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ABSTRACT. Susceptibility of workers and larvae of social bees in relation to ricinine. Many substances of vegetal origin can
be toxic or present an insecticidal potential. With the aim of decreasing the environment pollution problem, a few studies are trying to
substitute synthetic insecticides with botanical ones. Ricinus communis (Euphorbiaceae) presents a great variety of substances, being the
ricinine the main toxic component. Considering that bees are useful as pollinator agents of plants, this study evaluates toxicity potential
of ricinine on workers and larvae of Apis mellifera (Linnaeus, 1758) (Hymenoptera, Apidae) and Scaptotrigona postica (Latreille, 1907)
(Hymenoptera, Meliponini). In order to determine ricinine toxicity, ingestion tests were carried out with isolated workers bees that
received ricinine on its diet. Furthermore, for topic tests, solutions of ricinine in methanol were applied on pronotum of worker bees with
an “Agla’ brand micrometer syringe outfit. For larvae of bees, ingestion tests were used and mortality rates were calculated. According
to the results, it was detected a significant toxic activity (p < 0.0001) of ricinine on the workers of the two bee species at concentrations
of 0.1% in the ingestion tests and 0.2% in the topic tests. For all concentrations (0.25%, 0.5% and 1%), a high percentage of larvae bees
was negatively affected by ricinine on the first days of life.

KEYWORDS. Ricinus communis, Apis mellifera, Scaptotrigona postica, topic test, ingestion test.

RESUMO. Muitas substancias de origem vegetal podem ser téxicas ou apresentar potencial inseticida. Com o objetivo de diminuir a
problematica da poluicdo ambiental alguns estudos vém tentando substituir os inseticidas artificiais pelos inseticidas botanicos. Ricinus
communis (Euphorbiaceag) apresenta uma grande variedade de substancias sendo a ricinina o principal componente téxico. Considerando
que as abelhas sdo insetos benéficos por atuarem como agentes polinizadores das plantas, este estudo teve por objetivo avaliar o efeito
téxico da ricinina para as operérias e larvas de Apis mellifera (Linnaeus, 1758) (Hymenoptera, Apidae) e Scaptotrigona postica
(Latreille, 1907) (Hymenoptera, Meliponini). Para isso, foram realizados testes de ingestdo em operérias confinadas recebendo ricinina
incorporada a dieta e testes de aplicagdo tépica com a substancia solubilizada em metanol e aplicada no pronoto das abelhas com auxilio
de uma microseringa. Para as larvas foram realizados testes de ingest&o e calculada sua taxa de mortalidade. Os resultados mostram
atividade téxica significativa (p < 0.0001) da ricinina nas abelhas adultas das duas espécies para a concentragéo 0,1% nos testes de ingestéo
e 0,2% nos testes de aplicag8o topica. Outrossim, uma elevada porcentagem de larvas foi afetada negativamente pela ricinina logo nos
primeiros dias de vida para todas as concentragdes testadas (0,25%, 0,5% e 1%).

PALAVRAS-CHAVE. Ricinus communis, Apis mellifera, Scaptotrigona postica, teste de aplicagdo topica, teste de ingestéo.

Apesar da grande importancia dos insetos como
polinizadores de muitas espécies vegetais, existem
aqueles considerados fitéfagos. Em resposta, algumas
plantas sdo capazes de fornecer substancias que podem
provocar a morte dos insetos, havendo as que apenas 0s
afugentam e outras que tem a particularidade de capturar
e digeri-los. Assim, pesquisadores vém se interessando
pelos efeitos das substancias derivadas das plantas no
controle de insetos que sdo considerados pragas,
podendo também afetar espécies de insetos benéficos,
como os polinizadores (Ramos et al., 2003).

TrRIGO & SanTOs (2000) estudaram amortalidade
de insetos em flores de Spathodea campanulata
(Bignoniaceae), marcando os botbes floraisum diaantes
daantese. Em seguida, contaram eidentificaram osinsetos
mortos a cada 24 horas, até 5 dias apos a antese. Em 445
flores examinadas foram encontrados 345 insetos mortos,
na maioria abelhas da tribo Meliponini. Em bioensaios
|aboratoriais, amucilagem puracol etadade botéesflorais
e amucilagem na concentracéo de 25% foram avaliadas

em abelhas Scaptotrigona postica (Latreille, 1807)
(Meliponini) recém-emergidas. Osresultados mostraram
uma reducdo da longevidade das recém-nascidas de
52,9% para a concentragcdo de 25% e de 95,2% para a
mucilagem pura.

CARVALHO & MEssAGE (2004) realizaram um estudo
utilizando o &cido tanico na alimentacdo de larvas de
abelhas e verificaram que este causou sintomas
semelhantes aos provocados pela doenca denominada
“cria ensacada brasileira’, que se caracteriza por
apresentar mudangas de col orag&o, interrompimento dos
instares larvais e quando as larvas parecem estar dentro
de sacos. O estudo foi realizado devido a grande
guantidade de tanino observada em uma das variedades
do barbatimdo, o Stryphnodendron polyphyllum
(Leguminosae).

Atualmente, sdo frequentes os estudos de
biopesticidas na tentativa de diminuir o impacto
ecol 6gico que os pesticidas quimicos véem causando no
meio ambiente. MiranDA €t al. (2003) avaliaram a
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susceptibilidade da amida pelitorina, isolado de Piper
tuber culatum (Piperaceae), paraas abelhas Apismellifera
(Linnaeus, 1758) através de testes de ingestdo e de
contato. Aslarvas mostraram-se mais suscetiveisaamida
pelitorinaem relagdo as operarias recém-emergidas.

SINGARAVELAN €t al. (2006) em estudos dos efeitos
dos componentes secundérios do néctar das flores
Nicotiana spp. (Solanaceae) sobre colénias de A.
mellifera, observaram que a presenca de nicotina
extraidas dessas flores ndo afetou a sobrevivéncia das
abel has adultas e causou mortalidade somente naslarvas
e em concentragdes elevadas (50 ppm).

No Brasil, estudos realizados com duas espécies
de barbatiméo, Dimorphandra mollis (Leguminosae) e
Sryphnodendron adstringens (Leguminosae) mostraram
atividade téxica do macerado de suas flores desidratadas
quando adicionadas a dieta das abelhas (CinTRA €t al.,
2003). A caracterizacdo de aleloquimicos com
propriedades antialimentares e repel entes utilizados pelas
plantas como defesa vem se constituindo como mais um
avango em estudos desta natureza (PizzamicLo, 1991).
CinTRA €t al. (2002), por exempl o, traba haram com extratos
metandlicos das flores e pedinculos de D. mollis e
isolaram o flavondide astilbina, mostrando que essa
substanciaeracausade mortalidade paraas abelhas. Com
metodologiaidéntica, Souza et al. (2006) mostraram que
0s extratos metandlicos e diclorometano dos pediincul os
e inflorescéncias de S. adstringens tiveram um efeito
toxico paraas operarias de A. mellifera e abelhas nativas
(S postica).

Dentre os grupos de insetos, em Apoidea estdo os
mais importantes polinizadores de plantas nativas e
cultivadas (Kevan & Baker, 1983). De modo geral, as
abelhas séo totalmente dependentes das flores para
obtencdo de pdlen, néctar, dleos, fragrancias e outros
recursos, utilizados tanto pelos adultos quanto por suas
larvas. Estesrecursos sdo obtidos por diferentes espécies
de abelhas que forrageiam em horérios diferentes e/ou
concentram-se em certas espécies de plantas. Além disso,
algumas espécies de abelhas também utilizam as flores
como um local deabrigo, repouso ou acasalamento (Pebro
& CamARGO, 1991).

No Brasil, ha a perspectiva de se ampliar as
plantacbes de mamona (Ricinus communis,
Euphorbiaceae) (CONAB, 2006) como formaalternativa
de producéo de combustivel e de se utilizar a ricinina
como inseticida no controle de insetos pragas, sendo de
fundamental importénciaarealizac&o de estudos sobre 0
efeito da ricinina, em espécies ndo alvo. Diante desse
contexto, este estudo visa verificar os possiveis efeitos
da ricinina, substéncia extraida das folhas de mamona,
sobre operédrias e larvas de duas espécies de abelhas
sociais, importantes polinizadoras.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo do extrato foliar bruto. Folhas de R.
communis col etadas no Jardim Experimental do Campus
da UNESP - Rio Claro foram secas em estufa por 48 h a
40°C, trituradas em moinho tipo Wiley e transportadas
parao laboratério de Produtos Naturais da Universidade
Federal de S&o Carlos, UFSCar. A matéria seca, moidae

com massa de 3,5 kg foi submetida a percolagdo em
recipiente de cinco litros por sete dias com diclorometano a
temperatura ambiente, em repouso. Apos filtragdo, o
concentrado obtido em evaporador rotativo foi de 380g de
extrato bruto.

Fracionamento quimico de extrato foliar bruto e
identificag8o do principio ativo. O isolamento dericinina
apartir do extrato diclorometanico dasfolhasfoi realizado
através de cromatografiacontracorrente de altavel ocidade
(HSCCC) apartir de 1,5 g do extrato bruto conforme LEiTe
etal. (2005). Aricininafoi obtidanaformapuranasfraces
35-49 (209 mg). Os solventesempregados no fracionamento
foram comerciais destilados no Departamento de Quimica
—UFSCar. A identificacéo do principio ativo foi realizada
através de andlises espectroscépicas por ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e carbono 13 (RMN 'H
e*C), infravermelho e espectrometria de massas (EM)
(Bici et al., 2004).

Abelhas. Foram utilizadas abelhas adultas e larvas
de A. mellifera e S. postica, provenientes do apiério do
Instituto de Biociéncias da UNESP - Rio Claro. Abelhas
adultasrecém-emergidas de A. mellifera foram coletadas
nos favos, utilizando sua colorag8o e tamanho para a
identificacdo. Japara S postica, osfavosde criacol etados
nos ninhos foram col ocados em bandejas plasticas de 55
cm x 45 cm x 10 cm (com paredes revestidas de fluon -
resinade fluoroetireno - paraevitar fugas) com alimento
(céndi) e &gua, para que as operéarias emergissem em um
intervalo de 24 horas.

Testes de ingestdo. Os testes com larvas foram
realizados seguindo V ANDENBERG & SHIMANUKI (1987). O
alimento foi depositado no fundo dos avéolos durante
cinco dias, recebendo em cada um deles 4, 15, 25, 50,
75 ul dealimento, respectivamente. A dietafoi preparada
com 10g degeléiareal, 7,4 ml de &guadestilada, 1,4 g de
D-glicose, 1,4 g de D-frutose e 0,2 g extrato de levedo
para os experimentos com A. mellifera, onde foi
incorporadaaricininanas concentracdes de 0,25%, 0,5%
e1%. ParaS. postica adietafoi preparadaapartir de10g
depdlen, 5gdemel e5,4 ml de &guadestilada, nasmesmas
concentracfes propostas anteriormente. As larvas de S
postica foram alimentadas apenas no primeiro dia com
umadietade 36 pl. Os avéolos contendo aslarvasforam
colocados em placas de Petri e observados diariamente
sob lupa. As alteraces de coloracdo e ateracdes no
desenvolvimento foram registrados assim como o nimero
de individuos mortos, no periodo de 24 e 48 horas.

Para os testes com operarias, a ricinina foi
incorporada a dieta e oferecida as abelhas nas
concentracfes 0,02%, 0,05% e 0,1%. Para A. mellifera
utilizou-se o candi como dietaartificial (aglicar confeiteiro
emel, naproporcdo de5:1) e paraS postica foi ministrado
polen previamente retirado dos reservatérios do ninho e
conservado em geladeira. O alimento preparado foi
oferecido em tampas plasticas de 2,8 cm de diametro,
recoberta por uma tela de arame a fim de evitar
contaminagdo por contato. Os grupos experimentais e
controle receberam 0s mesmos suprimentos de agua
através de algodao embebido em agua. As abelhasforam
acondicionadas em trés caixas de madeira (20 abelhas
por caixa) de 11 cm de comprimentox 11 cmdelargurax 7
cmdealtura, forradas com papel -filtro.
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Ostestes foram conduzidos em estufa B.O.D, com
temperaturaa 34 + 1 °C e umidade acimade 80% paraas
larvasde A. melliferae28+ 1 °C eumidade acimade 70%
para S. postica. Para as operérias de A. mellifera a
temperaturafoi de32 + 1 °C eparaS postica, 28+ 1 °C,
ambas em umidaderel ativade 70%.

Testes de aplicacdo topicaem operdrias. A ricinina
foi adicionada a1 ml do solvente metanol, nas soluctes
de concentracdo 5, 10 e 20 mg de ricinina por ml de
metanol. Para cada abelha adicionou-se 1 ul da solucdo
correspondente (0,005; 0,01 ou 0,02 mg/ul) naregido do
pronoto com o auxilio de uma microseringa adaptada a
um micrémetro e um capilar de vidro. Apds a aplicagéo,
as abelhas permaneceram por quinze minutos em uma
bandeja pléastica para a evaporacéo do solvente e foram
retiradas e distribuidas nas caixasde madeira. Foi utilizado
um controle sem solvente (SS) e outro com solvente (S).
A cada 24 horas amortalidade foi observada.

Analise estatistica. Para os experimentos de
ingest&o e de aplicacdo topicaforam calculadas as taxas
de sobrevivéncia a cada 24 horas, durante 25 dias, no
Software GraphPad Prism 2.01. Posteriormente, foi
aplicado o teste ndo-paramétrico Log Rank Test
(MotuLsky, 1995), para comparar as curvas de
sobrevivéncia. Para os testes de ingest&o foi calculada a
porcentagem de larvas sobreviventes em 24 e 48 horas.

RESULTADOS

Os resultados indicam efeito téxico nas
concentracBes 0,05% e 0,1% para os testes de ingest&o
realizados com operérias de A. mellifera. Para a
concentracdo 0,02% os resultados indicam auséncia de
toxicidade dessa substancia (Tab. 1). Em S. postica foi
observado efeito tdxico da ricinina quando presente na
dieta na concentracdo 0,1% (Tab. I1). Para os testes de
aplicacdo topica, os resultados foram significativos
apenas na concentragdo de 0,02% (20 mg.ml™) em ambas
as espécies de abelhas (Tabs. 111, V).

LarvasdeA. melliferaede S. postica apresentaram
suscetibilidade a ricinina nas trés concentragfes

adicionadas adietade operaria(0,25; 0,5 € 1,0%) 24 horas
apobs o inicio dos bioensaios (Tabs. V, V1).

DISCUSSAO

Os experimentos mostraram que aricininareduziu a
taxa de sobrevivéncia das abelhas tratadas. Em trabalho
semelhante, Bicl et al. (2004) redlizaram tratamentos de
ingestdo de ricinina em formigas cortadeiras Atta sexdens
(Linnaeus, 1758), nos quais verificaram sintomas de
intoxicacdo apds 24 horas da ingestéo. Ao contrario do
obtido para abelhas, os resultados para este estudo com
formigasindicaram efeito significativo namortalidade para
concentragdes menores (0,02% ou 0,2 mg.ml™ e 0,04% ou
0,4 mg.ml™), principalmenteapartir do4° diadeexperimento.
CinTRA €t al. (2003) mostraram o efeito tdxico dos extratos
metandlicos de D. mallis (fal so-barbatimao) paraoperédrias
de A. mellifera. Posteriormente estes foram fracionados e
foi isolada a substancia astilbina, com uma elevada
mortalidade de A. mellifera (CinTra et al., 2005). Em
acréscimo, Kitamura et al. (1999) verificaram que amenor
concentracdo toxica daricinina para operarias de formigas
A, sexdensfoi 0,005% (0,05 mg.mi™). Aquel eresultado quando
comparado com os obtidos paraas duas espécies de abelhas
(A. mellifera, 0,05% e 0,1%; S postica, 0,1%) denota uma
toxicidademaior daricininaparaasformigas, visto queesta
substanciareduziu asobrevivénciadaquel esinsetos mesmo
quando administrada em menor concentracéo.

As abel has das duas espécies tratadas com ricinina
em testes de ingest&o mostraram sintomas de intoxicacéo
como lentid&o dos movimentos, faltade orientagéo, tremor
das pernas, paralisia e morte. Esses sintomas foram
variaveis entre as abelhas e dependentes da
concentracdo de ricininanadieta. Sintomas semelhantes
deintoxicacdo foram observados por BusoLi et al. (1992)
em formigueiro de campo de Atta capiguara (Gongal ves,
1944) tratados com diflubenzuron e Mirex® com 0,45% de
dodecacloro. Souza et al. (2006) em estudo com abelhas
adultasde A. mellifera e S. postica tratadas com extratos
foliares de Stryphnodendron adstringens também
verificaram comportamento similar.

Tabela |. Porcentagem de mortalidade em operérias de abelhas Apis mellifera (Linnaeus, 1758) em testes de ingestéo com ricinina (S,
mediana de sobrevivéncia; letras diferentes depois dos valores de S,, mostram uma diferenca significativa, teste log-rank (p < 0,05)).

Concentragédo Dias

de ricinina

(%) 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 S,

Controle 0 0 0 0 13,3 13,3 30 46,6 70 91,6 18a
0,02 0 0 20 25 25 25 43,3 50 80 17a
0,05 0 20 20 30 30 30 43,3 73,3 95 15b
0,1 0 25 28,3 31,6 31,6 31,6 43,3 63,3 95 15b

Tabela 1. Porcentagem de mortalidade em operérias de abelhas Scaptotrigona postica (Latreille, 1807) em testes de ingestdo com ricinina
(S,,» mediana de sobrevivéncia; letras diferentes depois dos valores de S,, mostram uma diferenca significativa, teste log-rank (p < 0,05)).

Concentragéo Dias

de ricinina

(%) 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 S,
Controle 0 0 1,6 1,6 5 16,6 35 40 80 90 19a
0,02 0 0 0 5 10 16,6 35 86,6 95 17a
0,05 0 1,6 1,6 3,2 6,6 10 30 55 71,3 17a
0,1 0 3,2 6,6 15 25 66,6 85 14b
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Tabela I11. Porcentagem de mortalidade em operérias de abelhas Apis mellifera (Linnaeus, 1758) em testes de aplicacdo tépica com

ricinina (S,

mediana de sobrevivéncia; letras diferentes depois dos valores de S, mostram diferenca significativa, teste log-rank (p <

0.05); controle (S), presenca do solvente metanol; controle (SS), auséncia do solvente metanal).

Concentragao Dias

de ricinina

(%) 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 S,
Controle (SS) 0 0 0 0 1,6 10 66,6 91,6 95 95 13a
Controle (S) 0 0 0 0 1,6 13,3 56,6 86,6 96,6 98 13a
0,005 0 3,2 3,2 3,2 6,6 13,3 70 93,3 98 13a
0,01 0 0 0 3,2 6,6 15 70 95 98 13a
0,02 0 0 0 1,6 10 40 93,3 11b

Tabela IV. Porcentagem de mortalidade em operérias de abelhas Scaptotrigona postica (Latreille, 1807) em testes de aplicagéo topica com
ricinina (S,,, mediana de sobrevivéncia; letras diferentes depois dos valores de S, mostram uma diferenca significativa, teste log-rank (p
< 0.05); controle (S), presenca do solvente metanol; controle (SS), auséncia do solvente metanol).

Concentragéo Dias

de ricinina

(%) 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 S,
Controle (SS) 0 0 0 0 5 10 18,3 40 70 70 19a
Controle (S) 0 0 0 0 13,3 43,2 53,6 60 66 86,6 13a
0,005 0 0 0 1,6 3,2 23,6 50 51,6 63,3 70 16a
0,01 0 1,6 1,6 1,6 1,6 10 21,6 30 45 60 22a
0,02 0 0 1,6 1,6 1,6 5 25 73,3 95 15b

Tabela V. Porcentagem de mortalidade em larvas de Apis mellifera
(Linnaeus, 1758) de 24 h e 48 h durante o seu desenvolvimento,
alimentadas com dieta artificial e ricinina em diferentes
concentragoes.

Tabela VI. Porcentagem de mortalidade em larvas de Scaptotrigona
postica (Latreille, 1807) de 24 h e 48 h durante o seu
desenvolvimento, alimentadas com dieta artificial e ricinina em
diferentes concentracdes.

Ricinina (%) Mortalidade (%) Mortalidade (%)

Ricinina (%) Mortalidade (%) Mortalidade (%)

Tempo 24 h 48 h Tempo 24 h 48 h

Controle 20 0 Controle 33 66
1 100 1 41 100
0,5 100 0,5 33 100
0,25 88 100 0,25 33 100

Osresultados obtidos hos experimentos com larvas
de A. mellifera e S postica de 24 e 48 horas de idade,
utilizando-se trés concentracdes diferentes de ricinina
(0,25; 0,5 e1,0%) adicionadaadietade operariamostraram
efeitos toxicos ja em 24 horas para estas espécies. De
maneira semelhante, CaArvaLHO & MEssaGE (2004)
estudaram a toxicidade do pdlen de Stryphnodendron
polyphyllumparalarvasde A. mellifera. Além deverificar
o efeito toxico, os resultados mostraram que o pdlen
desta planta provoca, nas larvas, sintomas semelhantes
a“criaensacadabrasileira’, com mudancas nacoloracéo
e interrompendo os instares larvais no periodo de pupa.
A ricinina apresentou toxicidade semelhante a
Sryphnodendron polyphyllum, inibindo o crescimento
eevolucdo do primeiroinstar larval ealterando acoloracéo
do branco para amarelado.

Comparando-se os resultados do presente estudo
com resultados da literatura, é possivel sugerir que a
ricinina é uma substancia de origem vegetal tdxica para
insetos. Bial et al. (2004) sugeriram que aricinina deve
ser aplicada diretamente nos ninhos das formigas como
iscas granuladas afim de se evitar possivel contaminacdo
de outros insetos por contato ou por ingestdo. Assim,
constatou-se a atividade toxica de ricinina para duas
espécies de abelha. Por conseguinte, para se conservar a

interacdo entre abelhas e plantas é necessario que se
evite o contato das mesmas com estas iscas ou com
outras formas de aplicagdo de ricinina para controle de
insetos pragas.
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