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RESUMO

A reducdo da diversidade das abelhas tem sido relacionada ao uso excessivo de
agrotoxicos. Nesse contexto, a preocupacdo relacionada aos produtos a base do
herbicida glifosato (GLY) tem aumentado, pois sdo os agrotoxicos mais vendidos no
mundo, e pesquisas estdo demonstrado que tais produtos podem causar efeitos letais
e subletais nas abelhas. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade
do herbicida glifosato e seus diferentes formulados comerciais para as abelhas. Para
tal, trés trabalhos foram desenvolvidos, sendo eles (1) Efeitos subletais do GLY puro
ou formulado em abelhas: Uma breve revisdo; (2) O GLY é toxico para as abelhas?
Uma revisdo meta-analitica; (3) Toxicidade do herbicida GLY formulado para Apis
mellifera  Linnaeus, 1758 (Hymenoptera: Apidae) africanizada. Para o
desenvolvimento dos trabalhos 1 e 2, uma busca criteriosa foi realizada nos
indexadores “Web of Science”, Periédicos CAPES (Coordenacgao de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior — Brasil), Scopus e PubMed e Google Scholar. Os scripts
boleanos utilizados foram “Glyphosate” AND “bees” (trabalho 1) e “Glyphosate” AND
“‘bees” AND (“mortality” OR “selectivity” OR “longevity” OR “toxicity” OR “survival”)
(trabalho 2), a fim de selecionar os artigos que avaliaram efeitos letais e subletais
causados pelo GLY (puro ou formulado) em abelhas, publicados até setembro de
2021. Dos artigos encontrados na pesquisa, 33 foram selecionados para o “trabalho
1” e 16 para o “trabalho 2”. A partir da meta-andlise e da breve reviséo, foi possivel
constatar que o GLY tem potencial para causar a mortalidade de varias espécies de
abelhas ou causar danos moleculares, celulares, histoldgicos e sistémicos. J4 no
“trabalho 3”, realizou-se bioensaios em laboratério para avaliar os efeitos téxicos do
Roundup Transorb R® (RT) para A. mellifera africanizada. Dois bioensaios foram
realizados, um para exposi¢cao aguda por via oral e tépica (avaliando-se a mortalidade,
locomocéo, deslocamento vertical, retomada de voo) e outro para exposi¢céo cronica
oral e topica (avaliando-se a mortalidade e danos no epitélio do intestino médio). O
RT pode causar mortalidade e danificar a espessura do epitélio do intestino médio
(exposicédo crbnica por via oral) e reduzir a locomocao (exposicado aguda por via oral).
Os resultados desta tese contém informagdes importantes sobre o efeito do GLY, puro
e formulado em abelhas, contudo, considerando-se a extensa gama das formula¢cdes
comerciais do GLY, destaca-se a necessidade de novas pesquisas que avaliem os
efeitos letais e subletais deste herbicida, principalmente formulado, sobre este
importante grupo de polinizadores.

Palavras-chave: apis mellifera africanizada; efeitos letais; efeitos subletais; exposicao
aguda; exposicao cronica; meta-analise; roundup transorb R.
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ABSTRACT

The reduction in bee diversity has been related to the excessive use of pesticides. In
this context, the concern related to products based on glyphosate (GLY) has
increased, as they are the most sold pesticides in the world, and research has shown
that such products can cause lethal and sub-lethal effects on bees. Therefore, the
objective of this work was to evaluate the toxicity of the herbicide glyphosate to bees.
To this end, three works were developed, namely (1) Sublethal effects of pure or
formulated glyphosate in bees: A brief review; (2) Is glyphosate toxic to bees? A meta-
analytic review; (3) Toxicity of the formulated glyphosate herbicide to Africanized Apis
mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera: Apidae). For the development of works 1 and
2, a careful search was carried out in the “Web of Science” indexers, CAPES
Periodicals (Coordination for the Improvement of Higher Education Personnel — Brazil),
Scopus and PubMed and Google Scholar. The Boolean scripts used were
"Glyphosate” AND "bees" (work 1) and "Glyphosate” AND "bees" AND ("mortality” OR
"selectivity" OR "longevity" OR "toxicity" OR "survival") (work 2) , in order to select the
articles that evaluated lethal and sublethal effects caused by GLY (pure or formulated)
in bees, published until September 2021. Of the articles found in the research, 33 were
selected for "work 1" and 16 for the “job 2”. From the meta-analysis and the brief
review, it can be seen that GLY has the potential to cause the mortality of several
species of bees or cause molecular, cellular, histological and systemic damage. In
“‘work 3”, laboratory bioassays were carried out to assess the toxic effects of Roundup
Transorb R® (RT) for Africanized A. mellifera. Two bioassays were performed, one for
acute oral and topical exposure (assessing mortality, locomotion, vertical
displacement, flight resumption) and another for chronic oral and topical exposure
(assessing mortality and damage to the intestinal epithelium medium). RT can cause
mortality and damage the thickness of the midgut epithelium (chronic oral exposure)
and reduce locomotion (acute oral exposure). The results of this thesis contain
important information about the effect of GLY and its formulas on bees, however,
considering the wide range of commercial formulations of GLY, the need for further
research to assess the lethal and sublethal effects of this herbicide is highlighted. ,
mainly formulated, about this important group of pollinators.

Key-words: acute exposure; africanized apis mellifera; chronic exposure; lethal
effects; sublethal effects; metanalysis; roundup transorb R.
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PREFACIO

E uma imensa satisfacdo poder finalizar o doutorado apds quase quatro anos
de muita dedicacdo. Quando terminei o mestrado, em julho de 2017, fiquei em duvida
se deveria seguir para o doutorado, pois ja atuava como professor de biologia no
ensino médio e cursinho pré-vestibular, o que dificultaria por causa do tempo. Mas,
desde que entrei na graduacao de biologia tive vontade de fazer doutorado na area
de entomologia/biologia e meus orientadores Prof. Dr. Everton Lozano e Profa. Dra.
Michele Potrich me incentivaram/ajudaram bastante, por iSso sou eternamente grato
a eles. Apos procurar alguns programas de doutorado, encontrei o Doutorado em
Ciéncias Biologicas da UEL, e com “a cara e a coragem” escrevi um e-mail para a
profa. Dra. Silvia Helena Sofia me apresentando e comentando sobre meu interesse
em cursar o programa a partir de 2018.

Realmente ndo sei qual foi a primeira impressao que a profa. Silvia teve de
mim, mas recordo que em sua primeira resposta via e-mail, comentou que nao tinha
mais vagas disponiveis para o doutorado. No entanto, logo depois me retornou falando
da possibilidade de trabalharmos juntos nos anos seguintes. Desde entdo, s6 tenho a
agradecer a profa. Silvia pela oportunidade, além da ajuda nesses quatro anos de
parceria, e dizer que tenho enorme admiracao pela pessoa/profissional que conheci e
tive o prazer de trabalhar junto. O projeto que escrevi para ingressar no programa foi
sobre “seletividade de extratos vegetais ao parasitoides de ovos Telenomus podisi”,
entretanto, surgiu a oportunidade de fazermos uma pesquisa sobre a toxicidade do
glifosato para abelhas, reatando a parceria com a profa. Michele (que sempre me
ajudou e s6 tenho a agradecer), iniciando minha paixao por esses polinizadores.

No inicio o objetivo do projeto era avaliar a toxicidade do glifosato para Apis
mellifera africanizada, usando o teste cometa para estimar danos no DNA nuclear
destes animais. Entretanto, ndo conseguimos padronizar uma metodologia eficiente
para este biomarcador nas abelhas. Assim, 0s experimentos se basearam em avaliar
a mortalidade, locomocgéo, deslocamento vertical, retomada de voo e danos no epitélio
intestinal. Em 2020 veio a pandemia da COVID-19, e isso dificultou bastante a parte
experimental, pois uma das medidas de profilaxia da doenca era o isolamento social.
Em tal contexto, para aproveitar o tempo e trabalhar de forma remota, surgiu a ideia
de desenvolvermos uma meta-analise e uma breve revisdo sobre os efeitos letais e

subletais do glifosato (puro ou formulado) em abelhas, respectivamente.



A partir da pesquisa na literatura vi a necessidade urgente de novas pesquisas
gue visam entender os efeitos do glifosato em abelhas, visto a importancia ecologica
e econdmicas destes animais. Apesar de ser um herbicida, o glifosato tem potencial
de causar a mortalidade ou prejudicar a saude das abelhas, reduzindo o sucesso de
polinizacdo e pode agravar o declinio populacional das abelhas, e até mesmo
contribuir para o distarbio do colapso das col6nias.

Um tio que mora na regido metropolitana de Porto Alegre - RS, e faz parte da
associacao de apicultores da regido, ficou muito interessado em saber como estava
sendo realizada a minha pesquisa e quais seriam o0s resultados preliminares. Tal
interesse estava relacionado com a diminui¢cdo das colmeias durante o periodo da
producéo de soja, comentando que a aplicacao do glifosato era excessiva. Com isso,
pensei na importancia dos resultados deste projeto para a sociedade em geral, se
fossem divulgados de forma correta, e isso fez com que eu me dedicasse ainda mais.

Espero que os resultados desta tese facam pesquisadores, profissionais da
area agricola, produtores agricolas e sociedade em geral se conscientizarem do
guanto os pesticidas podem ser prejudiciais ao meio ambiente quando aplicados de
forma errada. O glifosato é o pesticida mais vendido no mundo, e sua utilizacdo é feita
de forma excessiva, aplicando-0 na maioria das vezes em quantidade muito maior do
gue o necessario, mesmo tendo “fortes evidéncias” de que o glifosato pode contaminar
a agua e o solo, causando danos letais e subletais em diversas espécies de animais,
inclusive nos seres humanos. Esta tese é dedicada a todos que desejam conhecer
mais sobre toxicologia, especificamente dos efeitos do glifosato em abelhas, e poder

se inteirar mais sobre esse assunto que € de extrema importancia.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 ABELHAS: CONSIDERACOES GERAIS

As abelhas, insetos da ordem Hymenoptera, formam um grupo com mais de 20
mil espécies descritas no mundo (Orr et al., 2020), das quais, aproximadamente, 85%
tém habito solitario (Batra, 1984; Danforth et a., 2019). As espécies sociais constituem
colénias com poucos a milhares de individuos, enquanto as espécies de abelhas
solitarias, as fémeas fundam e constroem solitariamente seus ninhos, aprovisionando-
0s mais usualmente com pdlen e néctar, e abandonando-os antes da emergéncia de
sua prole (Michener, 2007). Assim, nestas abelhas, cada fémea constréi seu proprio
ninho, nidificando em diversos tipos de substratos, diretamente no solo ou em
cavidades preexistentes, como em troncos, galhos e ramos de arvores.

Apesar da grande diversidade do grupo, Apis mellifera Linnaeus, 1758 (Apidae,
Apinae) €, sem duvida, uma das espécies mais conhecidas dentre as abelhas. Tal
fato, se deve em grande parte, devido a distribuicdo cosmopolita desta espécie, que
por sua vez é de decorrente do manejo de suas colbnias, pelo proprio homem, ha
milhares de anos, e hoje sobrevivem em praticamente todos os continentes do planeta
(Han et al., 2012; Ruttner et al., 1978). A origem de A. mellifera possivelmente ocorreu
na Africa (Michener, 1974), expandindo-se para a Eurasia pelo menos duas vezes,
por rota ocidental e oriental, formando populacées geograficamente préoximas, mas
geneticamente distantes (Han et al., 2012; Whitfield et al., 2006). A diversificacdo
geografica observada para A. mellifera esta associada a variabilidade genética dentro
da espécie, sendo dividida em, pelo menos, 29 subespécies morfofisiologicamente
distintas (Parker et al., 2010; Ruttner, 1992).

No Brasil, as primeiras colonias de A. mellifera foram introduzidas em 1839,
dando inicio a apicultura no pais. Posteriormente, entre os anos de 1845 e 1880,
novas subespécies europeias foram trazidas por imigrantes europeus, mas a
produtividade de mel era baixa. Buscando potencializar a produtividade, a subespécie
africana A. mellifera scutellata Lepeletier, 1836 foi introduzida no Brasil em 1956
(Zaluski et al., 2014). Inicialmente o objetivo era cruzar A. m. scutellata com as abelhas
europeias, dando origem a uma variedade mais bem adaptada as condic¢des tropicais.
No entanto, as rainhas de A. mellifera scutellata foram acidentalmente liberadas no
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ambiente natural, reproduzindo-se e “hibridizando” com subespécies de origem
europeia ja presentes no pais, gerando a variedade africanizada (Pinto et al., 2005;
Schneider et al., 2004).

As abelhas africanizadas possuem alguns hébitos que sdo bem diferentes
comparando as subespécies de A. mellifera europeias, com destaque para um
comportamento mais defensivo e habito de enxamear com mais frequéncia (Zaluski
etal., 2014). Atualmente, as abelhas africanizadas estéo distribuidas por todo territorio
brasileiro, e ttm mostrado algumas vantagens, em relacéo as subespécies europeias
puras, como por exemplo, se mostram mais resistentes a doencas, produzem mais
mel e propolis, podem suportar condi¢des climéaticas mais severas e sao polinizadores
mais eficientes (Jong, 1996; Zaluski et al., 2014). Além disso, sabe-se que as abelhas
africanizadas sdo mais resistentes ao acaro Varroa sp. (Mesostigmata: Varroidae),
devido ao seu habito de limpeza e a fertilidade reduzida do acaro nas operarias de
abelhas africanizadas, comparando-se com as operarias de abelhas nao africanizadas
(Calderon et al., 2010).

Apis mellifera € uma abelha de comportamento social, que forma colbénias
populosas, com dezenas de milhares de individuos, habito generalista na exploracao
de recursos florais, visitando varias espécies de angiospermas para a coleta de
alimento, e um sistema de comunicacao eficiente no recrutamento de campeiras, que
permite a exploracdo de diferentes fontes de recursos pela colénia como um todo
(Michener, 1974). As caracteristicas citadas tornam essas abelhas excelentes
polinizadores, sendo, muitas vezes, capazes de visitar e explorar o dobro de flores
guando comparadas a varias outras espécies de abelhas (Hung et al., 2018). Deste
modo, A. mellifera contribui, usualmente, para o aumento da produtividade de varias
culturas agricolas, como maca, cereja, tomate, meldo, soja, canola e café (Calderone,
2012; Giannini et al., 2015b). Além disso, A. mellifera tem sido utilizada como
bioindicador para detec¢cdo de agrotoxicos nos ecossistemas (Balayiannis e
Balayiannis, 2008; Quigley et al., 2019), sendo a espécie mais utilizada para estudos
de toxicologia (Battisti et al., 2021; Gill et al., 2017; Ledoux et al., 2020; Siviter et al.,
2021).
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1.2 POLINIZACAO E A IMPORTANCIA DAS ABELHAS

O servico de polinizacdo € essencial para a manutencédo da diversidade das
plantas e da composicéo floristica dos diferentes ecossistemas terrestres do mundo
(Beringer, 2019). Nas angiospermas, existem varios mecanismos de reproducdo nas
diferentes espécies, sendo as flores adaptadas a formas diferentes de polinizacéo,
podendo ser pela agua, pelo vento ou por animais (Culley et al., 2002). A polinizacao
realizada por animais é responsavel pela reproducao de, aproximadamente, 90% das
angiospermas, 0 que 0s tornam essenciais para a producdo agricola e conservacao
ambiental (Imperatriz-Fonseca et al., 2012).

Dentre as espécies de animais que atuam como polinizadores, as abelhas tém
se destacado, sendo responsaveis pela polinizacdo de aproximadamente 90% das
culturas agricolas no mundo (Ollerton et al., 2011; Zattara e Aizen, 2021), o que as
tornam vitais para a manutencdo da diversidade vegetal em ecossistemas naturais
(Klein et al., 2017). Em parte, a dependéncia das abelhas de recursos alimentares
disponibilizados nas flores das angiospermas explica a intima relacdo destes insetos
com este grupo de plantas. Além disto, tal dependéncia propiciou a selecdo de
adaptacdes morfofisiolégicas e comportamentais nas abelhas que aumentam sua
eficiéncia como polinizadores (Imperatriz-Fonseca et al., 2012), surgindo uma co-
evolucao flor-abelha.

No caso da producdo agricola, a polinizacdo efetuada por animais, com
destaque as abelhas, interfere no volume da producdo, mas também em aspectos
gualitativos de frutos e sementes, fatores que podem contribuir para melhorar a
produtividade da cultura (Beringer, 2019; Calderone, 2012). A contribuicdo econdmica
pela influéncia dos polinizadores relacionado a produtividade agricola mundial, em
2005, girou em tordo de US$ 177,48 bilhGes no ano, equivalente a 9,5% da producéo
(Gallai et al., 2009). No ano de 2015 o valor estimado foi de US$ 235 bilhdes a US$
577 bilhdes (IPBES, 2016). Nos EUA, o retorno financeiro é de aproximadamente US$
25 bilhdes por ano, pelo aumento da produtividade, além da producdo do mel, com
um valor estimado em US$ 200 milh6es (Morais et al., 2012). No Brasil, o valor anual
estimado do efeito da polinizagdo animal foi de aproximadamente US$ 45 bilhdes,
ressaltando-se que das 141 espécies cultivadas para alimentacdo humana, em torno

de 85 dependem da polinizacdo para aumento da produtividade (Giannini et al.,



22

2015b). A espécie A. mellifera é reconhecidamente o visitante floral mais frequente
em lavouras (Garibaldi et al., 2014) e habitats naturais em todo o mundo (Hung et al.,
2018).

No Brasil, A. mellifera € uma espécie muito importante nos quesitos ecoldgico
e econdmico, pois tem habito generalista, sendo o polinizador mais frequente em
varios cultivos agricolas que sdo economicamente importantes para o pais, nos quais
contribui para aumento na produtividade, como a soja (Chiari et al., 2008, 2005) e o
café (Peruzzolo et al., 2019). A influéncia dos polinizadores na manutencdo da
biodiversidade e produtividade agricola, deu destaque para os problemas oriundos
deste declinio, principalmente das abelhas. Tal fato tem preocupado a comunidade
em geral, pois sabe-se que as ac¢des antropicas tém impactado negativamente as
abelhas (Barbosa et al., 2017).

1.3  DECLINIO POLULACIONAL DAS ABELHAS

Apesar da importancia evidente, estudos vém demonstrando que o0s
polinizadores estdo em declinio no mundo, com registros para pelo menos as ultimas
cinco décadas (Biesmeijer et al., 2006; Goulson et al., 2015; Kluser e Peduzzi, 2007;
Zattara e Aizen, 2021). Estima-se que nas proximas décadas aproximadamente 40%
das espécies de insetos no mundo serdo extintas (Sanchez-Bayo e Wyckhuys, 2019).
O desaparecimento dos polinizadores é uma problematica mundial, pois esta afetando
negativamente os ambientes de forma geral, o que podera acarretar em uma
diminuicdo da produtividade alimenticia, a0 mesmo tempo que a populacdo humana
continua aumentando (Dicks et al., 2021; Monquero e Oliveira, 2018).

No caso das abelhas, os primeiros e mais contundentes registros de declinio
populacional, parecem coincidir com a reducao das colmeias de A. mellifera nos EUA,
no inicio do século XXI. Mais precisamente, no final de 2006 apicultores do Estado da
Califérnia comecaram a relatar a ocorréncia de colmeias de A. mellifera
enfraquecidas, com desaparecimento de grande parte das operéarias das colonias,
ficando tais colmeias com uma pequena parte das suas operarias, imaturos, a rainha
e 0 alimento estocado nos favos (Dainat et al., 2012; vanEngelsdorp et al., 2009). No
mesmo ano, apicultores da costa oeste dos EUA também relataram o mesmo

fendbmeno. Em consequéncia deste fato, em 2007, nos EUA, foi realizada uma reunido
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com varias instituicdes, governamentais e ndo governamentais, para discutir medidas
e tentar amenizar tal problema, surgindo entdo o termo Desordem do Colapso das
Colbnias (DCC) ou “Colony Colapse Disorder” (CCD) (Lima e Rocha, 2012; Pires et
al., 2016). Desde entdo, os EUA realizam levantamentos anuais para verificar a
situacdo das colmeias, com os registros relevando perdas durante todo o ano. Em
2014, por exemplo, registrou-se uma perda de aproximadamente 43% das col6nias
nos EUA (Lima e Rocha, 2012; Pires et al., 2016).

Na Europa, relatos da diminuicdo das colonias de A. mellifera também datam
de cerca de duas décadas. Em 2007, apicultores da Bélgica, Franca, Holanda, Grécia
e Italia relataram perdas de colmeias, porém com sintomas menos intensos daqueles
observados nos EUA. Em tal contexto, a preocupag¢do com a reducdo no numero
populacional de abelhas meliferas foi ficando cada vez mais frequente (Lima e Rocha,
2012; Pires et al., 2016). Sabe-se que a problematica que envolve o declinio dos
polinizadores é relacionada a DCC e a mortalidade, principalmente, das abelhas. A
DCC é definida pela diminuicdo rapida das operarias adultas, no entanto, estas
abelhas ndo sdo encontradas proximo a colénia (Dainat et al., 2012). No caso da
mortalidade, as abelhas adultas mortas sdo encontradas ao entorno da colbnia, e 0s
agrotoxicos estdo entre os principais causadores deste problema (Siviter et al., 2021;
Sanchez-Bayo et al., 2019). A presenca de varios principios ativos diferentes de
agrotéxicos no ambiente tem agravado o problema, pois o efeito toxico, para as
abelhas, € mais danoso, comparando ao efeito isolado de cada composto, pelo
sinergismo entre dos compostos, sendo isso o que tem sido testado em laboratoério
com mais frequéncia (Siviter et al., 2021).

Uma possivel consequéncia com a perda mundial de polinizadores, dentre
estes as abelhas, seria a diminuicdo da producédo agricola. Neste cenario, pode
ocorrer um aumento no desmatamento, na tentativa de aumentar a area de plantio,
agravando ainda mais as mudancas climaticas (Aizen et al., 2009), aumentando a
perda de polinizadores e causando um ciclo destrutivo. Um estudo realizado nos EUA
mostrou evidéncias da limitacao (déficit) de polinizadores em sete culturas produzidas
no pais, refletindo diretamente numa reducdo de produtividade para a maioria das
culturas estudadas e, como consequéncia, a queda de rendimentos econdémicos
(Reilly et al., 2020). No Brasil, a perda de colbnias de A. mellifera, ou ainda de outras
espécies sociais, como no caso das abelhas sem ferrao (tribo Meliponini) ndo tem sido

registrada de forma tdo evidente quanto em outros paises. Muito provavelmente, tal



24

fato estda atrelado a uma falta de programas governamentais para registro,
organizacdo e levantamentos de apiarios e melipnarios, acdo extremamente
necessaria na geragéo de dados confiaveis e oficiais (Pires et al., 2016). De qualquer
modo, a presenca de patdgenos o uso de agrotdxicos tem aumentado a perda de
colmeias em territorio brasileiro (Morais et al., 2012; Pires et al., 2016). O Brasil € um
pais vulneravel, se for considerado uma reducdo no numero de polinizadores, pois
sua economia é fortemente baseada na agricultura e, aproximadamente, 70% da
receita gerada pelas principais safras provém de cultivares com algum grau de
dependéncia da polinizacao (Novais et al., 2016).

Sabe-se que o declinio dos polinizadores ndo € desencadeado por uma causa
isolada, mas sim, a interacdo de varios fatores (Dicks et al., 2021; Goulson et al.,
2015). Entre esses fatores, destacam-se 0 manejo do solo, fragmentacao/destruicéo
dos habitats naturais, a presenca de patdégenos, fatores que poderiam diminuir a
imunidade das abelhas, alteracfes climaticas, estado nutricional da colénia e 0 uso
abusivo de agrotoxicos na agricultura (Bacaxixi et al., 2011; Dicks et alk., 2021;
Monquero e Oliveira, 2018; Pires et al., 2016; Raine, 2018). Nos ultimos anos 0 uso
exagerado de agrotéxicos, no Brasil e no mundo, associado ao interesse econémico
e necessidade de producao de alimentos, como soja, milho e café, tem sido uma das
causas que mais tém chamado a atencao de pesquisadores (Battisti et al., 2021; Gill
et al., 2018; Motta et al., 2018).

Dentre estas trés grandes comodities, o café € de especial interesse por ser
uma fonte importante de recursos para as abelhas sociais e solitarias em periodos de
floracdo (Ferrdo et al., 2017; Peruzzolo et al., 2019; Willmer e Stone, 1989). No caso
do café, a preocupacdo com o controle de diferentes tipos de pragas tem favorecido
0 uso de uma gama de agrotoxicos, incluindo diferentes tipos de inseticidas, fungicidas
e herbicidas, muitos dos quais tém uso liberado por 6rgdos governamentais
(ADAPAR, 2021; AGROFIT, 2021a). No Estado do Parana, o segundo maior produtor
de gréos do Brasil, e um dos seis principais produtores nacionais de cafée, também é
0 segundo maior consumidor de agrotoxicos do pais (CONAB, 2020a; Pignati et al.,
2017). Assim, principalmente em culturas que sao economicamente importantes,
como o café, o uso de agrotéxicos tende a ser mais intenso, considerando-se a
importancia econémica mundial e nacional desta cultura (Brovini et al., 2021; CONAB,
2020, 2017).

Enfatizou-se o café neste trabalho, pois a demanda para o desenvolvimento da
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pesquisa surgiu de um projeto aprovado na chamada
CNPg/MCTIC/IBAMA/Associacdo ABELHA N° 32/2017, cujo titulo € “Servigo de
polinizagdo nas principais regides produtoras de café no Brasil: biodiversidade,
avaliagao bioecondmica e intensificagdo ecoldgica”. A organizadora é a Profa. Dra.
Maria Cristina Gaglianone da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF). O objetivo geral do projeto foi obter um diagndstico dos servigcos de
polinizac@o para duas espécies de cafeeiro em plantios nas regides sudeste e sul do
Brasil, utilizando uma abordagem baseada no conceito de intensificacdo ecologica, e
envolvendo a comunidade como elemento chave na obtencao das informacdes e na
troca de experiéncias. Nessa perspectiva, surgiu a necessidade de avaliar a toxicidade
do GLY para as abelhas, pois € o agrotoxico mais utilizado nos cultivos de café.
Destacou-se também a espécie A. mellifera, que representa o visitante floral mais
frequente no café no estado do Parana e o produto formulado Roundup Transorb R,

0 qual é registrado e utilizado no cultivo do café (AGROFIT, 2021).

1.4 CULTURA DO CAFE E ABELHAS

O café (Coffea spp.) foi inicialmente classificado como uma planta com
caracteristicas medicinais, mas entrou definitivamente nos compéndios botanicos por
intermédio do naturalista Lineu, no livro Systema Naturae, publicado em 1735. Seus
primeiros registros histéricos foram no 1émen, antes do século XV, chegando a Europa
em 1615 e na América do Norte em 1668. Os holandeses introduziram a cultura do
café na América em 1718, os quais levaram para a india (atualmente Indonésia) em
1899. No Brasil, foi introduzido no Para pela Guiana Francesa em 1727, espalhando-
se por varios estados do pais (Ferréo et al., 2017).

Existem em torno de 124 espécies do género Coffea catalogadas, porém, as
espécies Coffea arabica Linnaus (café arabica) e Coffea canephora Pierre (café
conilon ou robusta) sdo as mais importantes economicamente, sendo responsaveis
por quase todo o café consumido no mundo (Farah e Santos, 2015). A flor da espécie
C. arabica é monoica, isto é, apresenta aparelho reprodutivo masculino e feminino, e,
teoricamente, nao precisariam dos agentes de polinizacdo por realizarem

autofecundacéo, enquanto C. canephora, que também possuem flores monoicas, mas
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sao autoincomativel, sendo dependente da fecundacéo cruzada (Conagin e Mendes,
1961). No caso de C. arabica, contudo, sabe-se que a presenca de polinizadores
influencia positivamente a produtividade do café, além de favorecer o aumento da
variabilidade genética (Ferrdo et al., 2017).

A presenca dos polinizadores na producdo do café pode influenciar no
aumentando da produtividade, proporcionando a formagcdo de um numero maior de
frutos por planta, além da quantidade e qualidade dos gréos de café (Classen et al.,
2014; Latini et al., 2020; Saturni et al.,, 2016). Entre os principais agentes de
polinizacdo que visitam as flores do café, destaca-se a abelha A. mellifera, espécie
gue pode influenciar positivamente a producdo desta cultura, variando entre 28% e
168,4% na produtividade (D’Avila e Marchini, 2005; Latini et al., 2020; Saturni et al.,
2016). No entanto, espécies de abelhas sem ferrdo (Apidae: Meliponini) também sdo
importantes polinizadores do café, por exemplo, Trigona spinipes Fabricius, 1793,
Trigona hyalinata Lepeletier, 1836, Partrigona subnuda Moure, 1947 e Tetratrigona
angustula llliger, 1806 (Saturni et al., 2016).

Na contemporaneidade, o Brasil € o maior produtor e exportador de café do
mundo, sendo essa cultura muito importante para a economia do pais. Entre 0s anos
de 2008 a 2017, o Brasil foi responsavel por 32,38% da producdo e 30,45% da
exportacdo mundial de café (CONAB, 2017). Em 2018, a area total de producao foi de
2.158.516,9 ha e a produtividade de, aproximadamente, 61 milhdes de sacas, ja em
2019 a area de producéo foi de 2.131.826 ha e a producéo foi de 49 milhdes de sacas
(CONAB, 2019). Ja em 2020 houve um incremento de 29% na produtividade e 1,4%
na area de producdo comparando-se ao ano anterior, com area de producdo de
2.161.942 ha e producao de 63,08 milhGes de sacas (CONAB, 2020a).

O Parana, além de ser o segundo maior produtor de graos do Brasil (Pignati et
al., 2017), é o estado brasileiro com a sexta colocacdo em termos de produtividade de
café, sendo a espécie C. arabica a cultura predominante (CONAB, 2020, 2017). A
producdo de café no Parana, entre 2008 a 2017, representou em meédia 4,4% da
producdo nacional (café arabica), gerando em média de 24 scs/ha (CONAB, 2017).
Ja em 2019 a producgéo de café no estado do Parana foi de 1,93% e 2020 foi de
aproximadamente 1% (CONAB 2020). Além disso, a &rea total de producéo de café
no estado foi de 39.200 ha (2019) e 37.536 ha (2020), sendo responsavel por produzir
953 mil sacas e 941,9 mil sacas, respectivamente (CONAB, 2020).

Em tal contexto, apesar da alta produtividade e de tecnologias desenvolvidas
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para tal, existem varios desafios na producdo do café. A presenca de insetos que
podem danificar a planta, ou de vegetais que competem por recursos naturais, sao
fatores que podem diminuir o rendimento do cafeeiro (Alves e Cunha, 2014). Para
mitigar o problema, e manter a alta produtividade, hd décadas vem se utilizando
agrotoxicos de forma intensiva, muitas vezes sem uma analise ou acompanhamento
da lavoura, o que tem acarretado diversos em diversos problemas ambientais, por

exemplo, em organismos n&o-alvo como as abelhas.

1.5 AGROTOXICOS E ABELHAS

Os agrotoxicos séo produtos formulados a base de agentes fisicos, quimicos e
bioldgicos, agindo como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de
crescimento, podendo ser utilizados em cultivos agricolas, pastagens, florestas e
ambientes urbanos, como descrito no Art. 2 da Lei n° 7.802, de 11 de julho de 1989
(BRASIL, 1989). Os agrotoxicos sao sintetizados para agir em um grupo de
“organismos-alvo”, inibindo ou estimulando vias metabdlicas especificas, entretanto,
sua toxicidade nédo é exclusiva a este grupo, podendo afetar organismos nao-alvo que
apresentem metabolismo semelhante (Chmiel et al., 2020; Sanchez-Bayo e Goka,
2016). Sendo assim, muitos agrotéxicos podem causar efeitos letais e subletais em
abelhas (Gonalons e Farina, 2018; Sanchez-Bayo e Goka, 2016; Siviter et al., 2018;
Zhu et al., 2017a; Zhu et al.,, 2017b). As vias de contaminacdo das abelhas aos
diferentes tipos de agrotoxicos ocorrem por via oral (néctar, pélen e agua), contato
com goticulas dos produtos, podendo transportar até os ninhos ou coldnias,
fornecendo-os as larvas (Raine e Gill et al., 2015; Sanchez-Bayo e Goka, 2016).

A toxicidade de um agrotéxico é definida pela dose que é letal para 50% dos
individuos de uma espécie (DLso), variando de espécie para espécie. Doses inferiores
a DLso sé@o consideradas como doses subletais (Sanchez-Bayo e Goka, 2016). O
contato das abelhas com os agrotoxicos pode causar mortalidade, principalmente se
ponderarmos o sinergismo entre os diferentes principios ativos encontrados nos
agroecossistemas (Siviter et al., 2021), além da interacédo dos agrotéxicos com o acaro
Varroa e patdégenos virais (Sanchez-Bayo et al., 2016). Tais fatores podem

potencializar o efeito toxico dos principios ativos para as abelhas.
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Se o0 agrotoxico ndo matar a abelha, ele pode causar efeitos subletais, afetando
negativamente marcadores bioquimicos, o crescimento/desenvolvimento corporal, a
imunidade, a fecundidade, a fungdo motora, o0 comportamento e a cogni¢cao (Chmiel
et al., 2020; Desneux et al., 2007). A espécie de abelha mais utilizada como modelo
para estudos de toxicologia, sem duvida é A. mellifera (Siviter et al., 2021). Por isso,
no decorrer da tese, a maioria dos exemplos usados foram com tal espécie. No
entanto, sabe-se que o efeito toxico de um principio ativo muda entre as diferentes
espécies.

De acordo com a natureza do organismo-alvo combatido, os agrotoxicos
podem ser classificados em inseticidas, fungicidas, desfoliantes, fumigantes,
acaricidas, raticidas, moluscidas, nematicidas, acaricidas e herbicidas (Peres et al.,
2003). Os herbicidas sdo amplamente utilizados na agricultura, mas apesar de nao
terem acao direta sobre as abelhas, podem impacta-las negativamente, reduzindo os
locais de abrigo e o numero de flores silvestres, como nas estacdes de refugio, além
de poder causar efeitos letais e subletais (Abraham et al., 2018; Gregorc e Ellis, 2011;
Monquero e Oliveira, 2018; Pinheiro e Freitas, 2010).

O agrotoéxico mais vendido no mundo é o glifosato (GLY do inglés glyphosate),
um herbicida [N- (fosfonometil) glicina], cuja férmula molecular € CsHsNOsP (m.m. =
169,1 g/mol) (AGROFIT, 2020). O GLY foi desenvolvido nos anos 1950 pela industria
farmacéutica, e ficou “famoso” a partir dos anos 1970 quando passou a ser utilizado
como dessecante de plantas (Benbrook, 2016). O Brasil, € um pais com clima
favoravel a agricultura e esta entre os paises que mais consomem agrotoxicos no
mundo (IBAMA, 2020). Na contemporaneidade, existem varios produtos formulados a
base de GLY no Brasil, os quais representaram 38,61% dos agrotoxicos
comercializados em 2019 (IBAMA, 2020), sendo utilizados em varios cultivos
agricolas, como o café (AGROFIT, 2021).

Os capitulos 1 e 2 desta tese sdo revisdes de literatura, cujo objetivo foi
descrever com mais detalhes os efeitos toxicos (letais e subletais) do GLY, puro ou
formulado, para as diversas espécies de abelhas pela exposicéo crénica ou aguda.
No capitulo 1 desenvolveu-se uma revisao sistematica (breve revisdo) sobre os efeitos
subletais do GLY e seus formulados em abelhas. Ja no capitulo 2, desenvolveu-se
uma meta-analise, com intuito de avaliar o efeito letal do GLY e seus formulados em

abelhas.



29

1.6 REVISOES SISTEMATICAS E META-ANALISE

As revisOes bibliograficas, ou de literatura, tém sido utilizadas com frequéncia
em artigos cientificos, dando sustentacao tedrica para uma teoria ou conceito técnico
(Okoli et al., 2019; PRISMA, 2015). O acumulo de evidéncias na literatura cientifica
torna as revisdes excelentes ferramentas para compilar resultados de varios artigos,
facilitando o acesso, proporcionando uma visdo geral sobre o tema abordado
(Sampaio e Mancini, 2007). Entre os varios modelos de revisfes, a revisao sistematica
(RS) é uma forma de reviséo planejada, que utiliza métodos sistematicos para avaliar,
criteriosamente, estudos primarios, relacionados a um determinado assunto (Fontes-
Pereira, 2017/; Okoli et al., 2019; Sampaio e Mancini, 2007).

A meta-analise € uma modalidade de revisdo sistematica que tem como
objetivo extrair informagdes adicionais de dados preexistentes, unindo resultados de
diversos trabalhos, aplicando-se uma ou mais técnicas estatisticas (Luiz, 2002). Uma
analise primaria dos dados é aquela realizada originalmente no estudo, sendo que, a
analise secundaria é a “reanalise” dos dados, com o objetivo de responder a uma
pergunta original da pesquisa com melhores técnicas estatisticas, ou responder a
novas perguntas com dados antigos. A meta-analise € uma forma secundaria,
referindo-se a “analise das analises”, avaliando os dados de varios estudos individuais
com o objetivo de integrar os resultados (Glass, 1976).

Ao desenvolver uma meta-analise tem-se a obtencdo de uma resposta Unica
para varios trabalhos distintos, isto €, permite combinar resultados em um Unico
sumario estatistico (Lefebvre et al., 2008). O interesse em uma medida resumida dos
fatos, estd relacionada a quantidade de artigos publicados em cada area de
conhecimento, que apesar de abordarem o mesmo assunto, muitas vezes possuem
conclus6es conflitantes (Olkin, 1995, 1992).

Em determinadas areas de conhecimento, os dados publicados podem
apresentar resultados conclusivos ou nao, o que pode ser explicado por um tamanho
insuficiente da amostra ou n. Com a meta-analise, pode-se sintetizar dados que sao
contraditorios, por menor que seja sua poténcia analitica, pois o0 reagrupamento de
varios experimentos, aumenta a precisao do efeito analisado no tratamento (Lovatto
et al., 2007). Em tal contexto, os resultados obtidos a partir de uma meta-analise
asseguram uma resposta estatisticamente confiavel, podendo evidenciar o efeito de

um tratamento com baixo numero amostral, evidenciando as diferencas entre
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tratamentos, caso existam. Entretanto, ndo € garantido que a meta-analise gere
resultados conclusivos (Fagard et al., 1996), contudo, podem apresentar melhor
representatividade dos dados.

Quando se desenvolve uma meta-analise, o resultado final se aproxima mais
ao efeito da aplicacdo pratica do tratamento. Cada tratamento, quando considerado
individualmente, foi realizado com cuidados especificos, muitas vezes distantes do
conjunto populacional. Ao reagrupar esses tratamentos, com caracteristicas
diferentes, aplicando-se a meta-andlise, ocorre um ajustamento da média geral dos
estudos aos fatores de variacdo. Assim, o efeito € avaliado levando em consideracao
diferentes condicfes, o que aumenta a aplicabilidade (Lovatto et al., 2007).

Para realizar uma meta-andlise, precisa-se seguir sete etapas importantes,
sendo elas adaptadas ao objetivo do estudo. Tais etapas sao: (1)
Identificacdo/formulacdo do problema de pesquisa; (2) Coleta da literatura (livros,
artigos, teses, documentos, artigos ndo publicados, etc.); (3) Coleta das informacdes
de cada estudo; (4) Avaliacdo da qualidade dos estudos; (5) Analise e sintese dos
resultados dos estudos; (6) Interpretacéo dos dados coletados; (7) Apresentacédo dos
resultados de pesquisa (Filho et al., 2014).

Apesar do enorme interesse sobre os efeitos toxicos de produtos a base de
GLY sobre as abelhas e do desenvolvimento de muitas pesquisas na area, 0 niumero
de publicacbes sobre tal assunto ainda é reduzido, comparado aos estudos com
inseticidas, em muitas vezes apresentam resultados/conclusdes conflitantes. Nesse
sentido, a realizacdo de uma meta-analise torna-se uma ferramenta interessante para
compilar os resultados e gerar uma conclusao confiavel sobre o assunto.

Revisbes sistematicas de literatura sao indispensaveis para a Ciéncia. Temas
controversos e com alto impacto na sociedade geralmente despertam o interesse de
um numero maior de pesquisadores, sendo assim, sdo estudados com mais
frequéncia, gerando um acumulo de publicacdes cientificas. Revisfes de literatura séo
indispensaveis para definicdo do problema, além de proporcional uma nocéo precisa
sobre o estado atual do conhecimento sobre o assunto, contribuindo para futuras

pesquisas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Investigar a toxicidade do herbicida glifosato e suas diferentes formulacoes,

com énfase para o Roundup Transorb R®, para as abelhas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar uma revisdo bibliografica sobre os efeitos subletais provocados pelo
GLY e suas formulacdes para as abelhas.

e Avaliar se a exposicdo (cronica ou aguda) do GLY puro ou formulado por via
oral, contato, pulverizacdo e topica pode causar a morte (efeito letal) em
diversas espécies de abelhas por meio de uma meta-analise.

e Avaliar a toxicidade, por via oral e topica, da exposi¢cdo crénica e aguda do
herbicida glifosato (Roundup Transorb R®) na mortalidade, caminhada,
deslocamento vertical, queda e danos no epitélio do intestino médio de A.
mellifera africanizada, em condic¢des de laboratério.
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3 CAPITULO 1: EFEITOS SUBLETAIS DO GLIFOSATO PURO OU FORMULADO
EM ABELHAS: UMA BREVE REVISAO

RESUMO

A diversidade de abelhas e outros polinizadores tém diminuido drasticamente nos
altimos anos e o uso de agrotoxicos tem sido relacionado com tal problema. Estudos
mostram que mesmo herbicidas podem impactar negativamente populacdes de
abelhas, podendo causar a morte ou comprometer a saude destes insetos. Com isso,
a preocupacao acerca do uso do glifosato (GLY) na agricultura aumentou nas ultimas
décadas, visto que é o agrotoxico mais vendido no mundo. As abelhas podem se
contaminar com GLY dentro ou fora dos ninhos, por meio da agua ou alimentos
contaminados levados para estes locais, no momento da pulverizagcdo ou em contato
com uma planta recém pulverizada. Estudos tém mostrado que a exposicdo das
abelhas ao GLY pode desencadear efeitos subletais que alteram aspectos fisiolégicos.
Nessa perspectiva, considerando a velocidade com que as informacgdes cientificas séo
publicadas, revisdes tornam-se extremamente importantes para integracdo do
conhecimento, auxiliando na melhor compreensdo sobre o tema. Diante disso, 0
presente estudo visou realizar uma revisao na literatura sobre os efeitos subletais do
GLY e as diferentes formulagdes comerciais deste herbicida em abelhas. Os dados
aqui analisados demonstram claramente que exposicdes, aguda e crbnica, de larvas
e adultos de abelhas, sociais e solitarias, ao GLY e seus formulados podem
desencadear alteracbes na expressdo génica, funcionamento enzimatico,
metabolismo oxidativo, estrutura de células/tecidos, diversidade da microbiota
intestinal, aprendizagem, consumo de alimentos, capacidade de voo e no
deslocamento vertical, ciclo circadiano e desenvolvimento corporal destes insetos. Ao
se considerar as espécies sociais, todos estes fatores podem acabar refletindo
negativamente na homeostase da colonia. Neste contexto, mais estudos que
permitam compreender os efeitos subletais do GLY e seus formulados em abelhas,
especialmente em médio e longo prazos sobre a homeostase das colbnias sédo ainda
necessarios, sobretudo se consideramos a falta de informagdes sobre a toxicidade de
alguns surfactantes presentes nas diferentes formula¢cées comerciais do GLY, hoje

disponiveis e utilizadas na agricultura mundial.
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Palavras-Chave: Abelhas solitarias, agrotoxicos, toxicidade, herbicida

3.1 INTRODUCAO

O uso de agrotoxicos tem aumentado exponencialmente nas ultimas décadas
(Brovini et al.,, 2021; Zhang et al.,, 2011), principalmente pelo uso de cultivos
transgénicos e o aumento de pragas agricolas nas lavouras (Bombardi, 2017; Pignati
et al., 2017; Zhang et al.,, 2011). Entre os paises com maior consumo anual de
agrotoxicos estdo a China, EUA, Argentina, Tailandia e Brasil (Sharma et al., 2019;
WorldAtlas, 2021). Os agrotdxicos mais vendidos no mundo séo os herbicidas a base
de glifosato (GLY), representando, aproximadamente, 71,6% dos ingredientes ativos
comercializados (Benbrook, 2016), destacando-se também no Brasil, o qual
representa 31,45% (IBAMA, 2020).

O GLY é um herbicida do grupo quimico [N- (fosfonometil) glicina], e sua
formula molecular é CzHsNOsP (Peso molecular = 169,1 g.mol ~") (Dill et al., 2010;
Richmond, 2018). Geralmente, é formulado em sua forma de sal de isopropilamina
(sal IPA), porém, varias outras formas quimicas relacionadas também sao
comercializadas. O GLY atua inibindo a biossintese de aminoacidos em plantas e em
alguns microrganismos. Este principio ativo bloqueia o funcionamento da enzima 5-
enolipruvilshiguimato-3-fosfato sintase (EPSPS), que atua na via metabdlica do “acido
shiquimico”, importante na formacdo dos aminoacidos aroméaticos, como a
fenilalanina, tirosina e triptofano, utilizados para a sintese de proteinas (Amarante
Junior et al., 2002; Ledoux et al., 2020).

Desenvolvido nos anos de 1950 pela industria farmacéutica, o GLY foi
introduzido no mercado como Roundup™ e utilizado como herbicida na década de
1970, incluindo também o surfactante polioxietilenamina (POEA) na formulacdo do
produto comercial (Benbrook, 2016; Pérez et al., 2011). Atualmente, existem varias
formulagbes a base de GLY, as quais contém misturas com os ingredientes inertes
(adjuvantes / surfactantes), que potencializam a penetracao no vegetal. No entanto, a
composicdo destes ingredientes inertes, em algumas situacdes, ainda ¢é
desconhecida, o que dificulta estudos de toxicologia, visto que os surfactantes
também podem ser toxicos para os animais (Carraschi et al., 2011; Nagy et al., 2020).

A utilizacdo do GLY para o controle de plantas invasoras € ampla, sendo
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aplicado em culturas como a cana-de-acUcar, arroz, citros, maca, milho, soja, uva,
fumo, banana, ameixa, cacau, pera, nectarina, péssego, seringueira, algodao,
pastagens, café, entre outras (AGROFIT, 2021). Comparando-se com outros
agrotoxicos, os produtos a base GLY movimentam, aproximadamente, U$ 1,2 bilhdo
por ano no mundo (Benbrook, 2016). No Brasil, entre os pesticidas, o GLY foi principio
ativo mais vendido nos dultimos anos, sendo o consumo em 2019 foi de
aproximadamente 217.592,24 toneladas de ingrediente ativo (IBAMA, 2020).

As atividades agricolas tornaram-se dependentes do uso dos herbicidas a base
de GLY, principalmente, apds o surgimento de plantas geneticamente modificadas,
gerando um aumento exponencial no consumo mundial (Richmond, 2018). O uso
excessivo destes produtos tem impactado negativamente 0s ecossistemas,
ocasionando a contaminacdo do solo e da &gua, além de causar efeitos letais e
subletais nos seres vivos, inclusive nas abelhas (Battisti et al., 2021; Giesy et al., 2000;
Gill et al., 2018; IARC, 2017).

As abelhas s&o os principais agentes polinizadores animais de ecossistemas
naturais e agricolas (Klein et al., 2017; Michener, 2007; Ollerton et al., 2011; Zattara e
Aizen, 2021). O servico de polinizacdo realizado por abelhas é responsavel pela
fecundacdo cruzada de uma grande parte das angiospermas, que tém uma intima
histéria evolutiva com estes visitantes florais, ao longo de muitos milhdes de anos
(Michener, 2007). Dentre os beneficios resultantes do papel desempenhado por
abelhas, e outros polinizadores, estdo o aumento da variabilidade genética das
plantas favorecidas e da produtividade agricola (Allen-wardell et al., 1998; Stein et al.,
2017). Estima-se que entre 70-90% das culturas agricolas sejam visitadas por abelhas
(Ollerton et al., 2011). Nesse contexto, a influéncia dos polinizadores na producao
agricola é indiscutivel, o qual girou em torno de US $177,48 bilhées no mundo em
2005 (Gallai et al., 2009) e US$ 235 bilhdes a US$ 577 bilhdes em 2015 (IPBES,
2016). Ja no Brasil a contribuicdo anual da polinizagéo é de, aproximadamente US$
45 bilhdes (Giannini et al., 2015b).

Apesar de sua importancia, as populacdes e a riqgueza de espécies de abelhas
tém comprovadamente declinado no mundo todo (Biesmeijer et al., 2006; Dicks et al.,
2021; Goulston et al., 2015; Zattara e Aizen, 2021), juntamente com outros grupos de
polinizadores. Drasticas reducfes populacionais vém sendo registradas e estima-se
que, aproximadamente, 40% das espécies de insetos no mundo podem ser extintas

nas proximas décadas (Sanchez-Bayo e Wyckhuys, 2019). No que se refere as
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abelhas, esse relato vem ocorrendo ha cerca de 50 anos, com destaque para a
Desordem do Colapso das Coldnias (DCC) (Dainat et al., 2012; Ellis et al., 2010;
Johnson, 2013; Pires et al., 2016). As causas deste fendbmeno ndo sao totalmente
compreendidas. Porém, sabe-se que 0s agrotoxicos, juntamente com outros
estressores, podem contribuir para agravar o problema (Abati et al., 2021; Dicks et al.,
2021; Desneux et al., 2007; Goulson et al., 2015), pois além de contribuir para o DCC
ainda podem causar a mortalidade das abelhas.

Embora a maior parte dos estudos publicados até o momento tenham como
foco a toxicidade de inseticidas sobre as populacdes de abelhas (Blacquiére e Steen,
2017; Herbert et al., 2014; Lima et al., 2016), investigacdes sobre os efeitos de
herbicidas, como o GLY e atrazina, tém também demonstrado que tais agrotéxicos
podem afetar a sobrevivéncia ou ter outros efeitos indesejaveis a saude destes insetos
(Battisti et al., 2021; Belsky e Joshi, 2020; Nocelli et al., 2019). Preocupante também
€ o fato de que solucbes de agua com acucar contendo glifosato em determinada
concentracdo (10 ppb) se mostraram mais atrativas as abelhas do que solu¢cfes sem
este herbicida, quando considera-se a possibilidade de contaminacdo do néctar na
natureza (Liao et al., 2017). Além disto, assim como outros herbicidas, o GLY e seus
formulados também podem afetar as abelhas indiretamente, devido a reducdo dos
recursos alimentares destas, quando reduz a diversidade de plantas no entorno das
plantacdes (Johnson, 2015), contribuindo para impactos negativos adicionais sobre
as populacdes destes polinizadores.

Em contato com as plantas, o GLY é rapidamente absorvido pela superficie das
folhas e cauliculos, sendo difundido através da cuticula (Amarante Junior et al., 2002;
Kirkwood et al., 2000). Quando no solo, é absorvido e degradado pela microbiota
presente neste. Uma das vias conhecidas de degradacdo do GLY, envolve sua
transformacao em glioxilato e &cido aminometilfosfonico (AMPA), por acdo da enzima
oxidoredutase, sendo uma boa parte deste produto consumido pelos microrganismos
(Ledoux et al., 2020; Pollegioni et al., 2011). Além disso, pode ser transformado em
fosfato inorganico e sarcosina pela enzima C-P liase (Dick e Quinn, 1995; Ledoux et
al., 2020). Esta degradacdo normalmente é lenta, com uma meia vida que pode variar
entre dias e alguns meses (Giesy et al., 2000; Gill et al., 2018).

Nessa perspectiva, até pouco tempo atras, o risco da persisténcia deste
principio ativo no ambiente era considerado baixo. Entretanto, evidéncias sugerem

gue o GLY pode permanecer por mais tempo do que se pensava no ambiente, isto
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porque a aplicacdo de produtos a base de glifosato tornou-se pratica comum,
possibilitando o acumulo deste herbicida, ou de seus metabdlitos, nos ecossistemas,
principalmente em periodos de seca (Battisti et al., 2021; Brovini et al., 2021; De
Andréa et al., 2003; Ledoux et al., 2020; Marques et al., 2021; Richmond, 2018). Por
exemplo, amostras de mel de cinco estados brasileiros possuiam niveis de GLY e
AMPA acima do limite permitido pela legislacdo (0,05 pg/g™"), onde também foi
registrado perdas de colbnias de abelhas e uso frequente de GLY formulado na
agricultura (Souza et al., 2021).

Em tal contexto, a preocupacédo em relacdo a contaminacdo das abelhas com
GLY aumentou nos ultimos anos, tendo em vista a importancia deste grupo téao
importante de polinizadores. Por serem insetos dependentes das angiospermas para
sua alimentacédo (Michener, 2007), sem duvida alguma, as abelhas estdo entre os
organismos mais expostos aos produtos a base de GLY. Uma meta-andlise publicada
recentemente demonstrou que o GLY e suas formulacdes podem ser letais a diversas
espécies de abelhas, seja por contaminacgdo oral, contato ou pulverizacdo (Battisti et
al., 2021). Contudo, a mortalidade das abelhas é apenas um dos problemas imediatos
causados por este herbicida. Nao se pode descartar o risco do comprometimento da
saude das abelhas, quando estas sao expostas, em longo prazo, a doses subletais do
GLY, mas que sao ecologicamente relevantes, pela persisténcia deste herbicida no
ambiente e ou ainda nos recursos armazenados no interior dos ninhos, como ja
demonstrado (El Agrebi et al., 2020; Souza et al., 2021; Zhu et al., 2017a, 2017b).
Além do mais, as doses subletais testadas em diferentes estudos (Jumarie et al., 2017;
Vazquez et al., 2018) sdo as recomendadas pelos fabricantes.

Nessa perspectiva, nos ultimos anos, varios estudos buscaram avaliar 0s
efeitos toxicos subletais do GLY em diferentes espécies de abelhas, mas sobretudo
em Apis mellifera L. Tais efeitos sdo decorrentes da utilizacdo de doses que nao
causam a morte, mas desencadeiam alteracbes bioquimicas, celulares,
morfofisiolégicas, imunologicas, no desenvolvimento, longevidade, fecundidade e
razao sexual nos organismos (Boily et al., 2013; Desneux et al., 2007; Gill et al., 2018).
Além disso, doses subletais do GLY e suas diferentes formulagfes podem reduzir a
diversidade da microbiota intestinal e a taxa de sobrevivéncia da ninhada, prejudicar
a aprendizagem associativa e a memoria recente dos adultos, interferir na orientacao
das abelhas no campo, entre outros tantos fatores que contribuem para o desequilibrio

funcional adequado da col6nia (Balbuena et al., 2015; Dai et al., 2018; Helmer et al.,
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2015; Motta et al., 2020; Motta e Moran, 2020; Vazquez et al., 2018). Assim, diante da
importancia do tema e considerando-se a rapida velocidade com que as evidéncias
se acumulam na literatura, esta revisao visa fazer uma compilagédo exclusivamente
dos resultados obtidos até o momento acerca dos efeitos subletais do herbicida
glifosato e suas diferentes formulacdes em abelhas, com énfase para a espécie A.

mellifera.

3.2 VIAS DE CONTAMINACAO DAS ABELHAS PELO GLIFOSATO E SEUS
FORMULADOS

As abelhas podem ser expostas ao GLY por diferentes formas. A contaminacao
por via oral (pdélen e néctar contaminados), talvez seja uma das formas mais
relevantes, pois pode ocorrer tanto fora do ninho quanto no interior deste (Sanchez-
Bayo e Goka, 2016). Além disso, a agua trazida para o interior das colmeias, ou
goticulas de agua liberadas por gutacdo, de plantas que foram contaminadas com
GLY, podem ser outras fontes de contaminacao (Dai et al., 2018; Motta et al., 2020).
No campo, as abelhas podem se contaminar com o GLY no momento da pulverizagéo,
ou ao entrar em contato com plantas contaminadas durante o forrageamento
(Abraham et al., 2018; Johnson, 2015).

Apébs a contaminacgdo, se ndo houver a mortalidade, as abelhas podem levar o
GLY até as larvas dentro dos ninhos (Lehmann e Camp, 2021; Rosanigo et al., 2020)
e colmeias (Motta et al., 2020; Motta e Moran, 2020), podendo, prejudicar o
desenvolvimento da cria via alimentacdo (Tomé et al., 2020; Vazquez et al., 2018,
2020b). Além do mais, o GLY pode persistir por até 170 dias em matrizes como agua
e mel, mas sobretudo, considera-se as propriedades antimicrobianas do mel que
podem inibir a degradacao do GLY via microrganismos (Israili, 2014; Odemer et al.,
2020).

3.3 EFEITOS SUBLETAIS DO GLIFOSATO EM ABELHAS

Foi realizada uma busca criteriosa nos indexadores “Web of Science”
(http://www.webofscience.com), Periddicos CAPES (Coordination for the
Improvement of Higher Education Personnel - Brazil)

(https://lwww.periodicos.capes.gov.br/), Scopus (https://www.scopus.com/) and
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PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) e Google Scholar. O script boleano
utilizado foi “Glyphosate” AND “bees”, a fim de selecionar os artigos que avaliaram
efeitos subletais causados pelo GLY (puro ou formulado) em abelhas, publicados até
setembro de 2021. No total, foram encontrados 33 artigos que avaliaram efeitos
subletais, dos quais 26 também avaliaram efeitos letais (Figura 1). todos publicados

na ultima década, ou seja, de 2011 a 2021 (Figura 2).

Apis spp.

Nao
Apis spp.

- Microbiota intestinal: Redugéo dos principais taxons

- Enzimas: Desintoxicagao (fase | e ll), Invertase, fenoloxidase e AChE
C Navegagiol/voo: Redugao na capacidade de voo e de completar labirintos
D Desenvolvimento corporal: Larvas e adultos

[E consumo: Redugao na capacidade de absorver alimentos

BBl celulas/Tecidos: Danos na estrutura e no metabolismo oxidativo

- Aprendizagem: Efeito negativo na aprendizagem olfativa
H Expressdo Génica: Genes relacionados a desintoxicagdo, imunidade,

digestao, metabolismo de carboidrato

. Ciclo circadiano: Redugao na atividade noturna e diurna

30

20

T T T C
Adultos Larvas Adultos Ingestio Tépico Ingestio Croénica Aguda Letal Subletal Letal
Larvas Toépico Subletal

Figura 1: Artigos que avaliaram os efeitos subletais do GLY puro ou formulado em
abelhas, publicados até setembro de 2021. A) Percentual de artigos que utilizaram Apis

spp. € ndo Apis spp. como organismos modelo. (B) Percentual de investigagbes
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(experimentos) com os diferentes efeitos subletais avaliados nos 33 artigos publicados.
(C) Numero de artigos com o ciclo de vida (adultos e larvas), formas de exposicao
(ingestao e tdpica), tempo de exposigéo (crénica e aguda) e forma de avaliagao (letal ou
subletal).

Fonte Autores.

Boily et al. (2013)
e Zgurzynski and Lushington, (2019)
Nocelli et al. (2019)

Lido et al. (2017)
Jumarie et al. (2017)
Balbuena et al. (2015) Boily et al. (2017)

Zhu et al. (2017)a

Luo et al. (2021)

Gregorc e Ellis et al. (2011) Castelli et al. (2021)

Murawska et al. (2021)
T Zhu et %‘ (2017)b Hernandez et al. (2021)
> 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

)

Faita et al. (2020)
Zhdo et al. (2020)
Vazquez et al. (2020)a
Véazquez et al. (2020)b

Gregorc et al. (2012) Graffina et al. (2020)
Odemer et al. (2020)
) < Delkash-Roudsari et al. (2020)
Dai et al. (2018) Almasri et al. (2020)
Gonalons e Farina et al. (2018) Motta et al. (2020)a
Faita et al. (2018) Motta et al. (2020)b
Vazquez et al. (2018) Strobl et al. (2020)
Seide et al. (2018) Tomé et al. (2020)

Motta et al. (2018)
Figura 2: Linha do tempo com os artigos publicados e avaliados por pares, que
investigaram os efeitos subletais do GLY, puro ou formulado, em abelhas solitarias e
sociais, nas fases de larva/adulto.

Fonte: Autores.

Os resultados obtidos a partir da pesquisa realizada demonstram, claramente,
gue a exposicado (aguda e crbnica, de larvas e adultos) de diferentes espécies de
abelhas (sociais e solitarias) ao GLY puro ou formulado pode desencadear alteracdes
ao nivel molecular, celular, histolégico e sistémico/organismo (Figura 3). Até o
presente, o conjunto de bioensaios realizados avaliaram alteracées na expressao
génica e funcionamento enzimatico, metabolismo oxidativo (peroxidacao lipidica),
estrutura de células/tecidos, diversidade da microbiota intestinal, aprendizagem,
consumo de alimentos, capacidade de voo, deslocamento vertical, ciclo circadiano e
desenvolvimento corporal (Figura 1B), fatores estes que podem também, em espécies
sociais, refletir na homeostase da colonia (Balbuena et al., 2015; Krimsky, 2021). Os
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resultados destes estudos, com os principais marcadores avaliados na Figura 3.

\ 4
\ 4
w

ORGANISMOS/SISTEMAS

- Redugdo na capacidade de absorver alimentos

- Redugédo no potencial cognitivo e memorizagéo

- Redugao na capacidade de voo

- Alteragbes no ciclo circadiano e frequéncia do sono
- Alteragdes na diversidade da microbiota intestinal

- Alteragbes morfolégicas em larvas e adultos

- Redugao na atividade das antenas

- Redugdo na resposta imunoldgica

HISTOLOGICO (TECIDOS)

- Redugdo na produgdo de geleia real

- Alteragdes estruturais nas glandulas hipofaringeas
- Danos tecidos decorrente do estresse oxidativo

CELULARES

- Alteragbes no reticulo rugoso e mitocdndrias (glandulas
hipofaringeas)

- Indugdo de apoptose em células das glandulas salivares,
ovarios e intestino médio

- Necrose efou apoptose celular decorrente do estresse
oxidativo

Niveis de organizagao biologica

MOLECULARES

- Alteragbes na expressao génica

- Alteragdes na atividade enzimatica
L_| - Peroxidagao lipidica

Figura 3: Possiveis biomarcadores associados a exposi¢ao crénica ou aguda de abelhas
adultas ou larvas ao GLY e suas formulagdes.

Fonte: Autores.

3.3.1 Alteracbes moleculares: efeitos do GLY e seus formulados na expressao génica

e atividade enzimatica

Uma gama vasta de biomarcadores estao disponiveis para avaliar a toxicidade
de agrotoxicos, como o GLY e seus formulados, em organismos néo-alvo (Oost et al.,
2003). A partir de alguns biomarcadores pode-se avaliar danos causados nos
menores niveis da organizacao biolégica, como por exemplo, molecular e celular, e
muitas vezes antecipar mudancgas em niveis superiores, como organismo, populacéo
ou comunidade (Cajaraville et al., 2000; Oost et al., 2003). No que se refere as
abelhas, todos os estudos que avaliaram os efeitos subletais do GLY e suas
formulac®es no nivel molecular foram publicados na ultima década, com a espécie A.
mellifera sendo o foco principal destas publicacbes, como representado na tabela 1 e

figura 2.
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Tabela 1: Efeitos subletais causados pela exposi¢cdo das abelhas ao GLY puro ou formulagdes, espécies, estagio de vida, vias de

exposicao e tempo de exposigcao dos 33 artigos encontrados até setembro de 2021.

VIAS DE

- 1 N 2 3 4 =
EFEITOS SUBLETAIS EM ABELHAS ESPECIE C.B EXPOSICAO T CONC. CONC. (mg/L) REFERENCIA
Alteragdes moleculares e celulares
- Reducdo na expressao de varios genes relacionados . . Larva/ . ~ 0,0008 mg/L / 0,054 .
a desintoxicacdo. Os principais genes sdo CYP9Q2, Apis mellifera Adulto Alimentagéo 240 0,8 pg/L / 54 pg/L mg/L Tomé et al., 2020
C.YP9.Q3‘ CY4611 € CYP6A.SS’ CYP6AS4  — Apis mellifera Larva Alimentagdo 204 200 ppm 200 mg/L Gregorc et al., 2012
sintetizam enzimas do complexo citocromo P450.
- Regula negativamente genes relacionados a
imunidade das larvas de A. mellifera. O principal € o  Apis mellifera Larva Alimentacéo 120 2,5 mg/L 2,5 mg/L Véazquez et al., 2020b
gene Abaecin.
- Desenvolvimento de problemas nos sistemas
imunoldgicos, digestivo, nervoso, metabolismo
(aminoécidos e carboidratos) decorrente de alteracdes 726
na expressdo de 86 genes da amostra Apis mellifera Adulto Alimentagéo 120 6,7 mL/L 6700 mg/L Zhao et al., 2020
AccGCF3d/AccUnt3d e 141 genes da Amostra
AccGCF5d/AccUntsd
- Desenvolvimento de problemas nos sistemas
imunologicos, digestivo, nervoso, metabolismo
(am|noaC|dos~e carboidratos) decorrente de alteragoes Apis cerana Adulto Alimentagéo r2e 1mL/150mL 6700 mg/L Zhao et al., 2020
na expressdo de 319 genes da amostra n 120
AccGCF3d/AccUnt3d e 338 genes da amostra
AccGCF5d/AccUntsd
) A“m,er.‘to no nl\_/el_ d‘? expre§§ao . de enzimas Apis mellifera Adulto Alimentagéo 24 10 mg/L 10 mg/L Castelli et al., 2021
imunoldgicas. As principais foram: isozima e enzima
glicose oxidases.
- Reducgédo anormal nos niveis das enzimas Invertase Apis mellifera Adulto Alimentagéo ;gg € 93614 mg/L 93614 mg/L Zhu et al., 2017a
e fenoloxidase.
- Redugdo anormal no nivel da enzima Apis mellifera Adulto Pulverizacdo 48 2500 mg/L 2500 mg/L Zhu et al., 2017b
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Apis mellifera Adulto Alimentagéo Boily et al., 2013
- Aumento anormal na atividade da acetilcolinesterase
e glutationa S-transferase apoés 20 dias. 240 e
- Diminuicdo anormal da  glicose-6-fosfato  Apis mellifera Adulto Alimentagéo 480 1 ppb 0,001 mg/L Murawska et al., 2021
desidrogenase apés dez dias
- Alteragdes estruturais nas glandulas hipofaringeas
(degeneracdo precoce do reticulo endoplasmatico Apis mellifera Adultos  Alimentacéo 24 360 g/L 3,6 x 105 mg/L Faita et al., 2018
rugoso e alteragdes nas mitocondrias)
) Redugao ha prpdugao de Age|e|a re_al deporrente de Apis mellifera  Adultos  Alimentagao 72 6,68 mg.L*! 6,68 mg/L Chaves et al., 2020
alteracdes nas células da glandula hipofaringea.
- Ignvelhemmgnto e reducao _glandular hipofaringea Apis mellifera Larva/ Alimentaggo 240 0,8 pg/L / 54 pgiL 0,0008 mg/L / 0,054 Tomé et al., 2020
(nucleo reduzido e citoplasma irregular). Adulto mg/L
- Inducgéo de apoptose das células do intestino médio, Apis mellifera . ~ .
glandulas salivares e ovarios. Larva Alimentagéo 132 400 ppm 400 mg/L Gregorc e Ellis, 2011
l-ip/?(ljti(z;a)lgoes no metabolismo oxidativo (peroxidagao Apis mellifera Adultos  Alimentag&o 240 0,12 mg/L 0,12 pg/L Jumarie et al., 2017
Alterac8es na microbiota intestinal
Apis mellifera Adulto Alimentagéo - 0.21 g/kg 210 mg/L Blot etal., 2019
- Alteragogs na dlverS|da(_je dqs_ principais taxons de Apis mellifera Larva Alimentaggo ) 4 mgiL 4 mgiL Dai et al., 2018
microrganismos do tubo digestoério.
Pr_lr_10|pa|s especies _w_npactada_s: Snodgrassella §1IV|, Apis mellifera Adulto Alimentagao 24 10 mg/L 10 mg/L Castelli et al., 2021
Gilliamella apicola, Bifidobacterium spp., Lactobacillus
Firm-4 , Lactobacillus Firm-5 e Snodgrassella sp. . - 20 mg/L, 169,1 Motta et al., 2020,
Apis mellifera Adulto Alljllr\r;:rriwizggcc))/ 124 ;00[19/52016/?_‘1 g/ mg/L e 5,4 x 2018; Motta and
P & 9 105mg/L Moran, 2020
Alterac6es na aprendizagem e comportamento
- Reducéo na capacidade de absorver alimentos 120, .
~ - . . . ~ Gonalons e Farina,
- Reducédo na capacidade de resposta a sacarose e Apis mellifera Adulto Alimentagéo 216e 2,5mg/L 2,5 mg/L 2018
agua 336
- Efeito negativo na gprendlzagem olfativa Apis mellifera  Adulto Alimentagao ) 3,6 glL 3,56x105 mg/L Luo et al.,, 2021
- Reducéo na capacidade de escalada
- Reducéo na capacidade de voo das campeiras Apis mellifera Adulto Alimentagéo - 2,5,5e 10 mg/L 2,5,5e 10 mg/L Balbuena et al., 2015
) = . Zgurzynski e
Redugdo na capacidade de voo e de completar Apis mellifera Adulto Alimentagéo - 100 mg/L 100 mg/L Lushington, 2019

labirintos simples e complexos.
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- Alterag@es no ciclo circadiano, reduzindo a atividade

55

Delkash-Roudsari et

> Apis mellifera Adulto Alimentagéo - 6e24mg.L? 6 e 24 mg/L al., 2020
noturno e diurna.
- Preferéncia pelo consumo de alimentos . . . ~ .
contaminados com GLY. Apis mellifera Adulto Alimentagéo 48 10 ppb 0,01 mg/L Liao et al., 2017
- Reducdo na atividade antenal e frequéncia do sono.  Apis mellifera Adulto Alimentagéo 408 r1n§/5L 250u5 1,25,250u5mg/L  Vazquez et al., 2020A
- Reducdo na capacidade de retencdo de memoria. Apis mellifera  Adulto Alimentagéo 72 1500 ng/bee goegrllandez etal,
- Reducdo na capacidade cognitiva e capacidade de Megachile Larva/ o 8000 mg/L e 1,6 x .
Voo das fémeas adultas. Spp. Adulto Pulverizacdo 2880  8g/L e 16g/L 10° mg/L Graffigna et al., 2020
Alterac6es no desenvolvimento e fisiologia
- Atraso no desenvolvimento na ninhada de operarias. Apis mellifera  Adulto Alimentagéo 216 4,8 e137,6 mg/Kg 18 e 52,20 mg/L Odemer et al., 2020
i ~ . . . 1 1 .
AIteraE;aq no desenvolwmepto das larvas Apis mellifera Larva Alimentaggo 120 25 mg/L e5 12,5 mg/L*te 5 mg/L Vazquez et al., 2018
(sobrevivéncia e mudas bem-sucedidas). mg/L
Melipona : x 5 .
quadrifasciata Larva Alimentagéo 240 480 g/L 4,8 x 10° mg/L Seide et al., 2018
;:Olfé(rﬁ)ic;slgoes cronicas diminuem a sobrevivéncia da - Apis mellifera Larva Alimentagéo 240 4mg/Le20mg/L 4 mg/L e 20 mg/L Dai et al., 2018
- Atraso no desenvolvimento das larvas e redugdo na Megachile Larva/ Pulverizacéo 2880  8g/L e 16g/L 8090 mo/L e 1,6 x Graffigna et al., 2020
spp. Adulto 10% mg/L

emergéncia de adultos

1Fase da vida
2Tempo de exposicao (horas)

3Concentragéo utilizada (ambientalmente relevante e/ou recomendada pelos fabricantes)

4Concentragao utilizada convertida pg / L.
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Alguns destes trabalhos avaliaram o impacto do GLY no funcionamento de
varias enzimas (Boily et al., 2013; Zhu et al., 2017b, 2017a), na expressao génica
(Gregorc e Ellis, 2011; Tomé et al., 2020; Vazquez et al., 2020b) e na origem de danos
oxidativos em abelhas (Boily et al., 2013; Helmer et al.,, 2015). Tais estudos
demonstram que, por meio de biomarcadores ao nivel molecular, é possivel estimar
problemas fisioldgicos que poderiam prejudicar a saude das abelhas, ou ainda o
funcionamento da coldénia como um todo, a qual é considerada um superorganismo
(Canciani et al., 2019; Wiley e Sons, 2004). No entanto, o numero de publicacées que
até o momento avaliaram a toxicidade ao nivel molecular do GLY em abelhas é ainda
limitado, havendo uma necessidade evidente de mais pesquisas com foco neste tema,
sobretudo também com outras espécies de abelhas. Embora a ingestdo de GLY seja
a principal via de contaminacdo das abelhas, as avaliacbes também incluem a
exposicao topica e por pulverizacdo, tanto em larvas quanto em abelhas adultas,
principalmente de A. mellifera, como apresentado na tabela 2.

Expresséo génica é o processo pelo qual as informacgdes contidas nos genes
sdo utilizadas para formacdo de proteinas. Sendo assim, alteracdes (aumento ou
diminuicdo) na expressao dos genes pode desequilibrar o funcionamento da célula,
pela auséncia, ou producdo excessiva de proteinas, o que torna esse biomarcador
interessante para estimar/prever futuros problemas fisiolégicos na abelha, ou até
mesmo, em nivel de coldnia (Cajaraville et al., 2000; Oost et al., 2003). Destaca-se
gue o genoma das abelhas € composto por 11 mil genes codificadores de proteinas,
guantidade menor comparado a muitos outros insetos (Claudianos et al., 2006).
Dentre os genes para 0s quais a expressao tém sido avaliada, estdo os que codificam
enzimas relacionadas a desintoxicacédo de xenobidticos, como as enzimas da familia
das glutationa-S-transferases (GSTs), as carboxil / colinesterases (CCEs) e do
citocromo P450s (P450s) (Claudianos et al., 2006; Feyereisen, 1999; Gong e Diao,
2017; Yu et al., 1984), sendo as proteinas do complexo do citocromo P450 mais ativas
nesse processo (Gong e Diao, 2017).

A exposicéo de larvas de A. mellifera ao GLY pode reduzir a expressao de
genes relacionados com a desintoxicacdo, principalmente do gene CYP9Q2,
responsavel por sintetizar uma das enzimas do complexo citocromo P450 (Tomé et
al., 2020), além de outros genes da fase | (CYP6AS3) e da fase Il (sulfotransferase e

UGT1-3) da biotransformacao de xenobidticos (Vazquez et al., 2020b). Isso faz com



57

gue as abelhas fiqguem mais suscetiveis a outros residuos quimicos (Samsel e Seneff,
2013), gerando uma disfuncédo no sistema enzimatico de desintoxicacdo e estresse
oxidativo, o que pode ser um fator de risco a saude das abelhas (Vazquez et al.,
2020b).

A metabolizacdo do GLY pelas abelhas, ou de outro produto quimico gerado
secundariamente, ainda ndo é totalmente compreendida. Embora ja se saiba que
genes relacionados a imunidade (gene Abaecin e genes que sintetizam as enzimas
pacifastina, metaloproteina — MME, lisozima, glicose oxidase e vitelogenina),
interacdo planta-herbivoro (proteina semelhante a G12), mecanismos epigenéticos
(GB46620) e desintoxicacdo (Genes CYP6AS4 e CYP9Q3) foram modulados pelo
GLY (Castelli et al., 2021; Vazquez et al., 2020b). O genoma das abelhas é
caracterizado por conter um numero reduzido de genes relacionados ao processo de
desintoxicacdo ao se comparar a outros insetos, o que reflete em um maior gasto
energético com mecanismos compensatérios (Chmiel et al., 2020; Claudianos et al.,
2006; Gong e Diao, 2017). Sabe-se que o GLY também pode causar alteracdes no
metabolismo energético, reduzindo a sintese de enzimas que catalisam proteinas
(enzima GB49819), acidos graxos (enzima GB40899) e aumentando a producdo das
proteinas de ligacdo ao ferro (Vazquez et al., 2020b). Os autores enfatizam a
necessidade de mais estudos e concluem que alteracdes fisiolégicas negativas na
fase larval podem refletir em efeitos negativos a longo prazo em nivel de populacao.

Além de alteracdes na expressdo génica na fase larval, sabe-se que a
exposicdo das abelhas ao GLY, na fase adulta, também pode modular a
expressividade de alguns genes. A exposicdo de Apis spp. ao GLY pode induzir a
reducdo na expressao dos genes AMGCF3d/AmUnt3d e AmGCF5d/AmUnt5d,
relacionados a processos metabdlicos, crescimento corporal, desenvolvimento e
resposta imunolégica das abelhas (Zhao et al., 2020). O aumento do tempo de
exposicédo intensifica a supressao génica, indicando que o GLY prejudica as principais
vias das abelhas de uma forma acumulativa. O numero de estudos que avaliam
genotoxicidade do GLY para as abelhas € baixo, e mais pesquisas sdo necessarias,
avaliando, principalmente, outras espécies de abelhas e outras vias bioquimicas.

A alteracdo no funcionamento de muitas enzimas € utlizada como
biomarcadores. Como exemplo, sdo as enzimas antioxidantes, como a catalase
(CAT), a glutationa redutase (GR) e a superoxido dismutase (SOD), bem como as

colinesterases (acetilcolinesterase - AChE), a carboxilesterase (CaE), além das
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glutationa-S-transferases (GSTs) e as enzimas da familia do citocromos P450s, que
participam de processos de sinalizacdo, biossintese de moléculas, mas
principalmente do metabolismo de xenobidticos (Claudianos et al., 2006; Feyereisen,
1999; Gong e Diao, 2017; Hyne e Maher, 2003; Yu et al., 1984). Sabe-se que a
exposicao, oral e topica, de A. mellifera ao Roundup néo altera o funcionamento das
GSTs e esterase (Zhu et al., 2017a, 2017b). No entanto, estudos que avaliaram a
exposicdo de operarias de A. mellifera a concentracdes/doses subletais de GLY, via
alimentacao e pulverizacdo, detectaram uma reducdo anormal no funcionamento da
enzima acetilcolinesterase (Boily et al., 2013; Zhu et al.,, 2017a, 2017b), sendo o
impacto dessa reducdo ndo compreendido totalmente.

Sabe-se que a AChE €é uma enzima que degrada a acetilcolina,
neurotransmissor relacionado principalmente a atividade neuromuscular, a
consolidacdo da memoria e a cognicdo dos animais (Casida e Durkin, 2013; Guez et
al., 2001), o que em hipétese, pode estar relacionado com a reducdo cognitiva e
associativa das abelhas observada por Helmer et al. (2015). Além disso, tais
condi¢bes também levaram a uma reducéo no funcionamento das enzimas invertase
e fenoloxidase (Zhu et al., 2017a), importantes para hidrolise da sacarose em glicose
e frutose e no mecanismo de defesa, respectivamente (Doner, 1977; Gonzéalez-
Santoyo e Cordoba-Aguilar, 2012).

Outro biomarcador utilizado para avaliar o estresse oxidativo é a peroxidacao
lipidica (LPO), estimada pelo método TBARS (substéncias reativas ao acido
tiobarbitdrico). A LPO resulta da acdo catalitica de radicais livres sobre lipideos
estruturais da membrana plasmatica das células (Benzie, 1996). A exposicdo de
operarias de A. mellifera a 5ng/abelha de GLY por via oral, promoveu um aumento na
peroxidacao lipidica, refletindo em um maior consumo de alimento (Jumarie et al.,
2017), que induzindo o estresse oxidativo. A partir dos biomarcadores citados acima
€ possivel estimar se os diversos pesticidas, inclusive os produtos a base de GLY,

podem ou néo, desencadear alterac6es na homeostase celular das abelhas.

3.3.2 Efeitos téxicos do GLY e seus formulados em nivel celular

A quantidade de pesquisas que avaliaram o efeito toéxico do GLY e seus

formulados em nivel celular nas abelhas é bem limitado. Muitos xenobidticos sao
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metabolizados em produtos intermediarios altamente reativos, que muitas vezes sao
mais toxicos que o composto original (Wiley e Sons, 2010). Esse processo €
conhecido como bioativagdo e nos insetos pode ocorrer no intestino médio ou nos
tubulos de Malpighi (Burtt e Wigglesworth, 1966). Tais produtos, normalmente séo
eletrofilico (com centros positivos), interagindo de varias maneiras com as estruturas
celulares, através de ligacdes com macromoléculas, estimulando a peroxidacao
lipidica ou formando espécies reativas de oxigénio. Sendo assim capazes de causar
danos a macromoléculas (proteinas e acidos nucleicos) e membranas celulares (Wiley
e Sons, 2010), o que pode desencadear necrose e/ou apoptose celular, até mesmo
danos teciduais (Barbosa et al., 2010; Robertis e Hib, 2017; Silva et al., 2015)

Larvas de A. mellifera expostas ao GLY na concentracdo de 400 mg/L (400
ppm) por 132 horas, tiveram quebras no DNA e, consequentemente, indugédo de
apoptose em células do intestino médio, glandulas salivares e ovarios (Gregorc e Ellis,
2011). Nessa perspectiva, Herbert et al. (2014) identificaram a expressdo de um gene
de sinalizacdo apoptética, o gene SMPD1, em lavas alimentadas com GLY. Além do
mais, a alimentacdo de abelhas adultas (A. mellifera) com p6len contaminado com o
GLY, pode causar degeneracdo do reticulo endoplasmatico rugoso em células da
glandula hipofaringea, e alteracdo nas cristas mitocondriais reduzindo as fungdes
bioenergéticas, comprometendo a producao de ATP, além de reduzir o nimero de
vesiculas contendo geleia real (Faita et al., 2018), com consequente diminui¢cdo na
producao deste alimento pela colonia (Chaves et al., 2020).

Em hipotese, considerando que a fragmentacdo do DNA, as alteragbes no
reticulo rugoso e a redugdo na producdo de ATP, também ocorressem em outros
tecidos corporais das abelhas (além dos estudados até o momento), o GLY teria acao
direta na sintese de diversas proteinas essenciais em processos fisioldgicos. Por
exemplo, a producdo de horménios proteicos, proteinas estruturais (musculares,
exoesqgueleto, neurais, entre outras), proteinas da imunidade humoral, além de
impactar no metabolismo desses tecidos. No entanto, necessita-se de novas
pesquisas para compreender ainda mais o impacto do GLY nas abelhas em nivel

celular.

3.3.3 Alteragbes na microbiota intestinal

A microbiota intestinal das abelhas € composta por diversos microrganismos
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mutualisticos, semelhante a dos mamiferos, no entanto, com menor grau de
diversidade (Kwong e Moran, 2016). Existem oito taxons microbianos principais no
trato digestivo das abelhas, os quais séo: Lactobacillus spp. firma-4; Lactobacillus spp.
firm-5 (filo Firmicutes); Bifidobacterium spp. (filo Actinobacteria); Snodgrassella alvi;
Gilliamella apicola; Frischella perrara; Bartonella apis; Parasaccharibacter apium. Tais
organismos sdo importantes para a saude das abelhas, pois fortalecem o sistema
imunolégico contra agentes patogénicos, auxiliando na neutralizacéo de toxinas e na
digestdo de compostos nao digeridos pelas abelhas (Kwong and Moran, 2016; Motta
et al.,, 2020). Sendo assim, decorrente do numero reduzido de genes relacionados
com o metabolismo de desintoxicacdo de xenobioticos, comparado a outros insetos,
a microbiota intestinal das abelhas assume um importante papel nesse processo
(Chmiel et al., 2020).

A exposicao crbnica de operarias de A. mellifera, recém emergidas, ao GLY na
concentracdo de 20 mg/L de glifosato afetou negativamente a comunidade bacteriana
do intestino das abelhas (Dai et al., 2018). Foi também demonstrado que, a exposicéo
a um xarope contendo GLY (210 mg/L ou 0,21 g/kg), por 240 horas, desencadeou
uma acentuada diminui¢cdo da espécie S. alvi, uma diminui¢édo parcial de G. apicola e
um aumento de Lactobacillus spp. (Blot et al., 2019). Da mesma forma, o GLY nas
concentracfes de 1,69 mg/L (0,01 mM) a 169,1 mg/L (1,0 mM), diminuiu a diversidade
de Gilliamella spp., Bifidobacterium spp., Lactobacillus Firm-4 e Lactobacillus Firm-5
e S. alvi, independentemente do periodo de exposicdo ou idade das abelhas, em
estudos de campo ou laboratério (Motta et al., 2020; Motta e Moran, 2020). Castelli et
al. (2021) também observaram alteracbes na microbiota intestinal de A. mellifera
qguando tratadas com dose realistica de campo (10 mg/L de GLY), principalmente,
diminuindo a abundéancia de S. alvi.

Snodgrassella alvi € uma bactéria gram-negativa, responsavel por formar um
biofiilme na parede intestinal das abelhas, facilitando a colonizagcdo de outras
bactérias, além de ser um fator de protecdo (Motta et al., 2020; Motta e Moran, 2020).
Como ja enfatizado, a microbiota intestinal € extremamente importante para a saude
do hospedeiro, pois sdo responsaveis por varias funcbes, produzindo substancias
utilizadas pelo hospedeiro (Engel e Moran, 2013). A reducdo na biodiversidade da
microbiota intestinal de abelhas pode prejudicar o desempenho na modulacdo da
imunidade, influenciando negativamente a salde destes animais e deixando-as mais

suscetiveis a patégenos (Kwong et al., 2017). Além do mais, foi demonstrado que a
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biodiversidade intestinal estd relacionada ao comportamento e capacidade de
cognicao dos animais (Chmiel et al., 2020; Kwong e Moran, 2016; Mackos et al., 2016).

Fatores que podem estar relacionados com os efeitos subletais descritos a seguir.

3.3.4 Alteracdes na aprendizagem e comportamento

Muitas espécies de abelhas s&o sociais e contam com uma alta capacidade
cognitiva, capaz de associar e responder a estimulos ambientais bem como as
necessidades da col6nia, principalmente as campeiras, que podem criar memorias de
recursos encontrados a uma distancia de até 6 km da colmeia (Chmiel et al., 2020;
Couvillon et al., 2015; Hagler et al.,, 2011). Os agrotoxicos podem reduzir essa
capacidade cognitiva, além de causar alteragces comportamentais nas abelhas, o que
pode comprometer o funcionamento da colénia como um todo (Chmiel et al., 2020).

Sabe-se que a exposicdo ao GLY pode alterar o ciclo circadiano de A. mellifera
(Vazquez et al., 2020b), as quais possuem trés estagios de sono, que se repetem
varias vezes, em periodos que variam entre 10 a 15 minutos no caso das campeiras
(Eban-Rothschild e Bloch, 2008). Nao dormindo o suficiente, as operarias tendem a
reduzir a capacidade de aprendizagem/memorizacdo e habilidade de escalada,
prejudicando tarefas essenciais para a manutencdo da colbénia (Luo et al., 2021,
Vazquez et al., 2020a). Além disso, durante o forrageamento, as abelhas podem tomar
decisGes baseadas em informa¢cBes memorizadas previamente, assim a exposicao
cronica ao GLY pode impactar negativamente a coordenacdo das atividades de
forrageamento, além de prejudicar a capacidade de voo, as quais podem nao retornar
para a colmeia (Abraham et al., 2018; Luo et al., 2021). Além do mais, com isso, 0
sucesso de polinizagao pode ser comprometido (Seide et al., 2018).

A exposicao alimentar de operarias de A. mellifera a doses subletais de GLY
(50 ng/abelha), nas concentracdes de 1,25, 2,5 e 5 mg/L, causa hipoatividade das
antenas e diminui¢do da frequéncia do sono (Vazquez et al., 2020a), além de alterar
o ciclo circadiano, reduzindo a atividade noturna e diurna (Delkash-Roudsari et al.,
2020).0 sono e responsavel pela regulacdo homeostética dos animais, assim, o GLY
possivelmente afetou a profundidade do sono das abelhas, o que esta relacionado a
consolidagcdo de memoria (Beyaert et al., 2012; Vazquez et al., 2020a). Isso foi
observado no caso de operérias adultas de A. mellifera que foram expostas

cronicamente ao GLY, via alimentacdo, e apresentaram baixo desempenho de
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aprendizagem olfativa. Além disso, tiveram reducdo na sensibilidade ao néctar,
responsividade a sacarose e consumo de alimentos (Gonalons e Farina, 2018; Helmer
et al., 2015; Herbert et al., 2014; Luo et al., 2021).

J4 a exposicdo aguda ao GLY pode afetar negativamente a retencdo de
memoria recente e o desempenho de aprendizagem (Helmer et al., 2015), além de
reduzir a capacidade de extensao da probdscide a agua e sacarose quando expostas
por trés horas ao GLY (Luo et al., 2021). Tais fatores podem prejudicar a capacidade
das abelhas retornarem a colmeia, o que foi observado quando operarias adultas
(campeiras) de A. mellifera foram expostas a trés concentracfes subletais de GLY
(0,125, 0,250 e 0,500 ug/abelha). Durante o retorno para a colmeia, essas abelhas
apresentaram voos indiretos, mudando de direcéo frequentemente. Isso mostra que o
GLY pode modificar o comportamento de forrageamento das abelhas (Balbuena et al.,
2015). Além do mais, em experimentos de voo livre de semi-campo, com oportunidade
de escolher alimentos contaminados ou ndo, as abelhas tiveram preferéncia em uma
concentragéo especifica de GLY, ficando ainda mais suscetiveis a este principio ativo
(Liao et al., 2017). Diante desses resultados, os autores enfatizam a necessidade de
mais estudos sobre o assunto.

Na mesma perspectiva, foi observado por Zgurzynski e Lushington (2019) que
a intoxicacao de A. mellifera com doses subletais de GLY reduziu a capacidade das
abelhas completarem labirintos simples e complexos. Possiveis problemas de voo
também foram relatados por Graffigna et al. (2020) para abelhas solitarias silvestres
Megachile spp., em um estudo no qual 480 ninhos-armadilhas de madeiras foram
expostos a pulverizacdo pelo GLY e a agua (controle), em agroecossistemas sem
atividade agricola. Foi observado que o nimero de células com larvas por ninho e a
sobrevivéncia da ninhada foi significativamente menor em ninhos contaminados com
GLY (Graffigna et al., 2020). Neste caso, contudo, os autores atribuem o resultado a
uma possivel reducdo na capacidade cognitiva destas abelhas, com diminui¢cdo da
integracéo de informacdes espaciais, com consequente prejuizo do forrageamento e
retorno de fémeas ao ninho; como consequéncia a capacidade de nidificacdo das
fémeas foi impactada negativamente (Graffigna et al., 2020).

Além da capacidade de voo, foi demonstrado que para um formulado comercial
do GLY pode comprometer a capacidade de escalada (Luo et al., 2021). De acordo
com o estudo, apés 11 dias de exposi¢cdo ao GLY, adultos de A. mellifera tiveram a

capacidade de escalada comprometida, sendo observado que as abelhas expostas
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ao herbicida demoraram um maior tempo para percorrer uma distancia de 50 cm, em
comparacao com as abelhas ndo expostas ao produto. Atividades como escalada e a
capacidade de aprendizagem das abelhas determinam o sucesso da execucédo de
suas func¢des na colonia e fora dela. Por este motivo, a reducdo na capacidade de
escalada pode prejudicar o deslocamento da abelha dentro da colbnia, ou até mesmo
prejudicar o retorno das campeiras do campo para a colmeia, visto que ao sair em

busca de recursos, elas precisam demarcar o caminho percorrido para o retorno.

3.3.5 Altera¢des no desenvolvimento

Alteracdes fisiologicas podem refletir em problemas no desenvolvimento de larvas
e adultos das abelhas. O gasto excessivo de energia, problemas estruturais em
células/tecidos, alteracdes na expressao de genes e funcionamento de enzimas, como
citado anteriormente, oscilam a homeostase do organismo, pois 0S recursos
energéticos que seriam utilizados para o crescimento corporal sdo gastos para reparar
os danos (Li et al., 2007; Vazquez et al., 2018). Os agrotdoxicos podem causar
problemas no desenvolvimento das abelhas, retardando o ciclo biolégico, reduzindo o
peso corporal e incidéncia de ecdises (Chmiel et al., 2020).

Larvas de Melipona quadrifasciata Lepeletier, 1836 (Hymenoptera: Apidae)
tratadas com alimento contaminado com GLY a 4,8 x 10° mg/L (480 g/L e 140
uL/abelha), por 240h, tiveram atraso no desenvolvimento, além de alta porcentagem
de mortalidade em poucos dias de exposi¢ao, sendo considerado, pelos autores, mais
toxico que o imidacloprido para esta abelha (Seide et al., 2018), sendo suscetivel ao
GLY. Além do mais, larvas de A. mellifera alimentadas com GLY, por 120h,
apresentaram retardo durante o desenvolvimento, realizando mudas incompletas e
mal sucedidas (Vazquez et al., 2020b). Problemas no desenvolvimento também foi
observado em abelhas solitarias selvagens. Para as espécies de Megachile
(Pesudocentron) gomphrenoides Mitchell, 1933 (Hymenoptera: Megachilidae) e
Megachile (Dactylomegachile) sp. Mitchell, 1943 (Hymenoptera: Megachilidae), o
desenvolvimento das larvas e a sobrevivéncia de estagios imaturos foi quatro vezes
menor em ninhos contaminados com GLY (Graffigna et al., 2020).

Em estudo de campo, quando o GLY foi fornecido a col6nias de A. mellifera em
concentragcbes subletais (18 mg/L 52,20 mg/L), por 21 dias, observou-se atraso

significativo no desenvolvimento da ninhada de operarias (Odemer et al., 2020). A
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ativacdo de um mecanismo compensatorio do estresse causado por agrotoxicos,
inclusive o GLY, induz um alto consumo de energia, podendo interromper 0 processo
de muda ou atrasar o desenvolvimento, ocasionando efeitos negativos a longo prazo

nas populacdes de abelhas (Li et al., 2007; Orr et al., 2020; Vazquez et al., 2018).

3.3.6 Alteracdes na imunidade das abelhas

7

A imunidade individual das abelhas € composta pela resposta imune inata
(Larsen et al., 2019), a qual pode ser dividida em barreiras fisicas, imunidade celular
e humoral (Chmiel et al., 2020; Larsen et al., 2019). As barreiras fisicas séo
representadas pelo exoesqueleto, os tubos traqueais e a mucosa intestinal (Larlen et
al., 2019). A imunidade celular é realizada pelos hemdécitos, células responsaveis pela
fagocitose, encapsulacéo e melanizagéo de corpos estranhos, ou pela producao das
espécies reativas de oxigénio, que neutralizam substancias indesejaveis (Chmiel et
al., 2020; Larsen et al., 2019; Negri et al., 2016). J& a resposta imunolégica humoral é
ativada pelo reconhecimento de padr6es moleculares associados a patdégenos
(PAMPSs), acionando a producgéo de antimicrobianos (AMPSs) por quatro vias imunes
diferentes (Chmiel et al., 2020), cujo objetivo é a neutraliza¢do de substancias.

Sabe-se que 0s agrotoxicos podem impactar negativamente a imunidade
individual das abelhas (Chimiel et al., 2020). No caso do GLY, como citado na sessao
de biomarcadores moleculares, a exposi¢ao cronica, por via alimentar, de larvas e
adultos de A. mellifera e adultos de A. cerana, pode alterar a expressividade de varios
genes envolvidos com o processo imunoldgico, além de alterar o funcionamento de
enzimas imunoldgicas (Castelli et al., 2021; Vazquez et al., 2020b; Zhao et al., 2020;
Zhu et al.,, 2017a). Em tal contexto, alteracbes na expressao génica e no
funcionamento enzimatico (genes e enzimas relacionados ao processo imunologico),
reduzem diretamente a eficiéncia imunolédgica das abelhas, o que gera um impacto
negativo na saude, podendo acarretar a morte destes animais ou deixa-las mais
suscetiveis a outros estressores.

A microbiota intestinal, que vive em mutualismo com as abelhas, € um fator de
extrema importancia para a saude desses animais, estando diretamente envolvida no
processo imunolégico (Kwong et al., 2017). Os autores enfatizam que a microbiota

intestinal de A. mellifera podem induzir a expressdo de AMPs, um componente crucial
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da imunidade inata dos insetos. Além do mais, A. mellfiera regulam positivamente a
expressao génica dos AMPs, apidaecina e himenoptaecina no tecido intestinal quando
a microbiota esta presente. Como citado na sessao sobre “altera¢gdes na microbiota
intestinal”, estes microrganismos fortalecem o sistema imunoldgico das abelhas contra
patdgenos e xenobdticos (Kwong and Moran, 2016; Motta et al., 2020), visto que o
namero de genes relacionados a imunidade e desintoxicacdo de xenobidticos é
reduzido, quando comparado a outros insetos (Claudianos et al., 2006; Chmiel et al.,
2020).

Aléem da imunidade individual, as abelhas sociais desenvolveram uma
“‘imunidade social”’, a qual é uma forma de resposta imune coletiva contra patdbgenos
e agrotoxicos, sendo exercida pela acdo coletiva dos membros da col6énia (Cremer et
al., 2007; Chmiel et al., 2020). As principais formas de imunidade social sdo: (1) Febre
social, que ocorre através da geracéo adicional de calor no interior do ninho; (2) Auto-
limpeza ou “grooming” e limpeza mutua ou “mutual-grooming”, cujo objetivo é a
retirada de patdégenos e substancias toxicas da superficie do corpo; (3)
Comportamento higiénico, que ocorre pela deteccdo e retirada da colbnia de
individuos doentes ou infectados; (4) Afastamento dos individuos infectados; (5)
Canibalismo da prole, o qual ocorre em situa¢des extremas, como falta de comida ou
mudanca acentuada na temperatura (Chmiel et al., 2020; Larsen et al., 2017).

Sabe-se muito pouco sobre os efeitos subletais do GLY diretamente na
imunidade social das abelhas. Um estudo recente mostrou que a presenca do GLY
formulado na alimentagcéo de A. mellifera pode interferir na composi¢ao proteica da
geleia real, prejudicando a nutricdo e a imunidade social destes animais (Faita et al.,
2022). No entanto, existe uma necessidade notavel de novos estudos que visem
elucidar as formas de impacto dos produtos a base de GLY nesse mecanismo de

imunidade das abelhas.
3.4 CONSIDERAQOES FINAIS

A toxicidade do GLY, em abelhas, ainda € um tema pouco estudado, visto a
importancia destes animais. Como citado anteriormente, efeitos letais da exposi¢ao
de diversas espécies de abelhas a formulacdes de GLY foram relatados nos ultimos
anos (Abraham et al., 2018; Battisti et al., 2021; Dai et al., 2018; Graffigna et al., 2020;

Nocelli et al., 2019; Seide et al., 2018). Além disso, pesquisas tém mostrado que
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mesmo ndo causando a morte das abelhas, os produtos a base de GLY podem
impactar a saude destes insetos, gerando efeitos subletais como alteracbes
moleculares e celulares (Vazquez et al.,, 2020b; Zhu et al., 2017a), na microbiota
intestinal (Blot et al., 2019; Motta et al., 2020), no comportamento/aprendizagem
(Abraham et al., 2018; Luo et al., 2021), no desenvolvimento e na fisiologia (Odemer
et al., 2020; Seide et al., 2018).

Danos no DNA, alteragbes significativas na expressao génica e no
funcionamento enzimatico, reducdo na biodiversidade da microbiota intestinal,
possivelmente causam mudancas fisiologicas nas abelhas, desequilibrando a
homeostase. Além de problemas no desenvolvimento corporal, tais mudancas podem
levar a uma reducdo na sintese de proteinas e hormonios, diminuir a capacidade de
defesa, causar danos estruturais e até mesmo leva-las a gastar uma quantidade
excessiva de energia, principalmente quando associados a danos estruturais em
diversas células corporais. Nesse contexto, o comportamento e aprendizagem das
abelhas podem ser comprometidos, resultando em problemas na consolidacdo da
memoéria (curto e longo prazo) e na aprendizagem olfativa, prejudicando o voo,
sucesso na polinizacdo, capacidade de escalada e navegacdo. O que podemos
relacionar com a exposicdo das abelhas ao GLY, considerando A. mellifera como
modelo.

Assim, juntamente com outros estressores, 0 GLY pode estar relacionado com
o declinio populacional das abelhas. Evidéncias mostram que o GLY e suas diferentes
formulagBes podem causar efeitos subletais nas abelhas em nivel de organismo e de
colénia, embora neste ultimo caso as informagfes ainda s&o fragmentarias. No
entanto, € notavel a necessidade de mais pesquisas que avaliem os efeitos do GLY
em abelhas, principalmente de GLY formulado, visando compreender todas as
possiveis interacbes e danos que o GLY pode causar nas diferentes espécies de
abelhas, especialmente se considerarmos a presenca dos surfactantes nas
formulacbes comerciais, os quais tém também se mostrado toxicos para outros
animais.

Por fim, esta reviséo revela ainda a escassez de estudos sobre os efeitos do
GLY e seus formulados na homeostase da colbnia, sendo, portanto, maiores esforgos
na tentativa de preencher esta lacuna no conhecimento atual um tema téao relevante.
A maior parte dos artigos publicados nos ultimos anos € com abelhas operarias do

género Apis sp., sendo necessarios explorar a acdo do GLY sobre zangdes, rainhas
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e abelhas silvestres a partir dos diversos biomarcadores descritos no presente artigo.
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e Most bee species used as a study model were negatively affected by
glyphosate.

e Further studies are suggested about sublethal effects of GLY on bees
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Abstract

Glyphosate (GLY) is an herbicide widely used in agriculture. First considered as non-
toxic or slightly toxic to bees, GLY and its different formulations have shown, more
recently, to affect negatively the survival, development and behavior of these insects,
even when used in doses and concentrations recommended by the manufacturer.
Thus, the results of research on the toxicity of GLY to bees are often conflicting, which
makes a meta-analysis interesting for data integration, generating a statistically reliable
result. Therefore, this study aimed to evaluate the GLY effects on mortality of bees
through a meta-analysis. For this, a search was carried out in the databases Web of
Science, CAPES (Coordination for the Improvement of Higher Education Personnel -
Brazil), Scopus, and PubMed. Papers that evaluated the effect of GLY on bee mortality
published between 1945 and October 2020, were considered. After obtaining the data,
R software was used to perform the meta-analytical tests. Sixteen papers on mortality
were selected with 34 data sets. Most of the sets demonstrated differences between
the control and experimental groups, showing that the treatments with GLY caused
higher mortality of bees. The results considering the methodology used (ingestion or
contact) the phase of the biological cycle (adults or larvae) and the dose (ecologically
relevant dose and recommended by the manufacturer) were different when compared

with their respective control groups. Therefore, GLY can be considered toxic to bees.
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It is important to emphasize that this meta-analysis identified that papers assessing
the toxicity of GLY to bees are still scarce, for both lethal and sublethal effects, mainly
for stingless and solitary bee species.

Keywords: mortality, toxicity, pollinators, pesticides and herbicide

5.1 INTRODUCTION

Glyphosate (GLY) is the best-selling pesticide in the world, accounting for
71.6% of the active ingredients marketed (Benbrook, 2016). Its use stands out in Brazil,
where it represents approximately 31.45% of the chemical products sold per year
(IBAMA, 2020). GLY is an herbicide from the chemical group [N-(phosphonomethyl)
glycine], with the molecular formula C3HsNOsP (Molecular weight=169.1 g.mol*), used
in the control of several weed species (Dill et al., 2010; Richmond, 2018).

This active principle acts by inhibiting the growth of plants and some
microorganisms, as it interferes with the functioning of the enzyme 5-
enolypruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS). This enzyme acts on the
metabolic pathway of “shikimic acid”, important in the formation of the amino acids
phenylalanine, tyrosine, and tryptophan, used in protein synthesis (Amarante Junior et
al., 2002; Ledoux et al., 2020).

Glyphosate is commonly formulated in its form of isopropylamine salt (IPA salt),
though several other related chemical forms are also commercialized. In the 1970s,
glyphosate was introduced in the market as Roundup™ (= Roundup Ready™), which
also includes the surfactant polyoxyethyleneamine (POEA) in the commercial product
formulation (Pérez et al., 2011). Following the introduction of Roundup™, the use of
glyphosate and several other glyphosate-based products increased significantly
(Benbrook, 2016; Pérez et al.,, 2011; Richmond, 2018). Nowadays, agricultural
activities are highly dependent on the use of glyphosate-based herbicides, and the
global consumption of these products has increased hundreds-fold since the
development of genetically modified plants in the mid-1990s (Richmond, 2018).
Despite the benefits of using pesticides in agricultural activities (Lewis et al., 2016),
including GLY, if not properly used they can cause negative impacts on ecosystems
through contamination of water, air, food, fauna, and flora (Giesy et al., 2000; IARC,
2015; WHO, 2017).
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While several studies have acknowledged GLY and glyphosate-based herbicide
as products practically non-toxic or slightly toxic to animals (Blake and Pallett, 2018;
Dill et al., 2010; Giesy et al., 2000; Rolando et al., 2017), other researches have shown
negative effects on non-target organisms (Pérez et al., 2011; Gill et al., 2018;
Richmond, 2018), including Apis mellifera (Balbuena et al., 2015; Gill et al., 2018;
Motta et al., 2020; Richmond, 2018) and several other bee species. Regarding bees,
they are indubitably among the most exposed organisms to glyphosate-based
products, since these insects depend on resources produced by angiosperms such as
pollen and nectar (Michener, 2007).

In this context, GLY can decrease food resources, reducing the diversity of
plants around the crop and, consequently, reducing pollen and nectar. It can also
cause the contamination of forage bees when they go in search of resources to
maintain the hive (Johnson, 2015). Lethal and sublethal effects of GLY have been
observed to larvae and adults of several bee species (Blot et al., 2019; Motta et al.,
2018; Nocelli et al., 2019; Pires et al., 2016; Ruiz-Toledo and Sanchez-Guillén, 2014;
Tomé et al., 2020; Vazquez et al., 2018). Moreover, it is also shown that GLY impairs
the cognitive capacities needed to navigate successfully back to the hive (Balbuena et
al., 2015), as well as the sleep in honey bees (Vazquez et al., 2020a), indicating a
negative effect of this herbicide on bee behavior. Thus, it is not surprising that GLY is
now recognized as moderately toxic to bees (PPDB, 2020).

In the environment, the GLY molecule is degraded and transformed into other
compounds by microbial action (Mamy et al., 2016; Gill et al., 2018). The main product
of GLY degradation is aminomethylphosphonic acid (AMPA), which can contaminate
water, soil, food and living organisms (Blot et al., 2019; Gill et al., 2018; Van Bruggen
et al., 2018; Zhang et al., 2015). Recently, metabolites resultant from GLY degradation
have also been focus of interest concerning their impacts on bees. Specifically, data
on the effect of AMPA exposure to bees have become available (Blot et al., 2019; El
Agrebi et al., 2020), revealing that AMPA is neither lethal to A. mellifera (El Agrebi et
al., 2020) and nor alters its intestinal microbiota (Blot et al., 2019). However, the
number of studies is still scarce to draw any definitive conclusion on the effects of these
residues on bees.

With more than 20,000 species described (Orr et al., 2020), bees are important
pollinators of both natural vegetation and crops, participating in the cross-fertilization

of most angiosperms (Michener, 2007). They are involved in the reproduction of
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approximately 73% of the vegetables grown in the world, increasing the yield of crops
and the genetic variability of plants (Beringer, 2019; Calderone, 2012; FAO, 2013). In
addition, their products are useful for humans, such as honey and propolis (FAO, 2013;
Pires et al., 2016). However, GLY residues in samples of honey have been detected
in concentrations above the limit of quantification — LOQ (Rubio et al., 2014). In this
context, some species of bees are being used as bioindicators of environmental
contaminants (Balayiannis and Balayiannis, 2008; Quigley et al., 2019). Bees have
also been used as an animal model for human cell testing (Maleszka, 2014).

Considering the importance of bees, researchers have been working to explain
the possible causes of the decline in bee populations and colony collapse disorder
(CCD). In this perspective, studies that evaluate the effect of glyphosate-based
products on bees are becoming increasingly important for understanding the possible
impacts on different species (Cullen et al., 2019; Goulson, 2003; Pires et al., 2016).

However, many papers report conflicting, or even contradictory results
regarding the effect of GLY on bees. In this sense, the development of a meta-analysis
is useful to compile results from different studies, since it uses mathematical criteria,
synthesizing the data and enabling the formation of a statistically reliable conclusion
on the subject (Fagard et al., 1996; Hua and Bureau, 2012). In addition, as far as we
know, there are no meta-analyses on the impact of GLY on bees. Therefore, the
objective of this study was to evaluate the lethal (mortality) effects of the herbicide GLY
on several species of bees through a meta-analysis.

5.2 MATERIALS AND METHODS

5.2.1 Study development, data search and structuring

This is a meta-analytical review conducted in accordance with the
recommendations of the Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analysis (PRISMA, 2015). A search was conducted in the electronic databases “Web
of Science” (http://www.webofscience.com), Periddicos CAPES (Coordination for the

Improvement of Higher Education Personnel - Brazil)

(https://www.periodicos.capes.qov.br/), Scopus (https://www.scopus.com/), and

PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). For the development of the meta-
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analysis, papers with data on the effects of GLY on bee mortality / survival were
searched.

For this, the Boolean operators were used with the following keywords:
“Glyphosate” AND “bees” AND (“mortality” OR “selectivity” OR “longevity” OR “toxicity”
OR “survival”), surveyed in English, Portuguese, and Spanish. In addition, references
from relevant publications, such as review papers, were checked to identify additional
papers with data corresponding to the objectives of the present study. In addition, a
second Boolean script was used with the keywords: "Glyphosate" and "bees", to refine
the search and identify papers with data on bee mortality exposed to GLY. The
inclusion criteria were: (1) Papers that evaluated the toxicological effect of the herbicide
glyphosate; (2) Papers that used bees as a model organism; and (3) Papers that
presented the total number of bees used in the experiment, in addition to the number
of dead bees (control and experimental groups).

For the development of the meta-analysis, data from papers published between
1945 and October 2020 were searched, considering those including mortality / survival
data, with no limitation on the species of bee or the age, country, author, or language
of the work. In some cases, the authors of the papers were consulted for additional
information or clarification. Papers that evaluated products with other active ingredients
or sublethal effects, and those without numerical values of mortality in the results were
disregarded, and no reviews, notes, book chapters, or book reviews were included.
The exclusion criteria were: (1) Insufficient data for the meta-analysis; (2) Not
presenting data on bee mortality or survival; and (3) Papers with mortality data but
without details of the number of dead bees in the experimental and control groups.

An analysis was carried out in the papers initially selected to verify the
methodological quality, with the aid of the Strengthening the Reporting checklist of
Observational Studies in Epidemiology (STROBE) (Cuschieri, 2019). In that Twenty-
two items are referred to in the instrument reported, improving methodological rigor.

A table was constructed containing the following information: DOI, authors, year
of publication, methodology evaluated, species and life stage of the bee, time of
experiments (converted to days), GLY dose/concentration, total number of bees, and
number of live and dead bees (control and experimental groups). In each paper, data
from the control group and the experimental group were used, as in a meta-analysis
each paper was weighted considering the sample size (n), mean, and standard

deviation.
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Among the papers selected for data extraction, many tested ecologically
relevant doses, which can be found in the environment, for example, in pollen, wax,
nectar, cultures, among others. Doses such as 0.0086 ug / bee and 0.00013 pg / bee
(Tomé et al., 2020), 275 ng / a.e and 550 ng / a.e (Blot et al., 2019) and 0.16 mL / bee
(week) (Zhu et al., 2017a). However, other articles have evaluated the doses
recommended by the manufacturers, doses such as 0.5 ng / bee (day) (Jumarie et al.,
2017), 140 pL / bee (Dai et al., 2018), 1.5 pL / 200mL (Faita et al., 2020). These data
and others are described in Table 1. In the literature, it is not common to find several
articles that tested the same concentration or dose of GLY. The usual thing is to find
research that tested different doses / concentrations in order to expand the results and
information about the effect of GLY on animals (Leoci and Ruberti, 2020), including
bees.

Subsequently, the data were separated into categories according to the
methodology (feeding, contact, and spraying), stage of life (adult or larva), and species.
The reason for having multiple entries for single papers for the same age and
concentration is 1:1, that is, a control for an experimental group. Studies that presented
their results in graphic format or as a percentage were transformed into real numbers
(WebPlotDigitizer, 2020), according to the sample number described in the
methodology.

5.2.2 Data Analysis

After obtaining the data, R software (version 3.6.3) was used to perform the
meta-analytical tests (R Core Team, 2020), which were analyzed using the 'metafor’
package (Viechtbauer, 2017, 2010). The estimate of the effect of each variable was

calculated using the odds ratio (Borenstein et al., 2009).
The computational formula for the probability ratio is: OddsRatio = %, where A

is the number of exposed dead bees (cases); B the number of exposed alive bees
(non-cases); C the number of unexposed dead bees (cases); and D the number of

unexposed alive bees (non-cases). The log odds ratio is:LogOddsRatio =

in (OddsRatio). The approximate variation is: Vi,g0adsratio = %+ % + % + %, and the
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approximate standard error is SE;,goaasratio = v/Viegoaasratio- From this, a variation for
the odds ratio was calculated. The log odds ratio and its variation are used in the
analysis to produce a summary effect, confidence limits, and so on, in log units. We
then converted each of these values into odds ratios using OddsRatio —
exp(LogOddsRatio), LLogasratio = €XP (LLogasratio) and ULoadsratio =
exp (ULpaasratio)» Where LL and UL represent the lower and upper limits, respectively
(Borenstein et al., 2009; McHugh, 2009; Szumilas, 2010).

All methods that estimate the effects size (E+) vary from -« to + «, where zero
is the absence of difference between the control and the experimental groups.
Negative values indicate that the control group had a higher value than the
experimental group and positive values indicate that the experimental group had a
higher value than the control group (Hedges, 1981). Values that the confidence interval
(Cl) do not cross zero are significant.

The heterogeneity between the studies was estimated by the Cochran Q test
and |2 statistics (Higgins et al., 2006). The |2 statistic describes the percentage of total
variation in the point estimates that can be attributed to heterogeneity. For metric 12,
low, moderate, and high values were considered 25%, 50%, and 75%, respectively
(Higgins, 2008). An 12> 75% was considered to be highly heterogeneous and not
attributable to chance (Van Maele-Fabry et al., 2011).

Publication bias was analyzed using the Kendall method, which is more suitable
when considering a smaller number of data sets (Rosenberg et al., 2000). The safe
number of failures was determined by the Orwin method, which allows determination
of how many missing studies would take the general effect to a specified level other
than zero (Borenstein et al.,, 2009; Orwin and Boruch, 1982). A funnel plot was
generated to explore the data; however, it is essential to interpret the numerical data
generated by the above methods.
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5.3 RESULTS

5.3.1 Selection of items and data sets

After the initial search carried out in the databases, the abstracts were read, and
several papers excluded. Subsequently, each paper was evaluated to verify whether
it presented the necessary data for the meta-analysis. Finally, papers with numerical
data on the mortality of bees exposed to GLY and a control were included. After
refinement, 52 papers were found, of which 16 papers were selected because they
met all the inclusion criteria, generating 34 data sets (Fig. 1, Table 1).
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Figure 1: Figure 1. Papers identified and selected from the search carried out in the
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databases “Web of Science”, Periddicos Capes, Scopus, and PubMed, considering
criteria of mortality of the bees.
Source: Authors. Adapted of PRISMA (2015).

Table 1. Data on bee mortality: identification number of each paper in the meta-
analysis, reference citation, methodology used, bee species, stage of the life cycle and

concentration/dose used.

o ) Life Dose reported by the
ID Citation Methodology Bees species CONC?
cycle authors
Ecologically Relevant Dose
1 (Tomé et al., 2020) Feeding Apis mellifera Larvae 54 pg/L 0.0086 pg/bee
2 (Tomé et al., 2020) Feeding Apis mellifera Larvae 0.8 pg/L  0.00013 ug/bee
3 (Blot et al., 2019) Feeding Apis mellifera  Adults 0.21g/kg -
4 (Blot et al., 2019) Feeding Apis mellifera  Adults 0.21g/kg -
5 (Vazquez et al., 2018) Feeding Apis mellifera Larvae 5 mg/L? 275 ng/a.eP
6 (Vazquez et al., 2018) Feeding Apis mellifera Larvae 2.5mg/L? 550 ng/a.eb
7 (Vazquez et al., 2018) Feeding Apis mellifera Larvae 5 mg/L? 275 ng/a.eP
8 (Vazquez et al., 2018) Feeding Apis mellifera Larvae 2.5mg/L'? 550 ng/a.eb
9 (Vazquez et al., 2018)  Feeding Apis mellifera Larvae 5mg/L? 275 ngla.e®
10 (Vazquezetal, 2018) Feeding Apis mellifera Larvae 2.5mg/L? 550 ng/a.e®
11  (Zhuetal, 2017a) Feeding Apis mellifera  Adults  35mg/L  0.16 mL/ bee (week)
12 (Zhu et al., 2017b) Spraying Apis mellifera  Adults 2500 mg/L 0.5 mL solution/bees group
Manufacturer Recommended Dose
13  (Jumarie et al., 2017) Feeding Apis mellifera  Adults 0.12 mg/L 0.5 ng/bee (day)
14 (Thompson et al., 2014) Feeding Apis mellifera Larvae
15 (Thompson et al., 2014) Feeding Apis mellifera Larvae 2.16 kg 60.8 mg nectar/day and 5.2
16 (Thompson et al., 2014) Feeding Apis mellifera Larvae a.e.’/ha mg pollen/day
17 (Thompson et al., 2014) Feeding Apis mellifera Larvae
(Ruiz-Toledo and ] ] ]
18 ) Feeding Apis mellifera  Adults  178g/L -
Sanchez-Guillén, 2014)
(Ruiz-Toledo and ) Tetragonisca
19 ) Feeding Adults 400 pg/L -
Sanchez-Guillén, 2014) angustula
20 (Almasri et al., 2020) Feeding Apis mellifera  Adults 10 pg/L 677,7 mg/bee
) ) ) 1.2 mL water (0.1 %
21 (Motta et al., 2020) Spraying Apis mellifera  Adults 540 g/L
GLY)/bees group
) ] Melipona
22 (Seide et al., 2018) Feeding Larvae 480 g/L 140 uL/bee

quadrifasciata
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23 (Abraham et al., 2018) Contact Apis mellifera  Adults 360 g/L (10
Hypotrigona mL/L1  of -
24 (Abraham et al., 2018) Contact N Adults
ruspolii water)
25 (Daietal., 2018) Feeding Apis mellifera Larvae 4mg/L 140 pL/bee
(Gonalons and Farina, ] ) )
26 2018) Feeding Apis mellifera  Adults 2.5mg/L  66.2 pL/bee (5 days)
(Gonalons and Farina, ] ) ]
27 2018) Feeding Apis mellifera  Adults 2.5mg/L  132.4 puL/bee (9 days)
(Gonalons and Farina, ) ) )
28 2018) Feeding Apis mellifera  Adults 2.5mg/L  246,8 plL/bee (14 days)
29 (Helmer et al., 2015) Feeding Apis mellifera Adults 5ng/bee  24.9 uL/bee
30 (Herbert et al., 2014) Feeding Apis mellifera  Adults 2.5mg/L  0.33 mL/bee (14 days)
(Ruiz-Toledo and ) ) )
31 i . Feeding Apis mellifera  Adults  178g/L -
Sanchez-Guillén, 2014)
(Ruiz-Toledo and ) Tetragonisca
32 i . Feeding Adults 400 ug/L -
Sanchez-Guillén, 2014) angustula
33 (Faitaetal., 2020) Feeding Apis mellifera  Adults 480 g/L 1.5 pL/200mL
34 (Faita et al., 2020) Feeding Apis mellifera  Adults 480 g/L 1.5 pL/200mL
aConcentration

bAcid equivalent

Some papers found in the database searches, which evaluated the effect of
GLY on bee mortality/survival, could not be included in this meta-analysis, because
they did not present the number of dead bees. However, they still represent extremely
important research for understanding the negative effects of this active ingredient on
bees (Abou-Shaara and Abuzeid, 2018; Faghani and Rahimian, 2018; Nocelli et al.,
2019; Vazquez et al., 2020b). As the values of 12 and the Cochran Q test were greater
than 25%, the data were heterogeneous, therefore, the random effect model was more
suitable for data analysis (P<0.0001, QDF = 33, and I1° = 97.42%).

5.3.3 Analysis of the lethal effects of glyphosate on bees

With the use of the random effects model, it can be observed that there was a
difference between the treatments with GLY and the control (E+1.31, CI: 0.35 — 2.27,
P=0.0077). As the CI did not cross zero, it was possible to observe a clear and
significant increase in the mortality of bees exposed to GLY (P<0.05) (Fig. 2; Table
S1).
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Study ID Log[OR] [95% CI]
Study 27 i -1.14 [-4.40, 2.11]
Study 7 ™ 0.99 [-1.54, -0.43]
Study 9 HH -0.85[-1.58, -0.12]
Study 29 o 076 [-1.84, 0.32]
Study 33 . -0.68 [-1.43, 0.06]
Study 13 = 053 [-1.98, 0.93]
Study 18 = 0.14 [-1.20, 0.91]
Study 12 — 0.00 [-3.93, 3.93]
Study 17 - 0.00 [-1.27, 1.27]
Study 34 - 0.00 [-0.87, 0.87]
Study 26 —— 0.03[-2.78, 2.85]
Study 3 - 0.18 [-0.28, 0.62]
Study 15 = 0.36 [-0.82, 1.54]
Study 16 —m— 0.42 [-1.40, 2.23]
Study 19 [ 0.43[-0.87, 1.72]
Study 14 e 0.59 [-0.67, 1.85]
Study 4 . 0.61[-0.18, 1.40]
Study 20 m 0.63[0.34, 0.93]
Study 6 - 0.69[0.12, 1.26]
Study 30 HH 0.92[0.13, 1.72]
Study 28 [N 1.24 [-2.05, 4.52]
Study 8 HH 1.36[0.47, 2.24]
Study 10 - 1.40[0.67, 2.13]
Study 2 [ S 1.63 [1.42, 4.68]
Study 21 ™ 1.72[1.23, 2.21]
Study 24 [ 1.85[0.84, 2.85]
Study 25 [ R 1.99 [-0.99, 4.98]
Study 5 - 2.20[1.62, 2.78]
Study 23 . 2.52[1.28, 3.76]
Study 1 S 2.79[-0.09, 5.67]
Study 11 —— 3.86 [ 1.04, 6.67]
Study 22 . 8.40 [ 5.34, 11.45]
Study 31 — 10.61 [ 6.68, 14.54]
Study 32 5 —_ 10.61 [ 6.68, 14.54]
RE Model P 1.31[0.35, 2.27]
[ [ I 1

-5 0 5 10 15
Log Odds Ratio

Figure 2: Papers that evaluated the effect of GLY on bee mortality / survival, organized
by effect size. The numbers on the right side represent the mean mortality and the
confidence interval (CI - 95%) for each experiment. The numbers on the left side represent
each paper as shown in Table 1. The vertical lines represent each set of papers and the

general polygon is the Grand mean summarizing the effects size of all studies.

5.3.4 Categorization of Results

The data were categorized according to the dose used (ecologically relevant
and recommended by the manufacturer), exposure methodology used (feeding,
spraying, and contact), life stage of the bee (larvae or adults), and species of bee
(Table S1). Considering the dose used, the one recommended by the manufacturer
and the ecologically relevant dose had a difference in relation to the control group, with
E+ 1.45 and E+ 0.83, respectively. In this context, bees submitted to feeding and

contact with GLY were more affected than bees in the control group (Fig. 3A).
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Study ID Log[OR] [95% CI] Study ID Log[OR] [95% CI]
Recommended by Manufacturer <> 1.45[0.31, 2,59 Lavae * 1.11[0.19,2.03]
Adults > 1.24[0.19, 2.29]
Ecologically Relevant 4 0.83[0.09, 1.57]
Grand Mean * 1.31[0.35,2.27]
Grand Mean > 1.31[0.35, 2.27] Mo
A T B 5 048 13
5 0438 13 Log Odds Ratio
Log Odds Ratio
Study ID Log[OR] [95% CI] Study ID Log[OR] [95% CI]
i ii - 1.85[0.84,2.85
Spraying o 1.69[1.20,2.18] Hypomonauset [ !
Melipona quadrifasciata == 840[5.34, 11.45)
Contact ¢ 2.11[1.33,2.90]
Tetragonisca angustula ~—==mme=—7, 34 [-4.63, 15.31]
Feeding * 1.13[0.34,1.92)
Apis mellifera * 0.70[0.24, 1.16]
Grand Mean * 1.31[0.35,2.27]
M Grand Mean 2 2 1.31[0.35,2.27]
5048 13 I
C D 5 048 13

Log Odds Ratio
Log Odds Ratio

Figure 3: Forest plot with the categorization of results by dose (A), methodology (B), life
stage (C), and species of bees (D). The mean mortality (effect size and InR) and the
confidence interval (Cl - 95%) are shown on the right side of each graph. The grand mean
is the overall effect size of all studies. “Study ID” represents the different categories

analyzed.

When analyzing mortality rates at different stages of life, it was observed that in
the adult and larval stages, there was a difference between the experimental and
control groups. For adult bees the average mortality was 1.24 (Cl: 0.19 - 2.29) and for
larval phase was 1.11 (CI: 0.19 - 2.03) (Fig. 3B).

Regarding the exposure methodology, feeding, contact and sprayng showed
differences in relation to the control group, with E+ 1.13, E+ 2.11 and E+1.69,
respectively. In this context, bees submitted to feeding and contact with GLY were
more affected than bees in the control group (Fig. 3C). Evaluating the different species
of bees, it was found that the treatments with GLY caused significant mortality in
Melipona quadrifasciata Lepeletier, 1836 (Hymenoptera: Apidae), Hypotrigona ruspolii
Magretti, 1961 (Hymenoptera: Apidae, Meliponini), and Apis mellifera Linnaeus, 1758
(Hymenoptera: Apidae) (means of 8.40, 1.85, and 0.77, respectively) compared to the
respective control groups (E+ 1.46, CI: 0.38 - 2.53) (Fig. 3D).
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5.3.5 Publication Bias

The Kendall correlation coefficient, a statistical method for testing bias, showed
no significant correlation (P = 0.1639), indicating that there was no publication bias,
therefore, the data are not biased (Fig. 4). In addition, according to the Orwin method,
the failsafe number was 30, so the effect of missing studies on this meta-analysis is

zero (Borenstein et al., 2009).
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Figure 4: Figure 4. Funnel plot for the association of bee mortality with GLY exposure.

The X-axis represents the Log Odds Ratio and the Y — Axis represents the standard error.
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5.4 DISCUSSION

In recent decades, several papers have evaluated the lethal and sublethal
effects of GLY on non-target organisms, using several animals as models of
toxicological evaluation (Desneux et al., 2007; Ghisi et al., 2016; Giesy et al., 2000;
Gill et al., 2018). Although many papers have used bees for toxicological evaluation
(Abraham et al., 2018; Blot et al., 2019; Dai et al., 2018; Helmer et al., 2015; Motta et
al., 2018; Ruiz-Toledo and Sanchez-Guillén, 2014; Tomé et al., 2020), this is the first
meta-analysis to compile data on GLY and the relationship with bee mortality.

In Europe and the USA, most research studies on the toxicity of herbicides to
bees, evaluate the mortality rate through comparisons with sublethal effects, and
laboratory papers are more frequent than field studies (Cullen et al., 2019). However,
publications on the toxicological effects of GLY on bees are still scarce. Among the
published papers, many present conflicting results on the real impact of this product,
making the development of a meta-analysis a useful tool for data integration,
increasing the reliability of scientific results (Fagard et al., 1996; Filho et al., 2014,
Lovatto et al., 2007).

Most of the data sets showed a difference between the control group and the
experimental group, and the treatments with GLY caused a higher mortality rate of
bees. These results are worrying, as this active ingredient is one of the most widely
used pesticides in the world (Benbrook, 2016), and bee contact with these products,
in natural and agricultural ecosystems, can negatively impact the functioning of hives
and ecosystem services, such as pollination (Beringer, 2019; Goulson et al., 2015).

Both the ecologically relevant doses and the recommended doses by the
manufacturer caused mortality in experimental groups in relation to the control groups.
One of the main principles of toxicology is that "dose makes the poison". The potency
of a pesticide for bees is determined by the dose of a lethal chemical product to 50%
of the individuals (LDso), which varies from species to species (Sanchez-Bayo and
Goka, 2016). For A. mellifera the oral acute LDsois 100 pg.bee™ and contact acute
LDso >100 pg.bee™ (PPDB, 2020). Bees can be exposed to high concentrations of

GLY when foraging during spraying (up to 2 g.L%) or come into contact with pollen (up
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to 629 mg.kg™) and nectar (31.3 mg.kg?) from plants freshly sprayed (Abraham et al.,
2018; Motta et al., 2020; Thompson et al., 2014; Zhu et al., 2017b).

In the feeding (ingestion) exposure, it was observed that GLY caused higher
mortality when compared to the control group. Ingestion of GLY can impair the survival
of A. mellifera, causing immature animals to die, resulting in a population reduction
(Dai et al., 2018). When exposed to half the commercial concentration of GLY, adults
of A. mellfera and the stingless bee Tetragonisca angustula Latreille,
1811(Hymetoptera: Apidae) started to present mortality within 44 minutes, and after
12 hours, there was 100% mortality (Ruiz-Toledo and Séanchez-Guillén, 2014).
Melipona quadrifasciata adults, exposed orally to GLY at the field dose and at twice
the field dose, had a higher mortality rate compared to the control groups (Nocelli et
al., 2019).

Conversely, another paper showed that adult workers of A. mellifera exposed
orally, for 15 days, to two concentrations of GLY, 2.5 mg.L*and 5 mg.L™%, had a higher
mortality rate, but not significantly different from the control group (24.1%, 20.1% and
10.3% mortality, respectively) (Herbert et al., 2014). A. mellifera larvae, fed with 1.25
mg.Land 5 mg.L? GLY presented delayed ecdysis, and reduction in weight and
survival, compared with the control treatment (Vazquez et al., 2018).

In addition, GLY can reduce the biodiversity of microorganisms that make up
the bee microbiota. In the digestive tract of these animals, there are eight main
bacterial taxa, namely: Lactobacillus spp. firm-4; Lactobacillus spp. firm-5 (phylum
Firmicutes); Bifidobacterium spp. (phylum Actinobacteria); Snodgrassella alvi;
Gilliamella apicola; Frischella perrara; Bartonella apis; Parasaccharibacter apium.
These microorganisms are important for the physiological homeostasis of bees, as
they favor weight gain and strengthen the immune system against pathogens (Kwong
and Moran, 2016; Motta et al., 2020).

The ingestion of GLY can induce several physiological problems in bees,
making them more susceptible to some pathogens or causing malnutrition (Ledoux et
al., 2020). Apis mellifera adults treated with glyphosate-containing syrup, presented a
significant reduction in the biodiversity of bacteria from the digestive tract from the third
day of contact. As a result, there was an increase in mortality when exposed to the
opportunistic pathogen Serratia marcescens (Motta et al., 2018). However, this same

active ingredient did not alter the susceptibility to the pathogen Nosema ceranae, but
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reduced the abundance of the main bacterial groups in the intestinal microbiota of A.
mellifera, mainly Snodgrassella alvi (Blot et al., 2019).

Adult workers of A. mellifera fed with solution containing GLY experienced
indirect flights and took more time to reach the hive. The hypothesis is that GLY impairs
the cognitive ability of the bees, thus hindering their return (Balbuena et al., 2015), in
addition to reducing taste perception and olfactory learning (Gonalons and Farina,
2018). Furthermore, GLY can decrease antenna activity and the frequency with which
the bees sleep (A. mellifera), which are important for memory formation (Vazquez et
al., 2020a). These factors have a negative impact on the health of the bees, impairing
the functioning of the colonies. Therefore, GLY may be closely related to the population
decline of bees and the phenomenon of colony collapse disorder (Beringer, 2019;
Faghani and Rahimian, 2018; Goulson et al., 2015).

Bees exposed to GLY through contact with body surface also showed higher
mortality when compared to bees in the control group, for the species A. mellifera and
H. ruspolii. In this methodology, the bees came into contact with plants sprayed at
doses recommended by the manufacturer, which, when tested at high doses, caused
mortality of 74% and 77%, respectively (Abraham et al.,, 2018). In the same
perspective, it is observed that bees sprayed with GLY also have significant mortality
(Motta et al., 2020). However, it is noteworthy that few papers have used these
methodologies to assess the effect of GLY on bees.

We must consider that the contact (direct or indirect) of pesticides with the body
surface of the bees is a stressor that activates the self-cleaning mechanism, an efficient
hygiene habit of these insects (Zhukovskaya et al., 2013). Thus, after topical contact
with GLY, bees can clean themselves and, consequently, be contaminated orally with
the active ingredient, for the species A. mellifera and Hypotrigona ruspolii (Abraham et
al., 2018), which is a problem because, as mentioned earlier, ingesting GLY can cause
bee mortality and other sublethal effects.

Thus, direct contact with GLY, or with a freshly sprayed plant, can harm
beneficial insects, such as bees. Therefore, it is important to restrict the access and
use of these products only to trained people, as spraying when the bees fly can be
harmful (Abraham et al., 2018).

Furthermore, if the forager bees come into contact with GLY at the time of
spraying, or even transport contaminated nectar and pollen, they compromise other

individuals in the colony (Gill et al., 2018; Helmer et al., 2015). This exposure can
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unbalance the entire social dynamics of bees, since the workers are responsible for
maintaining the colony, such as the defense. As this active ingredient impairs the
cognitive function of these insects (Balbuena et al., 2015), these assignments will be
compromised, which can leave the colony vulnerable to several biotic and abiotic
factors.

With respect to the life stage of the bees, through the meta-analysis it was
observed that GLY causes higher mortality in larvae and adults when compared to the
respective control groups. For adult bees, the average mortality was higher, which is
worrying, considering that in this phase of the biological cycle, bees leave the hive in
search of resources, and can be more easily contaminated (Johnson, 2015; Zhu et al.,
2015), resulting in lethal and sublethal effects. This is a problem, considering that adult
bees perform various functions in the colony, such as cleaning and operculating cells,
producing salivary secretions for feeding the larvae, building the hive, storing food, and
protection, among others (Gallo et al., 2002; Zhu et al., 2015).

In this context, it should be considered that in ecosystems (natural and
agricultural) adult bees are more exposed to GLY, due to their habit of foraging, a
situation which makes them more vulnerable compared to the larvae, increasing the
chances of mortality in this phase of the life cycle. In addition, when forage bees come
into contact with GLY, they may not return to the hive or take longer to arrive, as
cognitive and olfactory aspects are affected, and when they do arrive at the site, they
may be excluded by other worker bees because they are contaminated with the
product.

Furthermore, foragers can take GLY to the larvae inside the hive, which can
impair development, affect survival, and impair the health of bees in the larval stage
(Tomé et al., 2020; Vazquez et al., 2018). For example, for M. quadrifasciata larvae,
GLY is highly toxic, causing 100% mortality during larval development in just a few
days of exposure (Seide et al., 2018), in addition to exhibiting a survival risk from other
stingless bee species (Botina et al., 2020).

For A. mellifera larvae, GLY can delay the process of ecdysis, reduce body
weight, and impact survival, as previously mentioned (Vazquez et al., 2018). In
addition, the ingestion of GLY can alter the transcription of several A. mellifera genes,
increasing catabolism and oxidative metabolism in asymptomatic larvae chronically

exposed to this active ingredient (Vazquez et al., 2020b).
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The contact of bees in the larval phase with GLY can negatively impact the
biological cycle in general. For example, when they leave the pupa, young bees have
great behavioral and physiological plasticity, which will play important roles in
maintaining the hive (Gonalons and Farina, 2018). Therefore, if the larvae are fed with
GLY, the effects can be lethal or sublethal, and the bees may develop behavioral and
physiological problems in adulthood, which negatively impacts the performance of
these animals.

It is important to emphasize that the toxicological effects of GLY on molecular
and biochemical parameters are also extremely important for understanding the
negative effects of this active principle on the health of bees, reflecting on
mortality/survival and colony balance. In recent years, articles have evaluated the
effect of glyphosate on gene expression (Gregorc et al., 2012; Tomé et al., 2020;
Vazquez et al., 2020b), enzymatic alterations (Boily et al., 2017; Zhu et al., 2017a,
2017b), and the occurrence of oxidative damage in bees (Boily et al., 2017; Helmer et
al., 2015). However, there are few publications on this subject and the effects of GLY
on the physiology of these animals are not yet fully understood.

Larvae and newly emerged adults of A. mellifera fed with GLY, demonstrated a
reduction in the expression of several genes related to detoxification (Gregorc et al.,
2012; Tomé et al., 2020; Vazquez et al., 2020b). In addition, the stress caused by GLY
negatively impacts the expression of various genes in A. cerana cerana Fabricius,
1793 and A. mellifera ligustica Spinola, 1806, causing problems in the immune
systems, digestive system, nervous system, metabolism of amino acids and
carbohydrates (Zhao et al., 2020). Thus, it is possible that the impairment in the
expression of these genes, at any time in the biological cycle, is related to other
disorders, such as low survival (Tomeé et al., 2020). However, as emphasized by the
authors, there is a need for further studies for real understanding of the issue.

With respect to the effect of GLY on the change in the enzymatic action of bees,
enzymes related to cell detoxification (glutathione s-transferase and esterases) (Lee,
1991; Li et al., 2007), insect immunity (phenoloxidase) (Gonzalez-Santoyo and
Coérdoba-Aguilar, 2012), the hydrolysis of sucrose to glucose and fructose
(invertases)(Doner, 1977), and nerve conduction (acetylcholinesterase) (Casida and
Durkin, 2013) have been developed. When adults of A. mellifera were sprayed with
glyphosate, there was a change in the functioning of the enzymes invertase and

esterase (Zhu et al., 2017a,b). However, when this active ingredient was supplied
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orally, there was a reduction in the activity of phenoloxidase and
acetylcholesteresterase (Boily et al.,, 2013; Zhu et al.,, 2017a). For the enzymatic
complex glutathione S-transferase, oral exposure and spraying did not cause changes
(Zhu et al., 2017a,b).

The occurrence of oxidative damage, such as lipid peroxidation (LPO), has also
been investigated. Glyphosate given orally to adults of A. mellifera (at doses of 1.25,
2.5, and 5 ng / bee) did not promote an increase in LPO compared to the control
(Helmer et al., 2015). However, Jumarie et al. (2017) observed an increase in LPO
after using a dose of 5 ng/bee. Low values of LPO can cause bees to consume a
greater amount of food, and doses below 1% of LDso, found in pollen, can induce
oxidative stress in bees (Helmer et al., 2015; Jumarie et al., 2017). In addition, these
factors may be related to bee mortality, since the ingestion of glyphosate is harmful to
the health of these animals, as previously mentioned.

Until recently, the risk of GLY persistence in the environment was considered
low (Blake and Pallett 2018), since GLY is strongly adsorbed to the soil and its half-life
can vary from days to a few months (Giesy et al., 2000; Gill et al., 2015). However, an
accumulating body of evidence suggests that glyphosate and its residues can persist
in environment, bringing to light concerns on the overall impact of this herbicide on
ecosystems and potential toxicity to animals from long-term low-level exposures
(Richmond, 2018). In our study, the meta-analysis revealed that 12 out of 14 studies
showing increased mortality of bees exposed to GLY and its formulations were
performed in bees chronically exposed to the herbicide. Since the repeated
applications of glyphosate-based formulations is very a common practice, increasing
the persistence or its metabolites in the environment (Andréa et al., 2003), chronical
exposition of bees to these products is a plausible condition.

From the results of this study, the need for further research to assess the toxicity
of GLY on bees (lethal and sublethal effects) is clear, considering stingless and solitary
bees, given the ecological and agronomic importance of these animals. In addition, the
effect of GLY on molecular and biochemical parameters is still poorly understood,
making further research necessary to assess the effects on gene expression,
enzymatic action, and oxidative stress of bees. This meta-analysis is a guide for future
research in this area, suggesting tests with different concentrations, methodologies,
and species of bees. Added to this, the results contribute to aiding the preservation of

different species of bees.
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5.5 CONCLUSION

The present study supports the hypothesis that the exposure of bees to GLY
and glyphosate-based formulations, in ecologically relevant doses or in recommended
concentrations used in agricultural settings, might cause lethal effects (mortality) in
these insects, since in most categories significant differences were reported between
the experimental and control groups. The GLY ingestion (food), spraying and contact
with GLY had a significant effect on bees. Adult bees or larvae were shown to be
susceptible to the active ingredient. Chronical expositions were apparently more
harmful to bees. Regarding the studied bee species, both stingless bees Melipona
quadrifasciata and Hypotrigona ruspolii, as well as the honeybee A. mellifera exposed

to GLY were negatively affected when compared to the control group.
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6 CAPITULO 3: TOXICIDADE DO HERBICIDA GLIFOSATO FORMULADO PARA
Apis mellifera LINNAEUS, 1758 (HYMENOPTERA: APIDAE) AFRICANIZADA

RESUMO

Inicialmente os produtos a base de glifosato (GLY) eram considerados como nao téxicos ou
ligeiramente tdxicos para as abelhas, mas pesquisas recentes mostraram que estes produtos
podem causar a mortalidade ou desencadear efeitos subletais nestes insetos. O Roundup
Transorb R® (RT) é um dos formulados a base de GLY comercializados no Brasil, usado em
diversas culturas, o que requer estudos sobre sua toxicidade para abelhas. Assim, o objetivo
desse trabalho foi avaliar, em condicdes de laboratdrio, os efeitos letais e subletais do RT para
operérias adultas (campeiras) de A. mellifera africanizada. Para tal, foram realizados dois
bioensaios com as abelhas africanizadas. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, composto por cinco tratamentos (T1 - controle, T2 — 25% GLY, T3 —50%
GLY, T4 — 75% GLY e T5 GLY — 100% dose recomendada). Os bioensaios foram feitos
da seguinte forma: (1) Exposicéo aguda por via oral e tdpica, avaliando-se a mortalidade, efeitos
na capacidade de voo, deslocamento vertical e locomocdo (neste Ultimo apenas para
contaminacao oral), composto por cinco repeticbes e 10 abelhas por repeticdo; (2) Exposi¢ao
cronica por via oral e pulverizacdo, avaliando-se a mortalidade, para ambas as vias de
contaminacao, e os danos na espessura do epitélio do intestino médio quando contaminadas
por via oral, composto por cinco repeticdes e 20 abelhas por repeti¢do. Os resultados mostraram
que o RT pode causar mortalidade e danificar na espessura do epitélio do intestino médio
quando as abelhas foram expostas cronicamente por via oral. Além disso, quando expostas de
forma aguda por via oral, as abelhas tiveram reducéo na capacidade de caminhada. O RT ndo
afetou os outros parametros avaliados. Assim, conclui-se que o GLY formulado RT pode afetar

a sobrevivéncia, morfologia do intestino médio e comportamento de A. mellifera.

6.1 INTRODUCAO

A polinizacéo, processo responsavel pela fecundagao das angiospermas, € um servico
fundamental para o equilibrio dos ecossistemas terrestres, sendo essencial para a conservacao
e manutencéo da diversidade da fauna e flora do planeta (Kearns et al., 1998; Kevan e Viana,
2003). Aproximadamente 90% das angiospermas tém a poliniza¢céo mediada por animais, com
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destaque para as abelhas e outros insetos (Kearns et al., 1998; Kevan e Viana, 2003; Ollerton
et al., 2011). No caso das culturas agricolas, a importancia do papel dos polinizadores, como
abelhas, tém sido apontada por diferentes autores, nas Ultimas décadas (Kearns et al., 1998;
Klein et al., 2007; Aizen et al., 2009; Gallai et al., 2009; Stein et al., 2017). De acordo com Stein
et al. (2017), a polinizacdo por abelhas e outros insetos, € responsavel ndo apenas pela
reproducdo sexuada das plantas, mas também por manter variabilidade genética dos cultivos
agricolas, reduzindo as chances de depressdo endogamica e aumentando a resiliéncia do
sistema, garantindo, assim, a estabilizag&o das safras e do rendimento das culturas.

Estimativas da influéncia dos polinizadores no lucro relacionado a produtividade agricola
tém revelado nimeros marcantes, da ordem de centenas de bilhGes de dolares (Gallai et al.,
2009; IPBES, 2016). Apenas para a América do Sul, o valor estimado foi de, aproximadamente,
US$ 13,45 bilhdes (Freitas e Silva, 2015). No caso do Brasil, , das 141 espécies cultivadas para
alimentacdo humana, em torno de 85 dependem da polinizacao para aumento da produtividade,
contribuindo para um valor anual estimado de, aproximadamente, US$ 45 bilhdes (Giannini et
al., 2015). Apesar da importancia dos polinizadores, fortes evidéncias apontam para o declinio
em suas populagdes no mundo todo (Biesmeijer et al., 2006; Dainat et al., 2012; Ellis et al., 2010;
Johnson, 2013; Wagner, 2020). Embora as causas para este fato ainda ndo sejam totalmente
compreendidas 0 uso excessivo de agrotoxicos certamente é uma das principais causas,
frequentemente, apontadas por diferentes autores (Brihl e Zaller, 2019; Goulson et al., 2015;
Kearns et al., 1998; Sanchez-Bayo e Wyckhuys, 2019; Zattara e Aizen, 2021).

O Brasil possui um clima que favorece a producéo agricola, sendo o segundo maior
exportador de produtos agricolas no mundo(IBAMA, 2020), sendo um dos paises com maior
consumo anual de agrotoxicos no mundo (WorldAtlas, 2021). A soja (com 32,2 milhGes de
hectares — Mha - de area plantada), o milho (com 15,8 Mha) e a cana-de-actcar (com 10,1 Mha)
representam as maiores safras brasileiras, consumindo em média de 17,7 L, 74 L e 4,8 L de
agrotoxicos por hectare, respectivamente (Brovini et al., 2021; Pignati et al., 2017). Fatores
como 0 uso de cultivos transgénicos, aumento de pragas agricolas nas lavouras, isen¢do de
tributos e legislacdo mais permissiva em comparagcdo com paises da Unido Europeia,
possivelmente contribuiram para 0 aumento no consumo de agrotoxicos (Bombardi, 2017
Pignati et al., 2017).

Entre os agrotdxicos, os produtos a base de Glifosato (GLY) s&o os mais vendido no
mundo equivalendo a 71,6% dos pesticidas comercializados (Benbrook, 2016) e no Brasil
representando 38,61% (IBAMA, 2020). Existem varias formulacdes a base de GLY, as quais

contém misturas com surfactantes para potencializar a penetra¢cdo no vegetal. Estudos tém
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mostrado que solucbes formuladas de GLY sdo mais tdxicas para a saude humana do que o
GLY sozinho, indicando a necessidade de mais estudos relacionados com as abelhas (Ghisi et
al., 2016; Luo et al., 2021; Nagy et al., 2020). No Brasil, 0 Roundup Transorb R® (RT) € um dos
produtos formulados utilizados nas lavouras de soja, ,trigo, milho, café, entre outras (ADAPAR,
2021; AGROFIT, 2021). Tal produto tem em sua formulacéo acido de N-(fosfonometil) glicina
(480 g/L), Sal de Isopropilamina (648 g/L ) e ingredientes inertes (549 g/L), que neste Ultimo
caso, constituem o surfactes. Alguns estudos demonstraram que o RT pode desencadear efeitos
letais e subletais em peixes e anfibios (Goulson et al., 2015; Modesto e Martinez, 2010; Moreno
et al., 2014; Rissoli et al., 2016). Entretanto, no caso de abelhas e outros invertebrados, ainda
nao se tem informacgdes sobre os possiveis efeitos do herbicida RT.

Apis mellifera L. € uma das principais espécies de abelhas contribuindo para o aumento
da produtividade de varios cultivos agricolas, como a soja (Aizen et al., 2009; Chiari et al., 2008,
2005), economicamente importante para o Brasil. Entre as variedades de A. mellifera, a abelha
africanizada tornou-se comum na Ameérica do Sul e no sudoeste dos EUA, surgindo pela
hibridizacdo de A. mellifera scutellata Lepeletier, 1836 e subespécies europeias. Assim A.
mellifera africanizada se adaptou as condi¢Bes climaticas e tornou-se fundamental para estes
locais (Pinto et al., 2005).

Apesar de varios estudos terem reconhecido o GLY e seus produtos formulados como
atoxicos ou ligeiramente tdxicos para animais (Dill et al., 2010; Giesy et al., 2000; Rolando et al.,
2017), pesquisas tém mostrado que produtos formulados a base de GLY podem
prejudicar funcdes morfofisiol6gicas das abelhas, causando efeitos letais em varias
espécies por contaminagdo oral, contato e pulverizacao (Battisti et al., 2021). Além
disso, a exposi¢cdo das abelhas a estes produtos pode alterar a expressao génica e
funcionamento enzimatico (Vazquez et al., 2020b; Zhu et al., 2017a), prejudicar a
capacidade cognitiva e sucesso de voo (Balbuena et al., 2015), bem como a
frequéncia do sono (Vazquez et al.,, 2020a), além de causar problemas no
desenvolvimento (Odemer et al., 2020).

Levantamento feito na literatura aponta a auséncia de estudos avaliando os efeitos do
RT em abelhas, incluindo A. mellifera africanizada, a despeito do amplo uso deste formulado
até recentemente no Brasil, onde a mesma encontra-se amplamente distribuida. Considerando
que as abelhas entram em contato direto com GLY formulado nas culturas agricolas e ficam
expostas a doses ambientalmente relevantes (Battisti et al., 2021; Luo et al., 2021), ainda séo
necessarios mais estudos investigando como tais formulados podem afetar as abelhas. Por este

motivo, pesquisas avaliando os possiveis efeitos toxicos do RT para A. mellifera séo de extrema



126

importancia para compreender os impactos deste herbicida sobre estas abelhas. Assim, o
objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos letais (exposicdo aguda e cronica) e subletais
(caminhamento, deslocamento vertical, queda e histologia do intestino médio) do Roundup
Transorb R® em A. mellifera africanizada, em condi¢6es de laboratorio.

6.2 METODOLOGIA

6.2.1 Obtencdo de Apis mellifera africanizada e Roundup Transorb R® (RT)

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Controle Biologico (LABCON) da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana Campus Dois Vizinhos (UTFPR-DV). As abelhas
campeiras de A. mellifera africanizada foram coletadas no apiario da Unidade de Ensino,
Pesquisa e Extensdo (UNEPE — Apicultura da UTFPR-DV). Para a coleta, utilizou-se uma gaiola
de cloreto de polivinila (PVC — 20 cm de altura X 10 cm de didametro) foi usado para coletar as
abelhas que haviam retornado do campo. O apiério contém 52 col6nias, cada uma formada pela
caixa (cinco quadros) e sobrecaixa (cinco quadros) com aproximadamente 9 a 12 mil individuos
(Apéndice A). Destas, selecionou-se dez coldnias de forma aleatéria, misturando as abelhas
antes da montagem dos experimentos, por causa da variabilidade genética.

O herbicida utilizado no experimento foi o produto Roundap Transorb R® (RT), obtido por
meio de empresa de comercializacdo. Este produto € composto por sal de isopropilamina de
GLIFOSATO (648 g/L), acido equivalente N-(fosfonometil) glicina (480 g/L) e Ingredientes
Inertes (594 g/L). As concentra¢des usadas foram a recomendada pelo fabricante (100%) e

mais trés diluicdes (75%, 50% e 25%), diluidas a partir da dose recomendada (Tabela 1).

Tabela 1: Produto comercial, composi¢cédo, dosagem, principais culturas para qual &
recomendado e tratamentos utilizados.

Concentracées Culturas
Produto  Tratamentos Glifosato a.el * i.i? (Principais)
Roundup T1 — Controle (dgua) - - - Café, Citros,
Transorb T2 (25%2) - 3,75 mL/L T2-2,43¢g/L T2-1,80¢g/L T2-2,23g/L Eucalipto,
RE(RT) 13 (50%2) - 7,5 mLIL T3-486g/lL T3-360glL T3-4,46g/L Algodio,
T4 (75%2) - 11,25 mL/IL  T4-7,29¢g/L T4-540g/L T4-6,68¢g/L Miho, soja,
T5 (100%?*) - 15 mL/L T5-9,72¢g/L T5-7,20g/L T5-8,91¢g/L arroz, cana-
de-acgulcar

Dose indicada: 1 — 4 L/ha; Volume de agua: 200 L/ha
1Acido equivalente
2Ingredientes Inertes
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3Dose recomendada pelo fabricante = 100%
4DiluicBes feitas a partir da dose recomendada = 25%, 50% e 75%
Fonte: (AGROFIT, 2021)

6.2.2 Bioensaio de sobrevivéncia de A. mellifera exposta ao RT

6.2.2.1 Exposicdo aguda (ingestéo e tdpica) de A. mellifera exposta ao RT

Para os bioensaios de exposicdo aguda (oral e topica) das campeiras ao RT utilizou-se 0s
protocolos da Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD, 1998a,
1998b). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto por cinco
tratamentos (T1 - controle, T2 — 25% GLY, T3 —50% GLY, T4 — 75% GLY e T5 GLY —
100% dose recomendada), descritos na tabela 1, cada um com cinco repeticbes e dez
abelhas por repeticao, totalizando 50 abelhas por tratamento.

Para avaliar a exposi¢ao oral ao RT, campeiras de A. mellifera foram coletadas na entrada
da colmeia e levadas ao LABCON da UTFPR-DV, e ficaram sem alimento por duas horas.
Posteriormente, dez abelhas anestesiadas com COg, por até 120 segundos, foram transferidas
para gaiolas de PVC (20 cm de altura x 10 cm de diametro) desinfectadas, e cobertas com voll.
No interior de cada gaiola foram inseridos recipientes contendo dieta composta por agua e
acucar (proporcéo 1:1). Para cada tratamento, as concentracdes foram diluidas na dieta, e
oferecidas em recipientes plasticos (1 cm de altura x 2.5 cm de diametro), com capacidade para
2 mL. Estes recipientes foram previamente pesados, quando com a presenca da dieta foi coberto
com tela anti-afidica e entdo fixados na parte interna de cada gaiola.

Depois de 4 horas, os recepientes com as dietas restantes foram retirados, colocando um
novo recepiente contendo a dieta sem o RT. Durante a troca, observou-se se em algum
tratamento ndo havia sido consumido a dieta durante as 4 horas. Nesse caso, 0s recepientes
com RT permaneceram por mais 2 horas até ser realizada a troca, conforme recomendacgéo da
OECD.

Para avaliagdo da exposicao topica ao RT, dez abelhas anestesiadas com COz, por até 120
segundos, receberam individualmente os tratamentos por aplicacéo tdopica, sendo transferidas
para gaiolas de PVC (20 cm de altura x 10 cm de didametro) desinfectadas e cobertas com voll.
Cada gaiola foi considerada uma repeti¢do. Para isto um volume de 1 pL de solucéo de cada
tratamento foi aplicado com uma micropipeta Kasvi® (capacidade de 1-2 L), no lado dorsal do
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torax. Em cada gaiola foram colocados recipientes plasticos (1 cm de altura x 2.5 cm de
diametro), com capacidade para 2 mL, contendo uma dieta de agua e agucar (proporcéo 1:1),
sem RT

As gaiolas, contendo as abelhas expostas por via oral e topica, foram mantidas em camaras
climatizadas (27 ° C £ 2 ° C, UR, 60% + 10%, fotoperiodo de 12 h). A mortalidade foi registrada
com 4, 24 e 48 h ap6s a montagem dos bioensaios. As abelhas foram consideradas mortas
quando ndo reagiram ao toque de uma pinga Bioquip®. Todos os testes foram realizados em

triplicata.

6.2.2.2 Exposicao crbnica (ingestéo e pulverizacao)

Para avaliar a exposi¢do cronica, por via oral e pulverizacdo, utilizou-se a metodologia
adaptasda de descrita em Baptista et al. (2009) e Libardoni et al. (2021). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, composto por cinco tratamentos (T1, T2, T3, T4 e T5)
(Tabela 1). Cada tratamento consistiu em cinco repeticdes com 20 abelhas, totalizando 100
abelhas por tratamento.

Para exposicédo cronica oral ao RT, grupos de 20 abelhas foram anestesiadas, por até 120
segundos com COz2, alocadas em gaiola de PVC (20 cm de altura x 10 cm de diametro) e
recoberta com tecido voil. Posteriormente, uma dieta que consistia em pasta candi pura (agUcar
de confeitero e mel) ou pasta candi com os tratamentos foram colocados nas gaiolas de
policloreto de vinila (PVC) (20 cm de altura x 10 cm de diametro), mantando-as até o final do
experimento, além de algoddo embebido com &gua, umedecido diariamente.

Ja para o experimento da exposicao cronica por pulverizacdo, grupos de 20 abelhas foram
anestesiadas, por aproximadamente 120 segundos com COz, sendo transferidas para caixas
gerbox (10 abelhas por caixa). Em seguida, 290 uL das solugbes preparadas para cada
tratamento foram pulverizadas sobre as abelhas utilizando-se aerégrafo Pneumatic Sagyma®
acoplado a uma bomba Fanem® de pressdo constante (1,2 kgflcm?) inseridas em torre de
pulverizacdo. Apos duas horas de contato, os grupos de 20 abelhas foram transferidas para as
gaiolas de PVC, fechadas com tecido voil, adicionando-se uma dieta a base de pasta candi e
algodéo embebido em agua.

As gaiolas, contendo as abelhas expostas por via oral e pulverizagdo, foram mantidas em
sala climatizada (27 ° C + 2 ° C, UR, 60% + 10%, fotoperiodo de 12 h) (Apéndice B). A avalia¢ao
da mortalidade foi realizada 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 60, 72, 96, 120 e 144 horas ap0s a

montagem dos experimentos. Todos 0s testes foram realizados em triplicata.
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6.2.3 Bioensaio de locomocao

As abelhas sobreviventes do bioensaio de exposi¢cdo aguda (ingestéo) foram
utilizadas neste experimento. Apos 48 horas, 14 abelhas (escolhidas aleatoriamente)
de cada tratamento foram alocadas de forma individual em uma placa de Petri de vidro
(14 cm x 1,5 cm), dispostos na base de um suporte universal acoplado a um sistema
de captura de video. O comportamento de cada abelha foi registrado por 10 minutos.
Com o auxilio do software Bee-move (na fase de registro) foram avaliados: distancia
percorrida, tempo de caminhada, tempo de descanso e velocidade de caminhada,
metodologia adaptada de Libardoni et al. (2021). Este bioensaio foi desenvolvido com
objetivo de avaliar os possiveis efeitos de RT na capacidade de movimentacao das

abelhas.

6.2.4 Bioensaio de deslocamento vertical e retomada de voo

Dez abelhas sobreviventes do bioensaio de exposi¢cdo aguda (ingestdo e
tépica), escolhidas aleatoriamente, foram utilizadas nesse experimento. As variaveis
avaliadas foram o deslocamento vertical e queda livre. A avaliagdo ocorreu em uma
sala escura, utilizando uma torre vertical (35 cm x 35 cm de largura e 105 cm de altura)

com luz no apice. Dentro da torre havia cinco niveis (estratos) (Tabela 2).

Tabela 2: Niveis (estratos) para o teste de deslocamento vertical e queda livre

(retomada de voo) de operarias campeiras de A. mellifera africanizada.
Niveis Altura

Deslocamento vertical Queda livre (retomada do voo)
I Sem deslocamento Queda direta para a base da torre
Il Deslocamento entre 1 e 35 cm Queda com retomada de voo entre 1 e 35 cm
[ Deslocamento entre 35 e 70 cm  Queda com retomada de voo entre 35 e 70 cm

v Deslocamento entre 70 e 105 cm  Queda com retomada de voo entre 70 e 105 cm
Vv Deslocamento direto para a Sem queda (voo direto para a luz)
fonte de luz

Para avaliar o deslocamento vertical, as abelhas foram posicionadas na base da torre,
e por 1 min foram registrados o comportamento e a altura maxima atingida. Nesse
viés, o teste de queda livre foi realizado na mesma torre. As abelhas foram soltas no
apice da torre, registrando o nivel em que a abelha reiniciou o voo. Metodologia
adaptada de Libardoni et al. (2021). Este bioensaio foi realizado para simular

situacdes de campo, onde as abelhas ingerem alimentos contaminados com GLY e
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precisam voar de em busca de novas fontes de alimentos, ou para a colbnia, além da

capacidade de se deslocar verticalmente.

6.2.5 Histologia do intestino médio

A metodologia utilizada neste bioensaio foi adaptada de Libardoni et al. (2021).
Cinco abelhas sobreviventes do bioensaio de exposicao crbnica (via oral), de cada
tratamento, foram utilizadas para analise histologica do intestino médio. Para isso, as
abelhas foram anestesiadas em congelador (- 4 ° C) por 1 min, e o intestino médio foi
retirado utilizando uma pinga e fixado em solug&o de Boiun por 3 h. As amostras foram
entdo lavadas trés vezes em alcool 70% e armazenadas em geladeira a 4 ° C até o
processamento.

Para tal, as amostras foram desidratadas por imersdo em solucdes alcodlicas
de diferentes concentracdes utilizando a metodologia adaptada de Potrich et al.
(2018). Posteriormente, as amostras foram depuradas por imersao em xilol e incluidas
em parafina histologica (parafina histolégica / cera de abelha, 4:1). O material
incorporado foi cortado em espessura de 5 um usando um micrétomo rotativo manual
e montado em lamina de vidro contendo solugéo de albumina.

Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina. Primeiramente os cortes
foram desparafinizadas, reidratadas e lavadas em &gua corrente. Em seguida, os
cortes foram corados em hematoxilina (40 s) e eosina (10 s) e as laminas preparadas
foram cobertas com laminulas microscoépicas de vidro e fixadas com balsamo Canada.

As laminas contendo os cortes foram marcadas e analisadas, por teste cego,
em microscépio bioldgico de luz biocular (Zeiss Primo Star), que contém uma camera
digital para captura de imagens e medidas do comprimento das vilosidades. Quinze
medidas de cada tratamento foram utilizadas para comparacdo das meédias. Foi
realizada avaliacdo quantitativa, por meio da medida da altura das células
ventriculares das abelhas, e avaliacdo qualitativa, por meio da observagdo de

alteragOes teciduais.

6.2.6 Andlise estatistica

Para os dados de sobrevivéncia das abelhas nos bioensaios de exposicao

aguda ou crénica (oral ou tépico), utilizou-se a estimativa ndo paramétrica de Kaplan-
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Meier (Kaplan e Meier, 1958). As estimativas K — M dos tratamentos foram
comparadas usando um teste de log-rank de pares e toda a analise foi realizada
usando o pacote de sobrevivéncia (Therneau, 2020) do software R.

Para os dados dos bioensaios de deslocamento vertical e retomada de voo,
modelos de link cumulativo linear generalizado foram usados (Agresti, 2002). Apds o
ajuste do processo e verificagdo do modelo procedeu-se com analise post-hoc
utilizando o teste de Wald seguido do teste de comparagédo multipla de Turkey a 5%
de significAncia. Essas andlises foram realizadas usando os seguintes pacotes R:
ordinal (Christensen, 2019) e emmeans (Russell, 2020).

Os dados dos bioensaios de locomocdo e comprimento das vilosidades sao
varidveis numéricas quantitativas continuas. Assim, utilizou-se uma ANOVA unilateral
seguida pelo teste de comparacdo mdultipla da Turquia em nivel de significancia de

5%. A analise foi feita por meio do pacote base do sofware R.

6.3 RESULTADOS

6.3.1 Bioensaio de sobrevivéncia (exposicdo aguda e cronica)

A exposicdo aguda ao RT, por via oral e topica, e a exposi¢ao cronica por pulverizacao,
nao comprometeram a sobrevivéncia das abelhas (Figura 1, A, B ,D). No entanto, a exposicao
cronica ao RT, por via oral, afetou a taxa de sobrevivéncia das abelhas nos tratamentos T4

(48%) e T5 (42%) em comparagao o grupo controle (76%) (Figura 1, C).
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Figura 1. Porcentagem de sobrevivéncia de operarias campeiras de A. mellifera

africanizada, com base no estimador de Kaplan — Meier, ajustado ao periodo (h). (A)
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Exposicdo aguda por via oral; (B) Exposicdo aguda por via topica; (C) Exposicao
cronica por via oral (linha tracejada indica as 96 h de exposi¢ao); (D) Exposicéo
cronica por pulverizagdo; As mesmas letras indicam que nao houve diferenca
significativa entre os resultados (p<0,05). Os tratamentos foram T1 — Controle (agua);
T2 — 25%; T3 — 50%; T4 — 75%; T5 — 100% da dose recomendada.

6.3.2 Bioensaio de Locomocéao (deslocamento caminhando)

ApGs 48 h, apenas as abelhas alimentadas com a dose recomendada (T5 -
100%) tiveram uma redug¢é&o na distancia percorrida, tempo de caminhada e aumentou
o tempo de descanso, mas nao alterou a velocidade média (Tabela 3 e Apéndice C).
A exposicdo aos demais tratamentos (T2, T3 e T4) ndo afetou nenhuma variavel

avaliada (Tabela 3).

Tabela 3: Velocidade média das abelhas (mm/s), distancia percorrida (mm), tempo (s)
de caminhada e tempo (s) de descanso ap0s a ingestdo do GLY [t erro padrédo (SE)].
Os tratamentos foram T1 - Controle; T2 — 25%; T3 — 50%; T4 — 75%; T5 — 100% —

dose recomendada (Tabela 1).

Velocidade Média Distancia Tempo de Tempo d?
Tratamentos . Descanso Locomocgao
(mm/s) + SE Percorrida (mm) " o
(m™) (m”™)
Tl 0,38+ 0,06 a 195,24 + 28,31 a 896+021a 1,04+0,21a
T2 0,17+ 0,04 a 78,23 + 37,87 ab 6,77 £2,50ab 3,23+2,50ab
T3 0,28+0,01a 106,38 + 18,31 ab 6,47+1,19ab 3,53+1,19 ab
T4 0,37+0,07 a 108,4 + 27,66 ab 4,78 +1,07ab 5,22+1,07 ab
T5" 0,28+0,17 a 60,97 +31,01 b 242+032b 758+0,32b
"Dose recomendada pelo fabricante

“Minutos

6.3.3 Bioensaio de deslocamento vertical e retomada de voo

Apés 48 h de experimento (bioensaio de exposi¢cdo aguda), o deslocamento
vertical e a retomada de voo nao foram afetados pela exposi¢cao das abelhas ao RT,

por via oral ou topica, em nenhum tratamento (Figura 3, A, B, C e D).
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Figura 2: Deslocamento vertical e retomada de voo de operarias campeiras de A.
mellifera (africanizada), expostas ao RT, por via oral (A e B) e por via tdpica (C e D),
apos 48 h de experimento. Os quadrados representam os valores medianos dos
estratos para cada tratamento com 0s respectivos primeiro e terceiro quartis. As
mesmas letras (mindsculas) dentro das figuras indicam que ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos (p<0,05) para o teste de comparacdo de multiplos
de Tukey. Os tratamentos foram T1 — Controle (agua); T2 — 25%; T3 — 50%; T4 — 75%;

T5 — 100% da dose recomendada.

6.3.4 Histologia do intestino médio

A exposicdo cronica de abelhas ao RT (T3, T4 eT5), por via oral, afetou
negativamente a altura das células ventriculares do epitélio (intestino médio) das
operéarias. Ja o T2 nao diferiu do grupo controle. A média das alturas do epitélio
intestinal foram 52,7649 pm (T1 - controle), 45,7747 ym (T2), 37,9424 um (T3),
37,6814 (T4) e 30,6295 um (T5 — dose recomendada) (Figura 3).
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Figura 3: Comprimento (um) (x SE) do epitélio do intestino médio de campeiras
de Apis mellifera africanizadas ap6s exposicao cronica, por via alimentar, ao RT. Os
tratamentos foram T1 — Controle (dgua); T2 — 25%; T3 — 50%; T4 — 75%; T5 — 100%
da dose recomendada. As mesmas letras indicam que nao houve diferenca

significativa entre os tratamentos para o teste de Tukey (p<0,05).

Fotomicrografias intestinais (intestino médio) de A. mellifera, do grupo controle
e do T5, apds o contato crénico com alimento contaminado com RT, estdo sendo
apresentadas na figura 4. Identificou-se alguns tipos celulares no epitélio do intestino
médio (EP), como a célula globulares (CG), regenerativa (CR), colunares ou

enterdcitos (CC) e musculo circular (MC) (Figura 4).
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Figura 4: Fotomicrografia do epitélio intestinal (intestino médio) de A. mellifera

africanizada do grupo controle e apds exposicao cronica (144 h) ao RT por via oral. EP —
Epitélio do Intestino médio; CG — Célula Globular (Caliciforme); CC — Célula Colunar ou
enterdcito; CR — Célula Regenerativa; MC —Musculo Circular.

Fonte: Autor

6.4 DISCUSSAO

Verificou-se que o RT afetou a sobrevivéncia das abelhas africanizadas quando
expostas de forma crbnica, por via oral, em concentragdo recomendada pelo
fabricante. J& a exposicao cronica por pulverizacdo e a exposi¢do aguda, por via oral
e topica, ndo afetaram a sobrevivéncia. Uma explicacdo plausivel para estes
resultados, € que a exposi¢cao crénica oral ao GLY tende a ser danosa, para A.
mellifera africanizada, quando comparada a exposicao tépica em condicdes de
laboratério. A contaminacdo oral € considerada a principal forma de contagio das
abelhas pelos agrotoxicos (Sanchez-Bayo e Goka, 2016). Além disso, sabe-se que 0
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GLY tem potencial de reduzir a diversidade da microbiota intestinal de A. mellifera
guando expostas por via oral (Motta et al., 2020, 2018; Motta e Moran, 2020). Estes
microrganismos assumem um papel importante nas respostas imunolégicas contra
patégenos e agrotoxicos, visto que o numero de genes relacionados ao metabolismo
de desintoxicacdo de xenobidticos € menor nas abelhas do que em outros insetos
(Chmiel et al., 2020). Assim, no presente estudo, é provavel que uma exposi¢ao
alimentar das abelhas ao RT por um periodo mais longo, tenha debilitado
acentuadamente a microbiota intestinal as operarias expostas e refletido na menor
sobrevivéncia destas.

O uso excessivo do GLY formulado nos agroecossistemas tem possibilitado o
acumulo deste herbicida, seus metabdlitos e surfactantes, nos ecossistemas o que
pode deixar as abelhas mais expostas (Battisti et al., 2021; Brovini et al., 2021; De
Andréa et al., 2003; Ledoux et al.,, 2020; Nagy et al.,, 2020; Richmond, 2018).
Resultado semelhante foi observado para A. mellifera (ndo africanizada), quando a
exposi¢do cronica (336 h) afetou a sobrevivéncia de operarias adultas alimentadas
com Roundup (93614 mg/L) (Zhu et al., 2017b). Além disso, o presente estudo
também evidencia que, em concentracdes subletais, o formulado RT do herbicida GLY
pode causar danos estruturais na altura do epitélio do intestino médio de A. mellifera
africanizada, apos exposicao crénica por via oral. Utilizou-se este biomarcador pois o
intestino € um 6rgdo de extrema importancia nos estudos de toxicologia, o qual
representa o local de maior interacao entre a abelha e o meio externo, igual em outros
metazodarios (Lee et al., 2017; Malaspina e Silva-Zacarin, 2006).

O intestino médio (ventriculo) das abelhas é formado por um epitélio
uniestratificado e por musculos viscerais (longitudinais e circulares) (Lee et al., 2017).
O epitélio é constituido por quatro tipos celulares: dois sdo células prismaticas, com
microvilosidades voltadas para o lamen intestinal. As células prismaticas caliciformes
sao responsaveis por produzir a membrana peritrofica, localizadas na regido anterior
ao redor da valvula estomodeal, e as outras, sao as ceélulas prismaticas digestivas ou
enterocitos, responsaveis por secretar enzimas digestivas. Os outros dois tipos séo
células basais, regenerativas e as enddcrinas, que se localizam de forma isolada
(Carminda, 2009; Forkpah et al., 2014; Snodgrass, 1956).

O intestino médio das abelhas € responsavel pela digestdo dos nutrientes e
pela maior parte da absorcdo (Carminda, 2009; Lee et al., 2017). Assim, uma

diminuicdo na altura epitelial pode causar um efeito negativo nutricional nas abelhas
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(Burtt e Wigglesworth, 1966; Cruz-Landim, 2009), o pode causar reducao na absor¢cao
dos nutrientes. Além da digestdo e absorcdo, o intestino médio das abelhas é
essencial para defesa imunoldgica e desintoxicacdo (Kurze et al., 2018). Para manter
essas funcgbes, as células danificadas sdo constantemente substituidas através de
divisbes celulares e por apoptose. Estes processos sdo fundamentais para a
homeostase intestinal, por isso, a regulacédo da taxa de proliferacédo e diferenciacao
celular é crucial para a integridade estrutural e funcional do epitélio intestinal (Lee et
al., 2017).

Gregorc e Ellis (2011) observaram que a exposicao crénica de larvas de A.
mellifera ao GLY, pela alimentacdo, causou fragmentacdo do DNA e a ocorréncia
acelerada de apoptose em células do intestino médio. Os autores enfatizam que isso
pode ser um mecanismo de defesa em larvas, mas mesmo em concentracdes
toleraveis, eventos como necrose, danos teciduais no intestino e até mesmo a
mortalidade larval, sédo eventos possiveis de ocorrer. Além do mais, a exposicdo oral
cronica pode causar peroxidacao lipidica, gerar estresse oxidativo (Helmer et al.,
2015; Jumarie et al., 2017) e causar alteracdes no funcionamento de genes
importantes ao processo digestivo (Zhao et al., 2020). Assim, uma hipétese plausivel,
€ a de que os eventos citados acima poderiam estar relacionados aos danos
observados na altura do epitélio intestinal das abelhas africanizadas apds a exposicéo
cronica ao RT.

Foi observado que a exposicdo aguda via oral afetou a capacidade de
caminhada de campeiras de A. mellifera africanizada, mas ndo o deslocamento
vertical e a retomada do voo. Considerando-se, que a capacidade de deslocamento
usando as pernas é essencial dentro e fora da colmeia, espera-se um efeito negativo
0 na atividade das campeiras em realizar suas func¢des. Por exemplo, comprometer
a capacidade de caminhada das campeiras pode reduzir a atividade de forrageamento
no campo (Lopes et al., 2017; Yang et al., 2008) e, consequentemente, diminuir a
capacidade de conseguir recursos alimentares, além de prejudicar o servico de
polinizagédo. Além do mais, estudos tem mostrado que o GLY e seus formulados pode
afetar a capacidade de escalada (Luo et al., 2021) e a capacidade de voo (Abraham
et al., 2018; Balbuena et al., 2015) de A. mellifera n&o africanizada. Comparando-se
aos resultados do presente estudo, duas hipoteses plausiveis poderiam explicar a
diferenca observada, considerando os resultados com abelhas africanizadas e nao

africanizadas: (1) Diferencas inerentes da abelhas africanizadas, a qual se tem
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mostrado mais resistentes comparadas as racas europeias (Calderone, 2012; Calfee
et al., 2020; Guzman-Novoa et al., 2020); (2) Possivel efeito menos danoso do RT
ainda nao testado em racas europeias.

Observou-se também que a exposicao topica (aguda) do GLY a campeiras de
A. mellifera africanizada ndo afetou o deslocamento vertical e retomada de voo. No
entanto, devemos considerar que a absor¢cdo do produto, quando aplicado por via
topica, é mais rapida em comparacao a via alimentar. Por isso, a tendéncia é que a
exposicdo por via tdpica aos agrotoxicos, neste caso ao GLY, leve as abelhas a
desencadearem efeitos subletais nas primeiras 24 h, pois nas 48 h o GLY pode ter
sido metabolizado. Nessa perspectiva, novos estudos que avaliem os efeitos da
exposicdo topica, com 24h de experimento, do GLY em A. mellifera africanizada no
deslocamento vertical e retomada de voo séo interessantes para a compreenséo do
real efeito.

As abelhas podem ter alteracbes comportamentais severas se forragearem
néctar e podlen contaminados com Roundup (Luo et al., 2021). Sabe-se que a
degradacdo do GLY (e metabdlitos) no ambiente é lenta, podendo variar entre dias a
alguns meses (Giesy et al., 2000; Gill et al., 2018). Além disso, dependendo da matriz,
podem persistir por mais tempo do que se imaginava no ambiente, isto porque a
aplicacao de produtos a base de glifosato tornou-se pratica comum, possibilitando o
acumulo deste herbicida, ou de seus metabdlitos, nos ecossistemas (Battisti et al.,
2021; Brovini et al., 2021; De Andréa et al., 2003; Ledoux et al., 2020; Marques et al.,
2021; Richmond, 2018). Além do mais, a selecao de plantas invasoras resistentes ao
GLY, agricultores costumam aplicar doses elevadas, até mesmo dobrar a
concentracéo deste produto, para enfrentar este problema (Abraham et al., 2018). Isso
faz com que as abelhas sejam expostas a altas concentragcdes quando entram em
contato com a planta, pdlen ou néctar durante (ou apés) a pulverizacdo (Abraham et
al., 2018; Battisti et al., 2021; Thompson et al., 2014; Zhu et al., 2015). Além do mais,
produtos formulados a base de GLY também podem ser prejudiciais a outros
invertebrados e vertebrados (Ghisi et al., 2016; Gill et al., 2018), causar doencas em
seres humanos quando usados a longo prazo (Benachour e Séralini, 2009; Luo et al.,
2021; Mesnage et al., 2012; Nagy et al., 2020), o que torna o assunto sempre atual e
relevante.

Neste contexto, os resultados obtidos s&o importantes por contribuirem com

novas informagdes na literatura sobre um formulado de GLY amplamente utilizado no
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Brasil e por auxiliar no entendimento da toxicidade de produtos formulados a base de
GLY sobre as abelhas. Estes resultados reforcam ainda a necessidade de mais
trabalhos nesta area, visto a importancia das abelhas para os ecossistemas, e pelo
fato do GLY ser o principio ativo mais vendido no mundo. Testes realizados em
condicbes de laboratério, sdo de extrema importancia para entender o real efeito do
RT sobre as abelhas africanizadas, mas € importante que estudos complementares
também sejam realizados para um entendimento do efeito deste produto no

desenvolvimento da coldnia, na producao da rainha e das crias.

6.5 CONCLUSAO

A exposicao cronica por via oral, de A. mellifera africanizada ao RT, reduz a
sobrevivéncia na concentracdo recomendada pelo fabricante. Além de causar danos
na espessura do epitélio intestinal (intestino médio) em condi¢cbes de laboratério, na
dose recomendada e diluicbes 50% e 75%. Ja a exposicdo aguda por via oral pode
afetar a capacidade de caminhada em condicdes de laboratério na dose

recomendada. O RT ndo afetou o deslocamento vertical e retomada de voo.
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7 CONCLUSOES

A literatura encontrada mostra que a exposi¢cdo cronica ou aguda, por via
alimentar, tépica ou por contato, do herbicida GLY (puro ou formulado) a
abelhas (solitarias ou sociais) pode desencadear efeitos subletais nestes
insetos.

A literatura encontrada mostra que exposicdo cronica ou aguda pela via
alimentar, contato e pulverizacdo do herbicida GLY (puro ou formulado) a
abelhas (solitarias ou sociais) pode desencadear efeitos letais em doses
ecologicamente relevante e recomendadas pelos fabricantes.

O herbicida GLY (RT - formulado) pode causar mortalidade e danos no
comprimento do epitélio do intestino médio em A. mellifera quando expostas
cronicamente por via alimentar, em condigcbes de laboratorio, na dose
recomendada e diluicdes 50% e 75%. Ja a exposicdo aguda por via oral pode
afetar a capacidade de caminhada. Doses menores do que as recomendadas
pelo fabricante (produto RT) n&o causaram efeito na sobrevivéncia das
abelhas. O RT néo afetou o deslocamento vertical e retomada de voo.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho propds testar a toxicidade do herbicida GLY para as abelhas, e
como resultado, obteve-se informagfes importantes sobre o tema proposto. Este
herbicida € o agrotéxico mais vendido em todo mundo. O surgimento de plantas
invasoras resistentes ao GLY, juntamente com o desenvolvimento de culturas
transgénicas, estimulou os agricultores a dobrar a concentracdo desse produto
durante a aplicacao, ou até mesmo, aplica-lo repetidamente. Isso tem possibilitado o
acumulo de GLY e seus metabdlitos no ambiente. Apicultores integrantes da
associacdo de apicultores de Passo Fundo (Passo Fundo - Rio Grande do Sul),
relatam que nos ultimos anos, as colonias de A. mellifera estdo cada vez com menos
abelhas, 0 que é uma preocupacdao, pois muitos apicultores criam as abelhas préximo
a plantagbes que utilizam produtos a base de GLY. No geral, os apicultores néo
recebem aviso prévio do momento das aplicacdes, e durante a pulverizacdo ou em
contato com uma planta recém pulverizada, de modo gque as abelhas podem se expor
a altas doses desse principio ativo. Nao se pode, portanto, descartar que tal fato esteja
relacionado com o declinio populacional das abelhas, pois os produtos a base de GLY
podem desencadear efeitos letais e subletais (severos) nas abelhas.

Em tal contexto, surge a necessidade de repensar as estratégias de controle
das plantas invasoras, buscando reduzir o uso deste herbicida, utilizando-o somente
quando o numero de plantas invasoras ultrapassar o nivel de dano econdémico, ou
buscar alternativas como o controle biolégico. Isso é um desafio, pois a agricultura
moderna tornou-se dependente do uso de agrotéxicos, inclusive do GLY, para suprir
a demanda alimenticia, uma vez que a populacdo mundial tem crescido
exponencialmente ao longo das décadas.

Os resultados apresentados nesse estudo irdo contribuir para o
direcionamento de novas pesquisas sobre toxicidade do GLY formulado para as
abelhas. Observou-se que o RT causou danos na altura do epitélio do intestino médio
de operarias da abelha A. mellifera africanizada. Isso abre um “leque” de
possibilidades, visto que tal produto também pode desencadear outros problemas
relacionados a morfofisiologia destes animais, por exemplo, do intestino médio. Em
tal contexto, a necessidade de pesquisas que avaliem os efeitos letais e subletais do
GLY, principalmente formulado, é de extrema importancia para o entendimento do

porqué o numero populacional de abelhas vem diminuindo a cada ano. Nesse sentido,
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necessita-se de pesquisas que avaliem a toxicidade do GLY para abelhas nativas e
A. mellifera africanizada. Sendo assim, novos estudos que avaliem o efeito do RT em
outros parametros morfométricos do intestino médio das abelhas africanizadas seriam
relevantes, visto que houve danos no epitélio de revestimento do intestino médio

destes animais, ou até mesmo, bioensaios com outros tecidos corporais.
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9 APENDICES

9.1 APENDICE A — Fotos do Apiario localizado na Unidade de Ensino, Pesquisa e
Extensdo (UNEPE - Apicultura). O apiario contém 52 colbnias, cada uma formada
pela caixa (cinco quadros) e sobrecaixa (cinco quadros) com aproximadamente 9 a

12 mil individuos.

Fonte: Autores
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9.2 APENDICE B - Fotos da montagem dos bioensaios no LABCON da UTFPR-
DV. (A) Gaiolas de PVC (20 cm de altura x 10 cm de diametro) cobertas com tecido
Voil; (B) Sala climatizada (26 ° C £ 2 ° C, UR, 60% * 10%, fotoperiodo de 12 h); (C, D
e E) Alunos da poés-graduacdo durante a montagem dos experimentos; (F) Torre

vertical (35 cm x 35 cm de largura e 105 cm de altura) com luz no apice.

& \
I

Fonte: Autores
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9.3 APENDICE C - Caminho percorrido por abelhas A. mellifera africanizada 48 h
apos a ingestdo de alimentos contendo a dose recomendada do Roundup Transorb
R® (T5) e do grupo controle (T1), gerado pelo software Bee-move (em fase de

registro).

T1 - CONTROL

Fonte: Autores (software Bee-move)



