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RESUMO GERAL

As abelhas sdo consideradas eficientes agentes polinizadores, e devido a sua caracteristica
generalista na busca de recursos alimentares disponibilizados pelas plantas, ficam sujeitas a
situacOes desfavoraveis encontradas no ambiente, como os agrotoxicos. Dentre eles, o herbicida
glifosato tem seu uso autorizado na maioria das culturas, sendo o mais comercializado
nacionalmente. Diante disso, objetivou-se com o presente estudo, avaliar a toxicidade do
glifosato a partir de alteracBes no perfil de expressdo génica de abelhas Apis mellifera
africanizadas campeiras por meio de teste de ingestdo. Para isso, abelhas recém-emergidas de
nove coldnias foram marcadas na regido do pronoto e devolvidas as suas respectivas colonias;
apos 21 dias, 180 abelhas no total foram coletadas das col6nias experimentais. Para os testes de
ingestdo, estas abelhas foram acondicionadas em placas Petri perfuradas, onde se mantiveram
em jejum por 3 horas, totalizando seis repeti¢des com cinco abelhas cada, sendo fornecido entdo
0 xarope de mel contendo ou nédo a dose letal (273,93 pg/abelha) e subletal do glifosato (2,73
pg/abelha). Apos 1 e 4 horas de exposicdo, 15 abelhas foram coletadas aleatoriamente para as
analises do transcriptoma do tecido cerebral. O RNA total de cada tratamento foi extraido pelo
método de Trizol. Os genes diferencialmente expressos (DEGs) que apresentaram significancia
estatistica foram considerados quando p-valor ajustado para multiplas comparacées < 0,05 e
|log2 FC| = 2. Apés a exposicdo das abelhas ao alimento contendo glifosato, 691 genes foram
diferencialmente expressos ap6s uma hora, sendo 404 genes para a dose letal e 538 genes para
a dose subletal, com 251 genes expressos em comum para ambas as doses do herbicida. Apds
quatro horas de exposicdo das abelhas, foram diferencialmente expressos 499 genes para a dose
letal e 483 genes para a dose subletal, totalizando 784 genes diferencialmente expressos, sendo
198 genes expressos para ambas as doses. Observou-se que, independente da dose utilizada, o
herbicida glifosato promoveu alteracdes na expressdo de genes relacionados a importantes vias
do sistema nervoso das abelhas na fase de campeiras apds uma hora de exposi¢do. Apos quatro
horas de exposicdo, observou-se mudangas na expressao de genes relacionados a processos
metabolicos e também a organelas intracelulares. Pode-se concluir que o herbicida glifosato
afeta a expressdo génica de abelhas campeiras expostas de forma aguda, podendo interferir na
sua microbiota intestinal, imunidade, sistema cognitivo e, consequentemente, no

desenvolvimento da colonia.

Palavras-chave: agrotoxicos; apicultura; expressdo génica; herbicida.
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ABSTRACT

Bees are considered efficient pollinating agents, and due to their generalist characteristic in the
search for food resources made available by plants, they are subject to unfavorable situations
found in the environment, such as pesticides. Among them, the herbicide glyphosate has its use
authorized in most crops, being the most commercialized nationally. Therefore, the objective
of the present study was to evaluate the toxicity of glyphosate from changes in the gene
expression profile of Africanized field bees Apis mellifera by means of an ingestion test. For
that purpose, newly emerged bees from nine colonies were marked in the pronotum region and
returned to their respective colonies; after 21 days, a total of 180 bees were collected from the
experimental colonies. For the ingestion tests, these bees were placed in perforated Petri dishes,
where they were maintained fasting for 3 hours, totaling six repetitions with five bees each, and
then the honey syrup was supplied with or without the lethal dose (273, 93 pg/bee) and sublethal
glyphosate (2,73 pg/bee). After 1 and 4 hours of exposure, 15 bees were randomly collected for
brain tissue transcriptome analysis. Total RNA from each treatment was extracted by the Trizol
method. The differentially expressed genes (DEGS) that showed statistical significance were
considered when p-value adjusted for multiple comparisons < 0,05 and |log2 FC| > 2. After
exposure of the bees to the food containing glyphosate, 691 genes were differentially expressed
after one hour, 404 genes for the lethal dose and 538 genes for the sublethal dose, with 251
genes expressed in common for both doses of the herbicide. After four hours of exposure of the
bees, 499 genes were differentially expressed for the lethal dose and 483 genes for the sublethal
dose, totaling 784 differentially expressed genes, with 198 genes expressed for both doses. It
was observed that, regardless of the dose used, the herbicide glyphosate promoted changes in
the expression of genes related to important pathways in the nervous system of bees in the
forager stage after one hour of exposure. After four hours of exposure, changes were observed
in the expression of genes related to metabolic processes and also to intracellular organelles. It
can be concluded that the herbicide glyphosate affects the gene expression of acutely exposed
forager bees, which may interfere with their intestinal microbiota, immunity, cognitive system

and, consequently, the development of the colony.

Keywords: pesticide; beekeeping; gene expression; herbicide.
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Considerac0es Iniciais

1. Revisdo de Literatura
1.1  Biologia das abelhas Apis mellifera, sua importancia ambiental, social e

econdmica

O Brasil, segundo Queiroga et al. (2015), oferece condicdes favoraveis para a atividade
apicola em virtude da sua ampla area territorial com flora diversificada e clima tropical
propicio, o que possibilita a maximizacdo da producdo, geracdo de emprego e renda,
principalmente a agricultura familiar. O pais possui aproximadamente 3.000 espécies de
abelhas; no entanto, a subespécie Apis mellifera africanizada, oriunda da hibridizacdo entre
racas europeias (A. mellifera mellifera, A. mellifera ligustica) e africana (A. mellifera
scutellata), é a mais conhecida, amplamente difundida e utilizada comercialmente (SILVA et
al., 2015).

Em uma col6nia de abelhas é encontrada trés diferentes castas (Figura 1), dentre elas,
uma rainha, até 400 zangdes e aproximadamente 30.000 a 80.000 abelhas operarias (WIESE,
2020). Por serem insetos holometabolos, o ciclo de desenvolvimento das trés castas envolve
uma transicdo em etapas distintas numa sequéncia de: ovo, larva, pré-pupa, pupa e inseto adulto;
onde, independente da casta, permanecem trés dias na fase de ovo, seis dias na fase de larva, e
a partir dai as fases de pré-pupa e pupa variam conforme as castas, durando em média sete dias
para rainha, 12 dias para operérias e 15 dias para zangdes, totalizando respectivamente 16, 21
e 24 dias para completar seu desenvolvimento, conforme detalhes da Tabela 1 (BOMFIM et al.,
2017; WIESE, 2020).

FL

20mm 16mm 18mm

Figura 1. Castas encontradas em uma coldnia de Apis mellifera. Fonte: Editado de Bomfim et
al. (2017).
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Tabela 1. Ciclo de desenvolvimento das crias das diferentes castas de uma colonia de Apis

mellifera
TEMPO (dias) ,FASES _
RAINHA OPERARIA ZANGAO
1° a0 3° Ovo Ovo Ovulo
3° Ecloséo do ovo Ecloséo do ovo Ecloséo do ovo
3°%ao0 8° Larva Larva Larva
8° Celula Larva Larva
operculada
89 20 90 A larva tece 0 A célula € operculada; a A célula € operculada; a
casulo larva tece o casulo larva tece o casulo
10° a0 10° % Pré-pupa Pré-pupa Tece o casulo
11° Pré-pupa Pré-pupa
12° Pré-pupa
16°
21°
24°

Fonte: Editado de Bomfim et al. (2017).

Essas trés castas distintas anatomicamente, morfologicamente, fisiologicamente e
comportamentalmente (ROBINSON et al., 1991; WIESE, 2020) apresentam um grande nivel
de organizacdo social para o trabalho a partir da divisao de tarefas na colénia. A rainha é a Gnica
fémea fértil e por isso € responsavel pela postura de ovos fecundados (diploides), dando origem
as abelhas operarias, e ndo fecundados (haploides), originando zangbes em nimeros adequados
para a mantenca do equilibrio populacional da colénia. Além disso, produz feromonios que
indicam sua presenca na colmeia, mantendo a coesédo da colonia (WIESE, 2020). A funcéo do
zangdo é unicamente fecundar as abelhas rainhas virgens nos voos nupciais (WIESE, 2020). J&
as operarias, sdo fémeas inférteis e cabe a elas a realizacdo da maior parte das atividades de
trabalho na colmeia, seguindo uma ordem determinada pela idade ou maturidade fisiol6gica do
individuo, também denominada de polietismo etario ou polifenismo, contudo estdo sujeitas a
mudancas de fungdes de acordo com as necessidades da colénia (FREE, 1980; WIESE, 2020).

Dessa forma, as operarias do primeiro ao terceiro dia de vida realizam atividades como

faxineiras, fazendo a limpeza da colmeia e das células para a postura e armazenagem de
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alimentos; do quarto ao décimo quarto dia desempenham o papel de abelhas nutrizes, sendo
responsaveis pela producéo de geleia real, alimentac&o larval e da rainha; do décimo quarto ao
vigésimo dia sdo encarregadas a producdo de cera e a construcdo de favos, conhecidas como
abelhas engenheiras; aos 20 dias ficam na entrada da colmeia vigiando e defendendo o ninho
contra qualquer invasao, e por isso, sdo denominadas de guardids; e do vigésimo primeiro dia
até o final de suas vidas, se tornam abelhas campeiras, por ser o periodo em que se dedicam na
coleta de alimentos e produtos do campo para a colmeia (WIESE, 2020).

A criacgdo racional destas abelhas é intitulada de apicultura e tem como finalidade a
producdo de pdlen, propolis, cera, geleia real, apitoxina e mel (ASSAD et al., 2019), sendo este
de maior produtividade e 0 mais conhecido popularmente por ser o foco principal da atividade.
De fato, os beneficios econdmicos, nutritivos e medicinais provenientes desses produtos
retratam a relevancia da apicultura (PEREIRA et al., 2003). Entretanto, as abelhas foram
consideradas, pelo Earthwatch Institute em uma reunido da Royal Geographical Society de
Londres, no ano de 2008, os seres vivos mais importantes do planeta Terra (ASOREY, 2019),
sobretudo, por se destacarem como eficientes polinizadoras devido as suas caracteristicas
biolégicas e comportamentais (WOLFF, 2017), mas também pela sua estreita relacdo de
mutualismo com as plantas (PINHEIRO et al., 2014).

As plantas além de servirem como fonte de alimento proteico e energético, como o p6len
e 0 néctar, respectivamente, também disponibilizam de recursos florais, como a resina, para
construcdo de células de cria e ninho, contribuindo para a sobrevivéncia da colénia de maneira
geral; e como via de troca, as abelhas operarias campeiras ao forragear as plantas em busca
destes alimentos e/ou recursos florais, se tornam visitantes frequentes de uma determinada
espécie de planta com flor, promovendo, principalmente, a reproducdo cruzada das mesmas
(PINHEIRO et al., 2014; FREITAS e SILVA, 2015; WIESE, 2020).

A maioria das espécies vegetais que produz flores (cerca de 87%) necessita do processo
de polinizacdo, sendo os insetos importantes polinizadores bidticos da flora do planeta
(FREITAS e SILVA, 2015; BOMFIM et al., 2017). Dentro desse contexto, de acordo com
Freitas e Silva (2015), as abelhas prestam servi¢cos ecossistémicos a partir da polinizacéo de
mais de 50% das plantas das florestas tropicais, mais de 80% do Cerrado brasileiro e 73% das
plantas cultivadas, tornando as abelhas importantes agentes ecologicos e econdmicos, tanto para
ecossistemas naturais quanto para a agricultura (BOMFIM et al., 2017). Essa atuacdo das
abelhas nos ecossistemas naturais auxilia na reproducdo, manutencdo da variabilidade genética
e perpetuacgdo das espécies vegetais, enquanto que nas regides agricolas ela provoca ganhos na

producgdo, como aumentar o numero de vagens ou frutos vingados e a quantidade de gréos por
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vagem, e também interfere na qualidade de frutos e sementes, como na sua massa, formato e
tamanho; aumentando assim a produtividade, lucratividade e rentabilidade do produtor
(FREITAS e SILVA, 2015; BOMFIM et al., 2017; WIESE, 2020).

Embora existam algumas culturas que sdo independentes da polinizacdo, outras, sdo
dependentes de polinizadores ou beneficiadas por eles e contribuem com 35% do volume de
producdo mundial de alimentos, os quais sdo utilizados em larga escala pela sociedade humana
(IPBES, 2016; BOMFIM et al., 2017; BPBES, 2019; COLMEIA VIVA, 2020). Globalmente,
a contribuicdo anual dos polinizadores para as principais culturas diretamente ligadas a estes
agentes e de US$ 212 bilhdes (BOMFIM et al., 2017), e de acordo com a Plataforma Brasileira
de Biodiversidade e Servigos Ecossisttmicos (BPBES) (2019), no Brasil, os servicos
ecossistémicos de polinizacdo para producdo de alimentos sdo estimados em R$ 43 bilhdes por
ano. No entanto, quando se trata das areas naturais e da biodiversidade esse valor ndo é
estimado, visto que 0s servicos ecossistémicos de polinizacdo estdo na base da cadeia alimentar
(BOMFIM et al., 2017).

Além de contribuir para a manutencdo e a preservacdo dos ecossistemas, a cadeia
produtiva da apicultura € uma atividade agropecuéaria capaz de causar impactos positivos tanto
sociais quanto econdmicos, proporcionando geracdo de emprego, fluxo de renda e diversos
produtos de interesse econdémico e alimenticio a humanidade, principalmente no ambiente da
agricultura familiar (PEREIRA, 2003; BOMFIM et al., 2017). Os meios de subsisténcia
baseados na apicultura sdo uma ancora para muitas economias rurais, pois a atividade consegue
ser realizada com um investimento minimo, diversas formas de propriedade apoiam 0 acesso,
o tempo e a localizacdo sao flexiveis, além disso, diversos produtos podem ser vendidos e a
nutricdo familiar e os beneficios medicinais podem ser derivados dela; e existem inimeras
ligacGes com institui¢Oes culturais e sociais (IPBES, 2016).

Segundo dados do relatoério divulgado pela Plataforma Intergovernamental de Servigos
Ecossistémicos e Biodiversidade (IPBES) (2016), mundialmente, 81 milhdes de colmeias
produzem por ano 65.000 toneladas de cera de abelha e 1,6 milhdo de toneladas de mel, das
quais aproximadamente 518.000 toneladas sdo comercializadas. Para a sociedade, 0s
polinizadores sdo uma fonte de maultiplos beneficios além do fornecimento de alimentos,
contribuindo diretamente para medicamentos, biocombustiveis, fibras, materiais de construgéo,
instrumentos musicais, artes e oficios e como fontes de inspiracao para arte, musica, literatura,
religido e tecnologia.

A espécie Apis mellifera, por possuir um perfil generalista na busca de recursos

alimentares, percorrendo em média trés quilémetros (BOMFIM et al., 2017), esta sujeita a
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alcancar plantacGes de culturas que utilizam agrotoxicos, e se contaminar a partir do contato ou
ingestdo dessas substancias que podem ser prejudiciais a elas, trazendo consequéncias
individuais e quanto col6nia também. A reducdo nas populacGes de abelhas ou até mesmo a
morte delas pela contaminacdo por agrotdxicos impede a producdo de mel e derivados
(CARNEIRO et al., 2015), e afeta a polinizagdo, provocando sérios prejuizos econémicos da
atividade, pois para a maioria das espécies de plantas, sem esses agentes polinizadores ndo seria
possivel produzir sementes, grdos, améndoas, castanhas, frutas, vagens, folhagens, raizes, 6leos
vegetais, esséncias, corantes naturais, dentre outros (BOMFIM et al., 2017). Além disso, é
importante considerar que estes insetos ajudam a manter a variagdo de espécies de plantas
(CARNEIRO et al., 2015) e a reducdo ou até mesmo a extin¢ao das espécies afetam a biomassa
geral do ecossistema (SANCHEZ-BAYO e WYCKHUYS, 2019), uma vez que as abelhas sdo
constituintes da base da cadeia alimentar que mantém o equilibrio (FREITAS e SILVA, 2015).

1.2 Agrotoxicos

Os agrotdxicos, segundo a Lei N° 7.802, de 11 de julho de 1989 (art. 2°, inciso 1), sdo
produtos quimicos, fisicos ou bioldgicos utilizados para controlar seres vivos considerados
danosos a flora e a fauna (BRASIL, 1989). Além dessa terminologia, também pode ser
conhecido como pesticidas, praguicidas, defensivos agricolas, agroquimicos ou produtos
fitossanitarios; no entanto, a legislacdo brasileira utiliza o termo agrotéxico como padrdo
(SCHIESARI, 2012). Estes, sdo divididos pela classe de uso considerando o seu alvo, sendo 0s
herbicidas utilizados para controlar plantas daninhas, inseticidas para controlar insetos-praga,
fungicidas para fungos, bactericidas para bactérias, acaricidas para acaros, dentre outros
(SCHIESARI, 2012; INCA, 2021).

De acordo com o Art. 39 da Resolucédo da Diretoria Colegiada - RDC n° 294, de 29 de
julho de 2019, os agrotoxicos sdo classificados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) em funcdo da sua toxicidade aguda, em: Categoria I, produto extremamente toxico
(faixa vermelha); Categoria Il, produto altamente toxico (faixa vermelha); Categoria IlI,
produto moderadamente toxico (faixa amarela); Categoria 1V, produto pouco téxico (faixa
azul); Categoria V, produto improvavel de causar dano agudo (faixa azul); e Nao Classificado,
produto n&o classificado (faixa verde) (BRASIL, 2019).

Os agrotoxicos também possuem uma classificacdo baseada no seu potencial de
periculosidade ambiental (PPA), que é de responsabilidade do Instituto Brasileiro do Meio

Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), segundo disposi¢Oes da Portaria 84,
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de 15 de outubro de 1996, em: Classe I, produto altamente perigoso; Classe 11, produto muito
perigoso; Classe 11, produto perigoso; e Classe IV produto pouco perigoso (IBAMA, 1996).
Todavia, o Projeto de Lei 6299/02 (Pacote do Veneno) que flexibiliza ainda mais o uso de
agrotoxicos no pais estd em tramitacdo no Senado Federal para revogar a lei atual sobre
agrotoxicos (Lei 7.802/89), ja tendo sido aprovado pela Camara dos Deputados; o projeto prevé,
entre outros pontos, centralizar ao Ministério da Agricultura (MAPA) as tarefas de fiscalizacao
e analise dos pesticidas, desautorizando da Anvisa e Ibama (PIOVESAN, 2022).

Em um contexto mundial, no ano de 2019 o Brasil se destacou como terceiro maior
usuario de agrotoxicos, sendo a China lider desse ranking, seguida dos Estados Unidos da
América (FAO, 2019). Conforme boletim do IBAMA (2020), a quantidade de agrotéxicos
comercializados no Brasil vem aumentando desde o ano de 2009, passando de 306.785,10
toneladas para 686.349,87 toneladas em 2020, o que representa um aumento de
aproximadamente 223,72%. Dentre as classes de uso os herbicidas s&o considerados 0S
principais agrotoxicos comercializados nacionalmente, ocupando 60,29% (413.833,41 ton.) do
total de agrotdxicos, seguido dos fungicidas (15,82%) e inseticidas (11,76%) (IBAMA, 2020).
Outros dados do Instituto demonstram que o glifosato e seus sais lideram a lista dos dez
ingredientes ativos mais comercializados no pais no ano de 2020, com 246.017,51 toneladas,
correspondendo a aproximadamente 35% do consumo total de agrotdxicos no Brasil.

E inegavel que o auxilio de tecnologias em campo, incluindo os agrotoxicos, tem
proporcionado aumento da produtividade agricola, tornando o pais reconhecido mundialmente
pelas suas grandes safras (MORAES, 2019). Entretanto, sequndo Carneiro et al. (2015), este
aumento é decorrente da expansao de culturas, crescente resisténcia de plantas daninhas, fungos
e insetos, e aumento de doencas nas lavouras, 0 que demanda a aplicagao crescente e constante
destes agrotdxicos, principalmente de herbicidas, como o glifosato.

O emprego de agrotoxicos acarreta na contaminacdo de diferentes compartimentos
ambientais por tempos variados; no ar, por exemplo, tal contaminacdo é decorrente dos
mecanismos de aplicacdo na pulverizacdo em forma de aerossois, podendo ser carreado com
maior intensidade pelos ventos quando pulverizado por avides. Ja no solo, pode decorrer do
descarte inadequado e/ou derramamento do produto, que por lixiviacdo podem alcancar o lencol
freético, e por conducdo das aguas de chuva podem atingir as aguas subterraneas, resultando
em alteragGes na fauna, flora e desequilibrio ecologico, trazendo maiores problemas a propria
agricultura a partir da proliferacdo de pragas e doencas e impactos diretos na manutengédo de
todos os polinizadores, inclusive as abelhas (AUGUSTO et al., 2015).
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De acordo com o Manual do IBAMA, redigido por Cham et al. (2020), a capacidade de
uma substancia ou produto em causar efeitos prejudiciais em determinado organismo refere-se
a toxicidade, e um dos parametros utilizados para mensura-la, realizado por meio de testes
ecotoxicoldgicos com espécies de interesse, € a determinacdo da Dose Letal (DLso), que
representa a quantidade estimada de um ingrediente ativo (I.A) que estd associada com a
mortalidade de 50% da populacéo testada, a partir da ingestdo ou do contato com o produto, em
um periodo de no maximo 96h.

Baseada na toxicidade dos agrotdxicos, a exposicdo das abelhas pode ser aguda ou
cronica, sendo que para os testes agudos, as abelhas sdo submetidas a uma dose superior ou
igual a DLso com o intuito de avaliar o efeito de uma Unica exposicdo do agente estressor em
um curto espaco de tempo (CHAM et al., 2020). Por outro lado, para investigar os efeitos
crénicos, as abelhas sdo expostas repetidamente a niveis subletais do estressor (doses inferiores
a DLso) em um periodo maior de vida do organismo ou em estagios de vida mais criticos, como
na fase larval (CHAM et al., 2020). Neste caso, segundos estes autores, € avaliado a maior dose
na qual ndo se observou nenhum efeito, ou a menor na qual foi possivel observar algum efeito.

As abelhas campeiras ao sairem para forragear, entram em contato com praticamente
todas os compartimentos do meio ambiente (agua, solo, ar, vegetacao) ficando expostas a riscos
ambientais que podem causar efeitos adversos resultantes da agdo de um agente estressor
(LIMA e ROCHA, 2012; CHAM et al., 2020). Assim sendo, 0S recursos essenciais para a
mantenca das abelhas e construcdo das col6nias sdo contaminados pelo uso de agrotoxicos, dos
quais o néctar e o pdlen séo alimentos coletados para suprir as exigéncias da col6nia e garantir
0 armazenamento destes para periodos de escassez de floradas (LIMA e ROCHA, 2012).

Em campo, existem dois cenarios de exposicdo das abelhas aos agrotdxicos: a area
tratada (in crop), onde é realizado o plantio de culturas de interesse com aplicacdo de
agrotoxicos, e fora da area tratada (off crop), a qual ndo faz parte do cultivo, mas por estar
localizada na area adjacente pode ser atingida pela aplicacdo do produto na area tratada (CHAM
et al., 2020). Em tais cendrios, as abelhas ficam susceptiveis a intoxicacdo pelos agrotoxicos
por diferentes vias, sendo que as principais sdo por contato direto, indireto e ingestéo
(SANCHEZ-BAYO e GOKA, 2014; CHAM et al., 2020).

Nas areas agricolas (in crop), as campeiras podem se contaminar diretamente pelo
contato com as particulas suspensas provenientes da pulverizacao dos agrotoxicos; pelo contato
com residuos encontrados nas superficies que foram atingidas pela deposi¢&o do produto, como
folhas, resinas, polen, solo e exsudatos; pela ingestdo de néctar, polen e 4gua contaminados a

partir da deposicdo do produto aplicado por pulverizacdo ou pela translocacdo do produto
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aplicado nas sementes, no tronco ou no solo; e ainda pela inalagcdo de goticulas dos agrotoxicos
(LIMA e ROCHA, 2012; CHAM et al., 2020). Segundo Lima e Rocha (2012), os agrotdxicos
sistémicos quando aplicados sédo absorvidos pelo tecido vegetal, incluindo o que compde o gréo
de pdlen, tornando real a provavel contaminacdo do néctar e polen.

Jé& fora da é&rea tratada (off crop), a contaminagdo durante o forrageamento acontece
diretamente pelo contato com a deriva da pulverizagdo e/ou da poeira originéria da semeadura
de sementes tratadas; essa deriva pode atingir superficies nas quais as abelhas podem entrar em
contato com os produtos, assim como podem ingerir o néctar e o pélen contaminados por essa
mesma via de deposicao, e ainda, estar expostas pela translocacdo de residuos do produto que
foi aplicado no solo (CHAM et al., 2020).

Diferentemente das abelhas que realizam o forrageamento, as que ficam na coldnia
desempenhando outras fungdes podem se intoxicar cronicamente por meio de recursos vegetais
trazidos e estocados na coldnia que contém doses subletais de diferentes agrotoxicos (CHAM
et al., 2020). De acordo com Lima e Rocha (2012), véarios agrotdxicos sdo absorvidos pelos
lipidios dos grdos de polen e sua toxicidade pode permanecer por tempo prolongado no
alimento, resultando na contaminacdo das abelhas coletoras e na introducdo do recurso
contaminado na col6nia, afetando as larvas ao longo do processo de alimentacéo pelas abelhas

nutrizes.

1.3  Caracteristicas gerais do herbicida glifosato

O glifosato é um é&cido organico fraco pertencente ao grupo quimico das glicinas
substituidas, que consiste em trés grupos funcionais, um fosfonato, um amino e um carboxilato,
tendo como nome quimico “N-(phosphonomethyl)glycine”, cuja férmula molecular ¢
C3HgNOsP e sua formula estrutural € demonstrada na Figura 2 (EL-SEBAE et al., 1994; LIMA
etal., 2019; ANVISA, 2021).
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Figura 2. Formula estrutural do herbicida Glifosato [N-(phosphonomethyl)glycine]. Fonte:
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA.

Esse ingrediente ativo é um potente herbicida inibidor-enziméatico (TONI et al., 2006)
utilizado para controle de plantas daninhas em diversos ambientes, tanto agricolas (uso em
plantas infestantes de culturas) quanto ndo agricolas (aplicagdo em margens de rodovias e
ferrovias, péatios industriais, etc.) e também como domissanitario (jardinagem amadora)
(ANVISA, 2021). E classificado como ndo-seletivo e de amplo espectro, o que possibilita um
controle tanto de monocotileddneas como de dicotiledéneas, apresenta acdo sistémica na planta,
sendo translocado principalmente via floema para os tecidos meristeméticos e, além disso, é
usado em pos-emergéncia das plantas infestantes e como dessecante (CARVALHO, 2013),
onde sua aplicacdo é feita geralmente por meio da pulverizagdo, sendo absorvido pelas regides
clorofiladas (folhas e tecidos verdes), principalmente pelas folhas, a partir das quais se espalha
por toda a planta (KRUSE et al., 2000), cuja eficiéncia depende da retencdo da molécula na
superficie foliar, da penetracao foliar, da translocacdo na planta até o sitio de acdo e da inibicdo
da enzima-alvo (KIRKWOOD e MCKAY, 1994).

O mecanismo de acdo do glifosato na planta (Figura 3), bem como em fungos e a maioria
das bactérias, se da por inibicdo da enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPS)
por competicdo pelo substrato fosfoenolpiruvato (PEP), os quais participam da via de
metabolizac¢do do acido shiquimico (KRUSE et al., 2000; ROMAN et al., 2005; BATTISTI et
al., 2021). Esta, quando ndo ativada interfere na sintese de corismato e no controle da entrada
de carbono na via shikimato (GEIGER e FUCHS, 2002) ocasionando um bloqueio na
biossintese de aminoacidos aromaticos essenciais (fenilalanina, triptofano e tirosina)
(AMARANTE JUNIOR et al., 2002) que produzem a maior parte da massa seca da planta
(GEIGER e FUCHS, 2002) e influenciam diretamente na sintese proteica e produgdo de
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compostos secundarios que atuam como precursores (YAMADA e CASTRO, 2007). Eventos
relacionados com a desregulacdo da rota do &cido shiquimico prejudicam a formacdo dos
tecidos da planta, resultando em parada do crescimento, disfuncdo celular e consequentemente
morte lenta da mesma (AMARANTE JUNIOR et al.,, 2002; GEIGER e FUCHS, 2002;
YAMADA e CASTRO, 2007).

CLOROPLASTO CITOSOL

Via do Acido Chiquimico

Shiquimato
Shiquimato 3-P o
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Figura 3. Representacdo do mecanismo de acé@o do glifosato na planta por meio da rota do
acido chiguimico. (A) Via do acido chiquimico com suas respectivas reacdes
quimicas sem a atuacdo do glifosato, com a formacao de aminoécidos aromaticos (aa
aromatico); (B) Via do acido chigquimico com a atuacdo do glifosato impedindo acédo
da enzima EPSPs por competicdo com o PEP (fosfoenolpiruvato); (1) enzima
5enolpiruvilshiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPs). Fonte: Adaptado de Geiger e
Fuchs, 2002; Roman et al., 2005.

Segundo a AGROFIT (2021), existem diversos produtos autorizados para
comercializacdo com diversas formulagdes contendo o glifosato, os quais possuem uma ampla
utilizacdo agricola em variadas culturas, sendo 73 culturas autorizadas pela ANVISA (2021).

Quando o glifosato € pulverizado, parte do produto € absorvido diretamente e fica na
planta-alvo, e parte é conduzido para o solo (GALLI e MONTEZUMA, 2005), onde pode sofrer
0s processos de degradacdo e/ou adsor¢cdo (MORAES e ROSSI, 2010), podendo ainda ser
mineralizado, imobilizado ou lixiviado; no entanto, ndo sofre volatilizacdo consideravel por
possuir baixa pressédo de vapor (BAl e OGBOURNE, 2016).
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A rota de degradacdo do glifosato no solo é realizada predominantemente pela flora
microbiana por processos aerdbicos e anaerdbicos, sendo a mineralizagdo considerada o
mecanismo primario desta degradacdo, tendo o produto utilizado como fonte de energia e
fosforo para os microrganismos a partir de duas rotas catabdlicas, resultando na producao do
acido aminometilfosfonico (AMPA) como principal metabolito, sob acdo das bactérias
Anthrobacter atrocyaneus e Flavobacterium sp. e do préprio metabolismo da planta; sarcosina
como metabdlito intermediario na rota alternativa por acdo da bactéria Agrobacterium
radiobacter ou da Enterobacter aeroneges (enzima C-P liase) (a sarcosina entra no
metabolismo destes microorganismos e de outros, degradando-se); entre outros compostos
(KRUSE et al., 2000; AMARANTE JUNIOR et al., 2002; GALLI e MONTEZUMA, 2005;
BOHM e ROMBALDI, 2010; BAl e OGBOURNE, 2016).

A disponibilidade de carbono orgéanico (C) labil no solo influencia as atividades
microbianas, mas nem sempre 0 aumento deste pode estimular a agdo dos microrganismos e de
mineralizacdo devido a sor¢do do glifosato ser aumentada pela matéria organica do solo. Para
0 meio ambiente, 0 aumento da adsorcdo do glifosato ao C organico é interessante, pois retarda
a lixiviagéo e permite a liberacéo e degradacéo gradual no solo, porém a aplicacéo frequente do
herbicida pode saturar o sistema organico de C (BAl e OGBOURNE, 2016).

Carvalho (2013) afirma que o glifosato no solo se encontra na forma anionica, com
tendéncia a ficar na fase liquida e ser absorvido pelas plantas ou ser lixiviado; porém seu
coeficiente de adsorcdo é tdo alto que quando entra em contato com o solo é rapidamente e
fortemente adsorvido, ndo sendo absorvido pelas raizes nem lixiviado. No entanto, a alta
adsorcdo é dependente do baixo pH e concentracdo de fosfato, alta matéria organica e teor de
argila, e altas concentragdes de Al e Fe no solo (PRATA et al., 2000; BAI e OGBOURNE,
2016). Por outro lado, estes autores descrevem que caso estas caracteristicas do solo estejam de
maneira opostas, ha uma diminuicao na capacidade de adsor¢do causando como consequéncia
0 aumento da lixiviagéo.

Devido a essas possibilidades, a permanéncia do glifosato no ambiente (meia-vida) pode
variar dias ou meses, a depender das propriedades do solo e condi¢bes ambientais varidveis
(BAl e OGBOURNE, 2016). A partir de uma revisao realizada por estes autores, onde foram
compilados trabalhos com diferentes tipos de solo e coeficientes de adsorc¢do, o tempo de semi-
vida do glifosato e do seu principal metabolito (AMPA) encontrados pode ser duradouro,
variando entre 0,8-151 e 10-98 dias, respectivamente. J4, segundo Galli e Montezuma (2005),
afirmam que a meia-vida média (tempo médio necessario para que a metade da quantidade

aplicada do produto seja degradada) é de 32 dias.
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De acordo com a ANVISA (2021), o glifosato é classificado como pouco tdxico
(Categoria IV) a saude humana na modalidade de jardinagem amadora e para as demais ndo
apresenta classificacdo. Apesar disso, a Agéncia Internacional de Pesquisas em Céancer (IARC)
da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (2017) classificou 0 mesmo como provavel
carcinogénico para humanos (Grupo 2A), como também, concluiu que h4 fortes evidéncias de
genotoxicidade. Recentemente, segundo a Nota Técnica N° 12 emitida pela ANVISA (2020)
sobre a reavaliacdo do herbicida glifosato, este ingrediente ativo ndo apresenta caracteristicas
mutagénicas (mutacbes no DNA), teratogénicas (embrides ou fetos) e carcinogénicas
(cancerigeno), ndo é desregulador enddcrino (ndo afeta o sistema hormonal) e ndo é toxico para
a reproducdo, o que demonstra divergéncia entre as avaliagbes. Em relacdo ao potencial de
periculosidade ambiental, o glifosato é considerado um produto perigoso ao meio ambiente
(Classe I11) (AGROFIT, 2021).

1.3.1 Efeitos do glifosato em abelhas

Embora os agrotdxicos produzidos sejam projetados para permitir acoes cada vez mais
especificas contra determinados tipos de organismos, ainda podem afetar indiscriminadamente
outros individuos de diferentes tdxons, levando principalmente a efeitos subletais e de longo
prazo. Cox (1995) afirma que embora ndo seja esperado para um herbicida, a exposicéo de
animais ao glifosato, incluindo insetos benéficos, passaros, peixes e minhocas, causa danos e
até mesmo a reducéo de suas populacdes mesmo em baixas concentragdes.

Além disso, atualmente, outros pesquisadores também tém mostrado por meio de suas
publicacGes, que o uso do glifosato pode afetar organismos néo-alvo e causar efeitos negativos,
como em peixes (ARMILIATO etal., 2014; PANETTO et al., 2020), crustaceos (AVIGLIANO
et al.,, 2018; CANOSA et al., 2019; PALA, 2019), anfibios (PAGANELLI et al., 2010;
WAGNER et al., 2016), ratos, camundongos (BALI et al., 2019; ROS et al., 2020), e em
humanos (GASNIER et al., 2009; THONGPRAKAISANG et al., 2013; CONNOLLY et al.,
2020).

Para as abelhas a Unica problematica encontrada pela utilizacdo de herbicidas estava
associada a reducéo da diversidade floral, as quais poderiam servir como locais para nidificacdo
e fontes de alimentos (pdlen e néctar) para as abelhas, fazendo com que as populagdes desses
insetos tivessem prejuizos na sua manutencdo (MONQUERO e OLIVEIRA, 2018; GUPTA et
al., 2019). No entanto, a partir de estudos ja realizados com a espécie de abelhas Apis mellifera,

evidenciou-se que a exposicao das abelhas ao herbicida glifosato pode causar alteracbes em
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aspectos comportamentais, fisioldgicos, de desenvolvimento, genéticos e, consequentemente,
produtivos (BOILY et al., 2013; HERBERT et al., 2014; BALBUENA et al., 2015; HELMER
et al., 2015; JUMARIE et al., 2017; DAI et al., 2018; VAZQUEZ et al., 2018; VAZQUEZ et
al., 2020a; VAZQUEZ et al., 2020b; MOTTA et al., 2022). Também existem estudos cientificos
demonstrando efeitos prejudiciais do glifosato na sobrevivéncia e atividade de voo de abelhas
nativas e mamangavas, que levam ao comprometimento do crescimento da colonia, do
forrageamento e, por consequéncia, da polinizacdo (ABDALLA et al., 2016; SEIDE et al.,
2018; NOCELLI et al., 2019).

Para agrotdxicos sistémicos com aplicacdo foliar, como € o caso do glifosato, o tempo
de exposicdo pode ser maior quando comparado aos agrotoxicos nao sistémicos, aumentando a
possibilidade de contaminacdo das abelhas pelas vias de contato direto, indireto e por ingestéo,
causando modificacdes em atributos relacionados ao tamanho da populacéo e estabilidade das
coldnias devido a uma provavel reducdo da forca e sobrevivéncia, fecundidade da rainha,
sucesso do ninho e sobrevivéncia individual, além de acarretar em alteracbes comportamentais;
a quantidade e qualidade dos produtos da colmeia também sdo afetados pela reducdo da
producdo de mel, cera e propolis; e por fim, a contribuicdo a biodiversidade de polinizadores
fica comprometida em virtude da reducédo da riqueza e abundancia de espécies (CHAM et al.,
2020).

Em pesquisas utilizando amostras de mel, cera e pdo de abelha, analisados por diferentes
técnicas, foram detectados residuos quanto ao herbicida glifosato (RUBIO et al., 2014; BERG
et al., 2018; THOMPSON et al., 2019; EL AGREBI et al., 2020; SOUZA et al., 2020), o que
possibilita inferir que os produtos apicolas podem ser usados como bioindicadores para
descrever os impactos ambientais resultantes do uso de pesticidas e gerar dados para avaliar 0s
riscos para a satde humana pelo consumo desses produtos contaminados.

Sendo assim, para entender a influéncia do herbicida glifosato sobre as abelhas A.
mellifera, Boily et al., (2013) utilizaram abelhas engaioladas e, em seu estudo, encontraram
ligeira diminuigéo na atividade de acetilcolesterase (AChE) em resposta ao glifosato. Herbert
et al. (2014) realizaram um teste de extensdo da proboscide e verificaram que, tanto a presenca
de concentragdes subletais quanto letais de glifosato, afetaram a capacidade de resposta
gustativa a sacarose e o desempenho de aprendizado para 0s grupos expostos a dose realistas
de campo, tornando ineficiente a coleta de recursos; apesar disso, ndo foi encontrado nenhum
efeito sobre a atividade locomotora de forrageamento e dancga nestas abelhas, sugerindo que o

glifosato é levado a colmeia e disseminado entre os individuos ali presentes.
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No estudo de Helmer et al. (2015), foram avaliados niveis de antioxidantes e
peroxidacdo lipidica, mas ndo foi observada relacdo entre eles; no entanto foi encontrado
alteracdo no sistema carotenoide-retindide das abelhas por doses subletais também realistas em
campo, ocasionando diminuicao nos niveis de y-caroteno e no seu derivado all-trans-retinol (at-
ROH), podendo influenciar no metabolismo de carotenoides ou retindides. Também foram
observados pequenos decréscimos nos niveis de proteina, e essa deplecdo pode impactar sua
funcionalidade e levar a deterioracdo do estado fisico do organismo. Ja em outro estudo, o
glifosato misturado com atrazina, cddmio e ferro afetou diferentes etapas na via de
metabolizacdo da vitamina A, e a mistura dos herbicidas promoveu a peroxidacéo de lipidios
(aumento de 30 a 40%) nas abelhas contaminadas com doses ambientalmente relevantes
(JUMARIE et al., 2017).

Balbuena et al. (2015) verificaram que as abelhas A. mellifera alimentadas com solugédo
de xarope contendo 10 mg/L de glifosato passaram mais tempo realizando voos de regresso e
indiretos para a colmeia, prejudicando sua capacidade cognitiva necessaria para recuperar e
integrar informacdes espaciais para retornar a colmeia com sucesso. Segundo Vazquez et al.
(2020a), as habilidades cognitivas estdo relacionadas a quantidade e a qualidade do sono das
abelhas, por isso, ao avaliarem a exposicdo das abelhas ao glifosato (50 ng), observaram
diminuig&o na atividade antenal e na frequéncia do sono.

A sobrevivéncia de cria exposta cronicamente ao glifosato a 4mg/L e 20 mg/L foi
reduzida, bem como o peso das larvas a 0,8 ou 4 mg/L de glifosato, enquanto o glifosato a 20
mg/L afetou as comunidades bacterianas intestinais de abelhas recém-emergidas, alterando sua
diversidade e riqueza de espécies, sugerindo que altas concentracdes de glifosato sdo deletérias
para abelhas imaturas (DAI et al., 2018). Os resultados do estudo de Vazquez et al. (2018)
mostraram que o glifosato é um estressor que afeta o desenvolvimento larval, tardando a muda
e reduzindo o peso das mesmas.

Motta et al. (2018), utilizando abelhas operérias, também estudaram a influéncia do
glifosato na microbiota intestinal, e seus resultados demonstraram que esse herbicida afeta a
composi¢do da microbiota intestinal benéfica, potencializando problemas a saude das abelhas,
tornando-as mais suscetiveis a estressores ambientais, incluindo mé nutricao e patdgenos. Blot
et al. (2019) observaram alteragdes na abundancia dos principais taxons bacterianos,
demonstrando efeitos subletais na microbiota intestinal das abelhas pela exposi¢éo ao glifosato.
Porém, quando submetidas a esporos do parasita intestinal Nosema ceranae nao foram
observados efeitos significativos a esta infec¢do parasitaria. Motta e Moran (2020) trabalharam

com abelhas recém-emergidas (estagio em que adquirem a microbiota) e com operarias com a
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microbiota intestinal j& estabelecida e puderam verificar que, independente da idade ou periodo
de exposicao, as doses subletais de glifosato (0,04 a 1,0 mM) afetaram a microbiota intestinal
das abelhas testadas.

Faita et al. (2018), avaliando a exposicdo de concentracdes subletais em abelhas
operarias nutrizes, constataram que o herbicida causou alteracdes na ultraestrutura celular das
glandulas hipofaringeas, levando a uma regressdao das glandulas, mas sem alteragdes na
quantidade de geleia real produzida, e degeneracdo precoce do reticulo endoplasmatico rugoso
(RER) compativel com o envelhecimento. Além disso, alteracdes morfoldgicas e estruturais
também foram encontradas nas mitocondrias, podendo fazer com que suas funcdes
bioenergéticas sejam diminuidas e, por consequéncia, desencadear outros danos celulares
relacionados a deplecdo de ATP, como a apoptose. Nos dados encontrados por Gregorc e Ellis
(2011) o glifosato induziu elevada morte celular apoptética em glandulas salivares, ovarios e
no intestino médio de larvas de abelhas na concentracéo de 400 ppm.

Vazquez et al. (2020b), utilizaram larvas de abelhas expostas cronicamente (120h) ao
herbicida glifosato e fizeram uma abordagem transcriptdmica para avaliar o perfil de expressao
génica destas abelhas testadas, e a partir dos seus resultados, foi possivel observar que, embora
29% apresentaram-se assintomaticas, 19 transcritos, ligados principalmente a resposta
defensiva e aos processos de metabolismo intermediario, foram diferencialmente expressos.
Além disso, as funcionalidades foram ligadas a enzimas com atividade catalitica e redox,

sugerindo que houve aumento do catabolismo e metabolismo oxidativo em larvas de abelhas.

1.4 Genética molecular: técnicas de analises de expressao génica

A biologia molecular é um campo de estudo amplo que abrange areas da biologia,
quimica, genética e bioquimica, tendo como foco o estudo da estrutura e funcdo do material
genético, investigando as interacdes entre os diversos sistemas celulares, incluindo a relacéo
entre os &cidos nucleicos — acido desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico (RNA) — e
sintese proteica (SCHAEFER, 2006). A genética e a engenharia genética dispdem de
ferramentas para obtencéo, identificacdo e caracterizacdo de genes, permitindo compreender
sua funcdo individualmente em células e organismos (SCHAEFER, 2006; ALBERTS et al.,
2017).

A genética molecular se desenvolveu depois que Watson e Crick descreveram a
estrutura da molécula de DNA em 1953, apresentando o padrdo mais comum de ligagdo de

hidrogénio entre bases nitrogenadas, onde A (adenina) esta ligado a T (timina) e G (guanina)
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se liga a C (citosina) para formar interac6es especificas (CHRISTOFF, 2017). De acordo com
a autora, a ordem em que esses diferentes nucleotideos se arranjam na molécula de DNA
determina a informacdo genética que um organismo precisa para funcionar; o RNA também
possui a capacidade de armazenar e transmitir informacgdes genéticas, porém o seu Unico
filamento normalmente apresenta a formacdo de estruturas secundarias. Essa sequéncia
combinada nas moléculas de &cidos nucleicos presentes em um nucleo, uma célula, um
organismo ou um grupo de espécies correlatas € um dos principais alvos de estudo da genémica
(CHRISTOFF, 2017; GRIFFITHS et al., 2019).

Os &cidos nucleicos (DNA e RNA) séo formados por nucleotideos, que sdo compostos
por uma base nitrogenada, uma pentose e um ou mais grupamentos fosfatos; essa estrutura
qguimica é importante para a estabilidade das moléculas, pois permite que suas ligacdes nao
sejam desfeitas facilmente, no entanto diferem-se pela estrutura da molécula de agucar, sendo
no DNA uma desoxirribose e no RNA uma ribose (CHRISTOFF, 2017). O &cido
desoxirribonucleico (DNA) esta localizado no interior da célula, todavia, em procariotos esta
disperso no citoplasma, e em eucariotos no nucleo e em organelas especificas (mitocondrias e
cloroplastos) (NONOHAY e HEPP 2017). Possui uma estrutura complementar e por isso €
encontrado nas células em hélice dupla, composto por nucleotideos com quatro tipos de bases
nitrogenadas, duas puricas (adenina — A e guanina — G), e duas pirimidicas (citosina — C e
timina — T); ja o &cido ribonucleico (RNA) € encontrado em fita simples e uma das bases
nitrogenadas pirimidicas que o compde € a uracila (U), diferentemente do DNA que € a timina
(T) (CHRISTOFF, 2017).

Um gene € definido como um segmento de DNA que contém as instrugdes genéticas
para a producdo de uma proteina especifica (PIMENTA e LIMA, 2015; ALBERTS etal., 2017),
ja o conjunto de todos os genes (regides codificadoras de RNA e proteinas), juntamente com
sequéncias intergénicas (regides ndo codificadoras), ¢ chamado de genoma (ZAHA et al., 2014;
PIMENTA e LIMA, 2015), e este, é a sequéncia de bases nitrogenadas completa do DNA de
um organismo que contém toda informacdo genética gravada em forma de codigo
(NICHOLAS, 2012; ALBERTS et al., 2017) que determinam as caracteristicas de uma espécie,
bem como as de um individuo (PIMENTA e LIMA, 2015), predizendo a natureza das proteinas
da celula, e em que momento e lugar elas devem ser produzidas (ALBERTS et al., 2017;
GRIFFITHS et al., 2019).

As proteinas sdo constituidas por aminoécidos e possuem uma variedade de fungdes no
organismo dos seres vivos, estando envolvidas, por exemplo, com a imunidade, transporte de

substancias, aceleracdo das reacfes quimicas, comunicacdo celular e outras especificacoes
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(NICHOLAS, 2012; PIMENTA e LIMA, 2015; GRIFFITHS et al., 2019). Toda vez que surge
a necessidade de uma proteina especifica pela célula, h& uma comunicagdo intracelular entre o
nucleo e o ribossomo, onde ocorrem 0s processos de transcri¢do e traducdo, respectivamente
(PIMENTA e LIMA, 2015).

A transcricdo € um processo de sintese de um filamento de RNA, denominado RNA
mensageiro (RNAm), a partir da copia da sequéncia de bases especifica do gene codificador da
proteina solicitada, contida em uma fita de DNA molde, em uma sequéncia complementar de
bases no RNAmM (PIMENTA e LIMA, 2015; GRIFFITHS et al., 2019). O RNAm é composto
por uma sequéncia de trés nucleotideos, chamados de cddons, os quais formardo um aminoacido
particular e, em conjunto, dardo origem a determinada proteina (NICHOLAS, 2012; PIMENTA
e LIMA, 2015). No entanto, para isso, 0 ribossomo, que é a organela responsavel pela producéo
de proteina, precisa realizar uma leitura da informacéo contida no RNAm e traduzir a sequéncia
de bases do filamento de RNAmM em aminoécidos que compfe a proteina, tal processo é
denominado de traducdo (PIMENTA e LIMA, 2015; GRIFFITHS et al., 2019).

De acordo com Nicholas (2012), no momento em que um tecido esta em producdo de
polipeptideos (juncdo de aminoacidos) possui quantidades relativamente altas de RNA
mensageiro maduro (RNAm) especificas para esses polipeptideos. As técnicas de biologia
molecular realizam vérios procedimentos usando &cidos nucleicos de amostras bioldgicas -
DNA ou RNA - como matérias-primas, e para uma analise molecular eficiente, é necessario
separa-los de outros componentes celulares usando técnicas de extracdo de DNA ou RNA
(NONOHAY e HEPP, 2017) e reproduzi-los em quantidades adequadas para estudo
(GRIFFITHS et al., 2019). Diante disso, se 0 RNAm € extraido desse tecido e nucleotideos e
transcriptase reversa sao adicionados ao RNAm, uma fita de DNA complementar (cDNA) pode
ser sintetizada, e entdo, adicionando mais nucleotideos e a enzima DNA polimerase, 0 cDNA
de fita simples pode ser copiado em cDNA de fita dupla; dessa forma, este cDNA corresponde
a expressdo génica, isto €, aos genes que estavam ativos no tecido quando o RNAm foi extraido
(NICHOLAS, 2012).

Com o intuito de compreender diferentes processos biolédgicos, celulares e fisioldgicos,
a andlise da expressdo génica tem sido utilizada em diversas espécies sob condicGes
experimentais especificas (MORGANTE e BLAWID, 2016). Ao longo da evolugdo
tecnoldgica, tecnologias como gRT-PCR, Microarray e Transcriptoma (RNA-Seq), estdo entre
as diferentes técnicas existentes para analisar a expressao dos genes (MORGANTE e BLAWID,

2016), inclusive sendo aplicadas em pesquisas semelhantes a tematica deste trabalho.
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A técnica qRT-PCR ou PCR quantitativa em tempo real, consiste em realizar a
amplificacdo da amostra, determinada por dois primers conhecidos, e quantificacdo do nimero
de moléculas produzidas a cada ciclo em uma Unica etapa, a partir da deteccdo de sinais
fluorescentes (PIMENTA e LIMA, 2015; MORGANTE e BLAWID, 2016; NONOHAY e
HEPP, 2017). No trabalho realizado por Gregorc et al. (2012), as anélises de alteracdes de
expressao génica em larvas de abelhas Apis mellifera expostas a nove pesticidas, dentre eles o
glifosato, e/ou desafiadas com o &caro Varroa destructor, foram medidas por PCR quantitativo
(gPCR), utilizando primers determinados para patdgenos e genes especificos envolvidos em
processos fisioldgicos, saide das abelhas, imunidade e/ou desintoxicacdo de xenobioticos; e
assim, foram demonstrados em seus resultados que houve impactos definitivos de pesticidas e
parasitismo Varroa na expressdo génica larval de abelhas.

A técnica de Microarray ou Microarranjos possibilita obter informacdes
simultaneamente de um grande nimero de genes (NICHOLAS, 2012), podendo conter até
100.000 fragmentos de DNA conhecidos e marcados com corantes fluorescentes (sondas)
(PIMENTA e LIMA, 2015). Essa sonda consiste em cDNA ou em segmentos sintetizados de
interesse, chamados de oligonucleotideos, e a ligacdo dessas sondas marcadas a um arranjo
acontece mediante o processo de hibridizacdo por complementaridade dos &cidos nucléicos;
estes arranjos representam a maioria ou todas as sequéncias codificadoras conhecidas, portanto,
estimando as quantidades relativas da fluorescéncia emitida por cada “pingo” (ou ponto), 0 grau
de ativagao de cada um dos genes representados no arranjo pode ser medido automaticamente
no tecido infectado (NICHOLAS, 2012; PIMENTA e LIMA, 2015).

Trabalhos que avaliaram a influéncia da exposicao de pesticidas nos niveis de expressao
génica em abelhas, fizeram uso da tecnologia de microarray visando diferentes genes; Schmehl
et al. (2014) utilizando o genoma inteiro de A. mellifera, obtiveram resultados relacionados a
alteracdo da expressao de genes de desintoxicacdo, comportamento, imunidade e nutri¢cdo; Smet
et al. (2017) utilizaram genes relacionados a imunidade e desintoxicacdo para determinar
mudancgas na expressao génica relacionadas ao estresse e destacaram diferentes efeitos na
resposta das abelhas.

Atualmente, os genomas da maioria dos organismos foram descritos por técnicas
moleculares, como o sequenciamento de genes (PIMENTA e LIMA, 2015). Entre as diversas
técnicas de sequenciamento em larga escala que surgiram, os Next Generation Sequencing
(NGS) ou sequenciamento de proxima geragdo, caracterizam-se pela sua alta capacidade em

gerar dados em uma Unica corrida do equipamento quando comparado a sequenciamento de
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primeira geragdo, economizando tempo e custo por base (PIMENTA e LIMA, 2015;
CHRISTOFF, 2017).

O método conhecido como sequenciamento por sintese da Illumina, usado nesse
trabalho, consiste em um fluxo de trabalho dividido em quatro etapas, que compreende a
formagdo de uma biblioteca a partir da fragmentacdo do DNA em tamanhos iguais e
compativeis com a tecnologia, com adi¢do de adaptadores e marcadores; a amplificagdo (cdpia)
em ponte desses fragmentos e formacédo de clusters; sequenciamento (leitura) da ordem dos
nucleotideos a partir da emissdo de uma florescéncia de cada cluster; e a analise dos dados
gerados; as etapas de clusterizacdo (amplificagdo) e sequenciamento sdo realizadas no
instrumento (ALBERTS et al., 2017; CHRISTOFF, 2017; ILLUMINA, 2021).

O RNA-Seq é caracterizado pela capacidade de obter informacdes de todos os genes
contidos no RNA originalmente extraido de amostras de determinado organismo ou tecido
especifico, desenvolvido para analisar, mapear e quantificar o perfil de transcriptomas, sendo
também um importante instrumento na identificacgdo de novas espécies de RNA
(HRDLICKOVA et al., 2017). O transcriptoma € o conjunto completo de genes transcritos e
expressos em uma célula sujeita a determinada condicdo (WANG et al., 2009). Sua analise
possibilita determinar quais tipos, quando e onde cada gene é expresso em determinado tecido
do organismo e, também, quantificar essa expressdo (SANGI e BIANCHETTI, 2017
GRIFFITHS et al., 2019). Segundo Wang et al. (2009), esse estudo torna-se importante para
interpretacdo dos elementos funcionais do genoma e revelacdo dos constituintes moleculares
das células e tecidos. Na pesquisa de Zhao et al. (2020), as abelhas utilizadas foram submetidas
a contaminacdo por glifosato comercial e para as analises de expressao génica fizeram uso do
RNA-Seq, encontrando efeitos adversos na expressdo de genes relacionados ao sistema
imunoldgico, digestivo, nervoso, metabolismo de aminoacidos e carboidratos, crescimento e
desenvolvimento de ambas espécies de abelha alvo do estudo.

Esses avancos tecnoldgicos em biologia molecular e sequenciamento em larga escala
permitem extensas andlises gendmicas e transcriptbmicas, mesmo em organismos sem
informagdo genética prévia, auxiliando no entendimento de genes importantes para rotas
metabolicas e vias fisioldgicas (CHRISTOFF, 2017). As analises de dados genéticos,
bioquimicos e de biologia molecular sdo realizadas por meio de ferramentas computacionais
denominada bioinformatica, cujo objetivo principal € revelar a vasta quantidade de dados
obtidos por meio de sequéncias de DNA, envolvendo multiplas linhas de conhecimento como
a ciéncia da computacdo, engenharia de softwares, matematica, estatistica e biologia molecular
(PROSDOCIMI, 2007).
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2. Objetivos Gerais

Objetivou-se com o presente estudo verificar a toxicidade letal e subletal do herbicida
glifosato no perfil de expressdo génica por meio da analise do transcriptoma do tecido cerebral
de abelhas Apis mellifera africanizadas na fase de campeiras decorrente da exposi¢cdo por

Ingestdo ao pesticida, com isso, identificar os genes alterados e analisar sua fungéo.

O presente estudo resultou no capitulo Il, artigo intitulado “Glifosato altera o
transcriptoma do tecido cerebral de abelhas Apis mellifera africanizadas”, o qual sera submetido

ao periodico “Apidologie”, conforme suas regras de publicagéo.
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GLIFOSATO ALTERA O TRANSCRIPTOMA DO TECIDO CEREBRAL DE
ABELHAS Apis mellifera AFRICANIZADAS

A toxicidade do glifosato foi avaliada no perfil de expressdo génica de abelhas Apis mellifera
africanizadas por meio de teste de ingestdo. Para isso, 180 abelhas com 21 dias, previamente
marcadas, foram coletadas de suas respectivas colmeias, mantidas em jejum por 3 horas, sendo
entdo fornecido xarope de mel contendo ou ndo a dose letal e subletal do glifosato. Apos 1 e 4
horas de exposicdo, 15 abelhas de cada tratamento foram coletadas para as andlises do
transcriptoma. Observou-se que, em ambas as doses, o glifosato alterou a expresséo de genes
relacionados ao sistema nervoso ap6s 1 hora de exposic¢do ao herbicida. Ap6s 4 horas, houveram
mudancas relacionadas a vias metabodlicas e de organelas intracelulares. Conclui-se que o
glifosato afeta a expressao génica de abelhas campeiras, podendo interferir na sua microbiota e
imunidade, bem como prejudicar vias do sistema nervoso, acarretando na disfuncao do sistema

cognitivo e, consequentemente, no desenvolvimento e atividades da colonia.

Palavras-chave: agrotdxicos; apicultura; expressdo génica; herbicida.
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GLYPHOSATE ALTERS THE TRANSCRIPTOME OF THE BRAIN TISSUE OF
AFRICANIZED Apis mellifera HONEYBEES

Glyphosate toxicity was evaluated in the gene expression profile of Africanized Apis mellifera
bees through an ingestion test. For that purpose, 180 bees with 21 days of age, previously
marked, were collected from their respective hives, were maintained fasting for 3 hours, and
then the honey syrup was supplied with or without the lethal and sublethal dose of glyphosate.
After 1 and 4 hours of exposure, 15 bees from each treatment were collected for transcriptome
analysis. It was observed that, at both doses, glyphosate altered the expression of genes related
to the nervous system after 1 hour of exposure to the herbicide. After 4 hours, there were
changes related to metabolic pathways and intracellular organelles. It is concluded that
glyphosate affects the gene expression of forager bees, which can interfere with their microbiota
and immunity, as well as impair nervous system pathways, leading to cognitive system

dysfunction and, consequently, to colony development and activities.

Keywords: pesticides; beekeeping; gene expression; herbicide.
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1. Introducéo

O glifosato (GLY) possui alta taxa de uso desde que foi inserido no mercado em 1970,
sendo considerado o herbicida mais utilizado mundialmente (GILL et al., 2018; DUKE, 2020),
com 675 mil toneladas em média anualmente e com expectativa até 2025 de 830 mil toneladas
a serem utilizadas (MAGGI et al., 2020). Este herbicida pertence ao grupo quimico das glicinas
substituidas, tendo como nome quimico “N-(phosphonomethyl)glycine”, cuja féormula
molecular é C3HgNOsP, com foco no controle de plantas daninhas (EL-SEBAE et al., 1994;
DILL et al., 2010).

O mecanismo de acdo desse principio ativo na planta, bem como em fungos e maioria
das bactérias, se da por inibicdo da enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPS)
por competicdo pelo substrato fosfoenolpiruvato (PEP), os quais participam da via de
metabolizacdo do &cido shiquimico, importantes na biossintese de aminoacidos aromaticos
essenciais (fenilalanina, triptofano e tirosina), influenciando diretamente na sintese proteica e
producdo de compostos secundarios que atuam como precursores (RICHMOND, 2018;
BATTISTI et al., 2021).

Embora ndo seja esperado para um herbicida, a exposic¢ao de animais ao glifosato causa
danos e até mesmo a reducdo de suas popula¢fes, mesmo que em baixas concentracdes (COX,
1995). Para as abelhas, a maior problematica pela utilizacdo de herbicidas estava associada a
reducdo da diversidade floral, as quais poderiam servir como locais para nidificacdo e fontes de
alimentos (pdlen e néctar), fazendo com que as populacdes desses insetos tivessem prejuizos
na sua manutencao (GUPTA et al., 2019). No entanto, a partir de estudos ja realizados com a
espécie de abelhas Apis mellifera, evidenciou-se que a exposicdo desses insetos ao herbicida
glifosato pode causar alteracbes em aspectos comportamentais, fisioldgicos, de
desenvolvimento, genéticos e, consequentemente, produtivos (BOILY et al., 2013; HERBERT
et al., 2014; BALBUENA et al., 2015; HELMER et al., 2015; JUMARIE et al., 2017; DAI et
al., 2018; VAZQUEZ et al., 2018; VAZQUEZ et al., 2020a; VAZQUEZ et al., 2020b; MOTTA
etal., 2022).

Efeitos subletais (doses crbnicas) podem ser tdo prejudiciais, quanto os efeitos
promovidos por doses letais (doses agudas), sendo importante o estudo nas abelhas. O
transcriptoma, conjunto completo de genes transcritos e expressos em uma célula sujeita a
determinada condicdo, € uma importante ferramenta para avaliar possiveis alteragdes na

expressdo génica a partir da exposi¢do a agrotoxicos, auxiliando na interpretagdo dos elementos
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funcionais do genoma e revelacdo dos constituintes moleculares das células e tecidos (WANG
et al., 2009).

Dessa forma, com a presente pesquisa objetivou-se verificar, por meio da analise do
transcriptoma, se o herbicida glifosato em dose letal e subletal provoca alteracdes no perfil de
expressdo génica do tecido cerebral de abelhas Apis mellifera africanizadas, na fase de

campeiras.

2. Material e Métodos

Local do experimento

O experimento foi conduzido no apiario do setor de apicultura localizado na Fazenda
Experimental Lageado da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), UNESP,
Botucatu, Sao Paulo, Brasil, com as seguintes coordenadas geograficas: 22° 49° Sul e 48° 24’
Oeste. A &rea é caracterizada por um clima subtropical tmido com uma altitude média de 623m
(CAMILLI et al., 2022).

Coleta das abelhas

A presente pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA/FMVZ), protocolo n° 0008/2021.

Foram utilizadas nove col6nias de abelhas Apis mellifera africanizada, visualmente
padronizadas em relacdo ao nimero de quadros contendo favos de cria e alimento. Para a
obtencg&o das abelhas na fase de campeiras, foram retirados de cada colmeia experimental dois
quadros contendo favos com cria operculada, envolvidos com tecido filé e devolvidos nas suas
respectivas colmeias. Apds 24 horas, as abelhas operarias recém-emergidas foram marcadas
com caneta atdxica (marca Posca) na regido dorsal do térax (pronoto). Apds a marcacao, 0s
quadros, assim como as abelhas marcadas, foram retirados do tecido fil6 e reintroduzidos em
suas colonias de origem (ROAT et al., 2014).

Apo6s 21 dias da reintroducdo (fase de campeiras), foram coletadas 180 abelhas
marcadas das colmeias no total com o uso de uma pinga entomoldgica, sendo imediatamente
armazenadas em recipientes de plastico e anestesiadas em freezer a -18°C, aproximadamente,
por um periodo de 1 a 2 minutos (ZALUSKI et al., 2015), a fim de possibilitar o manejo das

mesmas nas etapas seguintes do experimento.
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Grupos experimentais

As abelhas anestesiadas foram entdo distribuidas em placas de Petri (90x20mm) com
suas respectivas tampas perfuradas para garantia da ventilagdo, e mantidas em jejum por um
periodo de 3 horas para esvaziar a vesicula melifera. Posteriormente, foi fornecido xarope de
mel (proporcéo de 1:1), durante uma e quatro horas (ZALUSKI et al., 2015), contendo a dose
letal (273,93 pg/abelha) ou subletal (2,73 pg/abelha) do ingrediente ativo glifosato (Sigma-
Aldrich®). Ambas doses foram determinadas previamente pelo grupo de pesquisa NECTAR.

Para o calculo da concentracdo do glifosato, foi considerado o consumo de 50 uL por
abelha, correspondente ao volume médio da vesicula melifera (THOMPSON e HUNT, 1999).
O grupo controle recebeu apenas xarope de mel. O consumo de alimento foi avaliado pela
pesagem dos cochos antes e ap0s o periodo experimental. Esse experimento foi realizado em
sextuplicada com cinco abelhas cada repeticdo, totalizando 30 abelhas por tratamento.
Diferencas entre os tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05).

Ap6s uma hora e quatro horas de exposi¢do ao xarope, 15 abelhas de cada tratamento
foram anestesiadas por baixa temperatura, acondicionadas em tubos falcon devidamente
identificados, levadas em caixa de isopor com gelo para o laboratorio do IBTEC — Instituto de
Biotecnologia da UNESP — Campus de Botucatu, e imediatamente congeladas em ultrafreezer
-80°C, para a realizacao da analise de transcriptoma.

Preparacao e sequenciamento da biblioteca RNA-Seq

Esta fase do experimento foi realizada no laboratério do Instituto de Biotecnologia
(IBTEC), onde as abelhas foram divididas inicialmente em quatro amostras para cada
tratamento, contendo trés cabecas por amostra, totalizando 12 cabecas por tratamento. Em
continuidade, as abelhas foram decapitadas e tiveram seus olhos removidos para evitar
possiveis contaminagdes causadas pela pigmentacdo ocular; posteriormente essas cabecas
foram maceradas para a exposi¢do do material cerebral.

O RNA total foi extraido dos pools cerebrais de abelhas A. mellifera campeiras (trés
cérebros por pool) utilizando o protocolo de reagentes Trizol® de acordo com as instrugdes do
fabricante (ThermoFisher Scientific, Waltham, EUA) (CHOMCZYNSKI, 1993). As
concentracdes de RNA foram quantificadas em cada amostra usando um fluorémetro QubitTM
2.0 (ThermoFisher Scientific, Waltham, EUA). Para a preparacdo das bibliotecas, foram
utilizados 4000 ng de RNA total como amostra inicial para o sequenciamento de RNA Illumina
(RNA-Seq) com a utilizagdo do Kit SureSelect Strand Specific RNA Library Preparation
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) seguindo as instrugdes do fabricante.
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As Dbibliotecas foram quantificadas por gPCR no aparelno StepOne Plus (Life
Technologies) com o uso do NEBNext® Library Quant Kit for Illumina® (New England
BioLabs®nc). Posteriormente as bibliotecas foram diluidas a 12pM, carregadas na flowcell
presente no NextSeq (Illumina, San Diego, EUA) e sequenciadas pelo método sequence by
synthesis (SBS) por 50 ciclos no aparelho NextSeq, em fragmentos de 150pb. Os dados de
qualidade de sequenciamento do RNA estéo representados no Anexo 1.

Processamento dos dados RNA-Seq e analise de diferencas de expressdes génicas

O programa FASTQC foi usado para verificar o contetido do adaptador e avaliar a
qualidade das leituras brutas. O alinhamento dos dados foi realizado com Burrows-Wheeler
Aligner (BWA) v0.7.12, utilizando o Amel_HAv3.1 do NCBI (RefSeq assembly accession:
GCF_003254395.2) como referéncia. A matriz de contagem de recursos foi criada usando
HTSeq v0.11.2 e 0 arquivo de anotacdo GTF de Amel_HAv3.1.

A andlise dos dados, visualizacdo e plotagem foram realizadas usando o RStudio para a
linguagem R, incluindo o pacote ggplot2 v3.3.2. A analise de expressao diferencial foi realizada
usando o pacote edgeR v3.30.3 disponivel no projeto de software Bioconductor para a
linguagem R. Os genes de baixa expressdo foram filtrados mantendo os genes que tiveram a
contagem por milhdo maior que um em pelo menos duas das amostras. As contagens foram
normalizadas usando a normalizagdo TMM. O modelo log-linear generalizado binomial
negativo foi usado na analise de expressdo diferencial, e o procedimento de Benjamini &
Hochberg (FDR) foi usado para correc@es de testes multiplos. Os genes foram considerados

significativamente regulados com valor de p ajustado < 0,05 e |log2 FC| = 2.

Anélise de ontologia genética

A anélise de ontologia génica foi realizada para as listas de genes identificados com
expressao diferencial usando o pacote gprofiler2, uma interface R para as ferramentas g:
Profiler (https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost). Os valores de p do teste exato de Fisher foram
ajustados pelo procedimento de Benjamini & Hochberg (FDR) para corre¢cdo de multiplos
testes, e a significancia estatistica foi considerada quando o valor de p ajustado foi < 0,05 e
|log2 FC| = 2.
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3. Resultados

3.1. Consumo do alimento

N&o houve diferenca significativa (P<0,05) no consumo do alimento contaminado ou
ndo com dose letal e subletal do herbicida glifosato, tanto para uma hora quanto para quatro
horas (Tabela 1).

Tabela 1. Consumo médio do xarope de mel (uL/abelha) contaminado ou ndo com a dose letal
(273,93 pg/abelha) e subletal (2,73 pg/abelha) do glifosato pelas abelhas Apis
mellifera africanizadas, durante 1 e 4 horas de exposicao.

Periodo Controle Dose Letal Dose Subletal
1 hora 19,5+3,1 22,2427 22,0+6,7
4 horas 30,0+9,6 31,449,3 36,5+18,8

3.2. Genes diferencialmente expressos (DEGSs) induzidos pelo glifosato

Apds a exposicdo das abelhas ao alimento contendo glifosato, baseando-se em FC > 2,0
e P<0,05, 691 genes foram diferencialmente expressos ap6s uma hora, apresentando 404 genes
para a dose letal (IG50) e 538 genes para a dose subletal (IGSUB), quando comparados ao
tratamento controle, sendo 251 genes expressos em comum para ambas as doses do herbicida.
Dos genes diferencialmente expressos apds uma hora de exposicdo, 287 foram expressos
exclusivamente no IGSUB e 153 no IG50 (Figura 1A).

Quando as abelhas foram expostas por quatro horas ao alimento contendo o glifosato,
foram diferencialmente expressos 499 genes para 1G50 e 483 genes para a dose IGSUB,
totalizando 784 genes diferencialmente expressos (DEGs) em relacdo ao tratamento controle,
sendo que 198 genes foram expressos em comum para ambas as doses. Dos genes
diferencialmente expressos, 301 genes exclusivos do tratamento 1G50 e 285 do IGSUB (Figura
1B).

De acordo com a Figura 1, observa-se que a medida que se aumentou o tempo de

exposicao das abelhas ao xarope contaminado, também houve aumento na expressdo génica.
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Figura 1. Diagrama de Venn do nimero de genes diferencialmente expressos (DEGS) entre 0s
grupos experimentais expostos ao glifosato apds o periodo de uma hora (A) e quatro
horas (B) em dose letal (IG50) e subletal (IGSUB) em comparagao ao grupo controle.

Dos genes diferencialmente expressos (DEGs) para o tratamento 1G50 ap6s uma hora
de exposicdo ao alimento contendo glifosato, observou-se que 118 genes foram infraregulados
e 286 foram supraregulados. Para o tratamento IGSUB observou-se que 166 genes foram
infraregulados e 372 supraregulados (Figura 2A).

Quando as abelhas foram expostas por quatro horas ao alimento contendo dose letal do
herbicida, foram identificados 249 genes infraregulados e 250 supraregulados. Quando as
abelhas foram alimentadas com o alimento contendo dose subletal, observou-se 304 genes
infraregulados e 179 foram supraregulados (Figura 2B).
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Figura 2. Histograma do nimero de genes diferencialmente expressos (DEGS) infraregulados
e supraregulados entre 0s grupos experimentais expostos ao glifosato apds o periodo
de uma (A) e quatro horas (B) em dose letal (1G50) e subletal (IGSUB) em
comparagao ao grupo controle.

Todos os genes diferencialmente expressos (DEGS) identificados no transcriptoma do
tecido cerebral de abelhas campeiras foram classificados de acordo com categorias funcionais
com base na ontologia génica (GO). A partir dessa analise, observou-se que importantes
processos bioldgicos (BP), funcdes moleculares (MF) e componentes celulares (CC) foram
estimulados independentemente da dose ou tempo de exposi¢cdo ao herbicida (Figuras 3, 4, 5,
6,7e8).

Com relacdo a exposicdo das abelhas ao glifosato pelo periodo de uma hora,
observaram-se alteracGes nos processos bioldgicos, sendo que a G50 e 0s genes da intersecdo
(genes expressos em comum para ambas as doses) afetaram a expressao de genes relacionados
ao transporte de ions; por outro lado, a IGSUB afetou genes relacionados ao transporte de ions
e processos de neurotransmissores. Com base nos termos GO para componentes celulares,
observa-se que tanto o 1G50, quanto a IGSUB e a intersecdo afetaram a expressdo de genes
relacionados a membrana plasmatica, transporte de ions e processos relacionados a sinapse
celular. Para a funcdo molecular, observaram-se alteracdes em processos relacionados com
transporte de ions, sinapse celular e funcéo de receptores celulares quando utilizou-se 1G50.

Para a IGSUB e intersecdo observaram-se alteracdes nos processos de transporte de ions e
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receptores celulares; entretanto, para a intersecdo observaram-se também alteracdes em

processos relacionados ao DNA e RNA (Figuras 3, 4 e 5).
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Figura 3. Anélise de ontologia génica (GO) dos grupos experimentais ap6s uma hora de
exposicao a dose letal do glifosato. A cor vermelha indica processos bioldgicos (BP),
a cor verde indica componentes celulares (CC) e a cor azul indica fun¢Ges molecular
(MF).
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Figura 4. Anélise de ontologia génica (GO) dos grupos experimentais ap6s uma hora de
exposicao a dose subletal do glifosato. A cor vermelha indica processos biologicos
(BP), a cor verde indica componentes celulares (CC) e a cor azul indica funcbes
molecular (MF)
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Figura 5. Anélise de ontologia génica (GO) da intersecdo dos grupos experimentais apds uma
hora de exposicdo a dose letal e subletal do glifosato. A cor vermelha indica
processos bioldgicos (BP), a cor verde indica componentes celulares (CC) e a cor
azul indica fungdes moleculares (MF).

Com relacdo a exposicdo das abelhas ao glifosato, pelo periodo de quatro horas,
observaram-se alteragGes nos processos biologicos apenas para a IGSUB e interse¢do, as quais
afetaram a expressdo de genes relacionados a traducdo de DNA para RNA e processos
metabdlicos e biossintéticos. No que diz respeito aos componentes celulares, observou-se que
a IGSUB e intersecdo afetaram processos relacionados a organelas intracelulares, com destaque
para alteracdes ribossomais. Para a fungdo molecular, observa-se que 1G50, IGSUB e intersecéo

afetaram a expressé@o de genes relacionados a alteracdes ribossomais (Figuras 6, 7 e 8).
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Figura 6. Andlise de ontologia génica (GO) dos grupos experimentais ap6s quatro horas de
exposicao a dose letal. A cor vermelha indica fungées moleculares (MF).
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Figura 7. Andlise de ontologia génica (GO) dos grupos experimentais ap6s quatro horas de
exposicao a dose subletal do glifosato. A cor vermelha indica processos bioldgicos
(BP), a cor verde indica componentes celulares (CC) e a cor azul indica funcgdes
moleculares (MF).
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Figura 8. Analise de ontologia génica (GO) da intersecdo dos grupos experimentais apos quatro
horas de exposicdo a dose letal e subletal do glifosato. A cor vermelha indica
processos bioldgicos (BP), a cor verde indica componentes celulares (CC) e a cor
azul indica fungdes moleculares (MF).

Os 251 genes diferencialmente expressos (DEGSs) identificados, na intersecgdo para a
dose letal e subletal do glifosato, encontram-se nas Figuras 9 e 10.

Ap6s 1 hora de exposicdo ao glifosato, observa-se que 24 genes sdo conhecidos na
literatura cientifica, enquanto que os demais ainda ndo foram caracterizados. Dentre o total de
genes caracterizados, 22 genes apresentaram aumento em sua expressdo, em relacdo ao
controle, sendo eles: CDC37, HSP90, NRX-1, nAChRal, nAChRa7, ECR, BRP, CAC, MAD,
AChE-2, BR-c, PHRF1, MBLK-1, GLUCL, Syt1, E75, OBP4, CAMKII, Ac3, DII, EphR, Err.
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Por outro lado, os genes “MRJP6” ¢ “MRIP1” apresentaram redugdo em sua expressao quando
comparados ao tratamento controle.

Ap0s 4 horas de exposicao, 198 genes foram identificados em ambas as doses, sendo
que 19 genes foram caracterizados. Dos genes conhecidos, oito apresentaram aumento em sua
expressdo, sendo eles: Acph-1, FAR1, OBP15, CSP1, Cdc37, BRP, nAChRal, nAChRa7. Os
demais apresentaram sua expressao reduzida quando comparados ao controle, sendo eles: Def1,
Grl0, A4, MRJP5, Y-h, MRJP4, MRJP7, MRJP1, MRJP2, MRJP3, Apd-1.

Independente da dose e tempo de exposicao, cinco genes apresentaram alteracdo de
expressdo, sendo os genes CDC37, nAChRal, nAChRa7 e BRP supraregulados, e MRJP1
infraregulado.



60

Figura 9. Andlise de agrupamento dos genes diferencialmente expressos em comum apés 1
hora de exposicéo entre as doses utilizadas (letal: 1G50 e subletal: IGSUB) e grupo
controle.
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Figura 10. Anéalise de agrupamento dos genes diferencialmente expressos em comum apos 4

horas de exposicdo entre as doses utilizadas (letal: IG50 e subletal: IGSUB) e grupo
controle.
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4. Discussao

As abelhas operarias, a partir do vigésimo primeiro dia de vida assumem o papel de
campeiras, dedicando-se exclusivamente a coleta de alimentos e produtos do campo para a
colmeia (KILANI, 1999). Nesse periodo, o aprendizado de estimulos visuais e olfativos
relacionados a fontes de alimentos e rotas de navegacao se tornam fundamentais, refletindo em
mudancas cerebrais (REINHARD e CLAUDIANOS, 2012). O sucesso da atividade de
forrageamento é dependente desses processos de aprendizagem e memoria desenvolvidos
durante experiéncias vivenciadas por esses insetos, que ocorre normalmente ao visitar flores
que oferecem néctar como recompensa (FARINA et al., 2019; TAN et al., 2022).

No presente estudo, observou-se que o glifosato modulou a expressao de genes tanto em
1 hora quanto em 4 horas apds exposicdo, independente da dose utilizada do herbicida. Esses
resultados demonstram a importancia da realizacdo de estudos utilizando doses subletais, as
quais podem afetar o desenvolvimento larval e sua expresséo génica (VAZQUEZ et al., 2018;
VAZQUEZ et al., 2020b). Os efeitos de concentragdes subletais em abelhas demonstram
também que estas tiveram a capacidade intelectiva prejudicada, dificultando o seu retorno a
colmeia, tendo a sensibilidade diminuida ao néctar e baixo desempenho de aprendizagem
(HERBERT et al., 2014; BALBUENA et al., 2015). Além disso, estudos com outros
agrotoxicos, como o fipronil, também utilizaram doses subletais e demonstraram efeitos
prejudiciais as abelhas, desde seu desenvolvimento até a manutencdo da colénia (ZALUSKI et
al., 2015).

Este efeito prejudicial do glifosato pode ser reforcado pelo consumo semelhante do
alimento pelas abelhas dos tratamentos, sugerindo que as concentragdes utilizadas do herbicida
ndo afetaram o seu consumo. A auséncia do efeito no consumo de alimentos foi relatada
anteriormente em abelhas expostas a diferentes concentracdes (0,21 e 1,08 g/kg; 0,1 pg/L),
sugerindo que o glifosato ndo apresenta efeito no paladar ou odor do alimento (BLOT et al.,
2019; ALMASRI et al., 2021), podendo até promover aumento no consumo pelas abelhas na
concentracéo 10 ppb (LIAO et al., 2017).

Analisando-se a exposicao das abelhas ao herbicida ap6s o periodo de uma hora, para
ambas as doses, observaram-se mudancas significativas na expressdo de genes relacionados a
importantes vias do sistema nervoso, incluindo alteracfes de neurotransmissores, receptores,
sinapses, complexo de ions e componentes de membrana.

Os genes OBP4 e OBP15 estéo relacionados a familia de genes da proteina de ligagdo

ao odor e, além disso, desempenham fungéo cognitiva nas abelhas (DENG et al., 2013; ZHAO
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et al., 2020). O aumento em sua expressao ap6s 1 e 4 horas de exposi¢do ao glifosato,
respectivamente, sugere que o herbicida alterou a sensibilidade do sistema olfativo e, com isso,
a atividade de forrageamento também pode ser afetada, visto que as abelhas necessitam de
aprendizagem e memoria para navegacao e identificacdo de recursos alimentares; desta forma,
0 aumento na expressao destes genes poderia ser uma tentativa de compensagéo do organismo
das abelhas para restabelecer o funcionamento desses receptores olfativos. Diferentemente
desses resultados, abelhas expostas a formulagdo comercial de glifosato apresentaram
expressao de genes OBP infrareguladas, como OBP3, OBP9 e OBP15 tanto em A. cerana
cerana quanto em A. mellifera (ZHAO et al., 2020), o que poderia reduzir a capacidade de
estabelecer associacOes entre o odor e recompensa, necessitando de mais eventos de
aprendizado para atingir niveis de respostas semelhantes as abelhas ndo contaminadas
(HERBERT et al., 2014; LUO et al., 2021).

Para as sinapses correspondentes a aprendizagem olfativa dentro do cérebro das abelhas,
sdo utilizados varios transmissores e receptores. Dentre 0s neurotransmissores, a acetilcolina
(ACh) representa um neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central (SNC) e o
glutamato na juncdo neuromuscular; a inibicdo é mediada via GABA e canais de cloreto
controlados por glutamato (GAUTHIER e GRUNEWALD, 2012).

A transmissdo sinaptica colinérgica (dependente de ACh) esta envolvida na aquisi¢éo e
recuperacdo dos processos cognitivos; para isso, existem pelo menos dois subtipos de
receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) no cérebro das abelhas: dois B (B1-2) e nove a
(a1-9), sendo localizados cinco deles em neurdpilos olfatdrios (02, a4, a8, a7, f1). Os nAChRs
de abelhas sio receptores ionotropicos, seletivos a cations com alta permeabilidade ao Ca?* e
capazes de mediar a transmissdo sinaptica excitatoria rapida (GAUTHIER e GRUNEWALD,
2012).

Observou-se que a exposicdo das abelhas ao glifosato aumentou a expressdo de duas
subunidades nAChRs, sendo elas, nAChRal ¢ nAChRa7, independentemente da dose e
periodo. Este fato pode ser considerado uma resposta compensatéria do organismo a perda
funcional desses receptores no intuito de haver uma autorregulagéo pelo organismo, sugerindo
gue o glifosato pode afetar a aprendizagem tatil, olfativa e a memdria de abelhas (ALIOUANE
et al., 2009; CHRISTEN et al., 2016).

A enzima acetilcolinesterase (AChE), é responsavel pela hidrélise desse
neurotransmissor (ACh) nas regiGes sinapticas das terminagdes nervosas (CASIDA e DURKIN,
2013; JOHNSON, 2014). Além disso, possui fun¢Bes ndo neuroldgicas, atuando como uma

molécula sinalizadora em resposta ao estresse (KIM et al., 2019). Observou-se que o gene
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AChE-2 foi supraregulado ap6s o periodo de 1 hora de exposi¢do ao glifosato. Desta forma,
pode-se sugerir que 0 aumento de sua expressao pode ser uma tentativa de combater o agente
estressor (glifosato) ou devido ao aumento da expresséo dos receptores nicotinicos houve um
consequente aumento da atividade enzimatica na tentativa de restabelecer o repouso do
neurdnio.

O glifosato promoveu alteragdes nos canais de cloreto controlado por glutamato (GIuCl)
que estdo envolvidos na neurotransmissdo inibitéria e na memoria olfativa em abelhas, sendo
expressos na maioria dos neurénios do lobo antenal (AL) de pupas e abelhas adultas (EL
HASSANI et al., 2012; LEBOULLE, 2012). A supraregulagéo desse gene pode ter sido mais
uma iniciativa do organismo de restabeler o repouso do neurénio, assim como AChE, podendo
induzir prejuizos na memoria olfativa destas abelhas.

A alteracdo de NRX-1 também mostrou efeitos devido ao glifosato exposto durante 1
hora na alimentagdo das abelhas. Este gene codifica proteinas transmembranares, conhecidas
como neurexinas, que auxiliam na conexao dos neuronios durante a sinapse, estando localizadas
na membrana pré-sinaptica (REISSNER et al., 2013), predominantemente nos corpos de
cogumelos (MBs) do cérebro de abelhas adultas, sugerindo um papel dessas moléculas na
formacgéo de sinapses associadas ao processamento sensorial e aprendizagem (REINHARD e
CLAUDIANOS, 2012). A supraregulacdo encontrada em nossos resultados também foram
observadas em abelhas privadas de estimulos sensoriais, indicando mau funcionamento das
conexdes neurais, causando interferéncia entre as conexfes durante a sinapse, afetando
negativamente os comportamentos e o aprendizado das abelhas (BISWAS et al., 2010).

O Mblk-1 é expresso preferencialmente em um subtipo de neurdnios chamado células
Kenyon do tipo grande no MBs do cérebro das abelhas, sendo identificado como um fator de
transcricdo envolvido nos circuitos neuronais regulado por ecdisteréides (PAUL et al., 2006;
TAKAYANAGI-KIYA et al.,, 2017). Além disso, esse subtipo também expressa genes
envolvidos na sinalizagdo de Ca?', incluindo proteina quinase 1l dependente de
Ca?*/calmodulina, que estdo envolvidos em funcdes sinapticas (CaMKIl) (MATSUMURA et
al., 2022), especificamente na aprendizagem e memoria de longo prazo (MAYACK et al.,
2021). Genes relacionados a funcao neural, como CaMKII, sdo candidatos a gene alvo Mblk-1
em MBs de abelhas operarias e, portanto, acredita-se que Mblk-1 esta envolvido no aprendizado
e memoria das abelhas através da regulacéo transcricional desse gene relacionado a plasticidade
sinaptica (MATSUMURA et al., 2022). Por esse motivo, ambos genes foram supraregulados
neste estudo, o que implica que as abelhas contaminadas necessitaram de maior nivel de

atividade desses genes para formar a memoria de aprendizagem.
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BRP e CAC também estdo relacionados a sinapse em abelhas e foram supraregulados
neste trabalho, sendo BRP (bruchpilot) expresso apds ambos periodos (1 e 4 horas) e CAC
(cacofonia) apenas ap0s 1 hora de exposicéo do glifosato as abelhas. BRP é uma proteina ancora
pré-sinaptica localizada nos MBs (GEHRING et al., 2017), e CAC € um gene do canal de calcio
que parece estar associado ao sistema nervoso de Drosophila desempenhando muitas
regulacdes de curto e longo prazo no desenvolvimento neuronal, funcdo e plasticidade (PENG
e WU, 2007). Se a reducdo dos niveis de BRP em Drosophila melanogaster também resulta na
reducio em densidade dos canais de Ca?* e da liberagdo de vesiculas sinapticas, alterando a
plasticidade de curto prazo, logo, o contrario também pode ser verdadeiro, em que o0 aumento
de BRP pode resultar no aumento da densidade dos canais de Ca?* e da liberagdo de vesiculas
sinapticas, alterando sua plasticidade, acarretando na liberacéo excessiva do transmissor tendo
uma plasticidade sinéptica ndo padronizada (KITTEL et al., 2006). Se a atividade neuronal é
suprimida e/ou alterada, uma resposta compensatdria coerente pode estar sendo desencadeada,
aumentando a expressdo desses genes neste trabalho.

BR-C, assim como Mblk-1, é expresso seletivamente nas células Kenyon do tipo grande
dos corpos de cogumelo no cérebro do trabalhador, enquanto o E75 é expresso em todos 0s
subtipos de neurdnios do corpo de cogumelo, o que sugere que ambos estdo envolvidos na
regulacdo da funcdo cerebral; também é possivel, no entanto, que esses genes funcionem
independentemente do ecdisterdide, pois o nivel de ecdisterdide da hemolinfa de operérias
adultas € muito menor do que durante o desenvolvimento (PAUL et al., 2006). Apesar disso, 0
receptor de ecdisona (EcR) também foi supraregulado, sugerindo uma acdo sinérgica entre a
expressao desses genes.

HSP90 e Cdc37 formam um grupo de genes que estdo envolvidos no acompanhamento
de neur6nios cerebrais, conhecidos também como chaperonas, que sdo capazes de realizar o
desenovelamento de proteinas permitindo que as mesmas desempenhem suas funcées de forma
adequada; além disso, podem reparar proteinas mal enroladas ou instaveis (CATAE et al.,
2018). Nesse sentido, 0 aumento da expressdo desses genes no presente estudo sugere que 0
glifosato pode induzir a desnaturacdo de proteinas neurais no cérebro das abelhas contaminadas.
No entanto, esses genes podem atuar independentemente. Cdc37 interage com muitas quinases,
estando envolvido em muitos processos celulares (junto ou ndo com HSP90), incluindo acido
desoxirribonucleico e sintese de proteinas, regulacdo do ciclo celular, transducgéo de sinal e
transcricdo (MACLEAN e PICARD, 2003). Ja as HSP90 sdo proteinas de choque térmico
relacionadas ao estresse, sendo superexpressa quando 0s organismos sdo expostos a choque

térmico ou outros estressores ambientais, como pesticidas (XU et al., 2010).
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Ap0s quatro horas de exposicdo ao glifosato, observou-se alteragdo na expressao de
genes relacionados aos processos metabolicos e biossintéticos, sugerindo atuacdo da molécula
desse herbicida na microbiota intestinal das abelhas, uma vez que o papel da microbiota bem
estabelecida e equilibrada na saude desses insetos esta associada a nutricdo, digestdo e
metabolizacdo de alimentos, biossintese de nutrientes, incluindo a fermentacéo de carboidratos
complexos e aglcares que ndo sdo digeriveis pela propria abelha, desintoxicagdo, protecao
contra patdgenos oportunistas e, consequentemente, desenvolvimento da imunidade (ENGEL
et al., 2012; KWONG e MORAN, 2016; RODRIGUES et al., 2021). A alteracdo destas vias
pode ter ocorrido devido as bactérias intestinais das abelhas possuirem a enzima alvo do
glifosato (EPSPs) (MOTTA et al., 2018). Segundo Kwong e Moran (2016), a microbiota
intestinal das abelhas é dominada por nove espécies bacterianas, dentre elas, cinco aglomerados
de espécies bacterianas principais e quatro membros menos numerosos. Essa microbiota é
adquirida, principalmente, por meio de interages sociais com outras abelhas operéarias durante
os primeiros dias de vida ap6s o nascimento (RODRIGUES et al., 2021).

Diversos estudos tém demonstrado que o glifosato pode perturbar a microbiota intestinal
das abelhas, causando ndo somente disbiose (MOTTA etal., 2018; BLOT etal., 2019; MOTTA
e MORAN, 2020; MOTTA et al., 2020), como também pode alterar vias de resposta imune,
infraregulando a expressdo de peptideos antimicrobianos (AMPSs) produzidos pelas abelhas
(MOTTA et al., 2022). De acordo com os autores, a producao de AMP é um dos componentes
principais do sistema imune inato das abelhas, e a interrupcdo de suas vias pode promover
consequéncias negativas a sua saude.

O gene Defl ou defensinal esta relacionado a defesa imunoldgica das abelhas e possui
niveis de expressdo muito altos nesses insetos (SHI et al., 2017); no entanto, nesse experimento
foi encontrado uma infraregulacdo induzida pelo glifosato em abelhas expostas por 4 horas,
podendo estar associado a ineficiéncia do sistema imunoldgico e defesa contra patdgenos
provocadas pelo herbicida. Zhao et al. (2020) utilizando glifosato comercial sobre A. mellifera
ligustica e A. cerana cerana observaram supraregulacdo para esse gene, mostrando que esse
produto induziu as abelhas a mitigar seus efeitos nocivos. Essa divergéncia dos resultados pode
ser explicada devido ao agrotéxico utilizado neste estudo ser puro ao invés de formulacGes
comerciais. Dessa forma, € possivel que outros componentes presentes nas formulagdes possam
promover essa supraregulacéo desse gene.

O gene A4 codificador da apolipoforina-l1ll que € abundantemente expresso em
glandulas mandibulares de abelhas (WU et al., 2017), foi infraregulado pela acdo do glifosato

neste trabalho. A apolipoforina I11 auxilia no carregamento do diacilglicerol, gerado a partir dos
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estoques de triacilglicerol no corpo gorduroso através da agdo do horménio adipocinético, em
lipoforina, a lipoproteina da hemolinfa; além disso, aumenta a capacidade de transporte de
lipidios da lipoforina, cobrindo a superficie hidrofobica em expansao resultante da captacéo de
diacilglicerol. Desempenha um papel critico no transporte de lipidios durante o voo de insetos
e também pode desempenhar um papel nos mecanismos de defesa e na imunidade inata (NCBI).
Assim, sugere-se que sua baixa expressdo estaria relacionada a ineficiéncia do organismo na
defesa contra a acao do agente estressor.

O gene CSP1 esta incluso nas proteinas quimiossensoriais (CSPs) envolvidas na
comunicagdo quimica das abelhas (NCBI) e apresentou aumento na sua expressdo apos 4 horas
de exposicdo ao glifosato. Liu et al. (2020) sugerem que os CSPs tém agdes complexas néo
apenas no sistema imunoldgico do inseto, mas também no sistema nervoso central e em
praticamente todos os 6rgdos do corpo, tendo sua expressdo enriquecida na cabeca,
especificamente no cérebro, podendo estar relacionado ao transporte facilitado de acidos graxos
e vias mediadas por lipidios para adaptacdo, sinalizacdo e defesa imunoldgica. Ainda, é
proposto por esses autores que o0s genes da familia CSP ativam a via do émega 6 para produzir
diacilglicerol (DAG), ativando a fosfolipase quinase C e a fosforilacéo de outras proteinas. Essa
fosforilacdo esta relacionada ndo apenas a despolarizagao/repolarizacéo dos neur6nios (canais
de sodio/potassio), transducdo de sinal (receptor transmembrana) e/ou contracdo muscular
(proteina motora da miosina), mas também para a ativacdo de lipidios biossintéticos e
degradativos, enzimas sdo essenciais para a degradacdo de xenobioticos, armazenamento de
acidos graxos e producdo de feromonios.

A exposicao das forrageiras ao glifosato induziu a reduc@o na expressdo de genes que
normalmente sdo superexpressos em abelhas nutrizes. Os genes da proteina da geleia real
(MRJPs e Y-h) foram infraregulados apds 1 e 4 horas de exposicao ao glifosato, exceto Y-h
que foi expresso ap6s 4 horas apenas. Com base nestes resultados, pode-se inferir que a
contaminagéo de abelhas na fase de nutrizes com doses letais ou subletais do glifosato poderia
afetar a quantidade e qualidade da geleia produzida, afetando a nutricdo, alteracGes
comportamentais e desenvolvimento da colénia como um todo (FENT et al., 2020).

Pode-se concluir que o herbicida glifosato afeta a expressao génica de abelhas meliferas
na fase de campeiras expostas de forma aguda ou cronica, podendo afetar importantes vias
metabolicas, interferindo na microbiota e defesa contra patégenos, bem como prejudicar vias
do sistema nervoso, acarretando na disfun¢do do sistema cognitivo e, consequentemente, no

desenvolvimento e atividades da colbnia.
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ANEXOS

Anexo 1. Qualidade dos dados de sequenciamento do RNA representada em porcentagem e
numero de reads. Todas as amostras de cada tratamento tiveram reads que foram
classificados como Ambiguous (se ligaram em dois locais do genoma de referéncia),
Feature (se ligaram em um local especifico do genoma), No Feature (ndo se ligaram
a nenhum local do genoma), e Low Quality (tiveram baixa qualidade no
seguenciamento).

Sample Ambiguous Feature No Feature Low Quality
Gly-CTL1-1G1 0.9% (4712)  78.4% (402027) 16.7% (85425) 4.1% (20893)
Gly-CTL1-IG2 0.9% (1684) 73.9% (140836) 21.4% (40773) 3.9% (7410)
Gly-CTL1-1G3 1.1% (6628)  72.8% (454839) 20.1% (125528) 6.1% (37842)
Gly-CTL1-1G4 1% (5587) 72.8% (412909) 19.6% (110895) 6.7% (37838)
Gly-CTL4-1G1 1.1% (6693) 67.5% (420719) 22.7% (141210) 8.7% (54258)
Gly-CTL4-1G2 1.1% (5898)  71.1% (398371) 21% (117944) 6.9% (38417)
Gly-CTL4-1G3 1% (613275) 71.2% (43645890) 21.4% (13101723) 6.4% (3933732)
Gly-CTL4-1G4 1% (4950) 67.8% (331854) 23.6% (115648) 7.6% (37324)
Gly1-1G50-1 0.9% (10126) 78.4% (846628) 11.8% (127364) 8.9% (95862)
Gly1-1G50-2 1% (8485) 73.7% (600696) 18.5% (150528) 6.9% (55871)
Gly1-1G50-3 1% (9510) 72.7% (674626) 18.6% (172617) 7.7% (71576)
Gly1-IGSUB-1 0.9% (7375)  79.4% (671812) 11% (92686) 8.7% (73863)
Gly1-IGSUB-2 1% (8929) 73.1% (633412) 18.5% (160486) 7.4% (63853)
Gly1l-IGSUB-4 0.8% (5058)  76.8% (486832) 12% (75813) 10.4% (66123)
Gly4-1G50-1 0.8% (5051)  76.5% (472971) 12.7% (78633) 10% (61742)
Gly4-1G50-2 0.9% (5632)  71.8% (439295) 18.3% (111904) 9% (54801)
Gly4-1G50-3 0.9% (11209) 71.8% (920840) 15.8% (202907) 11.5% (147117)
Gly4-1G50-4 1% (12389) 71.4% (901646) 17.9% (226364) 9.8% (123268)
Gly4-IGSUB-1 0.8% (8037) 64.2% (668360) 16.1% (167887) 18.9% (196898)
Gly4-1IGSUB-2 0.7% (5517)  75.6% (577125) 12.4% (94718) 11.2% (85781)
Gly4-1GSUB-3 0.9% (12627) 68.9% (1009533)  15.5% (226878) 14.8% (217187)
Gly4-1GSUB-4 0.8% (5456)  76.3% (496454) 9.7% (62934) 13.2% (85532)
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IMPLICACOES

O uso de herbicidas ¢ amplamente utilizado no planeta e muito se discute sobre seus
efeitos em animais ndo alvo. Dentre estes, as abelhas estdo sujeitas ao contato com o herbicida
em suas atividades de colheita de recursos, seja por exposi¢do por contato ou por ingestdo de
alimento contaminado.

Embora trabalhos de literatura tenham evidenciado seu efeito em abelhas do género
Apis, estudos relacionados a expressdo génica sdo escassos. Neste trabalho avaliamos os efeitos
da exposic¢édo aguda a duas doses do glifosato e evidenciamos alteragcfes em importantes vias
das abelhas, utilizando tecido cerebral. Estes efeitos demonstraram que a exposi¢éo ao glifosato
pode afetar o sistema cognitivo, interferindo desta forma nas atividades de forrageamento, além
de afetar a microbiota e a imunidade das abelhas.

Esses resultados contribuem para uma melhor compreensdo dos mecanismos
moleculares envolvidos nas respostas das abelhas ao estresse causado pela exposicdo a
agrotoxicos e, com isso, reforcam a necessidade de maiores estudos e avaliagdes na liberagédo
de agrotoxicos, uso racional de comercializacdo, em especifico do herbicida glifosato, visto que
aapicultura ainda carece de politicas publicas de protecao as abelhas e aos servicos que prestam,
beneficiando o meio ambiente e a sociedade de modo geral.

Aqui, avaliamos o efeito de exposicdo de uma e quatro horas, consideradas agudas.
Entretanto, se faz necessario o estudo do efeito crdnico, quando o alimento contaminado é
armazenado na colmeia. Além disso, estudos futuros podem ser realizados em outras espécies
de abelhas utilizando este mesmo modelo de pesquisa, com o intuito de se verificar se as demais
abelhas também respondem ao glifosato da mesma forma que os resultados encontrados no
presente estudo. Outra proposta interessante € repetir esse trabalho em campo, tornando os
resultados mais realisticos, ou até mesmo confirmando de tal forma os resultados encontrados
neste em laboratério.

Seguindo esta mesma linha de pesquisa, sugere-se que sejam realizados experimentos
utilizando-se de mais horas de exposic¢do, supondo principalmente os efeitos a longo prazo.
Outra sugestdo que pode ser dada é em relacdo ao tecido alvo de estudo, pois diferentes genes
podem ser encontrados em outros tecidos das abelhas nestas mesmas condic¢des de experimento,
como por exemplo o intestino, onde estéo localizadas enzimas digestivas, antioxidantes, entre
outras, que sdo interessantes e importantes na resposta das abelhas a agentes estressores,

podendo causar consequéncias no seu desenvolvimento.



