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RESUMO

O uso de dleos essenciais como inseticida natural tem sido uma alternativa no lugar do
agrotdxico, sendo este apontado como responsavel pela contaminagdo de pessoas, animais € 0
ambiente, como também ser um dos motivos pela diminui¢ao na diversidade e abundancia dos
polinizadores agricolas. No entanto, o efeito deste produto natural sobre os polinizadores,
especialmente as abelhas, ainda ¢ pouco investigado. O presente estudo buscou determinar os
parametros toxicologicos de 6leos essenciais utilizados no combate as pragas da cultura do
cajueiro (Anacardium occidentale) para o seu principal polinizador, a abelha melifera (4pis
mellifera L.) O estudo seguiu as normas internacionais estabelecidas pela OECD (Organization
for Economic Coorperation and Development) para testar o nivel de toxicidade determinando
a dose letal média topica (DLso) e a concentracao letal média oral (CLso) as 24 e 48h, tendo por
modelo operarias da abelha 4. mellifera. Para tanto, foram testados os 6leos essenciais de 10
espécies: Cymbopogon citratus, C. winterianus, Foeniculum vulgare, Lippia alba, L. sidoides,
Mentha arvensis, Ocimum basilicum, O. gratissimum, O. micranthum e O. selloi, em
concentracdes de 0,125, 0.25, 0.5, 1,0, 2,0, 4,0 e 8,0%. Os resultados mostraram que todos os
6leos essenciais testados foram toxicos para A. mellifera, mas a mortalidade foi diferenciada de
acordo com o 0leo essencial da espécie vegetal testada e as concentragdes utilizadas. A DLso
variou das 0,254% as 48h para C. winterianus a 3,780% as 24h para O. micrantum, enquanto a
CLso variou das 0,398% as 48h para M. arvensis a 2,135% as 24h para L. alba. Conclui-se que
os Oleos essenciais estudados ndo sdo seguros para uso na presenca de insetos polinizadores, a
ndo ser que tomadas medidas de manejo para evitar a exposi¢ao por contato ou oral dos mesmos

com o produto.

Palavras-chave: abelha melifera; agrotoxico; 6leos essenciais; DL50; CL50; efeitos letais.



ABSTRACT

The use of essential oils as a natural insecticide has been an alternative to pesticides, which
have been implicated as a cause of human, animal, and environmental contamination, as well
as a factor in the decline in the diversity and abundance of agricultural pollinators. However,
the effects of this natural product on pollinators, especially bees, remain under-researched. The
present study aimed to determine the toxicological parameters of essential oils used to combat
pests of cashew (Anacardium occidentale) crop for its main pollinator, the honeybee (A4pis
mellifera). The study followed the international standards established by the Organization for
Economic Co-operation and Development (OECD) to test toxicity level by determining the
topical average lethal dose (LDso) and the average oral lethal concentration (LCso) at 24 and 48
hours, using the bee A. mellifera as surrogate. Thus, essential oils of 10 plant species were
tested: Cymbopogon citratus, C. winterianus, Foeniculum vulgare, Lippia alba, L. sidoides,
Mentha arvensis, Ocimum basilicum, O. gratissimum, O. micranthum and O. selloi, in
concentrations 0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 and 8.0%. Results showed that all the essential oils
tested were toxic to 4. mellifera, but mortality varied according to the essential oil of the tested
plant species and concentrations used. The LDso ranged from 0.254% at 48 hours for C.
winterianus to 3.780% at 24 hours for O. micrantum, while the LCso ranged from 0.398% at 48
hours for M. arvensis to 2.135% at 24 hours for L. alba. It is concluded that the essential oils
studied are not safe for use in the presence of pollinating insects, unless management measures

are taken to avoid their contact or oral exposure with the product.

Keywords: Honeybee; pesticides; essential oils; LD50; LC50; lethal effects.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 As abelhas

As abelhas pertencem a ordem Hymenoptera (do grego Aymen = membrana
e pteron = asa) que recebe esse nome por congregar insetos que possuem asas membranosas.
Sao popularmente conhecidos como abelhas, marimbondos, mamangavas, vespas, formigas e
outros, com diferentes denominagdes regionais que distinguem cada grupo, género ou espécie.
Os insetos dessa ordem vivem em colonias ou de forma solitaria. Constroem ninhos utilizando
varios substratos como cera, terra, resinas, celulose e outros materiais (FREITAS, 1999;
FREITAS, 2009; MELO et al, 2012).

As abelhas tém suas origens a mais de 100 milhdes de anos, tendo surgido logo apds o
aparecimento das primeiras Angiosperma (plantas com flores) (TAUTZ, 2008; BERNAL et al.,
2011). Nesse longo periodo e diante do processo evolutivo, elas tornaram-se um dos mais
importantes sistemas de sustentagdo a vida. Atualmente o mundo possui por volta 20 mil
diferentes espécies de abelhas, mas pode existir em nimero bem maior haja vista o grande
desconhecimento taxonomico ainda existente (RICKETTS et al., 2008; OLLERTON et al.,
2011; OLIVEIRA et al., 2013)

Esses insetos coletam recursos das flores das angiospermas e um deles, o pdlen, fertiliza
os ovulos quando sdo deixados despropositadamente, mas de modo efetivo, no estigma floral
(MICHENER, 2007). E pelo processo de polinizagdo que ha expansio dos frutos vingados,
aumento significativo do numero de graos por vagem, ¢ ha também a melhoria da qualidade
dos frutos e a queda das malformagdes (CORBET; WILLIAMS; OSBORNE, 1991). Devido a
isso, segundo a Food and Agricultural Organization (FAO), 33% da alimentagdo humana
depende em algum grau de plantas cultivadas polinizadas muitas vezes pelas abelhas (FAO,
2013).

Dentre as diversas espécies de abelhas, a abelha melifera (4Apis mellifera L.) ¢ a mais
utilizada pelo Ser Humano, tanto por meio da apicultura, atividade de criagdo dessas abelhas
capaz de trazer impactos positivos nos contextos econdmico, social e ambiental, uma vez que
completa a renda dos agricultores, contribui para a mao de obra familiar e soma alternativas
para a preservacao da flora nativa, quanto por ser a mais utilizada para polinizag¢do de culturas
agricolas (PASIN et al. 2012; ORTH et al., 2012; PIRES et al., 2016).

A abelha melifera possui caracteristicas que a torna excelente polinizadora como

adaptagdo a diversos ambientes, facies de manejar, forma colonias com grandes populagdes de
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abelhas e, com isso, necessitam de grandes quantidades de pdlen diariamente; pode ser
manejada para coletar o néctar e/ou o pdlen, possui tipo de visita generalista ou especialista, e
consegue coletar recursos de diversas flores e formas (JAFFE et al., 2016; GIANNINI et al.,
2015; FREITAS et al., 1996, 2014).

No entanto, estudos recentes tém relatado o desparecimento de grandes quantidades de
colonias de A. mellifera, especialmente nos EUA, no que se tornou conhecido como o declinio
das abelhas (PAREJA etal.., 2011; LAURENT et al., 2015; VANENGELSDORP et al., 2009).
Embora se busque uma razao para esse declinio, € provavel que um unico fator nao pode ser
responsavel por todas as perdas observadas (PEREIRA, 2010). Atualmente, muitos fatores
podem estar associados ao declinio das populagdes da abelha A. melifera, dentre os quais se
pode destacar: queimadas e desmatamento de 4dreas com vegetacdo nativa para implantacdo e/ou
expansao de cidades ou areas agricolas, intensificando a agricultura e levando a perda do habitat
das abelhas; uso inadequado de praticas de cultivo, como a utiliza¢do abusiva de agrotoxicos,
principalmente nas 4reas de monoculturas, sendo este ultimo o fator mais impactante para os
polinizadores (FREITAS; PINHEIRO, 2010, 2012; VAN ENGELSDORP; MEIXNER, 2010).
A implementacdo desse método de cultivo elimina consideravelmente muitas espécies de
plantas nativas, as quais fornecem néctar, polen, locais de descanso, nidificacao e reprodugao

aos insetos (FREITAS et al., 2009; BROWN; OLIVEIRA, 2014, GARIBALDI et al. 2016).

1.2 Os impactos gerados pelos agrotoxicos as abelhas

Por décadas, os agrotoxicos tém sido a maior ferramenta de protecdo das culturas
cultivadas e a cada ano diferentes compostos com os mais variados modos de acdo, sdo
comercializados mundialmente (LAMBERTH et al, 2013). De fato, os agrotoxicos cumprem o
papel de proteger as culturas agricolas das pragas, doengas e plantas daninhas. Entretanto,
quando disseminados no ambiente, podem causar sérios danos, levando até mesmo a alteragao
da dinamica natural de pressdo de selecdo exercida sobre os organismos, tendo como
consequéncia, mudangas no ecossistema afetado (SPADOTTO, 2006). A abelha melifera pode
sofrer prejuizos, como por exemplo, interferéncia na divisao de trabalho da coldnia, diminui¢ao
da longevidade, interferéncia na comunicacao e aprendizado, no desenvolvimento da rainha,
diminui¢do da atividade de forrageamento, alteracdes na atividade de locomocdao e
morfologicas (DECOURTYE et al., 2004; PETTIS et al., 2004; EL HASSANI et al., 2005;
CRUZ et al., 2010; FREITAS; PINHEIRO, 2010; GILL et al., 2012).

Estudo realizado por Costa et al. (2005), avaliou trés formas de contaminacdo das
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abelhas a alguns produtos fitossanitarios: a pulverizacdo direta no inseto; o contato com as
folhas de melao (Cucumis melo L.) contaminadas com inseticida; e o alimento contaminado
com os inseticidas. Esses autores constataram que abamectina, tiametoxom e clorfenapir, foram
extremamente toxicos para os insetos independente da forma de exposi¢do, enquanto,
acetamiprido, cartap e deltametrina foram téxicos quando pulverizados sobre as abelhas, sendo
que o flufenoxuron foi prejudicial quando ofertado em alimento contaminado.

Entretanto, os efeitos toxicos dos produtos quimicos nao se limitam somente aos insetos
adultos. Em pesquisa realizada por Zhu et al. (2014), clorotalonil, clorpirifés e fluvalinate foram
avaliados individualmente e em combinagdes, sendo que todos provocaram acréscimo na
mortalidade de larvas de 4. mellifera, bem como a ocorréncia de sinergismo entre as moléculas,
como no caso de clorotalonil e fluvalinate.

A aplicacdo destes ¢ uma pratica agricola comum em 4reas tropicais, por exemplo, 500
ingredientes ativos de pesticidas estdo registrados no Brasil (SILVEIRA e FILHO, 2013) e mais
de 150 destes sdo atualmente usados e sabidamente toxicos para as abelhas (DEVILLERS et
al., 2003; MULLIN et al., 2010). No entanto, o risco para as espécies de polinizadores tem sido
praticamente inexplorado, embora se suspeite que os polinizadores nativos estejam seriamente
ameacados por aplicagdes desses fitossanitarios (MORANDIN, WINSTON, 2005; OSBORNE
2012, DECOURTYE et al., 2013).

O Fipronil ¢ recomendado para controle de insetos em vérias culturas, como cana-de-
acucar, soja, milho, eucalipto e outros (TINGLE et al., 2003). No entanto, para além dos insetos-
alvo, fipronil demonstrou toxicidade elevada em insetos ndo-alvo (EL HASSANI et al., 2005).
A toxicidade do mesmo estd bem documentada para a abelha A. mellifera, onde se demonstrou
que doses subletais podem alterar a sensibilidade a sacarose, orientacdo e o comportamento de
forrageamento (DECOURTYE et al., 2005)

Atualmente, os piretroides sdo largamente utilizados, devido ao fato de apresentarem
caracteristicas favoraveis, como por exemplo, baixa toxicidade em mamiferos, baixo impacto
ambiental, efetividade contra um largo espectro de insetos e necessidade de baixas quantidades
para exercerem sua a¢do. No entanto, ensaios laboratoriais demonstraram que os piretroéides sdo
muito toxicos para peixes, abelhas, camardes e lagostas, podendo agir em espécies ndo alvo,
devido a erros durante a aplicacdo nas culturas (SANTOS et al., 2007).

Dessa forma, o interesse por produtos naturais de origem botanica para o controle de
pragas, em substitui¢do aos agrotoxicos tradicionais, tem aumentado. Substdncias com menores
riscos a saude humana e ao ambiente vém sendo avaliadas, fato este somado a demanda cres-

cente por produtos alimenticios saudaveis e isentos de residuos de agrotoxicos. Os problemas
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decorrentes da utilizacdo de pesticidas quimicos apontam para a necessidade de se desenvolver
novos tipos de agentes de controle mais seletivos e menos agressivos ao homem e ambiente

(LEE et al., 2001, KIM et al., 2003).

1.3 Oleos essenciais

Como os agrotoxicos t€ém sido apontados como uma das principais causas do sumigo
das abelhas e da contaminagdo ao meio ambiente, o interesse por produtos botanicos para o
controle de pragas tem aumentado. Inseticidas botinicos sdo compostos resultantes do
metabolismo secundario das plantas, (KIM et al., 2003; MENEZES, 2005), que compdem a
propria defesa quimica contra os insetos herbivoros. Os principios ativos podem derivar de toda
a planta ou partes dela, podendo ser o proprio material vegetal, normalmente, moido até ser
reduzido a po, ou produtos derivados por extracdo aquosa ou com solventes organicos (ISMAN,
2000; TRIPATHI et al., 2009).

O uso de plantas como repelentes contra insetos ¢ comum, como mostrado por Kweka
et al. (2008) inclusive contra vetores da malaria. Desta forma, € necessario investigar o potencial
destas plantas para o controle de insetos. De acordo com Menezes, (2008) esses produtos podem
apresentar agdo toxica e causar a morte de insetos, atuando sobre o sistema nervoso central. E
importante notar que muitas substdncias que apresentam agdo toxica aos insetos, podem
apresentar também efeitos similares no homem.

Podem atuar de vérias formas, principalmente, quando o responsavel pela agdo ¢
uma complexa mistura de substancias. Os metabolicos secundérios de plantas com efeitos
inseticidas podem agir como inibidores da alimenta¢do de insetos ou dificultadores de
crescimento, desenvolvimento, reproducdo e comportamento. Os inseticidas botanicos podem
apresentar acio toxica e causar a morte de insetos, atuando sobre o sistema nervoso central. E
importante notar que muitas substancias que apresentam agdo tdxica aos insetos, podem
apresentar também efeitos similares no homem (VILELA, 1990; MENEZES, 2005;
MESQUITA, et al. 2008).

E grande a quantidade de espécies botanicas que possuem componentes quimicos Gteis
no controle de pragas agricolas. Das 866 diferentes espécies de plantas descritas, 256 possuem
componentes biologicamente ativos com potencial para serem usados contra pragas. O uso de
extratos de plantas no controle de insetos-praga tem sido extensivamente citado na literatura.
Viérios sdo os exemplos de casos de sucesso, como no controle do percevejo, Nezara viridula

L. e Euschistus herus F., (PERES; CORREIA-FERREIRA, 2006); da mosca-branca, Bemisia
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tabaci Glenn, (GONCALVES; BLEICHER, 2006); de insetos de graos armazenados
(OGENDO et al., 2008); da mosca-das-frutas (SILVA et al., 2015); e da lagarta-do-cartucho do
milho (GIONGO et al., 2016), entre outros.

Dentro desse contexto, o uso de 6leos essenciais tem sido uma alternativa desenvolvida
para o controle de pragas, onde vem se mostrando eficientes. O termo, 6leo essencial ¢ definido
como sendo o produto obtido de partes de plantas por meio de destilagdo por arraste com vapor
de 4agua, bem como os obtidos por expressao dos pericarpos de frutos citricos (KOUL et al.,
2008; TRIPATHI et al., 2009; BRAGA SOBRINHO et al., 2012). As plantas possuem grande
diversidade de compostos obtidos do seu metabolismo secundario que podem apresentar agoes

inseticidas, acaricidas, fungicidas e bactericidas (MESQUITA, et al. 2008).

1.4 Cajueiro (Anacardium occidentale L.)

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) € uma das principais frutiferas de importancia
econdmica e social para a regido nordeste do Brasil. Os principais estados produtores sdo o
Ceara, Piaui e Rio Grande do Norte. Esses trés estados sdo responsaveis por cerca de 97,0% da
producao brasileira de castanha. Estima-se que a cadeia produtiva do caju no ano de 2010 tenha
representado valores em torno de R$ 450 milhdes com vendas para os mercados externo e
interno (PAULA PESSOA et al, 1995). A importancia do cultivo do cajueiro no Nordeste
brasileiro, além da produg¢do da castanha, pseudofrutos e derivados, esta também na criacao de
abelhas e producdo do mel, principalmente de abelhas meliferas, que estd intimamente
associada a época de floracao da cultura, essencialmente na apicultura migratoria (SANTOS et
al., 2007; SILVA et al.,2008).

O cajueiro ¢ uma planta andromondica, ou seja, possui flores estaminadas (masculinas)
e perfeitas (hermafroditas) na mesma inflorescéncia. As inflorescéncias, por sua vez, sdo
paniculas terminais que podem produzir durante sua vida entre 200 e 1600 flores. No periodo
de florada, cada arvore chega a produzir em média cem inflorescéncias de vérias idades
diferentes (FREITAS 1994; CAVALCANTI ¢ BARROS 2009). A relacdo entre flores
masculinas e hermafroditas varia bastante em funcdo do estagio de florescimento da planta e
do material genético estudado, podendo oscilar de 0,5 a 25 flores masculinas para cada flor
hermafrodita (DAMODARAN et al. 1979; FREE 1993). Dessa forma, ¢ uma espécie que
depende de polinizagdo por seres vivos, especialmente abelhas, para apresentar uma boa
produtividade (FREITAS E PAXTON, 1996, 1998; HOLANDA-NETO et al. 1998).

O valor econdmico do cajueiro se revela em face das multiplas opgdes de
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aproveitamento, como a améndoa da castanha, o liquido da casca da castanha, a pelicula das
améndoas, a casca da castanha e o pedunculo. No agronegocio do caju, encontram-se inseridas
diversas atividades econdmicas que vao desde a produgdo agricola, passando pelo
processamento da castanha e do pedunculo e pelo segmento das embalagens, transporte e
armazenamento, movimentando nos mercados interno e externo grande volume de recursos
(CASTRO et al., 2001; GUANZIROLI et al. 2009; LOPES, 2012).

A partir dos anos 60, a cultura teve grande incremento da area plantada, favorecida por
programas governamentais de incentivo ao plantio. O estabelecimento de grandes areas de
monocultivo promoveu o desequilibrio ambiental e favoreceu o surgimento de problemas de
ordem fitossanitdria, dentre eles, as principais pragas (mosca-branca e traga-da-castanha) do
cajueiro, onde o uso de inseticidas se mostrou eficiente no combate (MESQUITA et al., 2005).

O controle da praga ¢ realizado exclusivamente com o uso de inseticidas, e, de acordo
com Corso e Gongalves (1984); Vidal (1988); Mesquita et al. (2005), € notério o uso de diversos
principios ativos sem o devido registro para essa cultura. De um modo geral, o uso dos dois
principios ativos (deltametrina e trichorfon) ndo registrados para a mosca-branca-do cajueiro
podem afetar as populagdes de abelhas de 4. mellifera, principal espécie responsavel pela
polinizacao do cajueiro.

Como se verifica, os inseticidas registrados para o cajueiro afetam diretamente a
populacdo das abelhas e, por outro lado, podem afetar também as exportagdes de mel, caso
sejam encontrados residuos desses produtos. Nesse sentido, o controle de pragas do cajueiro,
entre elas a mosca-branca (Aleyrodicus cocois), deve ser feito com muito critério e
conhecimento dos riscos ao meio ambiente, em particular as abelhas (KOUL et al., 2008;
PERES; CORREIA-FERREIRA, 2006).

Especificamente para o controle de ninfas da mosca-branca-do cajueiro e seu efeito em
operarias de abelha 4. mellifera, constatou-se que os 6leos de mamona (Ricinus communis L.),
do nim (A4zadirachta indica A. Juss) e da soja (Glycine max L. Merril) a 2,0% apresentaram
uma eficiéncia de 91,0% no controle dessa praga entre o segundo e o quinto dia apos a aplicagao
dos 6leos, sem causar toxicidade as abelhas (OGENDO et al., 2008; CINTRA et al. 2002).

Portanto, a busca por alternativas de controle a pragas sem o uso de agrotoxicos tem
apontado para o emprego de produtos naturais, porém ¢ necessario conhecer a seguranga desses
produtos para os polinizadores. No presente estudo se investigou a toxidez topica e por ingestao
para A. mellifera de 10 dleos essenciais de diferentes espécies botanicas utilizadas no controle

de pragas do cajueiro.
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PARAMETROS TOXICOLOGICOS DE OLEOS ESSENCIAIS UTILIZADOS NO
COMBATE AS PRAGAS DA CULTURA DO CAJUEIRO (Anacardium Occidentale)
PARA O SEU POLINIZADOR, A ABELHA Apis mellifera L.

2 INTRODUCAO

As abelhas visitam 90% das espécies vegetais cultivadas pelo homem e sdo respon-
saveis pela polinizagdo total ou parcial da grande maioria das culturas agricolas (IPBES, 2016).
Recentemente, no entanto, a diversidade e abundancia desses polinizadores vém diminuindo
nas areas cultivadas comprometendo a produgdo e produtividade das culturas, especialmente
nos paises em desenvolvimento (GARIBALDI et al. 2016). Vérios fatores tém sido apontados
como responsaveis pelo declinio das abelhas, dentre eles as mudancas climéticas, perda de ha-
bitat, doengas e pragas, espécies invasoras competidoras, pesticidas, dentre outros (FREITAS
et al., 2009; LEBUHN et al. 2013).

Os pesticidas, principalmente os neonicotinoides, devido ao seu modo de acao sis-
témico de longa duracdo na planta e efeito neurotoxico sobre os insetos, vém sendo apontados
como os principais agentes que afetam a diversidade e abundancia de polinizadores nas areas
de cultivos (FREITAS; PINHEIRO 2010; SOARES et al., 2015). Sendo assim, tem se buscado
formas alternativas de combate as pragas agricolas, que possam ser efetivas contra os insetos
nocivos a lavoura, mas indcuo ou de pouco impacto a fauna ndo-alvo, como os polinizadores.

O cajueiro (Anacardium occidentale 1L.) € uma espécie originaria do Brasil, hoje
cultivada em vérias regides de clima tropical do planeta. Até a década de 1970, essa espécie era
plantada em pequenas areas e considerada uma planta pouco atacada por pragas. Entretanto, a
partir do aumento da area cultivada, da adocao de praticas de monocultura e do adensamento
das plantas, ela se mostrou susceptivel a pragas, como insetos e acaros, que podem causar
severas perdas econdmicas (SILVA et al., 2008; BRAGA SOBRINHO et al., 2012). O controle
das pragas do cajueiro utilizando pesticidas tradicionais, além dos problemas normalmente
associados a esses produtos, como a contaminacao de pessoas ¢ do meio ambiente e mortandade
da fauna nao-alvo, afeta também as abelhas, principais polinizadoras do cajueiro (FREITAS;
PAXTON, 1998), podendo comprometer a produtividade do cultivo. No que se refere a abelha
melifera (Apis mellifera) especificamente, soma-se a isso a contaminagdo potencial do mel
produzido nas areas tratadas (KOUL et al., 2008;).

Dentro desse contexto, o interesse na busca de substancias que apresentem menor
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risco a saide humana e ao ambiente tem crescido recentemente. Nessa linha de pensamento, ¢
entre varias substancias potenciais, estudos t€ém sido conduzidos testando a eficacia de plantas,
seus constituintes e derivados como substitutos dos agroquimicos no ambiente agricola
(CORREA; SALGADO, 2011; XAVIER et al. 2015; LIAO et al., 2017). O uso de 6leos
essenciais no combate a pragas agricolas vem sendo estudado ja ha algum tempo (KOUL et al.,
2008; TRIPATHI et al., 2009; BRAGA SOBRINHO et al., 2012). No caso do cajueiro em
particular, 6leos essenciais de varias espécies de plantas e em diversas concentragdes, vém se
mostrando substitutos eficazes aos pesticidas tradicionais (ISMAN, 2000; MESQUITA et al.,
2008). No entanto, seus estudos tém se concentrado principalmente no efeito dos produtos sobre
os insetos pragas, mas pouco investigando sobre seu potencial acdo letal em insetos benéficos,
especialmente polinizadores como as abelhas.

A avaliagdo de risco dos produtos utilizados em dareas agricolas para os agentes
polinizadores, especialmente as abelhas, segue as normas da OECD (Organization for
Economic Coorperation and Development) para testar o nivel de toxicidade determinando a
dose letal média topica (DLso) e a concentragdo letal média oral (CLso), tendo por modelo a
abelha melifera (OECD, 1988a, b). Dessa forma, o presente estudo se propds a investigar os
parametros toxicologicos de dleos essenciais de dez espécies vegetais que sdo utilizados no
combate as pragas da cultura do cajueiro para o seu principal polinizador, a abelha melifera

visando conhecer os niveis de seguranga para uso desses produtos.
3 MATERIAL E METODOS
3.1. Epoca, localizacio e etapas
O experimento foi conduzido de 03 de agosto a 30 dezembro de 2016 na
Universidade Federal do Ceara e Embrapa Agroindustria Tropical, ambas em Fortaleza, Ceara,

Brasil, e constou de trés etapas: obtencdo dos dleos vegetais, selecdo e coleta das abelhas,

determinagdo da DLso média topica e determinagdo da CLso média por ingestdo.

3.2. Obtencio dos Oleos Essenciais

A obtencdo dos oleos essenciais utilizados no experimento constou da coleta no

Horto de Plantas Medicinais da Embrapa de dez espécies vegetais cujos 6leos essenciais sao
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utilizados no combate a pragas do cajueiro, a saber: Cymbopogon citratus (Capim-limao),
Cymbopogon winterianus (Cintronela), Foeniculum vulgare (Erva doce), Lippia alba (Erva-
cidreira), Lippia sidoides (Alecrim-pimenta), Mentha arvensis L. (Menta-japonesa), Ocimum
basilicum L. (Manjericdo-branco), Ocimum gratissimum L. (alfavaca-cravo), Ocimum
micranthum Willd. (Alfavaca-de-galinha), e Ocimum selloi Benth (Elixir paregorico). Estas
plantas também foram depositadas no Herbario Prisco Bezerra (EAC) na Universidade Federal

do Ceara (Tabela 1).

Tabela 1 — Registros dos depdsitos das espécies vegetais estudadas no Herbario Prisco Bezerra

da Universidade Federal do Ceara.

Familia Nome Cientifico Nome Comum N°

Verbenaceae Lippia alba (Mill) N. E. Br Erva-cidreira 58820
Lamiaceae Mentha arvensis L. Menta-japonesa 58821
Poaceae Cymbopogon citratus (DC) STAPF Capim-limdo 58822
Poaceae Cymbopogon winterianus Jowittex Bor Cintronela 58823
Lamiaceae Ocimum micranthum Willd. Alfavaca-de-galinha 58824
Lamiaceae Ocimum gratissimum L. Alfavaca 58825
Lamiaceae Ocimum selloi Benth. Elixir paregérico 58826
Lamiaceae Ocimum basilicum L. Manjericao-branco 58827

As plantas foram em seguida levadas ao Laboratorio Multiusuario de Quimica e
Produtos Naturais da Embrapa de Agroindustria Tropical, onde cada espécie vegetal foi
submetida ao beneficiamento: retiradas das folhas manualmente do caule de cada planta; em
seguida as folhas foram pesadas e divididas em lotes de 300g de folhas frescas e, entdo, foram
colocadas em quatro baldes volumétricos (3 L). A seguir, foi acrescentado 1,5L de agua
destilada em cada recipiente, e logo ap0s esses baldes foram colocados em mantas aquecedoras
(100°C), conectadas a condensadores para serem extraidos os Oleos essenciais, através do
método de hidrodestilagdo por arraste a vapor d’agua com a ajuda do aparelho Clevenger. A
duragdo de cada extragdo era de cerca de quatro horas. Apds esse tempo, o 0leo era retirado
com o auxilio de um tubo de centrifuga e quantificado conforme volume de 6leo obtido em mL
usando-se uma proveta graduada. Entdo ele era centrifugado por 10 minutos a 3000 rpm/10min.
a fim de promover a separacdo da 4gua e do 6leo. Terminada essa etapa, era acrescentado sulfato
de sodio nos tubos de centrifuga para garantir que ndo ficassem residuos de agua no dleo e os

tubos eram centrifugados mais uma vez, ¢ a operacao era repetida ainda outra vez. Por Gltimo
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0 Oleo era transferido para um vidro escuro com tampa para melhor armazenar (Figura 1).

Figura 1 — Coleta das plantas no Horto de Plantas Medicinais, beneficiamento desse material e extragdo dos 6leos

essenciais no Laboratério Multiusuario de Quimica e Produtos Naturais da Embrapa de Agroindustria Tropical.

Fonte: Natalia Brito

3.3. Material Biolégico

As abelhas utilizadas no experimento eram operarias adultas de abelhas meliferas
(Apis melifera) coletadas em um recipiente de vidro com tampa diretamente da area central do
ninho de col6nias mantidas em colmeias Langstroth. As colonias fazem parte do apidrio do
Setor de Abelhas do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Ceard, Campus
do Pici. Imediatamente apods a coleta, as abelhas eram conduzidas ao Laboratorio de Abelhas
da mesma institui¢do, onde eram anestesiadas a baixas temperaturas antes da distribui¢do nos
potes experimentais e suas recuperagdes para iniciar os testes de determinacdo da dose letal

média topica (DLso).

3.4. Determinacio (DLso) média topica e a (CLso) média por ingestio.

A dose letal média topica (DLso) expressa o grau de toxicidade aguda de substancias
quimicas, e corresponde a dose suficiente para matar 50% dos animais de um lote utilizados

num experimento. Portanto, para determinar a DLso de cada 6leo essencial do presente estudo,
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foi utilizado o método adotado internacionalmente preconizado pela Organization for Econo-
mic Cooperation and Development (OECD, 1998a) e que usa como modelo a abelha melifera
(A. mellifera). A tnica diferenca de procedimento diz respeito a anestesia das abelhas, pois
enquanto no protocolo ¢ recomendado que esse procedimento seja realizado utilizando dioxido
de carbono ou nitrogénio, no presente trabalho a anestesia foi realizada por resfriamento.

Devido ao numero de 6leos essenciais (10), tratamentos (7), repeticdes (3) e abelhas
por repeticao (10) usados, apenas um oleo era testado a cada dia. Enquanto as abelhas eram
anestesiadas por resfriamento em um freezer a uma temperatura de 2° C por 15 minutos, o 6leo
essencial a ser testado e que fora extraido de uma das dez espécies vegetais descritas anterior-
mente, era diluido em agua destilada a fim de obter as concentracdes a serem testadas (0,125%
/0,25%/0,5% /1,0%/2,0% /4,0% / 8,0%). Quando as abelhas j& se encontravam anestesiadas,
paradas ou com movimentos muito lentos, cada uma recebeu, por meio de uma micropipeta
monocanal de volume variavel, um 1puL da solugdo do seu respectivo 6leo e concentragdo, apli-
cado na regido do pronoto. A excec¢do foram as abelhas do grupo controle que receberam 1puL
de 4gua destilada.

Cada tratamento (concentracdo) constou de 30 abelhas que, apds serem expostas ao
produto, eram acondicionadas em potes plasticos de 250 mL e colocadas dentro de uma B.O.D.
(demanda bioquimica de oxigénio) com suprimento de 4gua e alimento sem contaminacao ad
libidum, por meio de tubos do tipo eppendorf. A temperatura e umidade relativa do ar dentro
do B.O.D. foram mantidas em 28 + 2°C e 70 = 10 %, respectivamente, durante todo o experi-

mento.

Figura 2 — Abelhas acondicionadas em potes plasticos de 250 mL e divididas por tratatamentos dentro da BOD

(demanda bioquimica de oxigénio).

/f‘

Fonte: Natalia Brito
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Figura 3 — Aplicagdo de 6leo essencial no pronoto da abelha por meio de uma micropipeta para determinacdo da

dose letal média topica (DL50).

Fonte: Natalia Brito

A concentragdo letal média via oral (CLs0) de uma substancia, que expressa o grau
de toxicidade aguda de substancias quimicas, corresponde a concentragao suficiente para matar
50% dos animais de um lote, utilizados em um experimento. Portanto, para determinar a CLso
de cada oleo essencial, também foi utilizado o método adotado internacionalmente preconizado
pela Organization for Economic Cooperation and Development (OECD, 1998b) e que usa como
modelo a abelha 4. mellifera. O procedimento utilizado foi semelhante aquele para determinar
a DLso descrito anteriormente, exceto que as abelhas apds anestesiadas foram colocadas em
seus respectivos potes plasticos de 250 mL com oferta de agua em tubos do tipo eppendorf e
colocadas para jejuar por 2h no BOD, em condi¢des semelhantes as descritas anteriormente.
Apos esse periodo, cada pote pléastico recebeu uma solu¢ao de agua e sacarose (50% v: m)
contaminada com a concentragao do 6leo a ser testada naquele tratamento, exceto o grupo con-
trole que recebeu apenas a solu¢ao sem qualquer contaminante.

Apos encerrar os ensaios com todos os 6leos e respectivas concentragdes, a deter-
minag¢do da dose letal média por contato (DLso) e a concentragao letal média via oral (CLs0) de
cada um deles foi feita, contabilizando o niimero de abelhas mortas em cada tratamento a 1h,
6h, 12h, 24, 36h e 48h horas apds o oferecimento do alimento contaminado. Esses dados foram

analisados através de um modelo log-logistico com o auxilio do “drc” (RITZ et al., 2015)
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presente no ambiente estatistico R (R Core Team, 2016). Uma vez elaborados, os modelos,

foram calculados a DLsg a CLso € seus respectivos intervalos de confianga (95%).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A mortalidade das abelhas A. mellifera submetidas a aplicagdo topica permitiu
determinar a DLso (Tabela 2). A mortalidade das abelhas obtida por meio da DLso foi
diferenciada de acordo com os 6leos essenciais ¢ as concentragdes utilizadas. No entanto,
embora a toxidez dos diferentes 0leos essenciais tenha variado entre as espécies vegetais, todos
apresentaram acoes topicas toxicas para A. mellifera, independentemente da concentragdo no
tempo de afericao até 48 h. Além disso, invariavelmente as abelhas precisaram de doses bem
maiores para atingir 50% de mortalidade as 24 h do que as 48 h. Assim, embora doses menores
possam parecer mais seguras por ndo matar metade da populagdo testada nas primeiras 24 h,

elas acabaram por matar esse mesmo percentual até 48 h apds a exposicao.

Tabela 2 — Toxicidade aguda topica em 24 ¢ 48 horas para abelhas operarias de Apis mellifera de dleos essenciais

de dez espécies vegetais usados no combate a pragas da cultura do cajueiro (4dnacardium occidentale).

. Tempo de 1.C. (95%)
Oleos vegetais exposicao DL, (%) - .

(h) Superior Inferior

24 1.204 0.836 1.572
Cymbopogon citratus

48 0.518 0.347 0.690

24 1.592 0.746 2.438
Cymbopogon winterianus

48 0.254 0.195 0.312

24 3.196 2112 4.280
Foeniculum vulgare

48 0.495 0.310 0.680

24 1.459 0.871 2.046
Lippia alba

48 0.387 0.291 0.483

24 2.039 1.582 2.046
Lippia sidoides

48 1.416 1.159 1.672

24 1.893 1.302 2.484
Mentha arvensis

48 0.676 0.503 0.848

24 2.165 1.535 2.799
Ocimum basilicum

48 1.000 0.625 1.375

24 1.114 0.763 1.466
Ocimum gratissimum

48 0.476 0.352 0.601

24 3.780 2.183 5.376
Ocimum micranthum

48 0.538 0.396 0.680

24 2.191 1.374 3.009
Ocimum sellol

48 0.749 0.566 0.931

(DLso) dose letal média; (IC95%) intervalo de confianca a 95%.
Os o6leos essenciais com os menores valores médios de DLso foram das espécies C.

winterianus (0,254%) e L. alba (0,387%), que apresentaram intervalos de confianca inferiores
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(0,195 ¢ 0,291, respectivamente), com mortandade de 50% da populacao (Tabela 2).
A alimentagdo das operarias de A. mellifera com xarope de ag¢ucar contaminado com as

diferentes concentracdes dos Oleos essenciais testados possibilitou determinar a CL5() (Tabela
2). A mortalidade, de acordo com a CL 5, foi diferenciada em fun¢ao dos 6leos essenciais de cada

espécie vegetal e das concentragdes. Como observado para a DLso, todas as concentragdes também
foram toxicas para as abelhas e foram necessarias concentracdes maiores para atingir 50% de
mortalidade as 24 h do que as 48 h. No entanto, o 6leo essencial de M. arvensis destacou-se dos
demais por ter sido extremamente toxico as 24 h em concentragdo muito mais baixa (0,516%)
do que os demais 6leos essenciais. O oleo essencial de O. gratissimum apresentou o segundo

valor mais toxico para as abelhas quando comparado aos demais (Tabela 3).

Tabela 3. Toxicidade aguda oral de dleos essenciais de dez espécies vegetais em abelhas operarias Apis
mellifera em 24 ¢ 48 horas.

: Tempo de 1.C. (95%)
Oleos vegetais exposicdo CL{%) e —————
(h) Superior Inferior
24 2.081 1.626 2536
Cymbopogon citratus
48 0.564 0.347 0.781
— 24 1.456 1.146 1.766
Cymbopogon winterianus
48 0.489 0413 0.564
; 24 1.664 1.377 1.952
Foeniculum vulgare
48 1.321 1.071 1.571
b 24 2135 1.661 2610
B 13 0871 0.585 1157
Lo 24 1.667 1,354 1.979
Lippia sidoides
48 0668 0484 0.852
orth . 24 0516 0.381 0651
eina arvensis 4 0.398 0.312 0.483
Ocimum basilicum et L A2t t:150
48 0.702 0.550 0.855
- - 24 0928 0.305 1.552
cimum gratissimum
¢ 48 0.525 0.322 0.727
G w 24 1.604 1249 1.959
cimum micranthum
48 0.723 0.586 0.860
Ocimum selioi 24h 1.293 1.028 1.558
48h 0.544 0.390 0.697

(CLso) concentracdo letal média; (IC95%) intervalo de confianga 95%.

De um modo geral, os 0leos essenciais mostraram-se mais toxicos por via oral do
que topica (Tabelas 2 e 3). Esse padrao ¢ o mesmo observado em estudos com inseticidas
sintéticos e provavelmente se deve ao fato de que a dosagem topica ¢ aplicada apenas uma vez,
enquanto na oral as abelhas tém acesso livre ao alimento contaminado, podendo se
contaminarem repetidamente e com quantidades bem maiores do produto testado do que no
tratamento topico (Del Sarto et al., 2014; Gurgel, 2015; Jiménez; Cure, 2016). No presente
estudo, as maiores concentracdes testadas chegaram a apresentar mortalidade de 100% dos

individuos.
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No entanto, o 6leo essencial de L. alba apresentou comportamento inverso, tendo sido
mais toxico para as abelhas por contato do que por ingestdo, tanto as 24 h (1,459 e 2,135%)
quanto as 48 h (0,387 ¢ 0,871%), respectivamente. Ja os 6leos essenciais de C. winterianus e F.
vulgare apresentaram-se mais toxicos as 48 h para o tratamento topico (0,254 e 0,495%) do que
ingestdo oral (0,489 e 1,321%), respectivamente. As 24 h, estes mesmos 6leos essenciais foram
mais toxicos as abelhas em tratamento oral do que em tratamento topico (Tabelas 2 e 3). Alguns
6leos essenciais apresentam efeito de repeléncia para insetos (Paula et al., 2004; Cansian et al.,
2015; Guo et al., 2016), inclusive para abelhas, e tém sido estudados com esse proposito
(Favero, 2014; Naik et al., 2015). Para os resultados apresentados aqui, os 6leos citados acima
apresentaram provavelmente um efeito de repeléncia, contrariando a maioria dos Oleos

essenciais, que foram mais toxicos por ingestdo oral dos produtos.

O oleo essencial que se mostrou com maior toxicidade as operarias de A. mellifera foi
o de O. micranthum, em fun¢do do maior angulo obtido pela equacdo de regressao (Tabela 4),
comportando-se assim como o mais toxico de todos os 6leos testados ao causar rapidamente a
mortalidade de 50% dos individuos da populagdo. Quanto maior a inclinagdo do angulo, mais
rapida foi a mortalidade de 50% das abelhas avaliadas na menor concentracdo de 6leo essencial
aplicada. Conforme os resultados da andlise estatistica, o 6leo essencial que demonstrou menor
toxicidade as abelhas foi o 6leo extraido da espécie O. selloi, comumente conhecido como elixir
paregorico (Tabela 3). Os o6leos essenciais das espécies C. citratus, C. winterianus e O.
gratissimum, em aplicagdes topicas, causaram mortalidade severa nas abelhas a partir da dose
de 0,5%. Entretanto, o 6leo essencial da espécie L. alba apresentou mortalidade nas abelhas

jana concentracao 0,25%.

Tabela 4. Modelos de regressao Log-logistic do grau de toxicidade por ingestao de dez dleos essenciais
em operarias de Apis mellifera.

Oleos Y=Y, + ax+bx? F R? P

C.citratus 0,81 + 350,82x - 2979,65x> 337,13  0,91** 0,0031
C. winterianus 3,95 + 219,91x - 1830,68x2 150,07 0,82 0,0138
F. vulgare 2,06 + 196,49x - 1366,86x> 14522  0,97** 0,0002
L. alba 4,29 + 201,74x - 1653,20x2 140,23 0,81* 0,0156
L. sidoides -0,68 + 377,9x - 3068,52x2 673,68 0,95 0,0008
M. arvensis -0,15 + 368,54x - 3212,76x? 23,69 0,88* 0,0061
O. basilicum 1,62 + 258,82x - 1929,39x2 16,54  0,83* 0,0116
O. gratissimum 3,67 + 231,08x - 1926,08x? 2227  0,87* 0,0068
O. micranthum 0,09 + 398,33x - 3621,33x2 29,45  0,90* 0,0040
0. selloi 0,45 + 113,4x - 256,012 31,86  0,91** 0,0035

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F; *Significancia ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste F.



29

Confirmando o efeito dos 6leos essenciais sobre abelhas, Xavier (2009) afirmou
que grande parte dos inseticidas a base de 6leos essenciais causou repeléncia aos adultos de
A. mellifera. Ja o oleo de citronela (C. winterianus) foi toxico para larvas de abelhas. Sobre a
complexidade do efeito de inseticidas a base de oleos essenciais no controle de insetos,
Cintra et al. (2002) constataram que eles podem ser tdo deletérios aos insetos quanto os
inseticidas sintéticos. Todos os Oleos essenciais testados mostraram-se toOxicos para as
operarias de Apis mellifera, tanto por contato como por ingestdo, as 24 ¢ 48h. Nessas
circunstancias o uso desses produtos ndo ¢ seguro aos polinizadores, e seu uso s6 deve ser
feito tomando-se os mesmos cuidados recomendados para os demais pesticidas. No entanto,
estudos realizados com Oleos essenciais tanto para atrair enxames de abelhas 4. mellifera
(LEOPOLDINO et al. 2002) como para combater o acaro parasita Varroa destructor
(EBERT etal., 2007; DAMIANI et al., 2009; CASTAGNINO; ORSI, 2012) tém identificado
espécies vegetais cujos 0leos apresentam baixa ou nenhuma toxicidade para as abelhas, tanto
por via de contato como oral. Portanto, essas e outras espécies vegetais devem ser testadas
no controle de pragas do cajueiro e outros cultivos, simultaneamente a avaliagdo de risco

para as abelhas.

5 CONCLUSOES

Os oleos essenciais utilizados no combate as as pragas da cultura do cajueiro
testados no presente trabalho apresentaram toxicidade para as operarias de abelhas meliferas
em todas as concentragdes e formas utilizadas.

Os oleos essenciais testados no presente trabalho ndo podem ser considerados
seguros na presenca desses insetos polinizadores.

Nao ¢ recomendado a utilizagdo dos 6leos essenciais no combate as pragas do
cajueiro nas dosagens estudadas, a ndo ser que sejam tomadas medidas de manejo capazes de
evitar a exposi¢do por contato ou oral das abelhas meliferas esses produtos fitossanitarios.

Mais estudos com outras dosagens e 0leos essenciais de outras espécies vegetais
usadas no controle as pragas do cajueiro devem ser testados em adultos de abelhas meliferas
assim como em suas larvas, tendo em vista do risco de levar alimento contaminado para

coldnias. Isso visara a obtencdo de um produto seguro a esses organismos nao-alvo.
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