GLIFOSATO PROMOVE ALTERACOES
COMPORTAMENTAIS E BIOQUIMICAS EM
ABELHAS Apis mellifera LEPELETIER
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RESUMO: O uso de pesticidas, como
o glifosato, para o manejo de pragas e
ervas daninhas vem aumentando. Isto
tem tido um impacto nos polinizadores,
especialmente nas abelhas, uma vez que
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estas sé@o responsaveis por um terco da
polinizacdo dos vegetais cultivados no
mundo. A investigacdo visou as alteracbes
comportamentais e bioquimicas resultantes
da exposicao das abelhas africanizadas a
ingestdo do ingrediente ativo glifosato. A
investigagdo foi conduzida no Laboratério
de Genética Animal e Melhoramento de
Abelhas do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal Rural de Pernambuco
(DZ/UFRPE), e foi dividida em duas fases:
1 - Bioensaio preliminar com tempo de
exposicao de 6 h; e 2 - Bioensaio com
24h de exposicdo. As experiéncias foram
realizadas em ftriplicata, utilizando 90
abelhas operarias nas duas fases. Durante
a execucgao dos experimentos, as abelhas
foram mantidas num ambiente climatizado
com uma temperatura média de 23,9+0,8°C
e umidade de 50%, distribuidas em trés
tratamentos, formando os seguintes grupos:
T1 (controle) - 1:1 60-g de sacarose e 60 mL
de 4gua destilada, T2 (960-puL glifosato) e T3
(1. 920-uL glifosato) adicionados ao xarope
de 120 mL (1:1 60-g de sacarose e 60 mL
de agua destilada). O comportamento das
abelhas foi observado a cada 30 minutos.
As andlises bioquimicas foram lipidos,
acUcar total, glicogénio e proteinas. Foram
observadas alteragbes no comportamento
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das abelhas ap6s 2h de exposigdo, com tratamentos T2 e T3 mostrando desorientagdo e
letargia, estatisticamente diferentes de T1. As primeiras mortes ocorreram nos tratamentos T2
e T3, nas primeiras 6h da experiéncia. Observou-se uma redugéo nos valores de glicogénio
e acucar total nos tratamentos com incluséo de glifosato, o que difere significativamente do
controle. Os valores das proteinas e dos lipidos ndo mostraram diferencas estatisticamente
significativas. Concluiu-se que a ingestéo de glifosato provoca alteragbes comportamentais e
bioguimicas nas abelhas meliferas.

PALAVRAS-CHAVE: Abelhas desorientadas, agrotoxico, herbicida, moléculas nutricionais,
nutricdo.

ABSTRACT: The use of pesticides, such as glyphosate, for pest and weed management is
increasing. This has had an impact on pollinators, especially bees, since they are responsible
for a third of the pollination of the world’s cultivated vegetables. The research aimed at the
behavioral and biochemical changes resulting from the ingestion exposure of Africanized
honey bees to the active ingredient glyphosate. The research was conducted in the
Laboratory of Animal Genetics and Bee Improvement of the Department of Animal Husbandry,
Federal Rural University of Pernambuco (DZ/UFRPE), and was divided into two stages: 1 -
Preliminary bioassay with exposure time of 6 h; and 2 - Bioassay with 24 h of exposure. The
experiments were performed in triplicate, using 90 worker bees in the two stages. During
the execution of the experiments, the bees were kept in a climate-controlled environment
with a mean temperature of 23.9+0.8°C and humidity of 50%, distributed in three treatments,
forming the following groups: T1 (control) - 1:1 60-g sucrose and 60 mL of distilled water,
T2 (960-pL glyphosate) and T3 (1. 920-pL glyphosate) added to 120-mL syrup (1:1 60-g
sucrose and 60 mL of distilled water). The behavior of the bees was observed every 30 min.
Biochemical analyses were lipids, total sugar, glycogen and protein. Changes in bee behavior
were observed after 2h of exposure, with treatments T2 and T3 showing disorientation and
lethargy, statistically different from T1. The first deaths occurred in treatments T2 and T3 in
the first 6 h of the experiment. We observed a reduction in glycogen and total sugar values
in the treatments with glyphosate inclusion, differing significantly from the control. The values
of proteins and lipids showed no statistically significant difference. It was concluded that the
ingestion of glyphosate causes behavioral changes and biochemical in honey bees.
KEY-WORDS: Disoriented bees, agrochemical, herbicide, nutritional molecules, nutrition.

As abelhas s&o responséaveis por cerca de um ter¢co da producdo mundial de
alimentos, sendo consideradas, entre os polinizadores, os mais importantes (FAO, 2022).
Em sistemas agricolas, esses insetos estdo intimamente ligados na polinizagdo de muitas
espécies cultivaveis e, consequentemente, mais suscetiveis a contaminacao por pesticidas
comumente usados nas lavouras. Entre todas as espécies de abelhas afetadas pela
exposicao, a Apis mellifera Lepeletier, também conhecida como africanizada, se destaca,




pois possui perfil generalista na busca de recursos (MOUGA, 2005).

Por ser um importante polinizador em ambientes ndo perturbados, essa espécie
se tornou um modelo experimental na avaliacdo de impacto ambiental de pesticidas. Os
problemas do uso de agroquimicos estdo amplamente divulgados, e sdo comprovados
ter efeitos adversos no comportamento (BALBUENA et al., 2015, FARINA et al., 2019,
DELKASH-ROUDSARI, 2020), imunidade e microbiota intestinal (CASTELLI et al., 2021),
reproducdo (HOOPMAN et al., 2018), desenvolvimento (WU et al., 2011), dentre outros.

Entre os pesticidas, o glifosato € o mais usado no mundo e prevalece nos principais
produtos utilizados em monoculturas como o milho, soja e cana-de-agucar (PIGNATI et al.,
2017). Apesar de ser reconhecido como um produto de baixa toxicidade, ha evidéncias
de impacto pela sua utilizagdo no meio ambiente (GOMES, 2017). Sendo assim, a
presente pesquisa avaliou os efeitos promovidos pela ingestdo do herbicida glifosato no
comportamento de desorientacéo, letargia e morte, como também no perfil de bioquimico de
moléculas como proteinas, lipidios, glicogénio e agicar em abelhas operéarias A. mellifera.

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Genética Animal e Melhoramento de
Abelhas do Departamento de Zootecnia (DZ) e no Laboratério de Fisiologia de Insetos do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE, Recife, Brasil).

As abelhas operarias foram coletadas do apiario experimental do DZ da UFRPE
em recipientes plasticos e transferidas para as gaiolas de observacdo no Laboratério de
Genética Animal e Melhoramento de Abelhas.

A metodologia utilizada foi de Costa et al. (2013) com adaptagbes. Durante a
montagem dos bioensaios, as abelhas foram mantidas em ambiente climatizado com
temperatura média de 23,9+0,8 °C e umidade de 50%. A contaminagéo foi via ingestao.
Os insetos foram transferidos para um tubo de Policloreto de vinila (PVC) de 15 cm de
diametro por 10 cm de altura, apoiados sob um prato Vasart para vaso redondo e tampados
com tecido tipo voil. No interior dos tubos PVC, foi oferecido xarope em uma placa de Petri
de 90x15mm forradas com tela de Nylon, perfazendo os seguintes grupos: T1 (Controle)
1:1 60 g de sacarose e 60 mL de agua destilada; T2: 960 uL de glifosato adicionado a 120
mL de xarope (1:1 60 g de sacarose e 60 mL de agua destilada); e T3: 1.920 uL de glifosato
adicionado a 120 mL de xarope (1:1 60 g de sacarose e 60 mL de agua destilada). O tempo
de exposicao foi de 6 horas e 24 horas, perfazendo as etapas 1 e 2, respectivamente.
Os experimentos foram realizados em triplicata, totalizando a utilizagdo de 90 abelhas




operarias.

O produto comercial utilizado foi o herbicida Roundup® (445 g/L i.a. glifosato,
Monsanto do Brasil LTDA - Sé&o Paulo/SP). Foi utilizada a menor dose de rotulagem indicada
pelo fabricante, onde para cada 100 mL de xarope utilizou-se 1.600 pL do produto, sendo
0 T2 50% da dose minima recomendada e o T3 100% da dose. As abelhas permaneceram
com recipiente de agua nas gaiolas durante a primeira hora e meia do experimento, apos
esse periodo a agua foi retirada.

Os dados comportamentais foram registrados a cada 30 minutos. Os parametros
avaliados foram: i) Abelhas ativas (abelhas com comportamento natural, se movendo
rapidamente); ii) abelhas paradas (ndo apresentavam movimento por curtos periodos);
iii) abelhas desorientadas (voavam em padrdes anormais, confusa, caindo do topo
frequentemente ou ndo conseguindo chegar ao topo da arena); iv) abelhas letargicas
(pouca movimentagao que permaneciam paradas por longos periodos, e/ou com contragdes
involuntarias); v) abelhas ingerindo alimento (sobre a plataforma de alimentacéo; vi) abelhas
mortas (nenhuma reacgédo a estimulos, sem vida).

Para extracdo e quantificagcdo das proteinas soluveis totais, lipideo, aglcar total
e glicogénio, foi utilizada uma abelha em cada amostra para cada tratamento, sendo
obtidas 5 repeticdes. O preparo das amostras (controle e tratamentos) se deu com abelhas
imobilizadas a uma temperatura de 4° C e macerados em 1,0 pyL do tampao fosfato de sédio
(pH 7,4 e 0,1 M). O macerado foi retirado com um pipetador automatico e armazenado
em um microtdbulo devidamente etiquetado. Todo procedimento foi efetuado em baixa
temperatura para evitar a oxidagdo das amostras. Apds esta etapa ocorreu o preparo das
amostras e para isso cada grupo de amostras foi centrifugada por 3 minutos a 3000 rpm.
ApOs a centrifugacéo, foi separado 100 pyL de cada amostra para analise das proteinas
sollveis totais e 200 pL para as analises de lipidio, agucar total e glicogénio.

As proteinas soluveis totais foram determinadas a partir do método de Bradford
(1976). Os 100 pL de cada amostra de macerado foram transferidos para tubos de vidro
de centrifugagéo, adicionando o corante Bradford (0,01% de Comissie Blue G-250; 8,5%
de acido fosférico e 4,7% de etanol) até alcangar o volume de 5 mL. Os tubos foram entéao
homogeneizados em agitador tipo vortex e em seguida permaneceram em repouso por 2
minutos. Posteriormente, foi feita a leitura em espectrofotometro UV visivel/190-1000 nm




Biospectro SP-220 em comprimento de onda de 595 nm. A unidade de leitura utilizada foi
ug/mL.

O conteudo do lipidio, agucar total e glicogénio foram avaliados utilizando o método
de Van Handel (1985a, b), onde 200 pL do macerado homogeneizado foi acrescido 200 puL
de sulfato de sédio e 800 uL de metanol e cloroférmio (proporg¢éo 1:1) e depois centrifugado
a 3000 rpm durante 3 minutos. O precipitado foi usado para a analise de glicogénio e o
sobrenadante foi transferido para um tubo de ensaio onde foram separados os lipidios e
0 acucares. Os lipidios foram analisados espectrofotometricamente usando o método de
acido fosforico-vanilina, enquanto o agucar total e glicogénio pelo método acido sulfarico-
antrona. Posteriormente, foi realizada a leitura em espectrofotometro UV visivel/190-
1000nm Biospectro SP-220 em comprimento de onda de 625 nm. A unidade de leitura
usada foi pg/mL.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os dados
comportamentais e das variaveis bioquimicas foram analisados por meio da estatistica
descritiva e da analise de variancia, verificando-se a diferengca minima significativa entre os
tratamentos pelo teste de Tukey (P<0,05). A andlise discriminante multivariada foi utilizada
com o objetivo de discriminar e alocar os diferentes grupos de tratamentos. Os dados foram
analisados pelo software estatistico R Core Team (2018).

No tempo de avaliagdo de 6 horas, observou-se comportamento de desorientacao
apo6s 2 horas de exposig¢ado no tratamento T2 (4,53+4,25) e T3 (3,46+4,53) e comportamento
letargico apds 2h30min, T2 (5,53+5,07) e T3 (6,46+6,38), apresentando estatisticamente
diferengas significativas em relagéo ao tratamento T1 (controle), no qual as abelhas se
mantiveram ativas durante todo o experimento (Tab. 1, Fig. 4).

Ativa Desorientada Letargica
T 15,00+0,00a 0,00+0,00b 0,00+0,00b
T2 4,92+ 7,04b 4,53+4,25a 5,63+5,07a
T3 5,00+7,07b 3,46+4,53a 6,46+6,38a

*Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey 5%.

Tabela 1 - Médias e desvio padrao do comportamento das abelhas com 6 horas de exposi¢ao aos
tratamentos: T1 (controle), T2 e T3.
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Figura 4 - Analise do comportamento das abelhas com 6 horas de exposi¢do aos tratamentos: T1
(controle) - 1:1 60 g de sacarose e 60 mL de agua destilada; T2: 960 pL de glifosato adicionado a 120
mL de xarope (1:1 60 g de sacarose e 60 mL de agua destilada); T3: 1.920 pL de glifosato adicionado
a 120 mL de xarope (1:1 60 g de sacarose e 60 mL de agua destilada). Os dados comportamentais e

das variaveis bioquimicas foram analisados por meio da estatistica descritiva e da andlise de variancia,
verificando-se a diferenga minima significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (P<0,05)

3.2 Etapa 2

Avaliando-se os resultados quanto ao comportamento das abelhas, verificou-se que
as primeiras mortes (Figura 5) foram nos tratamentos T2 e T3 nas 6 primeiras horas do
inicio do experimento, com a taxa de mortalidade de 0,5% no T1, 1,2% no T2 € 2,7% no T3.
Observa-se também uma maior frequéncia de abelhas ingerindo alimentos nos tratamentos
T2 e T3 (Tabela 2).

Figura 5- A esquerda: abelha morta; No centro: abelhas sobre a plataforma de alimentagéo.
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Horario Ativa Parada Desorientada Letargica Ing. Alim. Morta

T1
Oh-6h 68 27 - - 5 -
6h-12h 18,3 81,7 - - - -
12h-18h 10 86,7 - - 3,3 -
18h-24h 34,3 52 - - 13,2 0,5
T2
Oh-6h 35 7.8 10 13,9 33,3 -
6h-12h 2,4 - 8,3 56,5 31,5 1,2
12h-18h - 5,8 85,9 8,3 -
18h-24h 2,4 - 13 72,8 11,8 -
T3
Oh-6h 34,9 7,2 3,6 21,1 32,1 1,2
6h-12h 6,4 - 0,6 63,5 29,5 -
12h-18h 2,6 - 5,8 89,1 2,6 -
18h-24h 53 - 22,4 56,3 13,2 2,7

Tabela 2 - Frequéncia relativa média do comportamento das abelhas durante o periodo de 6, 12, 18 e
24 horas de exposicao para ingestao dos tratamentos: T1 (controle), T2 e T3.

Avaliando-se o0s resultados das analises bioquimicas verificou-se que houve
diferenca estatistica significativa no perfil bioquimico do glicogénio, onde as médias dos
tratamentos T2 e T3 foram inferiores ao tratamento controle T1 (Tabela 3). Na analise do
acgucar verificou-se que o T1 foi superior e diferiu estatisticamente de T2 e T3, e T2 diferiu
estatisticamente de T3. Os demais tratamentos nao apresentaram diferencas estatisticas

significativas.

Proteina Glicogénio Acucar Lipidio
T 54.88+19.55a 1877.13+55.05a 1509.13+115.09a 19.57+15.29a
T2 75.62+22.48a 1666.75+100.80b 890.50+46.80b 54.14+38.89a
T3 75.03+£5.74a 1649.38+104.69b 574.62+40.28c 58.71+46.67a

*Letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey 5%.

Tabela 3 — Médias e desvio padréo do perfil bioquimico das abelhas por tratamento apés 24 horas de
ingestéo.




Por meio da anadlise discriminante foi possivel verificar a classificagcdo e alocacao
dos grupos por tratamentos bem distintos (Figura 6). Em azul o T1, em vermelho 0 T2 e em
verde o T3, todos eles bem agrupados de maneira distinta.
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Figura 6 - Andlise discriminante do perfil bioquimico dos tratamentos T1 (controle) - 1:1 60 g de
sacarose e 60 mL de agua destilada; T2: 960 pL de glifosato adicionado a 120 mL de xarope (1:1 60 g

de sacarose e 60 mL de agua destilada); T3: 1.920 pL de glifosato adicionado a 120 mL de xarope (1:1
60 g de sacarose e 60 mL de agua destilada) com 24h de experimento.

No Brasil é crescente a taxa de mortandade em massa de abelhas, sendo que
estudos vem demonstrando que essas ocorréncias ndo estao associadas a patégenos ou a
parasitas (PIRES et al., 2016). Uma das principais causas sao em decorréncia dos efeitos
dos agrotoxicos. O Brasil lidera a lista global de perdas de abelhas na América do Sul, além
disso, analises toxicoldégicas em amostras de abelhas vivas e mortas detectaram multiplas
contaminagdes por agrotoxicos (CASTILHOS et al., 2019).

Além dos efeitos letais, os agrotoxicos também podem causar efeitos subletais, seja
no comportamento, na fisiologia, bioquimica, imunidade, reproducgéo, dentre outros. Dentre
todos esses produtos registrados, o glifosato se destaca por seu amplo espectro de acéo e
poder acumulativo e toxicolégico em humanos e animais (BAl & OGBOURNE, 2016).

A desorientacdo e letargia, observadas neste estudo, aumenta a preocupacgéo
por esse herbicida ser amplamente utilizado no Brasil e seu principio ativo esta presente




na formulagdo de muitos outros herbicidas (IBAMA, 2019). O uso intensivo dessas
substancias sintéticas em areas agricolas, tem demonstrado alteragbes na atividade de
voo das abelhas, e consequentemente diminui¢cdo potencial na capacidade dos servicos de
polinizacdo (KENNA et al., 2019). Stanley e Raine (2016), sugerem que o comportamento
de forrageamento em flores pode ser alterado pela exposi¢ao subletal a niveis de pesticidas
em campo. Além do comportamento, a exposicéo a doses subletais também pode alterar
a termorregulacao, afetando a atividade de forrageamento e uma variedade de tarefas na
colmeia, provavelmente levando a consequéncias negativas no nivel da colénia (TOSI et
al., 2016). Assim, € evidente que isso tem implicacdes para o0 sucesso e a sobrevivéncia
das colbnias.

Os niveis reduzidos de glicogénio e agucares totais demonstram efeitos bioquimicos.
Mesmo ndo havendo diminuicdo de glicogénio diretamente proporcional ao aumento
da dose de glifosato, o agrotoxico ocasiona alteragdes nos niveis dessa molécula. Ja o
acucar total, diminuiu proporcionalmente ao aumento da dose. Provavelmente, existem
lesbes celulares importantes no trato intestinal devido a ingestdo do pesticida, isso teria
ocasionado um trade-off, ou seja, um desequilibrio entre desintoxicacao e reparacao de
células, culminando no desbalanco homeostatico fisiolégico e bioquimico (SILVA, 2017).
Para conseguir reestabelecer a homeostase, o organismo dispende de energia que vem
das reservas de glicogénio, que sdo quebradas em moléculas de glicose e/ou convertidas
em trealose para alimentar os tecidos, levando assim a uma diminui¢do tanto nos niveis de
glicogénio analisado quanto nos valores de agUcares totais.

Os resultados desta pesquisa sdo semelhantes ao encontrados na literatura. Nath
(2003), avaliando o potencial téxico de organofosforados de grau comercial no bicho-
da-seda (Bombyx mori), registrou reducdes significativas nas reservas de glicogénio no
corpo gorduroso desses insetos. Costa et al. (2021), também observaram isso no besouro
Anthonomus grandis exposto aos pitretroides lambda-cialotrina e beta-ciflutrina. Neste
mesmo besouro exposto a pimetrozina, ocorreu deplecdo apenas nas taxas de glicogénio,
pois o agucar total aumentou (CUNHA et al. 2015).

O glicogénio e os agUcares totais fazem parte do grupo dos carboidratos (CHAPMAN,
1998), essa classe de biomoléculas, junto com a classe de lipidios, € uma das principais
reservas energéticas presentes no organismo dos insetos. O glicogénio armazenado
na musculatura alar é uma fonte imediata de energia, principalmente para atender as
necessidades do voo. J& 0 armazenado no corpo gorduroso € convertido em trealose
(C,,H,,0,,), um dos principais agucares presentes no corpo dos insetos, para liberagéo na
hemolinfa afim de atender as necessidades do organismo (CHAPMAN, 1998; KLOWDEN,
2007). Portanto, alteragdes nos niveis dessa molécula podem resultar em consequéncias
dréasticas para a sobrevivéncia das col6nias. As taxas de proteinas e lipidios mantiveram-se
inalteradas frente ao glifosato neste estudo, talvez porque o tempo de exposicédo néo tenha

sido suficiente. Além disso, se faz necessario investigar os danos celulares no intestino para




melhor compreenséo destes efeitos, carecendo de pesquisas futuras mais aprofundadas.

Reduc¢des de moléculas nutricionais podem ser um grande problema para o sucesso
reprodutivo, pois a gametogénese e a formacgéo de ovos demanda niveis adequados. Além
disso, a imunidade e capacidade de desintoxicacdo de agrotoxicos depende também de
taxas equilibradas dessas moléculas (KLOWDEN 2007, GULLAN & CRANSTON 2012,
CHAPMAN 1998).

A ingestdo do glifosato, nas doses usadas e nos tempos avaliados, ocasiona
alteragbes comportamentais e modificacbes nos parametros bioquimicos das abelhas
africanizadas.
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