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RESUMO

O uso de produtos a base de extratos vegetais esta tendo uma importancia cada vez maior devido
as suas propriedades ecotoxicologicas. No entanto, também podem interferir negativamente a
outros organismos benéficos. Este trabalho tem por objetivo avaliar o efeito do timol sobre as
abelhas Apis mellifera L. e Scaptotrigona postica. No laboratério foram anestesiadas com CO>
e depois, colocadas em potes de plastico 500 mL com perfuracdes. No total foram realizadas
14 repeticdes. Foram testadas quatro concentracdes de timol (10, 14, 18 e 23 mg), em solucédo
de xarope de agucar (50%) e controle para o teste de mortalidade. Para repeléncia foi realizada
a exposicdo com chance de escolha em gaiolas das mesmas concentragdes. Apos 5 horas de
exposicdo oral aos tratamentos contendo o timol e xarope, foi realizada a avaliacdo de
mortalidade e fornecido as abelhas apenas xarope de agua com acucar, apés 24 h do inicio do
experimento avaliou-se a mortalidade. Nos testes de repeléncia foram realizadas avaliagcdes a
cada 5 minutos até o total de 120 min. O timol ndo apresentou efeito letal sobre as abelhas A.
mellifera porém demostrou efeito sub-letal avaliado no decorrer de 24 horas. Nas concentracfes
testadas neste trabalho o timol apresentou os efeitos subletais, repelente e anti-alimentacdo em
abelhas A. Mellifera. Nas abelhas S. postica o timol demostrou efeito letal, anti-alimentacé&o,
repelente, sendo que para as concentragdes utilizadas a abelha sem ferrdo demostrou ser mais

sensivel aos efeitos do Timol comparada a A. mellifera.

Palavras-chave: Polinizadores. Repeléncia. Mortalidade. Timol.



ABSTRACT

The use of products based on plant extracts is becoming increasingly important due to their
ecotoxicological properties. However, they can also interfere negatively with other beneficial
organisms. This work aims to evaluate the effect of thymol on the bees Apis mellifera L. and
Scaptotrigona postica. In the laboratory, they were anesthetized with CO2 and then placed in
500 mL plastic pots with perforations. In total, 14 repetitions were performed. Four
concentrations of thymol (10, 14, 18 and 23 mg) were tested in sugar syrup solution (50%) and
control for the mortality test. For repellency, free-choice exposure was performed in cages of
the same concentrations. After 5 hours of oral exposure to treatments containing thymol and
syrup, mortality was evaluated and the bees were provided with only sugar water syrup, 24 h
after the beginning of the experiment, mortality was evaluated. In the repellency tests,
evaluations were carried out every 5 minutes until a total of 120 min. Thymol had no lethal
effect on A. mellifera bees, but showed a sub-lethal effect evaluated over 24 hours. At the
concentrations tested in this work, thymol showed sublethal, repellent and anti-feeding effects
on A. Mellifera bees. In S. postica bees, thymol showed a lethal, anti-feeding, repellent effect,
and for the concentrations used, the stingless bee showed to be more sensitive to the effects of
Thymol compared to A. mellifera.

Keywords: Pollinators. Repellency. Mortality. Thymol.
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1 INTRODUCAO

A intensificacdo agricola levou a uma reducédo nas areas seminaturais e na abundancia
de plantas com flores silvestres, reduzindo a disponibilidade de recursos florais dos quais 0s
insetos polinizadores dependem. A perda de biodiversidade diminui substancialmente varios
servigos do ecossistema, alterando o funcionamento e a estabilidade do ecossistema,
especialmente nas grandes escalas temporais e espaciais que sdo mais relevantes para politicas
de conservacdo (ISBELL et al., 2017). A polinizacdo € um dos servicos fundamentais do
ecossistema. Sendo as abelhas, principalmente a Apis mellifera umas das mais importantes para
esse trabalho (KLEIN et al., 2007; OLLERTON, 2017). Estima-se que as abelhas representem
80% de toda a polinizacdo de plantas nativas e de plantas cultivadas e sdo responsaveis por
assegurar aproximadamente um terco do fornecimento de alimentos (MAHMOOD et al., 2011).

Porém para o controle de pragas agricolas e vetores de doengas para animais e humanos
tem sido usado principalmente substancias quimicas sintéticas industrializadas o que acarreta
problemas para esses organismos considerados benéficos. Calatayud- Vernich et al. (2019)
relataram o envenenamento por inseticida nas abelhas que ocorreu em apiarios localizados
proximos as instalagdes agricolas, sendo os clorpirifds, dimetoato e imidacloprid relacionados
a altas taxas de mortalidade desses individuos, sendo considerados de risco elevado para as
abelhas. Sendo assim os produtos naturais se tornam alternativas eficazes e adequadas aos
inseticidas sintéticos, e podem ser considerados uma alternativa promissora (PAVELA, 2016).
Além disso, had um crescente interesse no uso desses produtos para producéo de organicos, livres
de agrotoxicos e ado¢do de métodos agricolas mais sustentaveis (LAMICHHANE et al., 2016).

Nexte contexto, destaca-se 0s Oleos essenciais vegetais (OE) que sdo misturas
complexas, de compostos volateis e lipofilicos produzidos por varias espécies aromaticas
(MIRESMAILLI E ISMAN, 2014). Dentre os muitos compostos estudados estd o género
Lippia, o segundo maior género da familia Verbenaceae e inclui muitas espécies medicinais e
aromaticas, como a L. sidoides, nome popular "alecrim-pimenta”.

O oleo essencial L. sidoides, € uma planta medicinal tipica da regido semi-arida do
Bioma Caatinga, tem como compostos majoritarios o timol e carvacrol, substancias que
agregam importancia a planta pela comprovacao cientifica farmacolégica (MELO et al., 2011;
VERAS et al., 2014), com propriedades anti-infecciosa, antisséptica, anti-inflamatoria
(BOTELHO et al., 2016), inseticida (FIGUEIREDO et al., 2017), acaricida (CAMILO et al.,
2017; GASHOUT E GUZMAN- NOVOA, 2009; GUZMAN- NOVOA, 2016) e fungicida
(BALDIN et al., 2019).


about:blank#ref-CR43

Além disso, o timol também apresenta atividades antimicrobiana, antioxidante,
anticarcinogénicaanti-inflamatéria e antiespasmaddica, além de potencial potenciador do
crescimento e imunomodulador (SALEHI et al., 2018).

Neste sentindo a utilizacdo de compostos secundarios € mais amplamente utilizada que
o0s 6leos pois a padronizagdo e controle de qualidade é mais eficiente (ISMAN, 1997), como
também para sua aceitacao e garantia de seguranca (BARTLETT, 2022), os 6leos podem sofrer
alteracdes dos compostos majoritarios, seja por fatores genéticos, técnicos (coleta, estabilizacdo
e armazenamento), bidticos ou abioticos, influenciando diretamente na qualidade e,
consequentemente, nos resultados de tratamentos e testes bioldgicos sobre patdgenos humanos
ou fitopatdgenos (MORAIS, 2009).

O dleo essencial de alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.) (Verbenacea) é composto
de 60% a 80% timol ou uma mistura de timol e cavacrol (SILVA et al., 2009; FERREIRA et
al., 2018). O timol é um monoterpenoide que tem agdo antibacterianos, antioxidantes,
moluscicidas, inseticida, além de inibir a alimentagdo em insetos (WALIWITIYA et al., 2010;
HUMMELBRUNNER E ISMAN, 2001), penetra facilmente na cuticula e interfere no musculo
de vbo e na funcdo nervosa central da mosca Phaenicia sericata (WALIWITIYA et al., 2010)
e € capaz de inibir a reproducdo de adultos de Helicoverpa armigera Hibner (Lepidoptera:
Noctuidae) (BOVORNNANTHADE]J et al., 2014).

Nas abelhas A. mellifera a exposic¢ao oral ao timol ndo foi considerada um risco durante
o desenvolvimento larval das abelhas (CHARPENTIER et al., 2014), sendo um tratamento
alternativo, eficaz e facil para o &caro Varroa destructor pois ndo se observou dano no
desenvolvimento da colonia (EMSEN et al.,2015; SABAHI et al., 2020; GASHOUT et al.,
2020). No entanto quando se trata de inseticidas, apesar de sua origem botéanica, é necessario
para a insercdo definitiva e segura de produtos botanicos no mercado estudos sobre mecanismos
de acdo e impacto sobre organismos ndo alvo que contribuem positivamente para o sistema
(CORREA E SALGADO, 2011).

Estudos sobre esses impactos sdo importantes para averiguar como 0s inseticidas
botanicos agem sobre organismos ndo- alvo. Pesquisas demostraram que os inseticidas
botanicos podem apresentar efeitos toxicos sobre os organismos benéficos assim como atuam
sobre as pragas (TSCHOEKE et al., 2019; PINHEIRO et al., 2019; POTRICH et al., 2020).

Testes de toxicidade e repeléncia dos inseticidas botanicos sdo de extrema importancia
para direcionar o controle de seu uso, aliando assim a preservagdo ambiental. Portanto a

presente pesquisa teve por objetivo verificar se a dose usada como inseticida para controle de
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larvas de A. aegypti pode também ter acdo inseticida e repelente em abelhas A. mellifera e S.

postica.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do timol sobre as abelhas operarias adultas das espécies A. mellifera e S.

postica.

2.2 Objetivos especificos

Verificar a mortalidade, in vitro, de abelhas operérias adultas de A. mellifera e S. postica
expostas a substancia timol.
Verificar a repeléncia, in vitro, de abelhas operarias adultas de A. mellifera e S. postica expostas

a substancia timol.
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3 METODOLOGIA

3.1 Local de estudo e o timol

Os experimentos foram conduzidos no laboratdrio de Zoologia, na Universidade Federal
do Tocantins (UFT), Campus de Gurupi, Estado do Tocantins entre os anos de 2018 e 2020.
O timol puro (Exodo cientifica) foi adquirido de empresa comercial e posteriormente

enviado ao laboratdrio de Zoologia para os testes com abelhas.

3.2 Coleta das abelhas Apis mellifera

As abelhas A. mellifera foram obtidas de coldnias instaladas no apiario instalado no
Campus de Gurupi, na Universidade Federal do Tocantins. Foram capturadas cerca de 150
abelhas por coleta. O alvado foi bloqueado com esponja de espuma para impedir a saida dos
insetos. Na sequéncia o gargalo de uma garrafa plastica transparente (PET) de 500 ml foi
introduzido num orificio da esponja permitido a saida das abelhas para o interior da garrafa.
Para viabilizar a manipulago dos insetos no laboratorio, foram capturadas cerca de 50 abelhas
por garrafa. Ao atingir a quantidade desejada de abelhas a garrafa era retirada e fechada com
uma tampa perfurada para garantir as trocas gasosas. Imediatamente apos a coleta, as abelhas
foram encaminhadas ao Laboratério de Zoologia. Foi utilizada fumaca, oriunda da queima de

sabugos secos de milho em fumigador apicola, na quantidade necessaria para uma coleta segura.

3.3 Coleta das abelhas S. postica

As abelhas S. postica foram obtidas das colmeias do meliponario instaladona residéncia
situada na Rua senador Pedro Ludovico n°® 1608 em Gurupi - TO. Foram capturadas cerca de
120 abelhas por coleta. Utilizou-se um dispositivo de sucgdo (Figura 1) composto por uma
garrafa pet de 600 ml, conectado em suas extremidades por duas mangueiras de silicone
transparente com didmetro interno de 10mm e espessura de parede del mm e comprimento de
250 mm cada mangueira. Na mangueira utilizada para succ¢do, em uma das pontas foi colocado
um pedaco de tela plastica fixada com fita adesiva. No momento da coleta, a ponta da mangueira
foi colocada na entrada da colmeia, onde as abelhas foram sugadas para o interior da garrafa.
Para viabilizar a manipulacdo dos insetos no laboratério, foram capturadas cerca de 50 abelhas

por dispositivo. Ao atingir a quantidade desejada de abelhas a mangueira foi retirada, dobrada
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e presa com auxilio de uma fita adesiva. Imediatamente ap0s a coleta, as abelhas foram
encaminhadas ao Laboratério de Zoologia da UFT Gurupi, que estd localizado a trés
quildmetros do local de coleta.

Figura 1. Dispositivo utilizado para coleta das abelhas Scaptotrigona postica.

=X

Fonte: Souza, Luiz Flavio Nogueira de (2020)
3.4 Manipulacéo e preparo das abelhas

Nas dependéncias do Laboratério de Zoologia as abelhas contidas nas garrafas plasticas
foram anestesiadas com CO por oito segundos, sendo entdo separadas em grupos de 20
individuos e cada grupo colocado no interior de potes plasticos transparentes distintos com
capacidade de 500 ml cada pote. As tampas dos potes foram perfuradas para facilitar as trocas
gasosas. Cada pote plastico continha na lateral préximo ao fundo, um furo com didametro de
cerca de 10 mm, previamente fechado com fita adesiva. Na sequéncia as abelhas foram
submetidas a 60 minutos de jejum em BOD (TECNAL-TE4012) (T = 32+1°C, UR = 65% e

auséncia de luz) para S. postica e (T = 34+£1°C, UR = 65% e auséncia de luz) para A. mellifera.
3.5 Teste de mortalidade

Os tratamentos testados foram de quatro concentracdes (10, 14, 18, 23 miligramas) de
timol puro (fabricante éxodo cientifica) sendo oito repeti¢fes para cada tratamento com 20
abelhas cada, com timol misturado em xarope de sacarose (50% v/v) com emulsificante Tween
80 (20 pL), além de um tratamento contendo xarope de sacarose (50% v/v) com emulsificante
Tween 80 (20 uL) e um tratamento controle composto apenas de xarope de sacarose (50% Vv/v).

Um volume de 2 ml de cada tratamento foi colocado no interior de tubos Eppendorf com
a base previamente perfurada. Cada tubo foi agitado por 3 minutos em agitador vortex de
bancada (Phoenix-AP56) e pesados em balanca analitica (Shimadzu-AUY220). Apo6s 60
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minutos do inicio do jejum, cada tubo eppendorf foi introduzido no orificio lateral de um pote
contendo um grupo de 20 abelhas operarias adultas e levados para BOD novamente. Apds 5
horas de exposicdo foram registrados mortalidade e consumo ad libitum. O inseto foi
considerado morto quando ndo realizar nenhum movimento. O consumo de alimento por abelha
foi obtido pela diferenca do peso inicial e peso final do eppendorf contendo o tratamento
dividido pelo nimero de abelhas por tratamento ap6s o periodo de observagdo. Apos a avaliacao
de mortalidade as cinco horas ap6s o inicio do experimento, os eppendorfs foram retirados e
adicionados novos eppendorf previamente preparados apenas com alimento ad libitum, xarope
de sacarose (50% v/v), durante 19 horas. Apos esse periodo foi registrada a mortalidade e o

consumo de alimento das 5 e 24 horas.

3.6 Teste de repeléncia

Os bioensaios de repeléncia com chance de escolha foram realizados com quatro
concentracdes de timol puro (fabricante éxodo cientifica) (10, 14, 18, 23 miligramas) e para
cada tratamento foram realizadas 5 repeticdes, em cada repeticdo foi alternado o lado em que
as doses foram depositadas. Foi utilizado um dispositivo (Figura 2) composto por trés potes
plasticos transparentes com capacidade de 500 ml cada, interligados por tubo plastico
transparente com didmetro interno de 10mm e espessura de parede de 2 mm. Cada tubo possui
100mm de comprimento. Na por¢do média de cada tubo, com o auxilio de um bisturi, foi feito
um corte no sentido radial com cerca de metade do didmetro interno e introduzida neste corte
uma lamina de pléastico rigido para impedir a passagem das abelhas do pote central para os potes
laterais antes do inicio dos ensaios. As tampas de cada pote foram perfuradas para facilitar as
trocas gasosas. Grupos de 20 abelhas previamente anestesiadas com CO. por 8 segundos,
acondicionados no pote central do dispositivo e submetidas ao jejum de 60 minutos na BOD (T
= 35+1°C, UR = 65% e auséncia de luz).
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Figura 2. Representacdo gréafica (vista superior) do dispositivo utilizado no teste de
repeléncia. UFT, Gurupi, 2021.

Cano de Papel

. filtro
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).

Apo6s o jejum, foi fornecida alimentacdo ad libitum nos potes laterais composta de
xarope de sacarose (50% v/v) em eppendorfs preparados e pesados previamente. No fundo
interno dos potes laterais foi depositado papel filtro com 30 mm de didmetro. No papel filtro de
um dos potes laterais foi adicionado o timol, diluido em 1 mL de agua destilada de acordo com
a concentracao a ser testada enquanto o papel filtro do outro pote lateral nada recebeu nada, em
cada repeticao foi alternado o lado em que as concentracfes eram depositadas. As ldaminas de
plastico presentes nos tubos plasticos e que impediam a circulacdo das abelhas foram retiradas
e o dispositivo colocado em BOD (T = 35+1°C, UR = 65% e auséncia de luz). A avaliacédo
ocorreu com a contagem do o nimero de abelhas na area tratada e ndo tratada a cada cinco

minutos durante duas horas.
3.7 Analise estatistica
As analises estatisticas foram feitas no programa R com uso de estatistica ndo

paramétrica usando modelos lineares generalizados (GLM), andlise de variancia e teste de

Tukey ou chi quadrado a um nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Efeito do timol sobre a A. mellifera

Os resultados do teste de consumo mostram que o uso do timol nas concentracGes
testadas promoveu diminuicdo, de forma significativa de acordo com a estatistica, no consumo
por abelha nas primeiras 5 horas de oferta do alimento com xarope e timol em relacdo ao
controle (Figura 3), principalmente nas maiores concentrac@es 18 e 23 miligramas. Uma abelha
operéria adulta necessita de aproximadamente 4mg de acUcares aproveitaveis por dia para
sobreviver (BARKER E LEHNER, 1974)

A média de consumo geral ficou por volta de 22,5 miligramas por abelha, o que pode
justificar esse consumo cinco vezes maior além de consumir um alimento contaminado, é que
em momentos em que as abelhas enjauladas ndo veem outra op¢do aumentam a aceitacéo de
alimentos que, de outra forma, seriam rejeitados (DESMEDT et al., 2016), porém Kessler et al.
(2015) encontrou resultado diferente, onde as abelhas preferiram as solu¢bes contendo o

pesticida, apesar desses pesticidas as fazerem comer menos comida em geral.

Figura 3. Consumo médio de alimento da Apis mellifera por abelha de diferentes
concentragdes deo alimento com xarope de sacarose e timol emulsificado com Tween 80
durante 5 horas de exposi¢do. UFT, Gurupi, 2021.
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).
*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Chi-quadrado, p<0,05.

Foi observado que apds a troca da alimentagdo, da sexta hora até as 24 horas do

experimento, onde foi ofertado apenas xarope tambem houve diferenca significativa em relagédo
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ao controle, em todas as concentracdes (Figura 4), que tem média de 31,6 miligramas de xarope
por abelha.

Figura 4. Consumo médio de alimento da Apis mellifera por abelha de xarope de sacarose das
6 as 24 horas de exposi¢do. UFT, Gurupi, 2021.
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).
*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Chi-quadrado, p<0,05.

A diferenca entre 0 consumo de xarope com timol em todas as concentracdes e 0
consumo do xarope no tratamento controle ou do xarope com o detergente tween demonstra
que a presenca de timol teve efeito direto no baixo consumo da alimentagéo nas primeiras cinco
horas (Figura 3), e as abelhas compensaram esse menor consumo quando tiveram acesso a
alimentacdo apenas com xarope (Figura 4) consumindo o dobro. As abelhas possuem receptores
gustativos que respondem a diferentes tipos de compostos, entdo umas das hipoteses € nao
terem gostado do sabor do timol no alimento. Porem esse € um campo de pesquisa pouco
explorado e pouco conhecido, a A. mellifera possui apenas dez receptores gustativos, sendo a
biologia da percepc¢do do paladar das abelhas certamente muito complexa (SANCHEZ et al.,
2007). Chapuy et al. (2019) relataram que o timol ndo afetou a deteccdo de odor no nivel da
antena, porém, modificou tracos de memoria especificos.

O timol ndo demonstrou efeito toxico agudo quando ingerido pelas abelhas A. mellifera
nas primeiras horas de oferta do alimento contendo o timol (Figura 5). P6de-se observar que o
uso do timol promoveu aumento significativo na mortalidade das abelhas adultas em relagédo ao
controle, em todas as concentracfes testadas, a medida que a concentracéo ¢ elevada a taxa de
mortalidade acompanha sendo observada na concentragcdo mais alta de 23 miligramas a maior

taxa de mortes das abelhas, de 15,5 %. As maiores taxas de mortalidade ocorreram na



18

concentracédo de 23 miligramas nas primeiras 24 horas, porem em todos o0s casos, a mortalidade
foi considerada baixa, pois a média ndo passou de 20% de mortalidade para todos os tratamentos
testados, podendo as mortes terem relacdo com o baixo consumo do xarope nas primeiras horas
como mostra a Figura 3. Por sua vez Gregorc et al. (2018) encontraram resultados parecidos
usando Apiguard ® gel produto comercial a base de timol para o controle do &caro Varroa
destructor, que registrou aproximadamente 5% de mortalidade das abelhas adultas em testes de
gaiolas, o considerando relativamente seguro para as abelhas adultas.

Nas primeiras cinco horas de exposicdo das abelhas ao timol, ndo foi observada
diferenca significativa na mortalidade em todas as concentragdes, o que pode indicar que o
timol ndo possui efeito toxico agudo, porem como mostra a Figura 6 ele pode ter um efeito
cronico.

Figura 5. Média da mortalidade de abelhas Apis mellifera apds consumo de diferentes
concentracdes de xarope sacarose misturado com timol, emulsificado com Tween 80 durante
5 horas de exposic¢do. UFT, Gurupi, 2021.
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).

Ap0s as 24 horas observou-se diferenca significativa na mortalidade nas concentracées

10, 14, 18 e 23 miligramas testadas comparadas ao controle (Figura 6).
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Figura 6. Média da mortalidade de abelhas Apis mellifera apés consumo de diferentes concentragoes
de xarope sacarose misturado com timol, emulsificado com Tween 80 das 6 as 24 horas de exposicéo.
UFT, Gurupi, 2021.
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).
*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Chi-quadrado, p<0,05.

Os testes de mortalidade demonstraram que as mortes foram proporcionais a medida que se
elevou a concentracdo, em que a concentracdo mais alta, de 23 miligramas, foi a que obteve maior
média de mortalidade para esta espécie, aproximadamente 8%. E possivel observar no grafico da
Figura 6, que todas as concentragdes testadas obtiveram valores com diferenca significativa em
relacdo as ao controle e apresentaram toxicidade para A. mellifera. Como foi observado ndo houve
diferenca significativa nas primeiras horas, porem ao decorrer do experimento as abelhas adultas
apresentaram mortalidade significativa em relacdo ao controle, observa-se também que apesar de
haver diferenca significativa no consumo das concentragdes mais altas a mortalidade para todas
as concentracOes nao diferiram entre si, 0 que demostra o efeito toxico de todas . Porem vale
ressaltar que na concentracdo mais alta a mortalidade ndo alcancou 10%. O timol é um
monoterpenoide de ocorréncia natural, e as abelhas sdo resistentes aos efeitos toxicos de muitos
Metabdlitos vegetais secundarios individuais, ou fitoquimicos, pois sdo coletados
rotineiramente pelas forrageadoras em néctar, polen e resinas, e estdo normalmente presentes
no mel (BERENBAUM e LIAO, 2019).

Castagnino e Orsi (2012), constataram durante seu experimento com produtos vegetais
que, o timol ndo apresentou efeito significativo na mortalidade das abelhas A. mellifera, em
comparacéo ao controle, resultados também encontrados por Gashout et al. (2018) onde o timol
foi considerado o acaricida menos toxico e mais seguro para as abelhas. Em outros estudos
demonstrou ser efetivo contra larvas dos aracnideos (carrapatos) Rhipicephalus microplus e
Ixodes ricinus (ARAUJO et al., 2015; TABARI et al., 2017).
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Maistrello et al. (2008) também testaram alguns compostos naturais, dentre elas o timol
para o tratamento da nosemose (ocasionada pela infecgdo das abelhas por um microsporideo
Nosema ceranae), com o fornecimento de timol 0,12 mg / g na alimentacdo ndo apresentou
efeito toxico nas abelhas ou efeito anti-alimentacdo, diferente do que foi encontrado neste
trabalho que apresentou diminuicdo do consumo na presen¢a do timol nas concentragdes
testadas conforme mostra a Figura 3.

Apesar do timol ndo ter apresentado mortalidade significativa nas concentragdes
testadas, existem efeitos colaterais do timol que ndo foram avaliados neste trabalho, como por
exemplo sua persisténcia em altos niveis por varios meses em cera de criacdo (CARAYON et
al., 2014) e a presenca de residuos em produtos apicolas como o mel (SERRA BONVEHI et
al., 2016), Floris et al. (2004) identificaram residuos em ambos os produtos tanto na cera como
no mel, porem em maiores quantidades na cera porque o timol € soltvel em gordura.

No entanto apesar desses possiveis efeitos colaterais, seus efeitos sdo significativamente
menores quando comparados aos inseticidas sintéticos que deixam residuos nos alimentos e
contaminam o ambiente além de outros efeitos negativos, 0 que ndo acontece com extratos
botanicos que geralmente sdo volateis e se apresentarem efeito toxico para alguns organismos
néo alvo, eles permanecem menos tempo no ambiente evitando assim o contato do organismo

com seus residuos.

4.2 Avaliacdo do efeito repelente em A. mellifera

Os resultados do teste de repeléncia com chance de escolha o timol demostrou-se
eficiente sobre a A. mellifera sendo que durante o experimento mostrou diferenca significativa
entre todos os tratamentos quando comparado dentro de cada concentracdo, com timol e sem
timol (Figura 8), alcancando durante todo o periodo de avaliacdo da repeléncia o nimero de
abelhas na presenca do timol inferior a 4 abelhas em todas as concentragdes. O timol manteve
uma grande diferenca em relacdo ao nimero de abelhas presentes no controle (tween 80) como

mostra a Figura 8, demostrando que o tween ndo causou interferéncia no resultado.
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Figura 7. Numero médio de abelhas A. mellifera em cada concentracdo, durante a realizacéo
do bioensaio de repeléncia apos 2 horas na presenca do timol. UFT, Gurupi, 2021.
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).
*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Chi-quadrado, p<0,05.

Figura 8. Numero médio de abelhas A. mellifera entre as concentra¢des, durante a realizagdo
do bioensaio de repeléncia ap6s 2 horas na presenca do timol.
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).
*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Chi-quadrado, p<0,05.

O timol é um composto secundario e monoterpeno é encontrado em diversas plantas
aromaticas (Nostro & Papalia, 2012). Os monoterpenos podem causar interferéncia toxica nas
fungdes bioquimicas e fisiologicas de insetos herbivoros, sendo que a maioria deles age apenas
como repelente (LIMA et al., 2007). Mondet et al. (2011) observou que as abelhas forrageiras
foram repelidas pelo Apiguard ®, e que a resposta ao tratamento muda conforme a idade da

abelha, o timol se mostra um eficiente repelente contra o mosquit Culex pipiens pallens (PARK
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et al., 2005), e um modulador alostérico positivo dos receptores GABA (neurotransmissor) da
Drosophila melanogaster (PRIESTLEY et al., 2003).

Embora o mecanismo de acdo do timol nas abelhas ainda ndo seja totalmente
compreendido, foi demonstrado que o timol tem efeitos toxicos em varios organismos por meio
da inibicdo da acetilcolinesterase (AChE) (JUKIC et al., 2007). A enzima AChE é responsavel
pela hidrélise do neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas sinapses colinérgicas e isso afeta a
transmissdo dos impulsos nervosos do sistema nervoso dos insetos, que € responsavel por
funces vitais, incluindo tbnus muscular esquelético, peristaltismo intestinal e secrecdo. Se a
ACNhE for inibida, a ACh nos insetos ficara constantemente ativa, resultando em hiperatividade
nervosa, tetania e morte. Assim, os potenciais efeitos do timol na AChE de A. Mellifera ainda
precisa ser fornecido.

Sendo assim nas concentracdes mais altas apesar de nao apresentar toxicidade aguda ha
efeitos subletais que ndo foram estudados no presente trabalho, mas encontrados por Glavan et
al. (2020) sobre a abelha operaria Apis mellifera carnica, efeitos demostrados pelo timol e pelo
carvancrol.

No teste de repeléncia com chance de escolha presentou um efeito repelente
significativo no decorrer dos 120 minutos observados, tal efeito pode ter provocado nos
primeiros testes de consumo um baixo valor de ingestao por abelha quando o xarope foi tratado
com timol (Figura 3). Resultados parecidos com o Raffique et al. (2012) e Colin et al. (2019),
gue também observaram baixa toxicidade e efeito repelente do timol sobre as abelhas adultas
A. mellifera, além de estimular a expressdo do comportamento higiénico apds o tratamento na

colmeia.

4.3 Efeito do timol sobre Scaptotrigona postica

Os resultados do teste de ingestdo mostram que o uso do timol nas concentracfes
testadas ndo promoveu diminuicdo, de forma significativa de acordo com a estatistica, no
consumo por abelha nas primeiras 5 horas de oferta do alimento com xarope e timol em relacéo
ao controle (Figura 9). O consumo médio foi de 4,67 miligramas por abelha durante as cinco

horas de oferta do alimento tratado.



23

Figura 9. Consumo médio de alimento da Scaptotrigona postica por abelha de diferentes
concentragdes de xarope sacarose misturado com o timol emulsificado com Tween 80 durante
5 horas. UFT, Gurupi, 2021.
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).

Foi observado que apds a troca da alimentacdo, da sexta hora até as 24 horas do
experimento, onde foi ofertado apenas xarope que tambem ndo houve diferenca significativa
em relacdo ao controle, em todas as concentracbes (Figura 10), que tem média de 10,22

miligramas de xarope por abelha.

Figura 10. Consumo médio de alimento da Scaptotrigona postica por abelha de xarope
sacarose das 6 as 24 horas de exposic¢do. UFT, Gurupi, 2021.
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2021).

Foi observado maior toxicidade aguda de acordo com o aumento das concentracgdes de

timol sobre a abelha S. postica (figura 11). Na maior concentracdo testada 23 miligramas de
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timol a taxa de morte foi de aproximadamente 38 %, quase 4 vezes maior que a taxa encontrada
paraaA. mellifera para a mesma concentragdo. Observa-se que a medida em que a concentragao
ofertada de timol aumenta o nimero de mortes acompanha, o que demostra a toxicidade do
timol para essa espécie de abelha desde a menor concentracdo. A abelha Melipona scutellaris
também demostrou ser mais sensivel ao tiametoxam e fipronil do que a A. mellifera (MIOTELO
et al.,, 2021; LOURENCO et al., 2012). Arena e Sgolastra (2014), reforcam essa maior

sensibilidade das abelhas sem ferrdo em comparacéo a varias outras espécies.

Figura 11. Porcentagem média da mortalidade de abelhas Scaptotrigona postica apos
consumo de diferentes concentragdes de xarope sacarose misturado com timol em 5 horas.
UFT, Gurupi, 2021.
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Figura 12. Porcentagem média da mortalidade de abelhas Scaptotrigona postica apés
consumo de xarope sacarose das 6 as 24 horas. UFT, Gurupi, 2021.
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O efeito subletal ap6s as 24 horas para essa especie foi menor sendo de
aproximadamente 13% (Figura 12), uma média também maior quando comparada a Apis no
mesmao periodo de tempo.

Por sua origem de plantas ou outros matérias naturais, os biopesticidas sdo considerados
menos prejudiciais aos considerados insetos benéficos, incluindo as abelhas e, por esse motivo
aumenta o incentivo do uso desses produtos nos insetos considerados pragas. Porem para
Barbosa et al. (2015) os bioinseticidas podem representar riscos significativos para
polinizadores nativos com efeitos letais e subletais,

As abelhas nativas visitam e sdo responsaveis por polinizar tanto plantas silvestres como
cultivadas. Tomé et al. (2015) destacou que as abelhas nativas sem ferrdo sdo os principais
polinizadores em areas neotropicais e estdo ameacadas de extincdo devido ao desmatamento e
uso de pesticidas. Esses inseticidas quimicos afetam a sobrevivéncia e sdo toxicos para as
espécies de abelhas nativas Scaptotrigona aff. Depilis e Trigona spinipes (ROSA et al., 2016;
MACIEIRA E HEBLING-BERALDO, 1989).

4.4 Avaliacdo do efeito repelente em Scaptotrigona postica

Nos resultados do teste de repeléncia com chance de escolha o timol demostrou-se efeito
repelente sobre a S. postica sendo que durante o experimento mostrou diferenca significativa
entre todos os tratamentos quando comparado dentro de cada concentracdo, com timol e sem
timol (Figura 13), alcancando durante todo o periodo de avaliacdo da repeléncia o nimero
médio de 3 abelhas na presenca do timol em todas as concentracBes. O timol ndo manteve
diferenca em relacdo ao numero de abelhas presentes no controle (tween 80) como mostra a
Figura 14. O timol entdo também apresentou efeito repelente para as abelhas S. postica em todo

o decorrer da observacdo de 120 minutos.
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Figura 13. Nimero médio de abelhas Scaptotrigona postica em cada concentracdo, durante a
realizacdo do bioensaio de repeléncia apds 2 horas na presenca do timol. UFT, Gurupi, 2021.
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Figura 14. Nimero médio de abelhas Scaptotrigona postica entre as concentragdes, durante a
realizacdo do bioensaio de repeléncia apds 2 horas na presenca do timol. UFT, Gurupi, 2021.
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Os efeitos dos OEs contra insetos-pragas e vetores podem ser classificados em dois
grupos principais, a saber, comportamentais (por exemplo, repelente, anti-alimentar, inibigc&o
da oviposicdo) e fisioldgicos (por exemplo, toxicidade aguda e subletal, inibicdo do
desenvolvimento e crescimento) (ISMAN, 2017). Alguns desses efeitos foram observados neste
trabalho, ainda assim o uso de estratégias de biocontrole é preferivel e a utilizagdo do manejo
integrado de pragas que visa minimizar o impacto ambiental (JACK e ELLIS, 2021).

Podemos entdo concluir que A. mellifera € um modelo de inseto polinizador em testes
de avaliagdo de risco de agrotdxicos para abelhas, porem existem incertezas se essa espécie e a

melhor escolha como organismo indicador para proteger as espéecies nativas do Brasil (IBAMA,
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2017). Essas incertezas so serdo esclarecidas conforme for estudado e comparado os efeitos
tanto de inseticidas quimicos como biolégicos em diferentes espécies de abelhas como também

seu efeito na colmeia.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O Timol composto majoritario da L. sidoides é utilizado para o controle de algumas
pragas como inseticida e repelente, entretanto apesar de ndo se mostrar toxico para a A.
mellifera se mostrou toxico para a abelha sem ferrdo S. postica.

Foi avaliado a hipotese de que o Timol possui efeito toxico para insetos da espécie A.
mellifera e S. postica, e a partir dos resultados obtidos, nas concentracfes testadas neste trabalho
e em condigdes de laboratério o timol apesar de ser um produto vegetal apresentou efeito
inseticida sobre a abelha S. postica, e subletal nas abelhas A. mellifera.

No teste de mortalidade a A. mellifera ndo mostrou toxicidade ao composto, apresentando
baixa mortalidade, ja para a S. postica apresentou alta taxa de mortalidade proporcional a
concentragdo, sendo a mais toxica a concentragdo mais alta. Também foi observado neste teste
efeito anti- alimentacdo provocada pelo Timol presente no alimento para as ambas espécies.

Na avaliacdo de repeléncia com chance de escolha as duas espécies apresentaram repeléncia
ao Timol sendo todas as concentracGes testadas repelentes, pois o Timol inibiu quase totalmente a
visitagdo das abelhas aos potes contaminados, durante todo o periodo de avaliagéo.

Assim podemos concluir que a abelha A. mellifera ndo é o modelo mais apropriado ou
unico para determinar a toxicidade de inseticidas para abelhas em geral. Uma maneira de
remediar esta ddvida seria realizar comparagdes com A. mellifera e espéecies nativas quanto aos
niveis de exposicao e a toxicidade dos pesticidas.

Portanto o timol nas concentragdes testadas ndo foi considerado seguro para todos 0s

insetos ndo-alvo avaliados nesta pesquisa.
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