternativamente, inseticidas derivados de plantas sdo caracterizados por sua
toxicidade relativamente baixa para organismos nao-alvo e alta biodegradabilidade
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devido a sua origem botanica. Isso torna possivel incorporar tais inseticidas em programa
de manejo integrado de pragas (Mirzaei; Omara, 2024). Em dreas de producao organica e
agroecoldgica, onde o uso de pesticidas nao é permitido, o uso de extratos botanicos é
uma alternativa viavel para o manejo de insetos-praga, podendo ser mais eficaz do que os
inseticidas sintéticos em termos de rendimento das culturas e conservacao dos insetos
nao-alvo. (Toan et al., 2021; Habarurema et al., 2022; Chawanda et al., 2023).

Os resultados obtidos sugerem que o uso de extratos de nim podem contribuir para
futuras a¢oes de conservacao e mitigacao de riscos relacionados a toxicidade de pesticidas
sintéticos em areas agricolas sobre A. mellifera, uma vez que essas substancias se
caracterizam como potenciais alternativas no controle de insetos-praga e sdao pouco
nocivos a organismos nao-alvo. Além disso, contribuirao para subsidiar novas pesquisas
em outros modos de exposicao e em condicoes de campo.

4 CONCLUSAO

Os extratos aquosos das sementes e folhas de nim, em concentra¢oes de até 20
g/100 mL, foram pouco téxicos a A. mellifera via residual em folhas de meloeiro. Os
extratos aquosos de folhas e sementes de nim nao afetaram a capacidade de voo de A.
mellifera.
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